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RESUMO

O tomate é um alimento que esta presente em todas as regides do planeta, sendo o
sétimo alimento mais consumido no mundo. Por ser amplamente disseminado,
estudos tem buscado enriquecer este alimento com zinco (Zn) e melhorar sua
qualidade nutricional. Contudo, estudos quanto a exposi¢cdo da cultura a teores
elevados desse elemento ainda sdo necessarios. Neste sentido, este estudo objetivou
identificar as doses de Zn aplicadas em Cambissolo Humico (CH) e Nitossolo Bruno
(NB) que promovem niveis criticos téxicos (NCT) do elemento em plantas de tomate.
Além disso, buscou-se quantificar os efeitos da aplicacdo do Zn abaixo e acima do
NCT em parametros enziméaticos e peroxido de hidrogénio e teor de MDA. Para tal,
foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacao. Os solos foram coletados
em local com vegetacao natural e tiveram o pH corrigido para o valor 6,0 com calcario
dolomitico. No estudo I, os tratamentos foram as doses de 0, 50, 100, 150, 200, 250,
300 e 450 mg kg de Zn que foram aplicadas aos solos dispostos em vasos, onde as
plantas de tomate foram cultivadas. Nestas foram determinados parametros de trocas
gasosas, indice SPAD, acumulo de Zn nos 6rgaos das plantas, producédo de massa
seca (MS) e parametros de raizes. O teor de Zn disponivel nos solos aumentou em
resposta as doses aplicadas. A taxa fotossintética liquida, o indice SPAD, a MS da
parte aérea e raizes, o volume e comprimento de raizes diminuiram em funcéo do
incremento dos teores disponiveis. O NCT de Zn para plantas de tomate cultivadas
em CH foi atingido na dose aplicada de 48,7 mg kg e NB foi atingido na dose de
122,8 mg kg*. No experimento Il as plantas de tomate foram cultivadas em casa de
vegetacao, sendo que os tratamentos foram doses de Zn tais qual: CH controle (0,0),
20,0, 40,0 e 60,0 mg kg de Zn e NB Controle (0,0), 40,0, 80,0 e 120,0 mg kg de Zn,
nomeados como controle, T0,5, T1,0 e T1,5. Os efeitos foram quantificados pela
medicéo da atividade das enzimas SOD e POD, concentragao de H202 e MDA. Foram
determinados os teores de Zn, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e P na parte aérea das plantas, os
parametros de trocas gasosas, indice SPAD, parametros de crescimento de raizes e
producdo de massa seca de parte aérea e raiz. As plantas de tomate aumentaram a
acumulacdo de Zn em funcdo da dose de Zn em ambos os solos e isto estimulou
aumento da atividade das em enzimas SOD e POD, principalmente em CH. Em NB a
SOD teve sua atividade diminuida quando expostas T1,5. Os teores de H20:2
aumentaram em plantas cultivadas nos dois solos e MDA teve aumento apenas em
CH. O aumento do acumulo de Zn inibiu a absor¢céo de P em ambos os solos e de Fe
apenas em CH. O comprimento, area superficial e volume radicular, indice SPAD e
taxa fotossintética liquida foram inibidos pelo excesso de Zn em ambos os solos,
especialmente nos tratamentos T1,0 T1,5. A dose T0,5 nao foi capaz de promover
melhorias nos parametros avaliados. Plantas de tomate demonstraram sensibilidade
ao incremento de teores disponiveis de Zn no solo, influenciada por caracteristicas de
solo. Este estudo demonstrou que a adubacdo da cultura do tomate com Zn requer
avaliacdo criteriosa, especialmente nos cultivos em que o0 objetivo seja a
biofortificacdo agrondémica, técnica que essa que requer a aplicacado de teores mais
elevados do elemento.

Palavras-chave: Acumulagdo de Zinco. Toxicidade. Nutricdo de Plantas.
Biofortificacdo. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Tomato is a food that is present in all regions of the planet, being the seventh most
consumed food in the world. Because it is widely disseminated, studies have sought
to enrich this food with zinc (Zn) and improve its nutritional quality. However, studies
regarding the exposure of the culture to high levels of this element are still necessary.
In this sense, this study aimed to identify the doses of Zn applied in Humic Cambisol
(CH) and Nitosol Bruno (NB) that promote critical toxic levels (NCT) of the element in
tomato plants. Furthermore, we sought to quantify the effects of Zn application below
and above the NCT on enzymatic parameters and hydrogen peroxide and MDA
content. To this end, two experiments were carried out in a greenhouse. Soils were
collected in a place with natural vegetation and had the pH corrected to 6.0 with
dolomitic limestone. In study I, the treatments were doses of 0, 50, 100, 150, 200, 250,
300 and 450 mg kg of Zn that were applied to soils arranged in pots, where tomato
plants were grown. In these, gas exchange parameters, SPAD index, Zn accumulation
in plant organs, dry mass (DM) production and root parameters were determined. The
available Zn content in the soils increased in response to the applied doses. The net
photosynthetic rate, the SPAD index, the DM of shoots and roots, the volume and
length of roots decreased as a result of the increase in the levels available. The Zn
NCT for tomato plants grown in CH was reached at the applied dose of 48.7 mg kg
and NB was reached at the dose of 122.8 mg kg™. In experiment Il, tomato plants were
grown in a greenhouse, and treatments were Zn doses such as: CH control (0.0), 20.0,
40.0 and 60.0 mg kg of Zn and NB Control (0.0), 40.0, 80.0 and 120.0 mg kg™ of Zn,
named as control, T0.5, T1.0 and T1.5. The effects were quantified by measuring the
activity of SOD and POD enzymes, concentration of H202 and MDA. The contents of
Zn, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn and P in the aerial part of the plants, the parameters of gas
exchange, SPAD index, parameters of root growth and production of dry mass of aerial
part and root were determined. Tomato plants increased Zn accumulation as a function
of Zn dose in both soils and this stimulated an increase in SOD and POD enzyme
activity, mainly in CH. In NB, SOD had its activity reduced when exposed to T1,5. The
H202 contents increased in plants cultivated in both soils and MDA increased only in
CH. The increase in Zn accumulation inhibited the uptake of P in both soils and of Fe
only in CH. Length, surface area and root volume, SPAD index and net photosynthetic
rate were inhibited by excess Zn in both soils, especially in treatments T1.0 T1.5. The
dose T0.5 was not able to promote improvements in the parameters evaluated. Tomato
plants showed sensitivity to the increase of available levels of Zn in the soil, influenced
by soil characteristics. This study demonstrated that the fertilization of tomato crops
with Zn requires careful evaluation, especially in crops in which the objective is
agronomic biofortification, a technique that requires the application of higher levels of
the element.

Keywords: Zinc Accumulation. Toxicity. Plant Nutrition. Biofortification. Oxidative
Stress.
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1. INTRODUCAO GERAL

O zinco (Zn) é um componente de mais de 300 enzimas, sendo um
micronutriente essencial requerido normalmente em pequenas quantias pelas plantas
(GUPTA et al., 2011). Ele € necessario em varios processos fisioldgicos tais como a
respiracdo, fotossintese e biossintese de hormonios vegetais (STURIKOVA et al.,
2018). Entretanto, quando sua concentracdo na planta ultrapassa 0s niveis
considerados 6timos, sdo observados sintomas de toxicidade, caracterizados por
diminuicdo no crescimento, inibigcdo do desenvolvimento do sistema radicular, clorose,
desequilibrio nutricional e inibicdo da fotossintese (LIN e AARTS, 2012; MARQUES e
NASCIMENTO, 2014).

No solo, os teores naturais de Zn normalmente sdo variaveis e dependentes do
material de origem (HUGEN et al., 2013). Por exemplo, em rochas magmaticas 0s
teores de zinco podem variar de 40 a 120 mg kg, nas sedimentares de 80 a 120 mg
kg, em arenitos de 15 a 30 mg kg e em materiais calcarios ou dolomiticos de 10 a
25 mg kg!' (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 2011). Estes teores podem ser
encontrados basicamente em cinco formas no solo: solavel em &gua, trocavel,
adsorvido, quelado e formando complexos de Zn (NOULAS et al., 2018).

Diferentes tipos de solos podem gerenciar condigcbes distintas de
disponibilidade de Zn para as plantas, pois caracteristicas tais como teor de argila,
matéria organica e pH influenciam na disponibilidade (NOULAS et al., 2018). Solos
com maiores teores de argila, matéria organica e pH mais alcalino tendem a ter maior
adsorcao de Zn e proporcionar menor disponibilidade do mesmo. Em contrapartida,
solos com menor teor de argila, de matéria organica e pH mais acido tendem a
gerarem maior disponibilidade Zn na fracdo disponivel (KARIMI et al., 2019).
Pensando nisso, muitas recomendacdes de adubacdo, tal qual a de fosforo se
baseiam em caracteristicas de solo para definir as doses a serem aplicadas. Contudo,
micronutrientes, como 0 Zn, ndo possuem ainda este nivel de conhecimento e em

alguns casos a utilizacdo da adubacao com este micronutriente pode expor as plantas



17

a niveis toxicos dependendo da dose e do tipo de solo no qual é aplicado (SUGANYA
et al., 2020).

O tomate € uma das hortalicas de maior importancia no Brasil, tanto no aspecto
econdmico, quanto no social, pois € responsavel pela geracdo de renda para muitas
familias. Esta cultura tem exigéncias em adubacéo elevadas, porém sua capacidade
de absorcdo é baixa, sendo que para o fosforo, por exemplo, a taxa de absorcéo € de
apenas 10% (NOVAIS e SMYTH, 1999). A deficiéncia de Zn raramente é observada
em lavouras comerciais. Em casos de deficiéncia, recomenda-se a aplicagao via foliar
de sulfato de zinco, 200 g para 100 L de 4gua ou zinco quelatizado, sendo 300 ml para
100 L de 4gua (EMBRAPA, 2016).

Nos ultimos anos na busca por alternativas de enriquecimento dos alimentos
surgiu o conceito de biofortificacdo, que foi criado na década de 1990 por Howarth
Bouis (CAKMAN e KUTMAN, 2018). Esta técnica se baseia no enriquecimento dos
alimentos com determinados nutrientes realizada a campo durante seu processo
produtivo, podendo ser desenvolvida basicamente de duas maneiras: (I) pelo
melhoramento genético das culturas, conhecida como biofortificacdo genética ou (I1)
pelo manejo da cultura, atuando basicamente no manejo da adubacédo, conhecido
como biofortificagdo agronémica (VERGUTZ et al., 2016). Neste cendario, 0 Zn € um
dos micronutrientes que tem apresentado relevancia entre as pesquisas
desenvolvidas com o foco de combater a deficiéncia na nutricdo mineral em
determinados grupos de pessoas € 0 zinco.

Para atingir os objetivos da biofortificacdo dos frutos de tomate, doses mais
elevadas que aquelas necessarias apenas para a manutencdo dos processos
bioldgicos da planta seréo necessarias. Neste sentido, em funcdo do baixo volume de
pesquisa com este elemento e esta cultura, em muitos casos podem ser adicionadas
ao solo guantias elevadas de Zn, expondo as plantas a niveis criticos téxicos. O
conceito de nivel critico toxico (NCT) esta relacionado com o teor de determinado
nutriente na qual ocorre uma reducédo na producédo com base no nivel maximo de
produtividade (FAGERIA et al., 1997). Em geral, o NCT do elemento pode ser
correlacionado com parametros relacionados a produgdo da cultura, tais como:
fotossintese, taxa de crescimento e producdo de massa seca (MALAVOLTA et al.,
1997). O nivel de toxicidade é atingido quando estes parametros se apresentam
reduzidos entre 80 a 95% da producao otima. Ao atingir a toxicidade, a concentracao

7

do nutriente ja € superior a suficiéncia, atingindo o nivel critico fisiologico,
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ultrapassando toda a faixa de consumo de luxo, e acarretando efeitos negativos no
rendimento das culturas (BHATT, HOSSAIN e SHARMA, 2020).

Plantas quando expostas a teores muito elevados de Zn desencadeiam
diversos mecanismos de defesa para combater os efeitos fitotoxicos. Dentre estes
mecanismos de defesa temos o0 enzimético, que envolvem a ativacdo e aumento da
atividade de algumas enzimas, entre elas a superoxido dismutase (SOD) e a
peroxidase (POD) (ALI et al., 2019). Estas enzimas buscam converter e neutralizar
agentes oxidantes tais como o peréxido de hidrogénio (H202) em formas menos toxicas
ao metabolismo e assim diminuir seus efeitos deletérios (WElI et al., 2022). Porém, em
alguns casos, a exposicdo ao elemento pode gerar uma explosdo oxidativa nas
plantas em niveis extremamente elevados e isto afeta o aparato enzimatico, que nao
consegue se manter. Neste caso, a exposicdo é identificada pela diminuicdo da
atividade das enzimas, fazendo com que o efeito da presenca do elemento em
excesso seja letal para as plantas em funcédo dos danos oxidativos (KUNDU et al.,
2018).

A possibilidade do aumento da demanda de utilizacdo de adubacdo com Zn
para a cultura do tomate com objetivo de biofortificacdo gera a demanda por
conhecimento de como esta planta se comporta quando exposta a alta
disponibilidadedesse micronutriente. Além de conhecer o comportamento da planta, é
importante conhecer a influéncia do tipo de solo sobre a capacidade de disponibilizar
Zn para as plantas sem expor as mesmas a teores toxicos. Assim, este estudo teve
como objetivo principal identificar a dose de nivel critico toxico de Zn para plantas de

tomate cultivadas em um Cambissolo Himico e um Nitossolo Bruno.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Determinar a dose aplicada ao solo para atingir o nivel critico toxico de Zn para as

plantas de tomate cultivadas em um Nitossolo Bruno e um Cambissolo Himico.
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1.1.2 Objetivos especificos

Observar o comportamento de parametros de crescimento e desenvolvimento de
plantas de tomate cultivadas em um Nitossolo Bruno e um Cambissolo Hamico sob
alta disponibilidade de Zn.

Identificar a influéncia do excesso de Zn em parametros de trocas gasosas tais
como taxa fotossintética liquida, concentracdo interna de CO2, condutancia
estomatica e transpiragao.

Avaliar a influéncia da presenca de Zn em niveis toxicos em parametros de
crescimento de raiz tais como comprimento, didmetro, volume e area superficial.
Avaliar o efeito do Zn em teores tidos como adequados e excessivo sobre a
atividade das enzimas superéxido dismutase e peroxidase, assim como na geracao
de perodxido de hidrogénio e melanoaldeido.

Identificar a agcdo do Zn como um agente antagonista na absorcéo de nutrientes

essenciais as plantas.

1.2 HIPOTESES

As diferentes caracteristicas dos solos, por ex. teor de argila, teor de matéria
organica e valor de pH, afetam as respostas das plantas cultivadas ao aumento da
disponibilidade de Zn nos solos Nitossolo Bruno e o Cambissolo Humico e isto ira

conduzir a diferentes niveis critico toxico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O ZINCO

7z

O zinco € um metal de cor branco-azulada, forma cristalina hexagonal
compacta, numero atémico 30 e sua massa atbmica relativa € de 65,38 u. Na natureza
ocorre predominantemente na forma de cation divalente (SANDSTEAD e AU, 2007).

O zinco é um co-fator para mais de 200 enzimas biologicamente importantes
do organismo humano, que controlam muitos processos celulares como sintese de
DNA, crescimento, desenvolvimento cerebral, resposta comportamental e
reproducdo. Ja os principais efeitos adversos da exposicéo oral excessiva ao zinco
incluem nauseas, vémitos, dor abdominal e ocasionalmente pancreatite.

O zinco desempenha papel metabdlico essencial em plantas, sendo
componente ativo de grande variedade de enzimas, como as desidrogenases,
proteinases, peptidases e fosfohidrogenases. Tem funcbes no metabolismo de
carboidratos, proteinas, formacdo de RNA e ribossomos, permeabilidade das
membranas e estabilizacdo de componentes celulares, além do estimulo a resisténcia
ao clima seco e quente, e a doencas bacterianas e fungicas (KABATA-PENDIAS e
MUKHERJEE, 2007).

A fitotoxicidade de Zn é relatada especialmente em solos acidos. Além disso,
ela depende da espécie, genétipo e estagio de crescimento das plantas. A
concentracdo de Zn nas partes da planta segue o padréo: raizes > folhas > ramo >
tronco. As raizes laterais pequenas retém mais Zn do que outros componentes da
vegetacao (KABATA-PENDIAS e MUKHERJEE, 2007).

2.1.1 O zinco no solo

Os teores de Zn nos solos sem contaminacdo e sem intervencao antropica
(solos naturais) estéo relacionados com o material de origem e a composicéo da rocha
matriz, sendo também influenciado pelos processos de intemperismos, responsaveis
pela formacgédo do solo (HUGEN et al., 2013). Nas rochas magméticas os teores de
zinco podem variar de 40 a 120 mg kg, nas sedimentares de 80 a 120 mg kg, em
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arenitos de 15 a 30 mg kg e em materiais calcarios ou dolomiticos de 10 a 25 mg kg
! (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 2011).

