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1. INTRODUGAO

A analise de fitotoxicidade vem sendo empregada na avaliagao de compostos,
biossdlidos, efluentes industriais, efluentes de biorreatores anaerdbicos e qualidade
de aguas de origens distintas, a fim de analisar o efeito destes sobre o crescimento
radicular de diferentes espécies de plantas (ZUCCONI et al., 1981; TIQUIA; TAM,
1998; CHARLES et al., 2011; YOUNG et al., 2012; MENDES et al., 2016, GERBER,
et al. 2017).

Os ensaios fitotoxicolégicos com germinagéo de sementes tem sido bastante
utilizados atualmente como indicadores de poluigdo ambiental por causa da
simplicidade e economicidade proporcionada pelo método em comparagdo com
outros tipos de analises e apesar de nao ser possivel identificar diretamente qual
composto esta conferindo o carater toxico, esse teste consegue comparar niveis de
toxicidade através do comprimento e porcentagem de germinagdo das sementes,
compondo um indice, o IG (indice de germinagao), que é inversamente proporcional
ao nivel de toxicidade das amostras testadas. Quanto menor o |G maior a toxicidade
do composto analisado, justamente por inibir totalmente ou parcialmente o
crescimento das raizes das sementes.

Apesar da importancia desse tipo de analise, ainda ndo existe um padrao a
ser seguido como uma norma da ABNT ou NBR. Isso ndo quer dizer que essa
padronizagcdo nao € necessaria, muito pelo contrario, a cada dia mais autores
(RAMANA et al., 2002; AVIANI et al., 2010; OZKARA et al., 2011; MITELUT e
POPA, 2011; KHAN et al.,, 2014, GERBER et al.,, 2017, MENDES et al.,, 2016)
utilizam essa técnica para classificar o nivel de toxicidade em suas amostras e
fazem adaptacdes aos métodos atualmente encontrados nos artigos cientificos. E
necessario uma padronizag¢ao para que se tenha um protocolo padrao afim de gerar
uma norma técnica ou metodologia padréo, comparavel as indicadas para outras
analises, como por exemplo no "standard methods for the examination of water and
wastewater" ou NBRs ou ABNTSs.

Analises de toxicidade sdo raramente exigidas pelos 6érgdos ambientais, o que
parece ser um erro, ja que testes como o de germinagdo com sementes séo
econdbmicos e faceis de serem implementados pela maioria dos laboratérios
credenciados pelos 6rgados ambientais e trazem a resposta global que mais importa:
o nivel de toxicidade da amostra analisada. O ensaio de fitotoxicidade com
sementes de alface (Lactuca sativa) se destaca por ser um teste rapido, confiavel,
econdmico e de facil implementagcdo (CHARLES et al., 2011). A semente de alface é
indicada como bioindicador para avaliar riscos potenciais no ambiente segundo a US
Enviromental Protection Agency (EPA), para a deteccdo de efeitos ecotoxicologicos
(Johnson et al., 2015).
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O objetivo deste estudo consistiu em avaliar diferentes variagdes na
metodologia de fitotoxicidade com germinagao de sementes de alface com o intuito
de criar um método padrao confiavel.

2. METODOLOGIA

Baseado nas pesquisas em artigos que utilizaram métodos de germinagao de
sementes, foi elaborada a Figura 1 com as variagdes testadas. Todas as
metodologias foram testadas em quintuplicata, com agua destilada. Os calculos dos
IGs levam em consideragcdo o branco quando se incuba amostras, mas nesse caso
em especifico ndo existe branco pois as préprias amostras sao os padrdes. Nesse
caso foi utilizada a comparagdo de desvio padrdo e analise de variancia (que
representa o quadrado do desvio padrdo) para cada tratamento.

Figura 1: Tratamentos aplicados/Delineamento experimental

T T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 | T10 | T11 T12 T13 | T14| T15 | T16
Temp.| 25 25 25 25 25 25 25 25 20 20 20 20 20 20 20 20
T.A. 1min | imin | 1h | 1h+1h'| 1h 1h 1min 1h | 1min | 1min | 1h | 1h+1h! 1th | 1h | 1min | 1h
T.R. 24h | Over | Over| Zero | Zero | Zero| Over | Over| 24h | Over | Over| Zero | Zero | Zero| Over | Over
Vol. 4 4 4 B 4 5 25 5 4 4 4 | 5 4 5 25 5
T.P. 90 | 90 | 90 90 90 | 90 60 90 |90 [ 90 | 90 90 90 90 60 90

*T1, T2, T3... = diferentes tratamentos *Vol. = Volume de amostra a ser colocado em cada placa, em mL
*Temp. = Temperatura de incubacdo, em graus Celsius (°C) *T.P. = Tamanho da Placa de petri

*T.A. = Tempo de Agitacéo *QOver = Overnight (de 16 a 18h, aproximadamente)