No Brasil os teores médios encontrados por Fadigas et al. (2006) séo de 24
mg kg?, apés a avaliagdo de 256 amostras provenientes de diversos estados
brasileiros. Em nivel regional, para o estado de Santa Catarina, Hugen et al. (2013),
observaram o valor médio de 39 mg kg? de Zn apdés a andlise de 111 amostras
distribuidas pelo estado. O teor mais elevado no estado de SC em relacdo a média
nacional pode se dar pela predominancia de basalto como material de origem de
algumas regides, o qual € naturalmente mais rico em elementos-traco. Contudo, cabe
ressaltar que essa extrapolacdo de valores deve ser cuidadosa, pois 0s teores
naturais sdo muito variaveis de acordo com o material de origem, sendo esta
observacéo validada pelo comportamento dos grupos de solos criados por Hugen et
al. (2013), os quais variam de teores baixos em sedimentos arenosos (8,7 mg kg)
até teores relativamente elevados em olivinas mililitito (89,1 mg kg? de Zn). Neste
contexto, a afirmacdo de Biondi et al. (2011), de que sdo necessarios estudos
regionalizados para a determinacdo dos teores naturais de elementos-traco é muito
valida. Para comparacédo, na Unido Europeia, estima-se que a maioria dos solos sejam
aptos a producéo agricola, porém cerca de 6,24% necessitem de maiores avaliacbes
a nivel local para que seja garantida a seguranca alimentar da producéo (TOTH et al.,
2016).

O zinco no solo € encontrado basicamente em cinco formas, sendo elas
(NOULAS et al., 2018): (i) soluvel em agua; (i) trocavel; (iii) adsorvido; (iv) quelado e
(v) formando complexos de Zn. Cada uma dessas formas difere entre si pela for¢a da
interacéo e desta forma influencia a disponibilidade e a capacidade de absorcéo pelas
plantas ou lixiviagdo. Este equilibrio entre as formas de Zn adsorvido e 0 Zn em
solucdo é controlado principalmente pelo pH, concentragdo de Zn e outros metais,
especialmente ferro e o manganés. O pH assume papel fundamental no
gerenciamento da disponibilidade de Zn na solucdo do solo, pois 0 Zn se liga
basicamente por meio de ligacdes especificas (complexos de superficie de esfera
interna) aos minerais do solo, e este tipo de ligacdo € muito estavel, porém, fortemente
influenciado por alteragdes no pH. Portanto, solos com pH elevado tendem a
apresentar maior deficiéncia de Zn por facilitar o processo de adsorcdo e em

contraponto, solos com maior acidez tendem a ter maior disponibilidade de Zn e outros
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micronutrientes tais como Ferro (Fe), Cobre (Cu), Boro (B) e Manganés (Mn)
(ERNANI, 2008).

A forma mais comum do Zn é a iénica (Zn?*) e por ser fortemente retido pelas
argilas e pela matéria organica, torna-se praticamente imovel no solo, porém,
comparativamente, apresenta maior mobilidade que o Cu. Solos com teores de Zn
abaixo de 5 a 20 mg kg sdo considerados deficientes, enquanto aqueles com teores
totais entre 25 a 150 mg kg apresentam o metal em quantidades ideais a nutricédo
das plantas. Quando a concentracdo atinge patamares maiores que 400 mg kg,
passa a ser toxico para a maioria das plantas (KABATA-PENDIAS, 2011). Contudo,
estes valores podem ser muito variaveis dependendo ainda da textura do solo, teor
de matéria organica e pH, oscilando ainda para diferentes culturas.

Falar em teores totais de Zn no solo ndo € uma boa forma de mensurar a
capacidade real deste solo em fornecer Zn para a planta, pois uma grande parte do
total presente no solo ndo esta disponivel para a absorcdo. Shing et al. (2005)
relataram graves problemas de deficiéncia de Zn em cultivos na india, pais este que
tem forte presenca de solos calcéarios. Os autores abordam o fato de os teores totais
serem adequados para o cultivo de plantas, porém a disponibilidade é extremamente
baixa, devido ao carater alcalino destes solos, o que resulta em graves problemas de
deficiéncia de Zn nos graos dos cultivos destas regides.

Além da baixa disponibilidade de Zn comumente observada nos solos,
resultante de baixas concentra¢cdes naturais ou pH elevado, ainda podem existir
outros tipos de interacdo que diminuem a disponibilidade de Zn na solucdo. A
deficiéncia de Zn induzida por fosfatos tem relatos de longa data na literatura
(BURLESON, DACUS e GERARD, 1961; LO e REISENAUER, 1968) e é associada,
segundo Olsen (1972) a cinco fatores:

1) combinacéo do zinco com o H2POa4, diminuindo a sua disponibilidade;

2) reducdo da disponibilidade do zinco por combinagdo com o cation
acompanhante do fosfato;

3) precipitacédo do fosfato de zinco na superficie das raizes;

4) reducédo na translocacéo do zinco das raizes para a parte aérea por causa
do alto nivel de fosfato nos tecidos condutores;

5) diminuicdo no teor de zinco da parte aérea por um efeito diluicdo, isto €,

devido ao maior crescimento por efeito da adubacao fosfatada.
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Porém, ainda sdo controvérsias as hipoteses das reais causas das
deficiéncias, sendo que alguns autores apontam que o antagonismo dos nutrientes se
da na solugéo do solo pela formacao de precipitados de Zn3(POa)2, porém parece ser
pouco consistente esta alternativa pelo fato da alta solubilidade deste composto
(LINDSAY, 1972). Outros autores apontam que este efeito de interacdo Zn-P no solo
nao parece ser relevante, sendo que o efeito de interacdo, quando existente,
provavelmente ocorra nas raizes (MALAVOLTA et al., 1997) e ndo na solucao do solo,
diminuindo assim a translocacdo e o acumulo de zinco nos tecidos da parte aérea.
Nas raizes, a principal causa seria a precipitacdo do Zn e a forte interacdo do Zn com
as cargas negativas das raizes. Este efeito de interacdo ganha maior forca em solos
tropicais onde € comum a utilizacdo de altas doses de fosforo em solos que
naturalmente possuem baixos teores de zinco e fosforo (CARNEIRO et al., 2008).

O nitrogénio (N) é outro elemento que afeta o status de zinco nas plantas e
no solo. O crescimento das plantas proporcionado pela presenca do N e alteracdes
no pH do ambiente radicular parecem ser fatores importantes no comportamento do
Zn. O maior crescimento das plantas parece causar um efeito de diluicdo do Zn nos
tecidos, e este efeito € potencializado em casos de alta oferta de N e baixa de Zn.
Podem ainda ocorrer problemas de acidificacdo do meio, dependendo da fonte de N
utilizada, como por exemplo, o sulfato de aménio que pode causar a acidificacdo do
solo e aumentar a disponibilidade de Zn na solugc&o do solo, em contraponto o nitrato
de célcio pode causar elevag¢ao do pH e diminuir a disponibilidade de Zn na solucéo
do solo (ALLOWAY, 2008).

O zinco insoltuvel e adsorvido compreende mais de 90% do conteudo total
presente no solo, sendo que este ndo esta disponivel para ser absorvido pelas plantas.
O trocavel normalmente varia de 0,1 a 2 ug g* de Zn e o Zn na solucéo é apresentado
em valores baixos, tipicamente entre 4x101° a 4x10® (BROADLEY et al., 2006).
Adubac&o com Zn normalmente deixa um efeito residual entre 3 a 5 anos devido a
sua forte interagcdo com os coloides do solo (KABTA-PENDIAS, 2011).

2.1.2 O zinco nas plantas
Nas plantas, o zinco desempenha papel fundamental como co-fator

constituinte ou regulador de um amplo nimero de enzimas e proteinas, sendo este

importante em diversas vias bioquimicas. Algumas destas vias sdo (STURIKOVA et
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al., 2018): (i) metabolismo de carboidratos, podendo ser na fotossintese e na
conversado de acucares em amido, (ii) metabolismo de proteinas, (iii) metabolismo de
auxina, (iv) formacgéo do pélen, (v) manutencdo da integridade de membranas e (vi)
resisténcia a patégenos.

Quando o fornecimento de Zn para a planta se torna inadequado uma ou mais
de suas funcbes biolégicas é incapaz de operar normalmente, podendo afetar o
crescimento e o rendimento da planta. De maneira geral, os sintomas de deficiéncia
de Zn nas plantas podem ser: nanismo, clorose internerval (amarelecimento das
folhas entre as nervuras), bronzeamento de folhas cloréticas e folhas pequenas ou
anormais. Contudo, os sintomas podem variar de espécie para espécie e aparecem
em plantas que sofrem severas restricdes do elemento (BROADLEY, 2006). Em
algumas situacdes sao relatados casos de deficiéncia “subclinica” ou “oculta”, que séo
agueles casos em gue existe a deficiéncia do elemento, porém os sintomas nao sao
visiveis, e se expressam apenas em reducdo do rendimento da cultura, podendo gerar
perdas entre 20 — 40%.

Tem sido assumido que o Zn é transportado nas plantas como Zn?* ou ligado
a acidos organicos, podendo ser absorvido como um cation monovalente (ZnOH*) em
solos com pH elevado. Ele acumula-se nas raizes, sendo translocado via xilema para
a parte aérea, sendo que o movimento na raiz pode se dar tanto por apoplasto como
por simplasto (NOULAS et al., 2018). J4 na parte aérea ele é transportado de forma
restrita das folhas velhas para as folhas novas e 6rgdos em desenvolvimento.
Segundo Kabata-Pendias (2011) ha discordancias em relacéo a captacéo do Zn, se é
um processo ativo ou passivo. O autor aponta que 0 processo seja majoritariamente
controlado por processos metabolicos, podendo, no entanto, sofrer agéo de processos
nao metabolicos na captacéao.

O zinco € um micronutriente requerido pelas plantas em pequenas, mas
criticas concentragbes, sendo, portanto, fundamental a manutencdo de teores
adequados para o desenvolvimento das plantas. Os teores adequados de Zn na
matéria secas das plantas podem ser bastante variaveis de cultura para cultura, sendo
relatado que para o desenvolvimento adequado, concentracdes entre 15 a 20 mg kg-
1 de Zn na matéria seca seriam satisfatérias (MARSCHNER, 1995).

Para o tomate sdo observados valores entre 17 a 26 mg kg* em frutos,

engquanto em alface ja sdo observados valores bem maiores, na faixa de 44 a 73 mg
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kg! (KABATA-PENDIAS, 2011). Uma classificacdo de estado nutricional de plantas
foi proposta por (SINGH et al., 2005), sendo ela definida como:

. Menos de 10 mg kg* de zinco: deficiéncia

. Entre 10 e 20 mg kg de zinco: provavel deficiéncia

. Acima de 20 mg kg de zinco: suficiéncia

Porém, os teores encontrados em plantas que estdo expostas a condi¢cdes
adequadas de nutricdo por Zn sdo maiores, podendo variar de 30 a 100 mg kg de Zn
na matéria seca (MARSCHNER, 1995). Contudo, dependendo da espécie de planta,
entre 58 e 91% do Zn na planta pode estar em formas solUveis em agua, sendo esta
fracdo considerada aquela com maior atividade fisiolégica. Assim, o teor total de Zn
nas plantas n&do seria um bom indicador do status do micronutriente na planta
(BROWN, CAKMAK E ZHANG, 1993), haja vista que boa parte deste nutriente pode
estar imobilizado e sem funcéo fisioldgica. Em alface, por exemplo, foi observado que
0 zinco soluvel estaria possivelmente associado aos aminodacidos, acgucares e
compostos que contenham enxofre, e a soma destas fragées corresponderia a 58 %
do total nas folhas e 62-70 % nas sementes. No tomate estes valores nas folhas
representaram apenas 5,8% do total de zinco observado nos tecidos (BROWN,
CAKMAK E ZHANG, 1993).

Niveis superiores a 300 mg kg de Zn na matéria seca em muitos casos
causam efeito inverso a nutricdo, sendo, portanto, téxico para as plantas. Plantas
consideras sensiveis sofrem restricdes graves no crescimento e rendimento quando
expostas a concentracdes entre 150 a 200 mg kg de Zn na matéria seca (KABATA-
PENDIAS, 2011)

A distribuicdo de Zn na planta normalmente segue um padrdo, sendo
distribuido preferencialmente seguindo a ordem raizes > folhas > ramos > tronco e as
raizes finas sdo aquelas que apresentam as maiores concentracdes de Zn. Alguns
relatos apontam que o Zn esta concentrado em cloroplastos, sendo provavel que o
metal também esteja acumulado em fluidos dos vacuolos e nas membranas celulares.
Aquelas fracdes que estdo ligadas a compostos organicos leves em fluidos do xilema
podem ter alta mobilidade na planta, porém a por¢éo ligada aos complexos de cargas
negativas € bem alta, correspondendo a mais da metade do total presente nas plantas
(PEGANOVA e EDER, 2004). Portanto, de maneira geral, o zinco € considerado um

nutriente pouco mével nas plantas, principalmente em condi¢des de baixa oferta do
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nutriente, sendo que seus sintomas aparecem normalmente nos 6rgaos mais jovens
(FAQUIN, 2005).

2.1.3 O zinco na saude humana

A deficiéncia de micronutrientes vem ganhando importancia nos ultimos anos
em razdo de aproximadamente um terco da populacdo mundial apresentar
deficiéncias de vitaminas, especialmente A e C, e minerais, tais como Zn, Fe e |
(OLIVEIRA et al., 2018).

Estima-se que o zinco € um mineral que esteja envolvido na atividade de mais
de 2700 enzimas, estando estas enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios. Também se acredita que algumas destas enzimas participem da
sintese e degradacdo de acidos nucleicos (ANDREINI e BERTINI, 2012). O zinco
também atua em funcdes cataliticas, estruturais e regulatérias, desempenhando
importante papel na resposta imunoldgica e no estresse oxidativo (CHASAPIS et al.,
2012).

Os principais fatores responsaveis pela deficiéncia de zinco em paises
subdesenvolvidos sdo a ingestdo inadequada deste micronutriente, desnutricdo
energético proteica, doencas gastrointestinais, dieta predominantemente a base de
plantas e a necessidade aumentada de zinco nas fases da infancia, gravidez e
adolescéncia. Enquanto nos paises desenvolvidos a deficiéncia é pouco comum, mas
pode ocorrer em consequéncia do consumo inadequado de zinco ou doencas
gastrointestinais que cursem com ma absorcdo ou perdas excessivas deste
micronutriente (SCRIMSHAW, 2003; HESS et al., 2009).

Os sintomas de deficiéncia de zinco incluem: retardo no crescimento,
maturacdo sexual retardada, hipogonadismo e hipospermia, alopecia, cicatrizagao de
ferimentos demorada, lesBes cutaneas, apetite prejudicado, deficiéncias
imunoldgicas, disturbios de comportamento, lesbes oculares, incluindo fotofobia e
paladar prejudicado (GALLAGBER, 2010).

Segundo Oliveira et al. (2018) a bioforticagdo agronémica pode ser uma
estratégia eficiente para promover o enriquecimento de culturas alimentares em
paises com alta incidéncia de deficiéncia de zinco. Contudo, a biodisponibilidade que

corresponde a fracdo de um nutriente que foi digerido e absorvido e esta disponivel
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para as funcbes metabodlicas do organismo € fundamental para eficacia desta
estratégia. A mesma pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo a
concentracdo e a forma quimica, e a presenca de inibidores ou promotores de
absorcao (SILVA, 2016). As principais fontes alimentares de zinco incluem: carnes,
peixes, aves, figado, ostras e outros mexilhdes, cereais de graos integrais, feijoes e
derivados de soja (GALLAGBER, 2010).

Varios fatores dietéticos afetam a absorgéo de zinco, tais como a presenca de
fitatos, célcio e a elevada ingestdo de ferro (GALLAGBER, 2010). Enquanto a
absorcdo pode ser melhorada pela ligacdo do mineral com compostos que formam
complexos tornando os mais soluveis (TORRES, 2018), e pela ingestao de proteinas
e vitamina A. A possivel hip6tese pelo qual o b-caroteno promoveria 0 aumento da
absorcao de zinco, deve-se ao possivel fato de que o carotenoide forma um complexo
intestinal com o zinco, mantendo-o0 mais soluvel (GAUTAM et al., 2010).

As Dietary Reference Intakes (DRI) (PADOVANI et al., 2006) constituem-se
na mais recente revisdo dos valores de recomendacao de nutrientes, estratificados
por faixa etéria e sexo. Segundo a DRI, para lactentes de 0 a 6 meses recomenda-se
a ingestéo de 2 mg dial, entre 7 e 12 meses é de 3 mg dia!, para meninos e meninas
de 1 a 3 anos de idade recomenda-se a ingestdo de 3 mg dial. Para idades entre 4 a
8 anos a recomendacéo é de 5 mg dia? e para idades entre 9 a 13 anos é de 8 mg
dial. Homens com idade acima de 14 anos a recomendacdo é de 11 mg dia?,
enquanto para mulheres de 14 a 18 anos é de 9 mg dia, reduzindo para 8 mg dia*
apos 19 anos de idade (PADOVANI et al., 2006). A ingestdo oral de quantidades
toxicas de zinco € rara, mas a Tolerable Upper Intake Level (UL) que corresponde ao
valor mais alto de ingestdo diaria é de 40 mg dia?! para individuos adultos
(GALLAGBER, 2010).

2.2 A CULTURA DO TOMATE

O tomate (Lycopersicon esculentum) € uma espécie distribuida pela maioria
dos continentes e cultivada em muitos paises. Acredita-se que o tomateiro seja
originario das regiées andinas do Peru, Bolivia e Equador (EMBRAPA, 1993) locais
estes com temperaturas amenas e baixo volume de precipitacdo. Com a chegada dos

Espanhdis na América, o tomate ja foi encontrado no México e em algumas regides
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da América Central e do Sul, sendo entéo levado para a Europa, e tendo seu consumo
difundido no Século XIX (EMBRAPA, 1993).

A cultura do tomate no Brasil é a mais importante dentre as hortalicas, tanto
no ambito econdmico, quanto no social, pelo seu grande volume de producéo e
geracdo de empregos. De acordo com a Associacdo Brasileira do Comércio de
Sementes e Mudas de Hortalicas (ABCSEM, 2016), a producdo de tomate fresco
movimenta atualmente no Pais quase R$ 10 bilhées no varejo e gera uma massa
salarial de mais de R$ 400 milh&es no campo.

A nivel mundial, China, india e Estados Unidos, sdo os maiores produtores,
respectivamente. O Brasil € o nono maior produtor mundial, com uma area plantada
proxima dos 64,3 mil hectares. A producdo atingiu nos ultimos anos valores em torno
de 4,3 milhdes de toneladas, o que significa uma média de 68,7 t ha! (FAO, 2021),
ou seja, o dobro da média da produtividade mundial. Embora cultivado em todos os
estados em maior ou menor escala, os estados com maiores areas plantas sao Mato
Grosso, Paran, Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Minas Gerais (SIDRA, 2018). Santa
Catarina ocupa a sétima posicao no ranking de producéo da cultura, sendo a principal
safra de producéo, tanto para SC, como para o restante do pais, a safra de verdo. Na
safra 2017/2018 a area plantada no estado foi de aproximadamente 2440 hectares,
com uma producéo de 163.330 toneladas, resultando em uma produtividade média de
66,9 t ha! (EPAGRI, 2019).

Do volume total produzido, 70% séo destinados ao mercado para consumo in
natura e os restantes sdo matéria prima para industrializacdo, com 0s quais sao
elaborados diversos produtos, tais como extratos, pastas, molhos, sucos e outros
derivados. E necessario ressaltar que as cultivares de tomate para mercado s&o
diferentes daquelas para industrializacao, tanto no que se refere a planta quanto ao
fruto e ao sistema de cultivo.

Plantas de tomate se desenvolvem, florescem e frutificam nas mais variaveis
condic¢bes climaticas, sendo que no Brasil € possivel que sejam cultivadas duas safras
por ano em algumas regiées. Com base no seu centro de origem, temperaturas entre
20 a 25 °C favorecem a germinacéo e entre 18 a 25 °C ajudam no desenvolvimento
vegetativo enquanto temperaturas superiores a 32 °C tendem a proporcionar queda
das folhas e inibir o desenvolvimento dos frutos. Chuvas e alta umidade relativa do ar

também ndo sdo adequadas para o desenvolvimento da cultura pelo fato de
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favorecerem a incidéncia de pragas e doencas (EMBRAPA, 1993). O clima fresco e
seco e a alta luminosidade favorecem o desenvolvimento da cultura do tomate.

A temperatura noturna deve ser sempre menor que a diurna, pelo menos seis
graus. Temperaturas acima de 35°C diurnas e noturnas prejudicam a frutificagcdo, com
gueda acentuada de flores e frutos novos. Temperaturas muito baixas também
prejudicam a planta, reduzindo seu crescimento. O excesso de chuva € outro fator do
clima que tem efeito negativo na cultura, pois favorece a proliferagcdo de fungos e
bactérias que reduzem a parte aérea e, por consequéncia, diminuem a producao. De
modo geral, em regides com altitudes superiores a 800 metros, o plantio deve ser
realizado de agosto a fevereiro. J& em localidades de altitudes baixas e quentes, ou
seja, em altitudes inferiores a 400 metros, a época favoravel ao cultivo do tomate é de
fevereiro a julho. O uso de estufas possibilita o cultivo do tomate fora de época,
viabilizando o plantio durante todo o ano em regifes altas. O plastico usado na
cobertura permite modificar o ambiente, de forma a torna-lo mais favoravel para as
plantas, protegendo contra as chuvas excessivas e o grande nimero de organismos
que causam problemas fitossanitarios. Por causa dessas vantagens, as estufas tém
sido cada vez mais usadas, mas 0 manejo organico da cultura dentro da estufa requer

experiéncia do produtor no cultivo fora da estufa.

2.2.1 Adubacéo da cultura do tomate

O tomateiro € uma espécie exigente em adubacédo, sendo que a absorcédo de
nutriente pelas plantas é relativamente baixa até o aparecimento das primeiras folhas.
Com o surgimento das folhas ocorre um aumento da absorcdo até atingir o maximo
gue se da na fase de pegamento e crescimento dos frutos (EMBRAPA, 2006). Sabe-
se que apesar da alta demanda nutricional da planta a extragdo de nutrientes é baixa,
e este fato ocorre pela baixa eficiéncia da planta em absorver os nutrientes (NOVAIS
e SMYTH, 1999). Em média, em cada tonelada de frutos colhidos, s&o encontrados:
3 kg de nitrogénio; 0,5 kg de fésforo; 5 kg de potassio; 0,8 kg de calcio; 0,2 kg de
magnésio e 0,7 kg de enxofre. Em relacdo aos micronutrientes, as quantidades séo:
5 g de boro; 25 g de zinco; 10 g de cobre; 25 g de manganés e 25 g de ferro
(EMBRAPA, 2006).
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Para os macronutrientes as recomendacoes segundo EPAGRI (2016) seguem
as seguintes proporc¢des: nitrogénio: 10% do total na base e o restante em cobertura
conforme curva de adubacdo adaptada de Alvarenga (2004), em que semanalmente
sdo aplicadas doses. Para o fosforo a recomendacao € de que se os teores forem
muito baixo ou baixo, a aplicacdo da dose deve ser parcelada em duas etapas, sendo
metade a lanco no plantio da cultura de cobertura antecessora (aveia, p.ex.) e 0
restante no plantio em sulco. Para o potassio recomenda-se e a aplicagdo de 5% na
base e o restante em cobertura seguindo a mesma tabela do N. Ainda na base
recomenda-se aplicar 3 - 5 kg ha* de boro (EPAGRI, 2016).

A adicdo de micronutrientes, tal como o Zn, ndo é fato comum nas lavouras
de tomate, tendo em vista que para parametros de producdo, sem o fim de
biofortificacdo na grande maioria dos casos, os teores encontrados nos solos ja
satisfazem a demanda da planta. Porém, a deficiéncia de Zn pode ser observada em
alguns casos onde sao realizadas adubacfes pesadas com fésforo ou solos com altos
teores de matéria organica, além de outras situacdes ja mencionadas anteriormente.
Como prética de correcdo desta deficiéncia € recomendada a aplicagéo via foliar de
sulfato de zinco, 200 g para 100 L de agua ou zinco quelatizado, sendo 300 ml para
100 L de 4gua (EMBRAPA, 2016).

2.3 CAMBISSOLOS E NITOSSOLOS

O Brasil possui uma ampla diversidade de solos em todo seu territério, oriunda
de diversos fatores pedoambientais e de formacéo dos solos. Ao todo sdo descritas
treze classes de solo contidas no sistema brasileiro de classificagéo de solos (SiBCS,
2018). Estas condi¢cbes variaveis do processo de formacao de solo sdo expressas
através desta grande variabilidade de solos com caracteristicas quimicas, fisicas,

bioldgicas e morfoldgicas distintas.

Dentro das diversas classes de solos temos os Cambissolos e os Nitossolos,
gue juntos representam cerca de 4 % dos solos do territério brasileiro (Santos et al.,
2011). Os Cambissolos séo caracterizados por serem solos pouco espessos e que
apresentam horizonte B ainda em formacdo (Anexo V). Por serem solos pouco
profundos podem restringir o desenvolvimento de raizes de espécies arboreas. A

maioria dos Cambissolos apresentam baixa fertilidade natural, o que pode demandar
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0 uso de altas quantias de fertilizantes. Contudo, em alguns casos sédo observados
Cambissolos com alta fertilidade natural (Santos et al., 2011). Os Cambissolos
Humicos, por sua vez, sdo caracterizados pela presenca do horizonte superficial
hdamico (horizonte A himico), que tem como principal caracteristica a cor escura, mais
rica em matéria organica, e normalmente associados aos climas frios ou clima
subtropical do sul do Brasil. Possuem naturalmente baixos teores de Ca, Mg, K e pH
mais acido, com altos niveis de aluminio trocavel, caracteristicas resultantes do
processo de formagéo (ALMEIDA, 2009).

Os Nitossolos sdo solos constituidos de material mineral, com 350 g kg™ ou
mais de argila, inclusive no horizonte A, que apresentam horizonte B nitico abaixo do
horizonte A. O horizonte B nitico apresenta argila de atividade baixa ou caréter alitico
na maior parte do horizonte B dentro de 150 cm da superficie do solo. Eles podem
apresentar fertilidade variada em funcdo do processo de formacédo, acidez
ligeiramente elevada e teores variaveis de aluminio (SiBCS, 2018). Em regifes mais
planas e com presenca de Nitossolos de alta fertilidade, estes podem apresentar alto
potencial para uso agricola. Sdo solos homogéneos, com pequena diferenciacao de
cor em profundidade e com estrutura que favorece retencdo de agua em periodos de
sazonalidade climética (Santos et al., 2011). Os Nitossolos Brunos (Anexo V), uma
classificacdo a segundo nivel categ6rico, sdo descritos pelo Sistema Brasileiro de

Classificacao de solos como (SiBCS, 2018):

...solo com caréter retratil e horizonte A himico ou contetdo de
carbono organico superior a 10 g kg! até 40 cm de profundidade,
apresentando, na parte superior do horizonte B (inclusive BA), coloragéo
brunada predominantemente no matiz 7,5YR ou mais amarelo, em
concomitancia com valor < 4 e croma < 6 quando umidos. Admite-se solos
com matiz 5YR no horizonte B (inclusive BA), desde que o valor seja < 4 e
croma < 6 quando Gmidos.

2.4 A BIOFORTIFICACAO DE ALIMENTOS COM ZN

A biofortificacé@o de alimento com Zn é algo recente no contexto da agricultura
mundial, sendo que ainda sdo poucas as culturas estudadas e muitas séo as duvidas
sobre esta técnica e seus reais efeitos. Porém, a preocupac¢ao com este elemento na
nutricdo de plantas e na salde humana ja ganha destaque h& algum tempo. Desde a
descoberta do Zn como um micronutriente essencial as plantas (SOMMER e

LIPMAN,1926) a fertilizacdo com este nutriente através de adubac&o no solo ou
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aplicacoes foliares se tornou algo mais comum, principalmente naqueles solos onde
a deficiéncia de Zn limita a producéo. O objetivo inicial das correcdes de Zn eram
basicamente prevenir e corrigir as deficiéncias, sendo que pouca ou nenhuma atencao
era dada para a questdo da nutrigdo humana (CAKMAK e KUTMAN, 2018). Na década
de 90 Cakmak et al. (1999) comecaram a levantar a problemética da deficiéncia de
Zn, requerendo atencdo para a nutricdo de plantas e humanos. Finalmente, com o
inicio do programa internacional HarvestPlus e seu subprojeto HarvestZinc houve um
aumento no interesse para aumentar as concentragdes de Zn nas partes comestiveis
das plantas utilizadas na alimentacdo humana a nivel global.

As primeiras culturas a receberem destaque neste processo de
enriquecimento nutricional com Zn foram aquelas consideradas base para
alimentacdo das populacdes mais carentes. Os trabalhos foram focados em trigo,
arroz, milho, mandioca e batata, sendo que o trigo foi aquele que apresentou melhor
resposta a biofortificacdo agronémica com Zn, principalmente quando o manejo da
adubacdao se deu via foliar (ZHOU et al., 2012; PHATTARAKUL et al. 2012).

Alguns estudos moleculares e genéticos tém buscado investigar 0s processos
gue envolvem a captacdao, transporte e os fenbmenos de acumulo do Zn em gréos de
cereais. Acredita-se que a descoberta de informagcdes neste sentido ird permitir
consideraveis avangcos nas estratégias de transgenia e melhoramento. Contudo,
alguns estudos ja vém demonstrando resultados contundentes do potencial da
transgenia em produzir plantas com maior capacidade de absorgéo, transporte e
consequente acumulo de Zn (BORG et al., 2012; GOMEZ-GALERA et al., 2012;
MASUDA et al., 2013; BORRILL et al., 2014; TRIJATMIKO et al., 2016). Os testes
realizados com estas plantas normalmente envolvem condi¢bes com alto nivel de
controle dos paréametros nutricionais e climaticos, e estes resultados nem sempre sao
repetidos a nivel de campo, com disponibilidade limitada de nutrientes e presenca de
fatores estressantes, tais como: déficit hidrico, estresse por calor e pressdo de

doencas.
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3. CAPITULO | = NIVEL CRITICO TOXICO DE ZINCO EM TOMATE
CULTIVADO EM UM CAMBISSOLO HUMICO E UM NITOSSOLO BRUNO

RESUMO

Uma ampla gama de estudos busca encontrar teores adequados de zinco (Zn)
capazes de serem eficientes na nutricdo de plantas, mas, por se tratar de um
micronutriente, a faixa entre a essencialidade e a toxicidade pode ser muito estreita.
Assim, neste estudo buscamos encontrar o nivel critico toxico (NCT) de Zn para
plantas de tomate. Para tal, doses de Zn (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 450 mg kg~
1) foram aplicadas em dois solos: Cambissolo Himico (CH) e Nitossolo Bruno (NB).
Os solos foram condicionados em vasos e plantas de tomate foram cultivadas. Nas
plantas de tomate foram determinados os parametros de trocas gasosas, indice
SPAD, acumulo de Zn nos 6rgaos das plantas, capacidade de producdo de massa
seca e parametros de raizes. Os teores de Zn disponiveis no solo aumentaram de
forma linear com o aumento das doses de Zn. O indice SPAD e a taxa fotossintética
liquida diminuiram com o incremento de Zn na solucdo do solo para ambos os solos.
A exposicao de plantas de tomate ao intervalo de dose testado causou diminuicdo da
massa seca de parte aérea e raiz, comprimento e volume de raiz em ambos 0s solos.
O NCT de Zn para plantas de tomate cultivadas em Cambissolo Humico foi atingido
na dose aplicada de 48,7 mg kg e para Nitossolo Bruno foi atingido na dose de 122,8
mg kg*. O tomate demonstrou sensibilidade a presenga de Zn em ambos os solos
cultivados, ficando evidente a necessidade de ponderar o NCT de Zn para estas
plantas em cultivos, principalmente em cultivos com foco em biofortificagdo
agrondémica.

Palavras-chave: Acumulagéo de zinco. SPAD. Toxicidade. Nutricdo de plantas.
Biofortificacao.

ABSTRACT

A wide range of studies seeks to find adequate levels of zinc (Zn) capable of being
efficient in plant nutrition, but, as it is a micronutrient, the link between essentiality and
toxicity can be very narrow. Thus, in this study, we sought to find the critical toxic level
(CTL) of Zn for tomato plants. For this, Zn doses (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, and
450 mg kg?) were applied to two soils, Inceptisol and Oxisol. Soils were conditioned
in pots where tomato plants were grown. The tomato plants were analysed through
gas exchange parameters, SPAD index, Zn accumulation in plant organs, dry mass
production capacity, and root parameters were determined. The available Zn contents
in the soll increased linearly with increasing Zn doses. The SPAD index and net
photosynthetic rate decreased with increasing Zn in the solil solution for both soils. The
exposure of tomato plants to the range of the doses tested caused a decrease in shoot
and root dry mass, root length, and volume in both soils. The Zn NCT for tomato plants
was reached at the dose of 48.7 mg kg and 122.8 mg kg™ of Zn in Inceptisol andin
Oxisol, respectively. Tomatoes showed sensitivity to the presence of Zn in both tested
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soils, making evident the need to consider the Zn CLT for this crop, especially when
focusing on agronomic biofortification.

Keywords: Zinc accumulation. SPAD. Toxicity. Plant nutrition. Biofortification.
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3.1 INTRODUCAO

O zinco (Zn) é essencial as plantas para muitos processos bioquimicos e
fisiologicos como biossintese de clorofila, fotossintese, respiracdo, regulacéo
hormonal e tolerancia ao estresse ambiental (ZENG et al., 2021). Outros processos
especificos também necessitam da atuagéo do Zn, tais como o reparo do complexo
do fotossistema Il, a regulacéo da concentracdo de CO2 no mesdfilo e a producao de
auxina (GUPTA et al., 2016). O elemento influencia o crescimento e desenvolvimento
de plantas, afeta o rendimento das culturas e a qualidade nutricional dos alimentos
(CLEMENS, 2022; STANTON et al., 2022).

Em folhas de plantas, teores entre 30 a 100 mg kg de Zn na massa seca sédo
considerados 6timos, e uma faixa superior, de 100 a 700 mg kg, podem demonstrar
sintomas de toxicidade nas plantas (WHITE e BROADLEY, 2011). Teores elevados
de Zn podem prejudicar o funcionamento celular devido ao deslocamento de outros
elementos com carga e raio semelhante, interrompendo varios processos no
metabolismo das plantas. Como resultado deste processo, em funcao do excesso de
Zn, as plantas tendem a reduzir o crescimento e ter clorose, resultado da deficiéncia
de Fe?* e Mg?* induzidas por Zn (STURIKOVA, et al., 2018). Ainda, o excesso de Zn
pode diminuir o teor de 4gua nas folhas, as taxas de transpiracdo, a eficiéncia
fotossintética assim como a taxa fotossintética liquida e a condutancia estoméatica
(STANTON et al., 2022).