*T.R. = Tempo de Repouso ' = com 1h de repouso entre as agitagdes

N =80 placas com 10 sementes cada, totalizando 800 sementes de alface (Variedade Giovana com 100% de taxa de germinagéo)

Em relacdo aos procedimentos, baseado em MENDES et al.,, 2016 e em
CHARLES et al., 2011, promoveu-se as variagcbes de temperatura, volume de
amostra na placa, tamanho da placa, tempo de repouso e tempo de agitacdo. Os
calculos do desvio padrdao e variancia foram feitos para cada tratamento. A
comparacao foi realizada através da classificagao dos tratamentos, do menor valor
de desvio padrao para o maior, o que pode ser conferido na Tabela 1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a germinagéo relativa, a Tabela 1 demonstra como se comportou
cada tratamento. Quando se pensa em padronizacdo de método de germinacao de
sementes como bioindicador de poluicao ambiental, algumas coisas sao importantes
como o fato de 100% das sementes germinarem no padrdao com agua destilada, ja
gue nao existe inibicdo nesse caso. A resposta bioldgica esperada é a de que todas
as sementes germinassem no branco (padréo, testemunha, etc.) pois sempre é
utilizada agua destilada, apenas. Percebe-se nos dados da Tabela 1, que os
tratamentos T1, T2, T3, T4, T5, T9, T10, T11, T12 e T14 obtiveram 100% de
germinagao, ou seja, a média das sementes nas 5 repeti¢cdes foi de 10, ja que 10
sementes do total de 10 germinaram em cada uma das 5 placas da repeticao. Esses
tratamentos foram preferidos, como sendo um primeiro passo na determinagao da
escolha do método a ser indicado como método padréo de analise de fitotoxicidade
com sementes de alface.

E imprescindivel que um método padrdo para qualquer tipo de analise
proporcione 0 minimo de variacdo entre suas repeticdes, obtendo assim o menor
desvio padrao possivel.
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Tabela 1 - Média das sementes germinadas e do Alongamento e Desvio Padrao e
Variancia do Alongamento das sementes entre repeticdes de cada tratamento
Amostra Média Germ. Média Along. Desvio Padrao Variancia Classificagdo

T1 10 166.19 9.96 99.25 4
T2 10 154.44 16.18 261.67 7
T3 10 150.65 11.85 140.49 6
T4 10 132.95 18.96 359.30 13
T5 10 115.26 17.02 289.54 10
T6 9.6 128.31 16.49 272.06 9
T7 8.8 115.66 18.59 345.48 12
T8 9.2 116.45 28.99 840.25 16
T9 10 110.84 2.94 8.65 1

T10 10 116.44 10.24 104.88 S
T 10 112.59 16.49 271.96 8
T12 10 116.54 20.32 412.82 14
T13 9.8 119.60 9.20 84.63 3
T14 10 121.16 17.36 301.25 1
T15 9.6 94.81 6.48 41.99 2
T16 9.4 78.50 20.19 407.46 15

O alongamento de raiz foi colocado em segundo plano, visto que essa
classificagdo como critério principal ndo faz sentido quando se busca uma
padronizacao de método, da mesma forma que se pensa quando se obtém uma
certificacao 1ISO9000, ou seja, ndo importa o que se produz, se € bom ou ruim, sé
importa que se produz sempre a mesma coisa, com desvio padrdo e variancia
dentro de limites estabelecidos pelas normas, geralmente sendo valores minimos.

Percebe-se que existe grande diferenga entre os valores de todos os
tratamentos, sendo que o T9 obteve tanto o menor Desvio Padrao quanto a menor
Variancia. A diferenca entre os Desvios Padrdes do T9 (classificado como 1) e 0 T15
(classificado como 2) foi de 220,41% (T15 maior do que o T9). Para as diferencas de
variancia entre os mesmos tratamentos temos que o T15 foi 485,43% maior do que
o T9. As diferencas s6 aumentam do T9 em relagdo aos valores dos tratamentos
classificados acima de 3, chegando ao aumento de 986,05% para o Desvio Padrao
do T9 em relagado ao T8 (pior tratamento segundo os critérios adotados). Ja para a
Variancia, esse valor sobe, sendo o T8 9.713,87% maior do que o T9.

4. CONCLUSOES

Constatou-se diferenga entre as metodologias (tratamentos) aplicadas,
comprovando que deve-se aprofundar cada vez mais o conhecimento sobre a
utilizacdo de sementes como bioindicadores, de maneira que métodos com maior
credibilidade, ou seja, que obtenham valores baixos de desvio padréo e variancia
sejam preferidos. Dentre os métodos utilizados, destaca-se o T9 (1 minuto de
agitacdo com bastédo de vidro, tempo de repouso de 24h na auséncia de luz, placa
de 9cm, 4mL de amostra na placa, 20°C de temperatura de incubagao), que obteve
os melhores resultados, de 2,94 para o desvio padrao e 8,65 para a variancia.
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