Ao atingir a toxicidade, a concentracdo do nutriente na planta ja € superior a
suficiéncia, atingindo o nivel critico fisiologico, ultrapassando toda a faixa de consumo
de luxo, e acarretando em efeitos negativos no rendimento das culturas (KURIHARA
et al., 2005). Assim, o nivel critico toxico € atingido quando parametros tais como
fotossintese, taxa de crescimento e principalmente producdo de massa seca se
apresentam reduzidos entre 5 a 20 % da producdo otima (LIMA et al., 2007). De
maneira geral, o nivel critico toxico de Zn é muito variavel entre espécies, podendo
ainda ser variavel dentro das mesmas espécies a nivel de cultivar, e também pode ser
variavel de acordo com o manejo, tipo de solo e fonte de adubagéo (GARCIA-GOMEZ
et al., 2017, 2018). Plantas de tomate quando tratadas com sulfato de zinco (ZnSOa4
7H20) atingiram o nivel critico téxico (NCT) na dose de 150 mg kg (VIJAYARENGAN
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e MAHALAKSHMI, 2013), ja quando expostas a nano particulas de Zn, outra fonte
utiizada como adubacdo, os sintomas de toxicidade apareceram apenas em
concentracdes mais elevadas de 400 — 800 mg kg de ZnO (WANG et al., 2018).

No solo a disponibilidade de Zn para as plantas varia de acordo com sua
concentracdo, contribuicdo da fracdo argila, do teor de matéria organica e do pH do
solo (NOULAS et al., 2018). Em solos com altos teores de argila e de matéria organica
ele tende a ser pouco disponivel devido a forte ligagdo com estas fracoes (KABATA-
PENDIAS, 2011; HACISALIHOGLU, 2020). O cultivo de plantas em solos deficientes
em Zn resulta em alimentos empobrecidos neste nutriente, e em muitos casos na
deficiéncia nutricional das populacdes que consomem tais produtos (CAKMAK e
KUTMAN, 2018). Para amenizar este problema a biofortificacdo agrondmica se
prople através do enriquecimento das partes comestiveis, suprir quantias maiores
destes minerais para as populacdes carentes dos mesmos (GALIC et al., 2021).
Contudo, para atingir os objetivos da biofortificagédo, em muitos casos, doses elevadas
de nutrientes podem ser aplicadas, e estes teores podem ser superiores ao necessario
para a manutencdo dos processos biolégicos das plantas. Por isso € importante
identificar o nivel critico toxico do elemento Zn para as plantas, pois a biofortificacao
objetiva incrementar teores de elementos nos cultivos, mas sem afetar a produtividade
(JHA e WARKENTIN, 2020).

O tomate é um dos alimentos mais produzidos no mundo e consumidos por
humanos (FAO, 2021) e a nutricdo da planta com Zn, assim como a biofortificacéo de
seus frutos com Zn é uma estratégia para melhorar a qualidade deste alimento e
possivelmente aumentar a produtividade. No entanto, para estabelecer um programa
de biofortificacdo agrondmica com Zn e a nutricdo adequada das plantas com o
mesmo, é necessario identificar qual o nivel critico toxico de Zn para estas plantas de
maneira mais especifica, entendendo que este valor pode ser variavel de acordo com
o tipo de solo. Assim, o0 objetivo principal deste estudo foi determinar o nivel critico
téxico de Zn para plantas de tomate, identificando qual a dose limite de Zn aplicada a
um Cambissolo Himico e um Nitossolo Bruno que proporciona redu¢do na sua

producdo de massa seca total e atributos correlatos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo no Departamento de Solos
e Recursos Naturais, localizado no Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC-CAV).

O delineamento experimental adotado foi um fatorial 8 x 2, sendo oito doses de
Zn e dois solos, um Nitossolo Bruno (NB) e um Cambissolo Hamico (CH), com quatro
repeticdes, totalizando 64 unidades experimentais. O NB foi coletado no municipio de
Cacador e 0 CH no municipio de Calmon, ambos no estado de Santa Catarina. O local
de coleta foi em mata nativa, na camada de 0 a 20 cm de profundidade. Apds secos
ao ar, os solos foram peneirados em peneira com 4 mm de abertura de malha e
determinadas as caracteristicas quimicas e fisicas em laboratério de rotina de acordo
com Tedesco et al. (1995) (Tabela 1). Para extracao de fésforo (P), potassio (K), cobre
(Cu) e zinco (Zn) foi utilizado o extrator Mehlich 1 e célcio (Ca) e magnésio (Mg)
extraidos com KCI 1M, todos determinados em espectrometria de absorcdo atémica
(Perkin Elmer AAnalyst), exceto K que foi determinado por fotometria de chama
(Digimed DM 62). Os teores de argila foram determinados pelo método do densimetro
com dispersdo em NaOH e agitacdo. Ja o carbono organico (CO) foi determinado por
via Umida através do método Walkley Black (NELSON e SOMMERS, 1982).

Tabela 1 - Atributos quimicos e fisicos de um Nitossolo Bruno (NB) e um Cambissolo

Humico (CH) utilizados para conducédo do estudo (0-20 cm).

Solo Argila CO® Vv® Ca* Mg* CTCw K* P Cu* Zn?*
--------------- % -------=--=--=  ------- cMOlc kg?! ------  -----—--mg dm3 ----------
NB® 48,0 2,96 56 0,72 059 325 2000 95 43 21
CH® 17,0 1,97 72 106 065 26,3 710 11,7 97 18
(ONB: Nitossolo Bruno; @CH: Cambissolo Humico; ®@CO: Carbono organico semi-total; “V: Saturacdo
por bases.

Os solos receberam calcario com 31 % de CaO e 18 % de MgO para atingir pH
6,0 pelo método SMP (CQFS-RS/SC, 2016), foram umedecidos para cerca de 85 %
da capacidade de campo e permaneceram incubados pelo periodo de 30 dias. Apds,
7 kg de solo foram acondicionados em vasos plasticos com volume de 10 L e aplicou-
se 0,63 g de fosforo na forma de superfosfato triplo e 0,63 g de potassio na forma de

cloreto de potassio de acordo com recomendacdoes de EPAGRI (2016).
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Semanalmente, aplicou-se nitrato de potassio e nitrato de céalcio como fonte de N e K
na dose 1,27 g e 1,35 g, respectivamente, totalizando 13,97 gde Ne 14,85gde K e
0,2 g de boro na forma de &cido borico, totalizando 2,2 g por vaso.

Uma muda do hibrido Cerato com 15 dias foi transplantada por vaso. A umidade
do solo foi mantida em 85% da sua capacidade de campo pela pesagem dos vasos.
Os tratos culturais e tratamentos fitossanitarios foram realizados de acordo com as
demandas da cultura.

Ao 25° dia ap6s o plantio, antes do inicio da floracdo das plantas, os
tratamentos com as doses de Zn foram aplicados. A doses de Zn na forma de sulfato
de zinco (ZnS04.7H20, 22,7 % de Zn e 11,1 % de S, PA - ACS) foram TO; T50; T100;
T150; T200; T250; T300 e T450 mg kg* de Zn. Os tratamentos foram aplicados em
forma soélida na superficie do solo.

Aos 7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos avaliou-se o teor relativo de
clorofila (indice SPAD), parametros relacionados as trocas gasosas das plantas e
teores de zinco no solo. O indice SPAD foi determinado com clorofildmetro portétil
(SPAD 502; Konica Minolta®, Téquio, Japao). Foram selecionadas folhas totalmente
expandidas, sem injarias ou sintomas de doencas visiveis e as medidas realizadas no
terco médio das plantas, sempre em duplicata, em todas as plantas de cada repeticao,
no periodo entre as 09 e 10 horas da manha. As medidas de parametros relacionados
as trocas gasosas das plantas também foram realizadas neste periodo, utilizando
folnas com as caracteristicas ja descritas. Foram realizadas as leituras de taxa
fotossintética liquida das plantas (A), taxa de transpiracdo (E), condutancia estomatica
(gs) e concentragdo de CO: intercelular (Ci). Estes parametros foram quantificados
por meio de um analisador de gases por infravermelho portatil (IRGA) equipado com
uma cémara foliar com fonte de LED (LI-6400XT Portable Photosynthesis and
Fluorescence System; LICOR, Lincoln, EUA).

Amostras de solo foram coletadas para quantificagéo dos teores disponiveis de
Zn. Para isso, o Zn foi extraido com HCI 0,1 M (TEDESCO et al., 1995) e quantificado
0s teores no extrato por espectrometria de absorgéo atdmica (Perkin Elmer AAnalyst).

A colheita das plantas foi realizada 50 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos.
As plantas foram lavadas com 4gua deionizada e separadas em folhas, caule e raizes.
Determinou-se o volume, diametro médio e comprimento total das raizes pela
digitalizacdo em scanner profissional e as imagens processadas pelo programa

computacional WinRhizo Pro (2009) (Regent Instruments Canada Inc.). Folhas, caule
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e raizes foram secas em estufas de circulacdo de ar forcado a 65 °C até peso
constante, pesadas em balanca analitica e moidas em moinho Wiley.

Para a quantificacdo dos teores de Zn nas raizes, caules e folhas as amostras
foram digeridas pelo método 3050B (USEPA, 1996) com aquecimento em bloco
digestor a 95°C (+ 5 °C). Todas as determinacfes laboratoriais foram conduzidas em
duplicata. Os teores de Zn foram determinados por espectrometria de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (Optima® 8300, Perkin Elmer,
Norwalk, EUA). Foram utilizadas oito provas em branco em todas as avaliacdes para
a determinacdo do limite de deteccdo do instrumento. A taxa de recuperacdo do
meétodo de digestdo foi validada pela utilizacdo de amostras referéncia CRM-Agro
E1001a, certificado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
com valores de leitura e recuperacéo apresentados no anexo |.

Para a determinacédo do NCT de Zn para as plantas de tomate foram utilizados
os dados de producao de massa seca total. Para tal, os dados de producdo de massa
seca total (g planta*) foram transformados em valores relativos (0 — 100%) em fungéo
das doses aplicadas ao solo. O NCT foi calculado baseado em uma reducéo de 10%
da producédo relativa, apds esta atingir o nivel maximo. Para encontrar o NCT,
portanto, foi realizado o calculo com base na equacédo da regressao ajustada e com y
= 90%.

Para avaliacdo dos resultados experimentais as pressuposicdes estatisticas de
normalidade e homogeneidade foram testadas e posteriormente foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) e a andlise de regressédo dos parametros avaliados quando
significativos com a utilizacdo do software SISVAR (FERREIRA, 2011). Foram feitas
analises de correlacdo simples de Pearson para os dados de SPAD, A, gs, Ci, E, teor
de Zn nas folhas e Zn disponivel no solo com auxilio do programa estatistico Jamovi
(2021).



3.3 RESULTADOS

3.3.1 Concentracao de Zn no solo e estruturas das plantas.

Plantas cultivadas em CH quando expostas a dose de 450 mg kg de Zn, um
teor disponivel de 298,6 mg kg de Zn, ndo foram capazes de manter seus padrées
de crescimentos e morreram antes da finalizagdo do estudo. A alta disponibilidade de
Zn no CH definiu o padréo de acumulo de nutriente, de forma quadratica, em todos os

orgaos da planta estudados (Figura 1 a, c, e).
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Figura 1 - Teores de Zn em raizes (1a e 1b), caules (1c e 1d) e folhas (1e e 1f) de

plantas de tomate cultivadas em Cambissolo Humico (1a, c, e) e Nitossolo Bruno

(1b, d, f) com doses cr
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Em contrapartida, as plantas cultivadas em NB, expostas a menores teores
disponiveis de Zn (Figura 2; Anexo Il), mantiveram um padréo de acumulo do nutriente
de forma linear. Contudo, ressalta-se que as plantas expostas a dose de 450 mg kg
cultivadas em NB tiveram seu desenvolvimento prejudicado, e isto incluiu diminui¢ao
do seu metabolismo e consequente estagnacdo no acumulo de Zn, como pode ser

observado especialmente para os teores de Zn acumulados nas folhas (Figura 1f).

Os teores de Zn disponiveis aumentaram com as doses aplicadas (Figura 2).
O CH apresentou em média teores de Zn disponivel 26,2 % maiores em relacdo ao
NB (Anexo Il). Estes teores disponiveis tiveram forte correlacdo com os teores de Zn
observados nas folhas das plantas de tomate (Tabela 2). As plantas cultivadas em CH
tiveram uma correlagdo positiva entre Zn disponivel e teor nas folhas de 0,86 e para
NB de 0,85.

Figura 2 - Teores de Zn disponivel (HCI 0,1 M) em funcdo das doses aplicadas em
um Cambissolo Hamico (A) e um Nitossolo Bruno (B) destinados ao cultivo de

plantas de tomate.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

As plantas cultivadas em solo que recebeu tratamento com Zn apresentaram
guantidades significativamente maiores de Zn nas raizes, caules e folhas em
comparacao as plantas controle, em ambos os solos. As quantidades de Zn nas
raizes, caules e folhas responderam aos tratamentos e foram as seguintes: plantas
cultivadas em CH, T0: 13,5 mg kg™, 17,6 mg kg e 8,6 mg kg de Zn, respectivamente;
T300: 604,2 mg kg, 807,5 mg kg e 565,2 mg kg de Zn, respectivamente.
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Plantas cultivadas em NB acumularam menos Zn em relacéo as cultivadas em
CH, com os seguintes valores para raizes, caule e folhas, respectivamente: TO: 17,9
mg kg, 13,3 mg kgte 8,2 mg kg*; T300: 136,7 mg kg?, 386,8 mg kg*e 610,1 mg kg
1 T450: 239,5 mg kg?, 446,3 mg kg e 526,4 mg kg*. Com base nos valores de T300,
plantas cultivadas no CH acumularam 4,4 vezes mais Zn nas raizes, 2,1 vezes no

caule e 0,9 vezes nas folhas em relacéo as cultivadas em NB.

3.3.2 Trocas gasosas e indice SPAD

Os tratamentos apresentaram forte efeito negativo sobre os parametros
cinéticos de trocas gasosas e indice SPAD, especialmente nas plantas cultivadas no
CH (Figura 3). O indice SPAD, que é uma medida indireta do teor de clorofila, teve
efeito negativo na presenca de doses elevadas de Zn, com reducéo de 22,4 % entre
T50 e T300, quando cultivada em CH. Para as plantas cultivadas em NB foi observado
um efeito com maiores leituras de indice SPAD até T100, com aumento de 5,2 % em
relagdo ao controle, e um decréscimo de 12,7 % a partir de T100 até o T450 (Figura
3a).

A taxa fotossintética liquida (A) foi afetada negativamente de forma linear em
funcdo do aumento das concentracdes de Zn para o cultivo em ambos os solos (Figura
3b). Plantas tratadas com excesso de Zn como as cultivadas em T300 tiveram uma
reducdo de taxa fotossintética liquida de 45,2 % em relacdo ao controle quando
cultivadas em CH e de 18,1 % e 29,9 % quando cultivadas em NB para as doses T300
e T450, respectivamente. Este efeito de diminuicdo de A esta positivamente
correlacionado com a diminuicdo dos valores de leitura do indice SPAD (0,64), de gsw
(0,62) e de E (0,52) e negativamente com Ci (-0,72) (Tabela 2) para plantas cultivadas
em CH. Ja para as plantas cultivadas em NB, apesar de apresentar efeito significativo,
estes foram menos acentuados e apenas a variavel gsw se correlacionou com A

(0,51), enquanto indice SPAD, Ci e E ndo apresentaram correlacdes significativas.

A condutancia estomatica (gs), concentracao interna de CO:2 (Ci) e transpiracéo
(E) foram influenciadas de maneira variavel naquelas plantas cultivadas em CH,
enquanto as plantas cultivadas em um NB sofreram efeito da presenca do Zn apenas
para a variavel Ci (Figura 3 c, d, e).
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Figura 3 - indice SPAD (a), taxa fotossintética liquida (A) (b), condutancia estomatica

(gs) (c),

concentracéao interna de CO:2 (Ci) (d) e transpiragéo (E) (e) em plantas de

tomate cultivadas em um Cambissolo Hamico e um Nitossolo Bruno expostas a
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Observa-se que houve uma reducéo acentuada em gs para plantas cultivadas

em CH en

tre o controle e T300 na ordem de 69,9 %. Em contraponto, os valores de
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Ci apresentaram leituras constantes no intervalo de dose de TO até T200 e um
aumento das leituras de Ci a partir de T250 com aumento em relacdo ao controle de
1,34 vezes para T250 e 6,56 vezes para T300, em CH. As plantas cultivadas em NB
também tiveram incremento das leituras de Ci, sendo que em T250 houve um aumento
de 1,57 vezes e T300 de 1,82 vezes nas leituras em relacdo a TO, efeito 4,7 vezes

menos acentuado entre CH e NB para T300.

Tabela 2 - Coeficientes de correlacéo simples de Pearson entre as caracteristicas
indice SPAD (SPAD), taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gsw),
concentracéao interna de CO:2 (Ci), transpiracdo (E), teor de zinco nas folhas (Zn
folha) e zinco disponivel no solo (Zn disp.) de plantas de tomate cultivadas em

diferentes concentracfes de Zn em dois solos.

Cambissolo Humico

SPAD A Gsw Ci E Zn Folha Zn disp.
SPAD 1
A 0,64™ 1
Gsw 0,51 0,62" 1
Ci -0,56° -0,72" -0,40° 1
E 0,40 0,52 0,53° -0,34"s 1
Zn Folha -0,67" -0,74" -0,51" 0,71 -0,27" 1
Zn Disp. -0,54° -0,70" -0,43° 061" -0,12" 0,86" 1
Nitossolo Bruno
SPAD A gsw Ci E Zn Folha Zn disp.
SPAD 1
A -0,08" 1
gsw -0,26"  0,51" 1
Ci -0,16"  -0,34"s 0,08 1
E -0,28"s  0,04"™ 0,58 0,56" 1
Zn Folha -0,37° -0,40° 0,01 0,60" 0,32 1
Zn Disp. -0,38" -0,46™ 0,04 0,61 0,45 0,85" 1

*Significativo em 5% e **significativo em 1% de probabilidade de erro pelo teste t. ""N&o significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

A transpiracdo de plantas cultivadas em CH apresentou um efeito bastante
similar entre o intervalo de TO e T200, com valores variando entre 0,81 e 1,14 mol H20
m2 s (Figura 3e). Contudo, a partir desta dose, ha um decréscimo acentuado das
leituras com reducédo de 54,7 % entre TO e T300. Para o NB ndo foram observadas

diferencas significativas entre os tratamentos para este parametro.
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O teor de Zn nas folhas gerenciou em ambos 0s solos efeitos nos parametros
de trocas gasosas, especialmente em CH. Correlacbes significativas foram
encontradas entre teor de Zn nas folhas e SPAD (-0,67), A (-0,74), gsw (-0,51) e Ci
(0,71) em CH. Em NB as correlagdes significativas com o teor de Zn nas folhas foram
observadas para as variaveis SPAD (-0,37), A (-0,40) e Ci (0,60) (Tabela 2).

3.3.3 Parametros radiculares e producdo de massa seca

O comprimento e volume de raizes foram afetados negativamente pelo
aumento das doses de Zn aplicadas ao solo, enquanto o diametro ndo sofreu efeito
das doses de Zn (Figura 4). O comprimento de raiz das plantas cultivadas no CH foi
de 1607,7 cm no TO e de 530,8 cm no T300, uma redugao de 66,9 % no comprimento
das raizes. Ja no NB, apesar de apresentar efeito negativo da presenca do Zn para
esta variavel o efeito foi menos pronunciado, com um decréscimo de 17,1 % para T300

e 35,4 % para T450, respectivamente, em relacédo a TO.

Houve decréscimo do volume radicular naquelas plantas cultivadas em CH, da ordem
de 65,4 %, entre o controle e T300 (Figura 4c) e para NB esta reducéo foi de 24,1 %
entre T450 e TO (Figura 4d).

Independentemente do tipo de solo em que as plantas de tomate foram
cultivadas, houve reducdo da producdo de massa seca de raiz, de parte aérea e
massa seca total em fungéo do incremento de Zn ao solo (Figura 5a, b, c). De maneira
geral, a producdo de massa seca das raizes (Figura 5a) e da parte aérea (Figura 5b)
apresentaram um padrdao comportamental bastante semelhante e este
comportamento gerenciou o efeito observado para producéao total de massa seca das
plantas (Figura 5c). Assim como para as outras variaveis observadas até aqui, 0s
efeitos para este conjunto de variaveis foram mais pronunciados em plantas cultivadas

em CH em comparacao com aquelas cultivadas em NB.
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Figura 4 - Comprimento (a), volume (b) e diametro (c) de raizes de plantas de tomate

cultivadas em dois solos distintos e expostas a doses crescentes de Zn.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

A massa seca de raiz (Figura 5a) foi reduzida em cerca de 2,2 vezes para T300
em relagcdo TO em CH. As plantas cultivadas em NB a reducao foi de 1,25 vezes para
T300 e de 1,52 vezes para T450 em relagdo TO. A massa seca de parte aérea por sua
vez teve uma reducao de 28,4% para T250 e 51,5% para T300 em relacdo a TO

guando cultivadas em CH. As plantas cultivadas em NB tiveram uma reducao de 6,4%
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para T250, 14,4% para T300 e de 26,7% para T450 em relacédo a TO (Figura 5 b) de
sua MSPA. Sendo estas duas variaveis as responsaveis por condicionarem os valores
de massa seca total, estd por sua vez apresentou valores de reducdo bastante
semelhantes aos apresentados anteriormente, na ordem de 47,9 % para T300 em
relacdo ao controle quando cultivada em CH e de 15,1 % para 0s mesmos tratamentos

guando cultivada em NB (Figura 5 c).

Figura 5 - Producdo de massa seca radicular (a), massa seca de parte aérea (b) e
massa seca total (c) de plantas de tomate cultivadas em dois solos tratados com
doses crescente de Zinco.
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3.3.4 Nivel critico toxico de Zn

Com base nos efeitos do Zn na producdo de massa seca total das plantas de
tomate foram estabelecidos valores de NCT em relacdo a producéo relativa de MST
e as doses de Zn aplicadas ao solo. Nas plantas cultivadas em CH, que apresentou
maiores teores de Zn na solugéo do solo, o NCT foi atingido com a dose aplicada de
48,7 mg kgt de Zn. Para as plantas cultivadas em NB, com menores teores de Zn
disponivel, o NCT foi atingido em uma dose aplicada mais elevada, no valor de 122,8

mg kg de Zn.

As doses de NCT de Zn para o CH de 48,7 mg kg corresponde a um valor
disponivel na solugdo do solo de 39,2 mg kg, enquanto para o NB com a dose de

122,8 mg kg de NCT, o valor disponivel na solucdo do solo é de 67,5 mg kg™
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Observa-se que de maneira geral, a dose necessaria aplicada ao solo para atingir o
NCT é cerca de 2,5 vezes mais alta no NB do que no CH, mas que os teores
disponiveis na solugdo do solo ndo mantem esta relacdo e o valor disponivel na
solucdo do solo para NB atingir o NCT nas plantas é cerca de 1,7 vezes maior em

relacdo ao CH.

Figura 6 - Nivel critico toxico de Zn para plantas de tomate cultivadas em um
Cambissolo Hamico e um Nitossolo Bruno expostas a doses crescente de Zn.
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Elaborado pelo autor (2022)

3.4 DISCUSSAO

Caracteristicas de solo tais como teor de argila e de matéria organica tem forte
influéncia sobre a disponibilidade de Zn na solucdo do solo e consequentemente na
sua disponibilidade para as plantas (NOULAS et al., 2018; SHI et al., 2018). Solos
com baixos teores de argila e matéria organica tendem a ter menor capacidade de
adsorcao de Zn em comparagdo com solos com teores mais elevados destes
componentes, e isto contribui para maiores ou menores teores de Zn na solucao do
solo (MAHAR et al., 2016; ASHRAF et al., 2019), e na disponibilidade para as plantas
(KARACA et al., 2018, ANDREJIC et al., 2018). Em partes, caracteristicas de solo
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condicionaram os efeitos observados neste estudo, sendo o CH o solo com menores
teores de argila e matéria organica e o NB 0 solo com teores mais elevados destes
componentes (Tabela 1) e isto geriu 0os processos de disponibilidade de nutrientes no
solo (Figura 2) e para as plantas (Figura 1). Cabe ressaltar ainda que a disponibilidade
elevada de Zn no CH gerou um nivel de estresse extremo nas plantas cultivadas sob
dose de 450 mg kg de Zn ao ponto de as mesmas morrerem (Anexo |Il). No NB,
apesar de uma menor disponibilidade de Zn nas doses mais elevadas (T300 e T450),
€ possivel observar que plantas cultivadas nestas doses, apesar de ndo morrerem,
apresentaram desenvolvimento prejudicado, muito em funcéo do alto acimulo de Zn

nos seus tecidos.

A alta disponibilidade Zn nos solos que receberam os tratamentos resultou em
concentracfes elevadas do elemento nos diferentes tecidos das plantas (Figura 1).
Por ser o Zn um nutriente pouco movel no solo e depender do processo de difusédo e
fluxo de massa para a absorcao, altos teores disponiveis resultam em altos teores
acumulados (GUPTA et al., 2016; SUGANYA et al., 2020). De maneira geral, plantas
expostas a condicfes de excesso de elementos (normalmente toxicos) tendem a
ativar mecanismos de defesa para limitar a movimentagcdo do elemento das raizes
para as folhas, principalmente em altas doses (ANDREJIC et al., 2018). No presente
estudo, de modo geral, as plantas cultivadas em CH acumularam maiores teores de
Zn em todos os 6rgdos e todas as doses em comparacdo as cultivadas em NB.
Contudo, dentro de cada solo foi possivel perceber acimulo exponencial de Zn nas
folhas de plantas cultivadas em CH e um comportamento cubico em NB (Figura 1 e,
f), demonstrando pouca ou nenhuma restricdo da planta quanto a movimentacdo do

elemento da raiz para a parte aérea.

O Zn é essencial no metabolismo vegetal, pois desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento e fungcéo do cloroplasto. Além disso, algumas das
suas fung¢des incluem, o processo de reparo do fotossistema Il (HANSCH e MENDEL,
2009), além de participar do processo de ativacdo de enzimas como a RNA
polimerases e superoxido dismutase, na sintese de proteinas e metabolismo de
carboidratos, lipidios e acidos nucleicos (BUTURI et al., 2021). Entdo, a nivel
molecular, a inibicdo do sistema fotossintético de plantas expostas ao excesso de Zn
parece estar relacionada a mudancas na estrutura e quantidade de clorofila (TSONEV

e LIDON, 2012). ConcentragGes toxicas de Zn causam substituicdo de Mg?* por Zn?*
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na estrutura da molécula de clorofila (KUPPER et al., 2002), também diminuem os
niveis de clorofila a e b, além de causar uma possivel obstrucdo do transporte de Fe?*
para os cloroplastos, causando reducéo do teor de clorofila nas folhas (GARG e
SINGH, 2018). Portanto, a diminuigdo dos valores observados para A neste estudo,
esta em parte relacionada com a diminuicdo nos valores de leitura de indice SPAD,
evidenciado pela correlacdo existente entre ambos, principalmente para plantas
cultivadas em CH (0,64) (Tabela 3). Em contrapartida, baixas doses de Zn quando
disponibilizadas as plantas podem causar efeitos positivos na atividade fotossintética
(ROSSI et al., 2019) e indice SPAD (PALACIO-MARQUEZ et al., 2021),

principalmente nos primeiros dias ap6s a aplicacao.

A presenca de Zn em excesso afetou negativamente os parametros de trocas
gasosas medidos em plantas cultivadas em CH, causando diminuicdo de gsw, Ci e E,
enguanto as plantas cultivadas em NB ndo apresentaram sensibilidade a presenca do
Zn para estas variaveis, exceto para E (Figura 3). A diminuicdo de gsw indica inibicdo
da capacidade estomética, sendo este talvez um dos grandes limitantes para o avanco
da capacidade fotossintética das plantas, indo ao encontro do observado por
Sagardoy et al. (2010). Estes autores observaram que as limitacbes na condutancia
estomatica seriam os parametros responsaveis pela diminuicdo da fotossintese em
plantas de beterraba expostas ao excesso de Zn, sendo observado uma reducéo de
70% entre o controle e o tratamento 300 uM Zn, semelhante ao observado neste
estudo. Este efeito negativo de gsw em alta exposicdo ao Zn pode ser atribuido a
reducdo na captacao de K* (VAILLANT et al. 2005) e também na diminuicdo da
atividade da Rubisco, em funcdo da substituicdo do Mg?* por Zn?* na estrutura da
enzima (OUNI et al., 2016) além de alteracdes na frequéncia e no tamanho de
estbmatos que sdo reduzidos em exposigdo excessiva ao Zn (SAGARDOY et al.,
2010).

A reducdo de gsw e de A causou implicacbes sobre E, resultando em
diminuicdo da capacidade de transpiragdo das plantas em funcdo de condicdes de
fechamento estomatico, diminuicdo do niumero de estdmatos e de sua capacidade
funcional como também observado por Sagardoy et al. (2010). Diversos estudos
relatam diminuicdo da capacidade de transpiracdo das plantas quando expostas ao
excesso de Zn (FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2014; ANDREJIC et al., 2018).
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O zinco, quando disponivel em altos teores para as plantas, € responsavel pela
inibicdo dos processos de divisao celular, alongamento celular e efeito combinado de
ambos, resultando em uma exploracéo limitada do solo, prejudicando a translocagao
de 4gua e nutrientes e induzindo a deficiéncias minerais (KAUR e GARG, 2021).
Vijayarengan e Mahalakshmi (2013) trabalhando com toxicidade de Zn em plantas de
tomate observaram também efeito de reducdo do comprimento radicular de plantas
de tomate expostas a doses semelhantes &s utilizadas no presente estudo. Os autores
ainda observaram que a exposi¢ao prolongada (105 dias) foi responsével por efeito
mais severos no crescimento das raizes, com reducdo aproximada de 55,4 % do
comprimento entre a testemunha e a dose de 250 mg kg? de Zn, valor bastante

semelhante ao observado para CH no presente estudo.

A producéo de massa seca das plantas de tomate foi severamente afetada pela
presenca excessiva de Zn na solucdo do solo e pelo consequente acumulo do
elemento nos tecidos das plantas. Este efeito é amplamente relatado para diversas
culturas expostas a excesso de Zn (WANG et al., 2018; ALMEIDA et al., 2020;
AGHAJANZADEH et al.,, 2020) e é resultado de uma interacdo de fatores que
gerenciam este processo. O excesso de Zn parece afetar as folhas no ambito da area
foliar e nUmero de folhas, o que pode ser resultado da diminui¢cdo da divisdo celular,
do alongamento celular ou de ambos (GLINSKA et al., 2016). Além disso, Zhang et al.
(2017) relatam que o excesso de Zn prejudica a organizacdo das mitocondrias e leva
a diminuicdo dos niveis de nicotinamida, acelerando a degradacdo de NAD® e
consequentemente diminuindo o metabolismo energético, com resultado de menor
producdo de massa seca em plantas. Esta inibicdo na producédo de MS parece ser
uma combinacao inespecifica de alteragfes em caracteristicas fisico-bioquimicas que
resultam em efeitos diretos, toxicidade por acimulo nos tecidos, e indireto que seriam

limitagcGes na aquisicdo de agua e minerais (KAUR e GARG, 2021).

Os limites de toxicidade para Zn em plantas dependem amplamente da espécie
cultivada, estagio de crescimento, condigdo de cultivo, cultivar e nivel de exposicao
ao elemento (YANG et al., 2012; GARG e SINGH, 2018). Os sintomas de toxicidade
podem aparecer em plantas de tomate em diferentes doses com teores entre 100-250
mg kg? de Zn em plantas cultivadas em solo (VIJAYARENGAN e MAHALAKSHMI,
2013) e variando de 50 - 500 yM em cultivos hidroponicos (SBARTAI et al., 2011,

PAVITHRA et al., 2016). Em condic¢do de cultivo no solo, estas concentracdes podem



52

ser variaveis, dependendo principalmente das caracteristicas do solo, tal como sua
textura. Solos de textura mais argilosa tendem a proporcionar maiores teores
acumulados nas plantas e menores concentracdes disponiveis na solugédo do solo em
comparacao com solos de textura mais arenosa (BARAN, 2012). Esta diferenca de
resposta para diferentes solos foi um efeito observado no presente estudo, onde
plantas de tomate cultivadas em CH foram expostas a teores disponiveis altos mesmo
em doses mais baixas. Isto resultou em um NCT mais baixo para estas plantas, muito
provavelmente, em funcdo da exposi¢cdo mais acentuada ao nutriente. J& no NB, os
teores disponiveis foram menores, resultando em menor absor¢ao e translocacao do
elemento para a parte aérea e por consequéncia atingindo o NCT em uma dose mais

elevada de Zn (Figura 6).

Alguns estudos tém demonstrado que os teores ideais de Zn em diversas
plantas sdo muito variaveis: frutos de tomate: 17-26 mg kg?' (KABATA-PENDIAS,
2011), folhas de brécolis: 20-80 mg kg, raizes de cenoura: 25-250 mg kg e raizes
de beterraba: 10-80 mg kg* (NOULAS et al., 2018). Em contraponto, Fageria, (2000)
estudou as culturas do arroz, feijao, milho, soja e trigo e observou que o NCT de Zn
para estas plantas foi respectivamente: 70 mg kg, 57 mg kg%, 110 mg kg?, 59 mg
kg™* e 40 mg kg Zn. Nestas doses de NCT para as culturas o teor disponivel no solo
foi de 61 mg kg* para arroz, 25 mg kg para feijado, 94 mg kg* para milho, 53 mg kg-
! para soja e 27 mg kg* para trigo, valores semelhantes aos encontrados no presente
estudo para a cultura do tomate que foram de 39,2 mg kg no CH e de 67,5 mg kg
de Zn no NB.

3.5 CONCLUSAO

A dose de nivel critico toxico de Zn para as plantas de tomate do cultivar Cerato
cultivadas em Cambissolo Humico é de 48,7 mg kg e para plantas cultivadas em

Nitossolo Bruno é de 122,8 mg kg*.

O incremento de Zn no solo resultou em aumento dos teores de Zn em todos
0s Orgaos das plantas e afetou negativamente os valores de indice SPAD, a taxa

fotossintética, comprimento e volume de raiz.
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A producédo de massa seca de raizes e de parte aérea diminuiu em funcédo do
incremento de Zn com efeito mais pronunciado em plantas cultivadas em Cambissolo

HUmico.
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5. CAPITULO Il - QUAL O COMPORTAMENTO DE PLANTAS DE TOMATE
QUANDO EXPOSTAS A CONDICOES TRANSITORIAS ENTRE SUFICIENCIA E
EXCESSO DE ZINCO?

Resumo: Este estudo avaliou o impacto de doses de Zn sobre atributos bioquimicos
e de crescimento em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L). As plantas foram
cultivadas em condicao de casa de vegetacao em dois solos agricolas [Cambissolo
Humico (CH) e Nitossolo Bruno (NB)]. Foram avaliadas as seguintes doses de Zn: CH:
controle, 20,0, 40,0 e 60,0 mg kg; NB: controle, 40,0, 80,0 e 120,0 mg kg*. Foram
avaliados os teores minerais em parte aérea das plantas (Zn, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e
P), trocas gasosas, indice SPAD, atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD)
e peroxidase (POD), conteudo de perdxido de hidrogénio, peroxidacao lipidica,
parametros de crescimento de raizes e producdo de massa seca de parte aérea e
raiz. As plantas acumularam Zn em seus tecidos de parte aérea dose dependente em
ambos os solos. Este incremento de Zn nos tecidos estimulou aumento da atividade
das enzimas SOD e POD em plantas cultivadas em CH, com incremento de peroxido
de hidrogénio e de peroxidacao lipidica e, consequente inibicdo da producdo de
massa seca, fotossintese e crescimento de raizes. Os tratamentos de 20 mg kg (CH)
e 40 mg kg* (NB) néo foram eficientes em promover o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Assim, este estudo indicou que a aplicacdo de Zn, com fins de nutricéo,
deve ser criteriosamente avaliada por seus efeitos serem variaveis, sem beneficio em
doses consideradas suficientes e possivelmente téxico em doses elevadas em plantas
de tomate.
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5.1 INTRODUCAO

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial para a nutricdo de plantas e é
componente fundamental de varios sistemas enzimaticos distintos. Ele € o Unico
micronutriente relatado como essencial para todas as seis classes de enzimas
(Sandeep et al., 2019), e tem contribuicdo em diversos processos das plantas, tais
como: crescimento, sintese de proteinas, producdo de energia, ativacdo enzimatica,
expressdo génica, fotossintese, atividade de fitormbnios, metabolismo de
carboidratos, fertilidade e defesa contra doencas (Gai et al., 2017, Noulas et al., 2018,
Faizan e Hayat, 2019). Ainda, em plantas de tomate, a nutricdo adequada de Zn
demonstrou melhorar significativamente a frutificacdo, niumero de frutos por planta,
comprimento e diametro de frutos e sementes por fruto (Harris e Mathuma, 2015).
Também foram observadas melhorias em caracteristicas qualitativas, tais como
aumento do teor de solidos solaveis, clorofilas, vitamina C, flavonoides, carotenoides

e fendlicos (Sardar et al., 2021).

Teores adequados de Zn sao fundamentais para o bom funcionamento das
plantas, contudo, por se tratar de um micronutriente, a transicdo entre nutricdo e
toxicidade pode ser muito ténue. Em condicdes de deficiéncia de Zn o metabolismo
de proteinas, carboidratos, auxinas e o0 correto funcionamento dos processos
reprodutivos sdo afetados negativamente (Sadeghzadeh, 2013). Ainda, a deficiéncia
pode gerar estresse fisiolégico em funcdo das inUmeras atribuicbes do Zn no
metabolismo das plantas, o que resulta em diminuicdo significativa do crescimento e
producdo (Rehman et al., 2017). Por sua vez, teores elevados de Zn também podem
causar disturbios fisiolégicos, morfolégicos e bioquimicos, que podem limitar o
rendimento das plantas, pela inibicdo do crescimento e desenvolvimento das plantas
(Garg e Shing, 2017). Os principais sintomas de toxicidade de Zn em plantas incluem
clorose, reducéo do crescimento e da producéo (Zhang et al., 2017). Podem também
influenciar na absorcdo e translocacdo de ions essenciais, alterando o sistema
homeostéatico e aumentando producéo de espécies reativas de oxigénio (Kaur e Garg,
2021).

Embora o Zn ndo seja um metal redox ativo, ou seja, ndo esta diretamente

relacionado a reagfes de oxirreducéo, sua toxicidade pode ter como resultado dano
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celular oxidativo e consequente ativacdo do sistema de defesa antioxidante. Muitos
estudos tém demonstrado que 0 excesso de Zn induz o estresse oxidativo,
promovendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO's) (*O2, H202, OH", O2"
) e a peroxidacdo lipidica (Gomes et al., 2013; Goodarzi et. al., 2020). Independente
da via de producdo, os ero's sao altamente toxicos em nivel celular e sua
concentracdo intracelulares deve ser controlada pelos sistemas de defesa
antioxidantes (Kaur e Garg, 2021). Uma primeira linha de defesa é a ativacdo do
sistema enzimatico e ndo enzimatico, composto por enzimas tais como peroxidase
(POD) e superéxido dismutase (SOD) e compostos como o ascorbato, a glutationa e
0 B-caroteno, que desempenham um importante papel na prevencdo de danos as

células das plantas (Kaya et al., 2018; Adrees et al., 2021).

A SOD, primeira enzima do mecanismo enzimatico antioxidante contra as
ERQO's, atua na dismutacdo do O2" para H202, o qual é entdo reduzido a agua e
oxigénio pela POD (Gill et al., 2015). Em situagbes de estresse por altos teores de
metais, onde ha grande producéo de H202, sdo formadas também grandes quantias
de radicais hidroxila, que atacam os acidos graxos poli-insaturados nas membranas,
com formacéo de radicais peroxila (Tirani e Haghjou, 2019). Por sua vez, este produto
gera peroxidos lipidicos, que causam danos generalizados e desintegracao das
membranas. Como produtos da decomposicéo dos perédxidos lipidicos ha a formacéo
de uma variedade de aldeidos, e entre estes se inclui o MDA, que é utilizado como

marcador analitico da peroxidacao lipidica (Packer e Cadenas, 2013).

Sabendo que o Zn pode apresentar um comportamento variavel, transitando
entre a essencialidade e a toxicidade, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
de doses de Zn (adequadas e excessivas) sobre atributos bioquimicos e de
crescimento em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L), cultivadas em

Cambissolo humico (CH) e Nitossolo bruno (NB).

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal e tratamentos

O experimento foi conduzido em uma estufa de pesquisa protegida por
policarbonato, localizada na Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, SC,
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Brasil. No presente estudo foram utilizados dois solos distintos identificados como
Cambissolo Humico (CH) e Nitossolo Bruno (NB) coletados a uma profundidade de
até 0,2 m e algumas das suas propriedades fisicas e quimicas sdo apresentadas na
tabela 1. Os tratamentos aplicados aos solos foram os seguintes: CH: Controle (0 mg
kg?), 20, 40 e 60 mg kgt; NB: Controle (0 mg kg), 40, 80 e 120 mg kg de Zn. Como
padrao de identificacdo os tratamentos foram definidos como: controle, T0,5, T1,0 e
T1,5. A dose 40 mg kg™ e a de 80 mg kg de Zn foram definidas com criticas para o
tomateiro no estudo I. A fonte de Zn utilizada foi o sulfato de Zn (ZnSOa4) e as
guantidades de enxofre (S) fornecidas em cada um dos tratamentos foram
balanceadas com S elementar.

Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos de um Nitossolo Bruno (NB) e um Cambissolo

Humico (CH) utilizados no estudo (0-20 cm).
Solo Argila COT® V® Ca?>* Mg? CTCpw K* P®  Cu?* zZn*

------- cmolc kgt -----
———————————— e — - e 1110 18 11| e ——
NB® 475 2,75 58 092 0,64 3578 1957 12,1 2,8 29
CH® 182 183 65 112 062 2825 820 148 55 2,1

(1)NB: Nitossolo Bruno; (2) CH: Cambissolo Himico; (3)COT: Carbono Orgénico total; (4)V: Saturacéo
por Bases;(5)P: Fosforo extraido por Mehlich 1.

As unidades experimentais consistiram em vasos plasticos com volume de 5
L e nestes foram acondicionados 3 kg de solo. Com base na andlise de cada um dos
solos foi realizada a correcdo do pH com base na recomendacao para a cultura e
aplicado igualmente em todos os vasos os teores recomendados de fosforo e potassio
em pré-plantio (Epagri, 2016), utilizando como fonte superfosfato triplo e cloreto de
potassio. Para as adubacfes poOs-plantio, realizadas semanalmente, foram utilizados
0S reagentes nitrato de potassio e nitrato de calcio como fontes de nitrogénio, potassio
e calcio. Nas unidades experimentais foram plantadas mudas de tomate da variedade
Santa Clara com tamanho médio de 15+2 cm e a umidade do solo mantida em 85%
de sua capacidade de campo com base no procedimento de pesagem e aplicacao de
agua destilada. Oito dias ap0s o plantio das mudas, quando elas ja se encontravam
estabelecidas nas unidades, os tratamentos foram aplicados em superficie, sendo o
ZnSO04 + S aplicados em forma solida. Aos 15 dias apds a aplicacdo dos tratamentos
foram coletadas amostras de solo para quantificacéo dos teores disponiveis de Zn na
solucéo do solo, sendo realizada a extracdo de Zn por HCI 0,1 M (Tedesco et |., 1995)
e quantificados os teores no extrato por espectrometria de absorgcéo atdmica (Perkin
Elmer AAnalyst).
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5.2.2 Parametros Fisiolégicos

As plantas foram cultivadas em ambiente parcialmente controlado com
manutencao da temperatura na faixa de 15 a 25 °C e umidade do ar maior que 80 %.
A luminosidade néao foi controlada, sendo as plantas expostas a luz natural. A posicéo
dos vasos de cultivo foi alterada semanalmente para reduzir quaisquer efeitos da
variagdo localizada de temperatura e luminosidade. As medidas de indice SPAD e
atributos relacionados a trocas gasosas foram realizadas 37 dias apds a aplicacéo
dos tratamentos. A avaliacdo do indice SPAD (intensidade da cor verde das folhas)
foi feita através de um clorofildometro portatil (SPAD 502; Konica Minolta®, Téquio,
Japéao). Para tanto, foram selecionadas folhas totalmente expandidas, sem injlrias
mecanicas ou sintomas de doencas visiveis. As mensurac¢des foram realizadas em
trés folhas por planta, no periodo entre as 09 e 10 horas da manha. Os atributos de
trocas gasosas foram determinados com um sistema analisador de gases por
infravermelho portatil (IRGA), equipado com uma camara foliar com fonte de LED (LI-
6400XT Portable Photosynthesis and Fluorescence System; LICOR, Lincoln, EUA). A
area da camera foliar do LI-6400XT foi de 6 cm?. O IRGA foi ajustado manualmente e
os niveis de referéncia de CO:z e H20 tornaram-se estaveis antes da realizacdo das
medic¢des. Uma folha com tamanho adequado, sem injurias ou sinais de doencas, foi
fixada na camara foliar e apds cerca de 2 minutos, quando a taxa de assimilacdo de
CO2 estabilizou, os seguintes atributos foram medidos: taxa fotossintética (A),

condutancia estomatica (gsw), concentracéo interna de COz2 (Ci) e transpiracéo (E).

5.2.3 Atividade das enzimas SOD e POD, conteudo de H202 e peroxidagéo
lipidica

ApOs a avaliagéo dos atributos fisiologicos, amostras de folhas das plantas de
tomate foram coletadas para andlise das enzimas superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e do conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido
(MDA, peroxidacdo lipidica). Cinco folhas por planta, sem injurias mecanicas,

sintomas de doencas ou que tenham sido utilizadas em analises anteriores, foram
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selecionadas, destacadas das plantas e maceradas, utilizando gral e pistilo de
ceramica e nitrogénio liquido. Ap6s maceracdo, as amostras foram colocadas em
tubos e levadas até laboratério para armazenamento em ultrafreezer e posterior
avaliacdo das atividades. Todo procedimento entre campo e laboratério foi realizado
com refrigeracdo das amostras em caixa térmica de isopor com gelo. Em laboratério
foi entdo determinada a atividade das enzimas SOD e POD e o contetudo de H202 e
MDA. Todos os processos durante as analises foram realizados na temperatura de 4
°C.

Para a extracdo da POD e SOD foi seguido o procedimento descrito por
Hammerschmidt et al. (1982), com modificacdes. Em uma massa de 5 g da amostra
macerada em nitrogénio liquido foi adicionado 5 mL de tampé&o de fosfato de potassio,
0,1 M (pH 7,0), contendo 1 mM de polivinilpirrolidona insolivel e 1 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para cada 100 mL de tampado, homogeneizado
em ultraturrax, por 1 minuto, sendo apés adicionado 0,1% de triton. Para determinacao
da atividade das enzimas foi utilizado o método descrito por Giannopolitis e Reis
(1977), com modificacdes. Foram utilizados trés tubos, sendo que no primeiro foi
determinado o branco, aonde uma aliquota de 50 pL de extrato bruto da amostra de
folha, foi adicionada a 2,95 ml do meio de reacédo, composto pelo tampéao de fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, NBT 75 uM, EDTA 100 nM e riboflavina
2 Nm, e permaneceram em reac¢ao cobertos por papel aluminio durante 10 minutos.
O segundo tubo definido como controle recebeu a solugéo de trabalho apenas,
permaneceu pelo mesmo tempo de reacdo, porém sem receber luz. Ja o terceiro tubo
recebeu uma solucéo de trabalho e as amostras dos tratamentos, permaneceram por
10 min em reagé&o sob luz. Para a leitura das amostras foi entéo utilizado um leitor de
microplacas (PerkinElmer, EnSpire, EUA) no comprimento de onda de 560 nm. O
extrato foi mantido em repouso por 15 min a 8°C e ap6s centrifugado a 12.000 rpm
por 10 min a 4°C em ultracentrifuga (Hitachi, CR22N, Japao), 0,30 ml do sobrenadante
foi usado para ensaio enzimatico. Imediatamente apds a adi¢cdo de 2,7 ml de uma
mistura reacional contendo tampéao fosfato de potassio: guaiacol: H202 (5 ml: 0,0125
ml: 0,0163ml), foi definida a atividade enzimatica como o0 aumento da absorbancia por
minuto a 470 nm. Os resultados de atividades das enzimas SOD e POD foram
expressos em U ml't mg de proteina e DO mg de proteina, respectivamente.

A quantificagdo do H20:2 foi realizada de acordo com o método proposto por
Gay, Collins e Gebicki (1999) e Hermes- Lima, Willmore Storey (1995), com
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modificacbes. Um grama de amostra macerada em nitrogénio liquido foi
homogeneizada em 10 mL de metanol a 0°C, com auxilio de ultraturrax Heidolph,
modelo D-91126. Com as amostras ja& homogeneizadas as mesmas foram
centrifugadas em ultracentrifuga (Hitachi, CR22N, Jap&o) em 10000 rpm e a 4 °C, por
10 minutos. Em seguida uma aliquota de 35uL do sobrenadante foi retirada e
adicionada em um recipiente contendo 500 pL de sulfato de aménio ferroso e 200 uL
de acido sulftrico, permanecendo em reacdo por 5 minutos no escuro. Apos este
tempo foi adicionado 100 pL de xylenol laranja (1 mM) e a mistura foi mantida no
escuro por 20 minutos, quando entdo procedeu-se a leitura da absorbancia das
amostras a 560 nm em leitora de microplacas (PerkinElmer, EnSpire, EUA). Os
resultados foram expressos em pmol gt.

A quantificacdo de MDA foi realizada conforme procedimento descrito por
Heath e Packer (1968) com modificac6es. Assim, 0,3 g de amostra foram maceradas
em 2 ml de acido tricloroacético (TCA; 0,1%), e centrifugados a 10.000 rpm em
ultracentrifuga (Hitachi, CR22N, Japdao) por 15 minutos a 4 °C. Do sobrenadante foi
retirada uma aliquota de 350 pL e adicionado em um tubo contendo 1,5 mL de solugéo
com TCA (20%) e &cido tiobarbiturico (0,5%). Estas amostras foram mantidas por 25
minutos em temperatura de 90-95 °C e, em seguida, colocadas em banho de gelo
para cessar a reacdo. Apos isso, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10
minutos e quantificadas nos comprimentos de onda de 400, 532 e 600 nm com auxilio
de um leitor de microplacas (modelo EnSpire, PerkinElmer, USA). Os resultados de

peroxidacdo de lipideos foram expressos em nmol MDA g* MF.

5.2.4 Caracteristicas morfoldgicas

As avaliacbes de massa seca de parte aérea (MSPA) e caracteristicas do
sistema radicular, como comprimento, diametro, volume, area superficial e massa
seca de raiz (MSR) foram realizadas 45 dias apés o plantio as plantas foram colhidas.
No momento da colheita, as plantas tiveram suas raizes cuidadosamente separadas
do solo e as plantas divididas em parte aérea e raizes. Ambas as porgdes foram lavas
com agua destilada para limpeza de residuos depositados nas folhas e restos de
fracOes de solo que poderiam estar nas raizes. A parte aérea, contendo folhas e
caules, foi levada para estufa e seca & 65 °C até peso constante para determinagéo
da MSPA. Ja& as raizes foram armazenadas em 4&lcool 70% e posteriormente
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submetidas a digitalizacdo em scanner profissional, e as imagens processadas
através do programa computacional WinRhizo para determinacdo de comprimento,
didmetro, volume, area superficial de raiz. Apos o procedimento as raizes foram secas

em estufa e pesadas para a obtencao da MSR.

5.2.5 Teores Minerais

Apés seca e pesada a fracdo parte aérea das plantas foi entdo moida em
moinho de bancada até a obtencéo de p6 fino com maxima homogeneidade possivel.
Nesta matriz de planta foi aplicada o método de digestdo 3050B (USEPA) com
aguecimento em bloco digestor a 95°C (x 5 °C) para quantificacao dos teores minerais
totais de Zinco (Zn), Cobre (Cu), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Fosforo (P), Célcio (Ca)
e Magnésio (Mg). Os teores minerais nas aliquotas foram determinados por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(Perkin Elmer, Optima® 8300, EUA). Para certificacdo da qualidade do método e do
procedimento foram utilizadas oito provas em branco em todas as avaliagbes para a
determinacao do limite de deteccado do instrumento. A taxa de recuperagcdo do método
de digestao foi validada pela utilizacdo de amostras referéncia SRM 1573a (folhas de
tomate), certificada pela National Institute of Standards and Technology (NIST) e RM-
Agro E1001a (Brachiaria brizantha cv Marandu) certificada pela EMBRAPA.

5.2.6 Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e cada
tratamento foi composto de trés repeticbes, sendo cada unidade experimental
constituida de uma planta de tomate. Os dados foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), com o auxilio do software SISVAR
(Ferreira, 2011).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de Zn disponiveis na solucdo do solo, conforme esperado, foram
dose dependentes. As maiores doses aplicadas ao solo proporcionaram maiores
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teores disponiveis de Zn na solucéo dos dois solos, com clara diferenciacao entre os

tratamentos aplicados.

Tabela 2 — Teores disponiveis de Zn e porcentagem de Zn disponivel em relacédo ao
tratamento aplicado na solu¢do de um Cambissolo Himico (CH) e um Nitossolo

Bruno (NB) em funcao de quatro tratamentos de Zn aplicados.

Doses de Zn! N. B. Disponivel C.H. Disponivel

mg dm-3 % mg dm-3 %

Controle 2,9d - 2,1d -
T0,5 24,7¢ 61,6 17,2¢ 86,1
T1,0 47 5P 59,3 32,40 80,9
T1,5 66,12 55 44 .42 74,0
Média - 58,7 - 80,4

Os valores séo médias de trés repeticbes. Médias com a mesma letra (s) na mesma coluna ndo séo
estatisticamente diferentes em p<0,05 pelo teste Tukey. 1Teores de Zn aplicados em cada solo em
mg kg-1: Controle: 0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0 em CH e 40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em
NB; T1,5: 60,0 em CH e 120 em NB.

De maneira geral, o NB apresentou teores disponiveis mais elevados que o CH
(Tabela 3). Cabe ressaltar que os tratamentos aplicados ao NB foram duas vezes
maiores que os aplicados ao CH, em fun¢éo da dose de NCT, anteriormente descrito
no material e métodos, observada pelos autores em experimento prévio. Ao observar
guanto do Zn aplicado esta disponivel em relacdo a dose aplicada, pode-se identificar
que o CH teve teores disponiveis maiores, cerca de 1,37 vezes em média, em

comparacao ao NB.

As concentracdes de Zn (mg kg* de planta) na MSPA de plantas de tomate,
cultivadas em dois solos distintos, aumentou com o incremento das doses aplicadas
(Figura 1). Além disso, observou-se forte correlagdo para ambos os solos entre teor
disponivel de Zn no solo e teor de Zn no tecido foliar (NB: 0,98; CH: 0,99).

O NB condicionou as plantas para acumulo de maiores teores de Zn nos
tecidos, em relagcédo ao CH, em funcao da maior disponibilidade do mesmo na solugéao
do solo. Plantas cultivadas neste solo tiveram incrementos significativos nos teores de
Zn em funcdo das doses, sendo que em relacdo ao controle os aumentos foram de
1,8, 2,2 e 2,8 vezes para os tratamentos T0,5, T1,0 e T1,5, respectivamente. Plantas
cultivadas no solo CH apresentaram menor incremento de Zn foliar com maiores

doses de Zn aplicado ao solo.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlacédo simples de Pearson entre as caracteristicas
teor de zinco nas folhas (Zn folha), zinco disponivel no solo (Zn disp.), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) de plantas de tomate cultivadas

em diferentes concentracdes de Zn em dois solos.

Nitossolo Bruno
Zn Folha Zn Disp. MSPA MSR

Zn Foliar 1
Zn Disp. 0.98* 1
MSPA -0.76" -0.80" 1
MSR -0.72" -0.79" 0.82 1

Cambissolo Hiumico
Zn Foliar Zn Disp. MSPA MSR

Zn Foliar 1
Zn Disp. 0,95~ 1
MSPA -0,88" -0,89~ 1
MSR -0,85" -0,85" 0,76 1

**Significativo em 1 % de probabilidade de erro pelo teste t. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022

Neste solo, plantas cultivadas no tratamento TO0,5 acumularam cerca de 1,5
vezes mais Zn em relacdo ao controle, aquelas cultivadas no tratamento T1,0
acumularam 1,9 vezes e as cultivadas no tratamento T1,5 acumularam 2,2 vezes mais
Zn em relacao ao controle, sendo que nao foram identificadas diferencas significativas
entre T1,0 e T1,5 para plantas cultivadas em CH.

A atividade da SOD e POD em funcédo da dose de Zn apicada foi variavel em
funcao do tipo de solo (Figura 2 A, B). Em plantas cultivadas em CH houve aumento
da atividade da SOD em T1,0 e T1,5, em relagédo ao controle e T0,5. Observou-se que
houve aumento de atividade na ordem de 2,11 e 1,66 vezes para T1,0 e T1,5,
respectivamente, em relagcéo ao controle. Esta mesma enzima, em folhas de plantas
cultivadas em NB, apresentou diminui¢cdo de atividade nos tratamentos T1,5 e T1,0,
em relacdo aos tratamentos TO e TO,5. Diferencas significativas ndo foram observadas
entre controle e T0,5 e entre T1,0 e T1,5, em NB.
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Figura 1 — Teor de Zn em folhas de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cultivados
em Cambissolo Humico (CH) e um Nitossolo Bruno (NB) expostas a quatro doses de
Zn.
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A barra de erro representa o desvio padré(:z, as médias separad:: pelo teste Tukey em P < 0,05.
Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg-1: Controle: 0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0 em CH e
40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH e 120 em NB.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A atividade da enzima POD em folhas de tomateiro cultivado em NB apresentou
maior valor no tratamento T1,0, que foi 18,3 % superior a atividade da enzima em
folhas de plantas controle (Figura 2B). Por sua vez, plantas cultivadas em CH tiveram
acentuado aumento de atividade da enzimas, em relacao controle, nos tratamentos
T1,0 e T1,5, enquanto TO,5 apresentou um comportamento intermediario, sem diferir
de todos os demais tratamentos. Para o CH o aumento de atividade da POD foi de
143% e 106% para T1,0 e T1,5, respectivamente, em relacdo ao controle.

Plantas cultivadas em NB e CH apresentaram incremento de H202 em func¢éo
do incremento das doses de Zn (Figura 2C). Plantas cultivadas em NB apresentaram
maior conteudo de H20:2 nos tratamentos T1,0 e T1,5, em relagdo ao controle, com
um incremento na ordem de 44,7% e 68,3 %, respectivamente. Também foi observada
maior conteudo de H202 em T1,5, em relagéo a T0,5, com valor de aproximadamente
28,7 % superior. Plantas cultivadas em CH apresentaram aumento no conteudo de
H20:2 apenas no tratamento com maior concentracdo de Zn (T1,5), o qual diferiu de
todos os outros tratamentos, sem diferengas entre os demais tratamentos. O
incremento em T1,5, em relagcdo ao controle, por exemplo, foi de 54,9 % em CH. Os
dados de MDA néao foram influenciados pelos tratamentos naquelas plantas cultivadas
em NB, mas em CH houve aumento da concentracéo deste indicador nos tratamentos

com adi¢ao de Zn em relag&o ao controle.
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Figura 2 — Efeito de doses de Zn na ativida de SOD (A), POD (B) e producéo
de H20:2 (C) e peroxidacéo lipidica (D) em plantas de tomate (Solanum lycopersicum

L.) cultivadas em solos distintos.
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A barra de erro representa o desvio padréo e as médias separadas pelo teste Tukey em P < 0,05.
Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg-1: Controle: 0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0em CH e
40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH e 120 em NB.

O indice SPAD, que tem forte correlagdo com o teor de clorofila nas folhas,
reduziu com a aplicagdo do Zn em ambos os solos estudados (Tabela 4). Aquelas
plantas cultivadas em NB demonstraram diferencas significativas entre o controle e
T1,0 e T1,5, sendo que ocorreu uma diminuicdo dos valores observados para este
indice na ordem de aproximadamente 7,3 % para ambos os tratamentos em relacao
ao controle. As plantas cultivadas em CH apresentam reduc¢éo do indice SPAD, em
relacdo ao controle, nos tratamentos com aplicacdo de Zn (reducédo de
aproximadamente 6,2 %), os quais nao diferiram entre si.

O incremento de Zn pela aplicacdo dos tratamentos gerou efeitos variaveis nos

dados de taxa fotossintética liquida (A), condutédncia estomatica e concentracao
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interna de CO:2 e transpiracdo (Tabela 4). A fotossintese liquida, em tomateiros

cultivados em NB, reduziu com a aplicacéo de Zn a partir de T1,0. J4 para as plantas

de tomate cultivadas em CH os efeitos negativos foram significativos apenas no T1,5,

com diminuigdo aproximada de 17,1 % em relagéo ao controle (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito do Zn no indice SPAD, taxa fotossintética liquida (A), condutancia

estomatica (gs), concentragdo interna de CO:2 (Ci) e transpiracéo (E) de plantas de

tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas em solos distintos.

Posede  spap A gs ci E

mg kgt - pmol CO2m=2s?t mmol H2O m2 s pmol CO2 mol™*  mol H2O m2s™!
Nitossolo Bruno

Controle  60,5+0,72 13,3+0,82 1,19+ 0,18 4229 + 9,502 3,1+0,62
TO,5 59,5+ 1,02 12,8 +£0,72 1,66 +0,72  403,7+ 25,82 3,3+0,5%
T1,0 56,2 + 2,00 11,3+0,1° 0,49 + 0,1b¢  387,7 + 2,60 2,8+0,22
T1,5 56,1+ 1,8° 10,8 + 0,3 0,46 +0,1¢ 377,7+10,1° 2,9+0,42

Cambissolo Hiumico

Controle 62,5+1,22 15,2 £ 0,42 0,86 +0,32 389,5 + 8,52 4,8 +0,82
T0,5 58,7 +1,3° 15,2+ 1,42 0,87 +0,32 384,2+0,2% 4,8 +0,62
T1,0 58,5+0,7° 15,1 +£0,82 0,96 +0,12 375,6 + 3,1b 5,1+0,12
T1,5 58,6 +1,1° 12,6 +0,3° 1,27 +0,22  380,9 + 1,23 53+0,22

Os valores sdo médias + DP. Médias seguidas com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si
pelo teste Tukey p<0,05. 1Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg 1: Controle: 0,0 em Ch e NB;
T0,5: 20,0 em CH e 40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH e 120 em NB.

A condutancia estomatica foi reduzida significativamente entre o controle e T1,5

em cerca de 61,4 %. Houve também reducao das leituras de gs quando comparamos

TO5comT1,0e T1,5, reducéo esta de 70,5 % e 72,3 %, respectivamente. Ja as

plantas cultivadas em CH ndo apresentaram efeito significativo da aplicacdo de Zn

sobre a gs.

A concentracao interna de CO:2 foi afetada pelos tratamentos com presenca de

Zn (Tabela 4). Em NB foi observado reduc¢éo da Ci, em relagéo ao controle, em T1,0

e T1,5, com diminuicéo de 8,3 % e 10,7 %, respectivamente. J4 em CH apenas T1,0

diferiu do controle, apresentando valores mais baixos de Ci, com diminui¢do de 3,6 %.

Os dados de transpiracdo ndo demonstraram diferencas em funcéo da aplicacéo dos

tratamentos.

As concentrag0es foliares de P reduziram com a aplicacdo de Zn em ambos o0s

solos, e Fe apenas nas plantas cultivadas em NB e no tratamento T1,5 (Tabela 5). Ja

os teores de Ca, Mg, Cu e Mn ndo foram influenciado pela aplicacédo de Zn em ambos

0S solos.
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Tabela 5 — Teores Minerais de Calcio, Magnésio, Ferro, Cobre, Manganés e Fésforo
em folhas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas em um cambissolo

hdmico e um nitossolo bruno expostas a doses crescentes de Zn.

Dose de Ca* Mg?* Fe?* Cu? Mn2* P
Znt 1
mgkg? T L
Nitossolo Bruno
Controle  1394+98 1009+ 146 155+19% 89+21 374+9,0 169+5,82
T0,5 1571 +41 1119+65 161+172 105+1,0 554+10 134+6,6°
T1,0 1585+ 146 1183 +129 123 +122 116+1,8 65,1+19 137+9,7°
T1,5 1435+169 981+125 96+10> 96+25 489+11 125+6,9°
Cambissolo Hamico
Controle 1318 +185 1051 +103 183+55 8,3+19 47,2+4,0 139+122
T0,5 1312 +228 1085+183 177+38 10,8+2,0 46,7+53 131 +92
T1,0 1311 +123 1033 +103 142+20 10,8+0,6 52,6+6,6 110+9°
T1,5 1269+41 1049+20 143+26 10,3+04 594+29 112+9°

Os valores sao médias £ DP. Médias com a mesma letra (s) na mesma coluna néo sao estatisticamente
diferentes em p < 0,05 pelo teste Tukey. 'Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg-1: Controle:
0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0 em CH e 40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH
e 120 em NB.

O teor de P nos tecidos foliares de plantas de tomate expostas ao Zn foi
influenciado negativamente em funcédo das doses aplicadas no NB (Tabela 5). As
plantas cultivadas com a aplicacéo de T0,5, T1,0 e T1,5 Zn acumularam cerca de 20,0
%, 19,0 % e 26,0 % menos P em relacdo ao controle, respectivamente. As plantas
cultivadas em CH também apresentaram diminui¢cdo da capacidade de acumulo de P
nos tecidos foliares, porém somente a partir de T1,0. E possivel observar que as
plantas expostas aos tratamentos T1,0 e T1,5 tiveram diminuicdo dos teores de P de
20,1% e 19,5 %, respectivamente, em relacdo ao controle.

A producdo de massa seca de raiz e de parte aérea das plantas de tomate
expostas aos tratamentos foi influenciada significativamente pelos tratamentos em
ambos os solos estudados (Figura 3 A, B). A aplicacdo de Zn nas doses de T1,0 e
T1,5 reduziu a MSPA, em ambos os solos, em relagcdo aos tratamentos controle e
T0,5, que n&o diferiram entre si. No NB houve reducdo na ordem de 15,0 % entre o
grupo controle e 0,5 e os tratamentos 1,0 e 1,5 (Figura 3A). Para as plantas cultivadas
em CH foi observada uma reducao aproximada de 16,5 % e 19,3 % entre o controle e
T1,0 e T1,5, respectivamente. Foi observada forte relacdo entre MSPA e os teores
disponiveis de Zn na solucdo do solo CH (0,94) e NB (0,75).
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Figura 3 — Producéo de massa seca de parte aérea (MSPA) (A) e massa seca de
raiz (MSR) (B) de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cultivadas em dois

solos distintos expostas a diferentes teores de Zn.
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A barra de erro representa o desvio padrdo e as médias separadas pelo teste de LSD em P < 0,05.
Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg-1: Controle: 0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0 em CH e
40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH e 120 em NB.

A producdo de MSR foi alterada pela presenca dos tratamentos com Zn,
especialmente T1,0 e T1,5 (Figura 3B). Para as plantas cultivadas em NB foi
observado menor MSR em T1,0 e T1,5, que néo diferiram entre si. Plantas cultivadas
em T1,0 e T1,5 apresentaram reducao de 50,0 % e 39,0% na MSR em relagéo ao
controle. As plantas cultivadas em CH apresentaram um decréscimo na MSR de
aproximadamente 1,5, 2,7 e 2,2 vezes para T0,5, T1,0 e T1,5, respectivamente, em
relacdo ao controle. Diferencas também foram observadas entre T0,5 e T1,0, com
reducdo de 43,7 % no T1,0 em relacdo a T0,5. A MSR apresentou correlacéo
significativa com os teores disponiveis de Zn no solo, sendo que para CH foi de 0,82
e para NB de 0,76.

O comprimento de raiz foi influenciado negativamente pela presenca dos
tratamentos em ambos o0s solos estudados especialmente na presenca dos
tratamentos T1,0 e T1,5. Em NB o comprimento de raiz foi menor nos tratamentos
T1,0 e T1,5 onde é possivel observar diminuicdo de 25,6 % e 23,4 %,
respectivamente, em relagéo ao controle. As plantas cultivadas em CH apresentaram
menor comprimento de raiz em todos os tratamentos com aplicacdo de Zn, sem

diferenca entre eles. Plantas cultivadas em solo que recebeu os tratamentos T0,5,
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T1,0 e T1,5 apresentaram reducdo no comprimento das raizes de 30,4 %, 29,8 % e

31,3 %, respectivamente, em relacdo ao controle.

Tabela 6 — Arquitetura radicular de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
expostas a doses de Zn crescentes cultivadas em um Cambissolo Himico e um

Nitossolo Bruno.

Area

Dose de_an Comprimento Superficial Diametro Volume
mg kg 2 3
cm cm mm cm
Nitossolo Bruno

Controle 833 + 752 97,8 £102 0,40+0,22 10,5+1,32
T0,5 812 £ 572 100,0 + 4,62 0,41+0,12 10,3+1,12
T1,0 619 + 75° 71,8+ 4,8b 0,41+0,12 8,2+0,3%
T1,5 638 + 15P 71,7 +6,3° 0,41 +£0,12 8,0+0,3°

Cambissolo Hlimico

Controle 799 + 272 85,8 +1,42 0,41+0,12 10,7+1,62
T0,5 556 + 70 829+152 0,42+0,12 9,3+1,12
T1,0 561 + 14° 72,8 + 1,40 0,41+0,12 7,6 +0,4°
T1,5 549 + 32b 76,4 + 3,6° 0,41 +£0,12 7,5+0,6°

Os valores sao médias + DP. Médias com a mesma letra (s) na mesma coluna ndo sao estatisticamente
diferentes em p<0,05 pelo teste Tukey. 1Teores de Zn aplicados em cada solo em mg kg-1: Controle:
0,0 em Ch e NB; T0,5: 20,0 em CH e 40,0 em NB; T1,0: 40,0 em CH e 80,0 em NB; T1,5: 60,0 em CH
e 120 em NB.

A area superficial das raizes foi influenciada negativamente pela presenca dos
tratamentos T 1,0e T 1,5 com Zn em ambos o0s solos estudados (Tabela 6). Em ambos
os solos, a menor area superficial de raizes foi observada nos tratamentos T1,0 e
T1,5. No NB a reducéo foi de aproximadamente 26,5 % em relacdo ao controle. Ja as
plantas cultivadas em CH, a diminuicdo na area superficial de raizes foi de 15,1 % e
10,9 % nos tratamentos T1,0 e T1,5, respectivamente, em relagéo ao controle.

O volume radicular de plantas cultivadas em NB diminui em T1,5, em relagéo
ao controle e T0,5. Esta reducéo de volume foi da ordem de 23,8 % entre o controle e
T1,5. Ja plantas cultivadas em CH apresentaram menor volume radicular em T1,0 e
T1,5, em relagdo ao controle, com reducdo de 29,9 %. Para o didametro médio ndo

houve diferenca entre tratamentos, em ambos 0s solos.

5.4 DISCUSSAO
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Os resultados evidenciam diferencas notaveis na disponibilidade de Zn no solo
e nos teores de Zn nos tecidos de parte aérea das plantas de tomate em funcéo dos
tratamentos aplicados e do tipo de solo cultivado. Em geral, se tem conhecimento que
fatores como teor de matéria organica, teor de argila e pH tem forte influéncia na
disponibilidade de metais na solucdo do solo, tal como o Zn (Kabata-Pendias, 2011;
Rajput et al., 2018). O teor de argila e de M.O. do NB era superior ao observado no
CH, e mesmo o NB recebendo doses duas vezes maiores que as do CH, os teores
totais disponiveis ndo foram duas vezes maiores (Tabela 3). Sabe-se que as argilas
tém capacidade de reter maiores teores de Zn, e consequentemente diminuir a
disponibilidade na solucédo do solo e as plantas, uma vez que as argilas adsorvem os
ions de Zn, tanto por troca ibnica como por adsorcdo especifica (Shi et al., 2018).
Outros estudos tém demonstrado que a matéria organica do solo tem efeito sobre os
metais no solo, diminuindo a capacidade de absorcédo e a disponibilidade de Zn em
funcdo do incremento da mesma no solo (Diagboya et al., 2015; Refaey et al, 2017).
A fragcdo de Zn disponivel na solu¢édo do solo foi maior no NB em funcéo da dose mais
elevada que o mesmo recebeu, mas, em relacdo a dose aplicada, a quantidade
relativa disponivel, em termos de porcentagem do que foi aplicado, os valores
observados em CH foram mais elevados, o que valida o fato de o NB ter maior
capacidade de adsorcao do elemento em funcéo da maior fracdo argila e teor de M.O.

A disponibilidade de nutrientes na solu¢éo do solo é um fator chave e que tem
alta correlagcdo com o acumulo de nutrientes nos materiais vegetais (Kaur e Garg,
2021). Para a movimentacao do Zn absorvido nas raizes até a parte aérea o fluxo de
massa € o principal mecanismo utilizado pelas plantas, e acredita-se que o Zn forme
complexos associado com aminoacidos e acidos organicos para facilitar este
transporte (Balafrej et al., 2020). Porém, antes da absorcdo do metal pelas plantas,
outros fatores podem influenciar amplamente a quantidade mobilizada no sistema,
entre eles o tipo de solo e a fonte de Zn. Obrador et al (2022) demonstraram que 0
tipo de solo tem alta influéncia na disponibilidade de Zn para a absorcao pelas plantas,
independente da fonte de Zn utilizada. Estes autores relatam que a dose de 20 mg kg-
1 de zZn foi capaz de incrementar teores adequados de Zn em plantas de beterraba e
ervilha, porém somente em solo acido (pH:5,4; Argila: 18,0%). Em solo calcéario (pH:
8,5; Argila: 39%) este resultado ndo foi observado, independente da fonte de Zn
utilizada. Neste trabalho, os teores de Zn na parte aérea das plantas de tomate tiveram

alta correlacdo com os teores disponiveis na solugédo do solo (NB: 0,99; CH: 0,98),
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independentemente do tipo de solo. Contudo, teores disponiveis mais elevados, como
0s observados em NB, resultaram em maiores teores acumulados e efeitos mais
pronunciados destes altos teores.

O Zn em niveis toxicos, representado neste estudo pelos tratamentos T1,0 e
T1,5, influenciou negativamente varios atributos de crescimento das plantas, como
MSR e MSPA e caracteristicas de raiz, como comprimento, area superficial e volume
de raiz, sugerindo que niveis toxicos de Zn no ambiente podem ser um forte limitante
a produtividade (Garg e Singh, 2018; Almendros et al., 2022). Estudos anteriores
sugeriram reducdo no crescimento e produtividade de culturascomo trigo (Du et al.,
2019) e arroz (Mehrabanjoubani et al., 2014), sob toxicidade de Zn.

A alteracdo em atributos de crescimento em plantas de tomate, observadas
neste estudo, podem ser resultado do dano oxidativo induzido por Zn, indicado
principalmente pela maior concentracdo de H202, em plantas cultivadas em ambos o0s
solos, e MDA, em plantas cultivadas em CH (Figura 2 C, D). Possivelmente os danos
oxidativos, induzidos pela toxicidade de Zn, prejudicaram a maquinaria fotossintética,
0 que levou a inibicdo do acumulo de MSPA e MSR. A reducéo no indice SPAD, que
€ um forte indicador do teor de clorofilas (Shibaeva et al., 2020), pode estar associada
aos danos causados pelas EROs, mas também podem ser resultado da diminui¢éo
da expressdo de genes envolvidos na sintese de clorofila (por exemplo, Clorofila A
Oxigenase, Clorofila Sintase) e de genes que envolvem a expresséo de estruturas do
fotossistema (por exemplo, Fotossitema | subunidade D-2, Fotossitema | subunidade
E-2, Fotossitema | subunidade K) ou de ambos (Wang et al., 2016). Os resultados de
indice SPAD, e taxa fotossintética liguida apoiam esta ideia, pois séo
significativamente reduzidos em presenca de excesso de Zn (Tabela 4).

O incremento das concentra¢des de Zn no solo aumentou significativamente as
concentragcdes de Zn no tecido foliar, o que resultou em diminuigdo da biomassa, de
de crescimento radicular e de A, gs e Ci, juntamente com alteragdes na atividade de
enzimas antioxidantes. Além disso, a concentracdo elevada de Zn competiu com a
absorcao de nutrientes, especialmente Fe e P, efeito observado também por Jain et
al. (2013). Estes resultados séo apoiados pelo trabalho de Feigl et al. (2019), que
observaram influéncia negativa de teores elevados de Zn (500 ppm) em raizes de
plantas de B. napus quanto ao crescimento, alteracdo na homeostase de
microelementos, aumento na producdo de EROs e ainda alteragbes em

caracteristicas radiculares. Estes autores também avaliaram a exposicdo de plantas
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a menor concentracdo de Zn (10 ppm) e, de maneira global, os efeitos foram
inexistentes ou favoraveis a planta, dependendo da variavel analisada. Resultado
semelhante era esperado no presente estudo com a exposi¢éo das plantas a TO,5,
considerado baixa exposi¢cao ao Zn. Contudo, possivelmente, este tratamento ainda
expos as plantas a teores relativamente elevados, pois foram observados alguns
resultados negativos para o crescimento de plantas de tomate, tal qual como o
aumento do contetdo de MDA, diminuicdo das leituras de SPAD, da MSR e do
comprimento radicular em CH, e diminui¢do dos teores de P em ambos os solos. Outro
efeito que também foi observado em condi¢des adversas ao crescimento das plantas,
tal qual o estresse por Zn, foi o fechamento estomatico, com consequente limitacéo a
absorcao e fixacdo de CO2. Esta condicdo ainda pode desencadear alteragdes no
processo fotossintético e contribuir para maior producdo de EROs (Ali et al., 2020).

Em resposta a niveis elevados de Zn observados em tecidos foliares e ao
estresse oxidativo, plantas de tomate apresentaram modificacbes na atividade de
enzimas antioxidantes, ocorrendo resposta variavel em funcéo do tipo de solo no qual
as plantas foram cultivadas. Efeitos adversos, tal como o estresse por Zn, podem levar
a hipergeracéo desequilibrada de EROs, e o aumento da atividade destas enzimas é
amplamente relatado como um meio pelo qual as plantas buscam minimizar este
estresse e proteger a sua organizacdo anatdbmica e bioquimica (Akanbi-Gada et al.,
2019). Em CH houve um claro aumento de atividade das enzimas SOD e POD nas
plantas expostas aos tratamentos com maiores concentracbes de Zn, muito em
resposta ao aumento da concentracdo de H202. Em contrapartida, em NB, a enzima
SOD apresentou maior atividade nos tratamentos controle e T0,5, sob menor
concentracéo de Zn, e forte reducéo da atividade em exposi¢cao a concentracdes mais
elevadas de Zn. Estes dados sugerem capacidade reduzida da planta em suportar a
explosédo oxidativa induzida pela toxicidade de Zn e os seus efeitos da exposi¢ao
prolongada, pois a atividade da SOD parece ser dose e tempo dependente (Song et
al. 2011; Kundu et al., 2018; You et al., 2021). Cabe ressaltar que os teores de Zn
observados no tecido foliar de plantas de tomate cultivadas em CH no maior
tratamento (T1,5) foram menores que aqueles observados em T1,0 das plantas
cultivadas em NB.

Alteracbes na atividade de enzimas antioxidantes estdo relacionadas a
toxicidade do Zn que causa desequilibrio redox (Chibuike e Obiora, 2014). A SOD

desempenha um importante papel na desintoxicacdo de EROs pela conversao de Oz
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livre em O2 e H202 (Del Rio et al., 2018). O aumento da atividade de SOD em tecidos
foliares de tomate foi observado por Akanbi-Gada et al. (2019), ap6és 90 dias de
exposicao a teores elevados de Zn. Em contrapartida, You et al. (2021) observaram
reducgéo da atividade em concentragdes elevadas de Zn, condizendo com o observado
neste estudo. A enzima POD por sua vez aumentou sua atividade, principalmente em
CH e isto influenciou nos teores observados de H202, sendo observado efeito inverso
em NB, de baixa atividade da enzima e incremento dos teores de H202. A POD é um
importante mecanismo de conversdao de H202 em agua (Rajput et al., 2021),

funcionando como uma ferramenta de reducao do estresse em plantas.

5.5 CONCLUSAO

A aplicacdo de Zn em concentracdes elevadas, representada por T1,0 (40,0 mg
kgt de Znem CH e 80 mg kg de Zn em NB) e T1,5 (60,0 mg kg* de Zn em CH e 120
mg kg! de Zn em NB), reduziu significativamente a producdo de massa seca de raiz
e de parte aérea, taxa fotossintética liquida, indice SPAD, absorcdo de Fe e P.
Também aumentou a atividade de enzimas antioxidantes e a presenca de H20:2 e
MDA, especialmente em plantas cultivadas em Cambissolo Hamico.

O tratamento T0,5 (20,0 mg kg* de Zn em CH e 40 mg kg* de Zn em NB) néo
gerou efeito positivo esperado em plantas de tomate.

O Zn se comportou predominantemente como um elemento téxico sob as
variaveis analisadas, inclusive naquele tratamento que era esperado efeito positivo
(TO,5).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As plantas de tomate apresentaram sensibilidade aos teores elevados de Zn
disponiveis no solo, especialmente quando expostas a altos teores como observado
no primeiro estudo. Os efeitos destes maiores teores disponiveis foram observados
especialmente quando as plantas foram cultivadas em Cambissolo Humico, solo este
gue proporcionou maiores teores disponiveis. A disponibilidade do Zn no solo resultou
em alteracdes no desenvolvimento das plantas de maneira geral e seus efeitos foram
expressos em reducdo da producdo de massa seca da planta, diminuicdo da
capacidade fotossintética, da condutancia estomatica e de parametros radiculares,
tais como comprimento e o volume. O incremento de Zn no solo através dos
tratamentos também permitiu que as plantas de tomate transcolassem maiores teores
de Zn para a parte aérea em relagdo as raizes, e isto gerou efeitos toxicos mais

acentuados.

A observacao dos resultados do estudo Il por sua vez nos da a dimenséao de
alguns dos efeitos causados pelo excesso de Zn. O aumento da atividade enzimatica,
caracterizado pelas enzimas SOD e POD e da presenca de H202 e MDA,
especialmente em CH demonstra que o0 excesso de Zn desencadeia uma reacao de
estresse em plantas de tomate. Possivelmente, as plantas de tomate também néo
sejam capazes de suportar um aumento do estresse oxidativo do que aquela observa
em CH, como demonstram os dados da atividade da SOD em NB. Este estresse
gerado pelo excesso de Zn, principalmente nas doses de NCT e acima geraram efeitos
adversos ao comportamento enzimatico, assim como alteraram diversos parametros
de crescimento, como observado no estudo I. Ainda, a dose que corresponde a
metade do NCT, da qual era esperado efeito positivo sobre os parametros avaliados,
nao gerou este comportamento, e em alguns casos proporcionou efeitos negativos.
Ela aumentou o contetdo de MDA, e diminuiu leituras do indice SPAD, massa seca e

comprimento de raiz em CH.

Os diferentes tipos de solos geraram respostas distintas quanto ao
comportamento das plantas. O Cambissolo Humico, solo com menor teor de argila e
matéria organica, proporcionou as plantas um ambiente com maior teor disponivel de

Zn em relacdo ao Nitossolo Bruno. Essas diferencas entre 0s solos e a sua capacidade
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de adsorcéo do Zn resultou em valores distintos de nivel critico toxico de Zn para as
plantas de tomate. Isto demonstra a importancia do conhecimento a um nivel mais
detalhado das caracteristicas dos solos em que se deseja introduzir a cultura e as
adubacdes nela necessérias.

Também fica claro, que os cultivos que buscam a biofortificacdo agronémica da
cultura do tomate com Zn, por exemplo, necessitam de avalia¢des individuais. Pois,
em muitos casos, a biofortificagcdo agrondmica exige que doses mais elevadas de
nutrientes sejam aplicadas, e a falta de conhecimento do ambiente pode expor as
plantas a niveis criticos toxicos de Zn no solo. Estes niveis por sua vez, como
demonstrado neste estudo, podem ser muito prejudiciais ao desenvolvimento das
plantas e terminam por impactarem fortemente a capacidade produtiva destas plantas.
Também € importante ter a percepcao de que estas avaliacdes individuais devem ser
feitas a nivel de cultivar, pois, possivelmente os efeitos do Zn sobre plantas de tomate

chegam a se expressar neste nivel.
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9. ANEXOS

Anexo | — Valores de Zn obtidos em provas em branco (PB), amostra referéncia (AR)
RM-Agro E1001a e a taxa de recuperacédo do valor certificado em amostras

digeridas em bloco digestor seguindo método 3050B.

Solos
Material Cambissolo Humico Nitossolo Bruno
PB®M AR® Recuperacdo®  PB AR  Recuperacdo
---- mg kg? --- % ---mg kgt ---- %
Folha 0,04 9,45 95,4 0,04 8,46 85,4
Caule 0,55 8,91 89,8 0,05 9,56 96,6
Raiz 0,01 8,01 80,9 0,04 8,04 81,2

1 PB: Média da leitura das provas em branco; 2AR: Média da leitura de Zn nas amostras referéncias; 3:
A taxa de recuperacgéo baseia-se no valor certificado de 9,9 mg kg de Zn. Fonte: Elaborado pelo
autor (2022).
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Anexo Il — Porcentagem disponivel de Zn em relacéo a dose aplicada em um

Cambissolo Hamico e um Nitossolo Bruno destinados ao cultivo de plantas de

tomate.
Disponivel
Doses de Zn Cambissolo Nitossolo
Humico Bruno
L I — Y --m-mmmmmmmemmmeemeen
0 - -
50 78,4 46
100 68,2 52,8
150 64,5 51,3
200 80,3 60,6
250 75,4 57,2
300 71,5 53,8
450 66,4 50,5
Média 72,15 53,25

*Valores apresentados correspondem ao teor extraivel com HCI 0,1M em relacé@o a dose de Zn
aplicada. Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Anexo Il — Planta de tomate cultivadas em Cambissolo Hiumico expostas a dose de

450 mg kg de Zn que ndo foram capazes de completarem o ciclo de

desenvolvimento.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Anexo IV — Valores de Ferro (Fe), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Calcio
(Ca), Magnésio (Mg) e Fésforo (P) obtidos em provas em branco, amostra referéncia
RM-Agro E1001a e a taxa de recuperacéo do valor certificado em amostras
digeridas em bloco digestor seguindo método 3050B.

Fe Cu Zn Mn Ca Mg P
Elemento %) 1
----------------- mg kg* ----------------  —---ee--- g kgt ----------
Provaem 518 016 -007 -017 341 134 401
Branco
Amostra 8243 233 928 6511 431 243 0,66
Referéncia
Recuperacéo (%)
Taxade — g)59 5834 9373 8567 98,66 8227 10221
Recuperacao

*Valores de taxa de recuperacdo (%) calculados com base nos seguintes valores: Fe: 91+13; Cu:
4,0£0,7; Zn: 9,9+1,6; Mn: 76,0£18,5; Ca: 4,37+0,58; Mg: 2,95+0,44; P: 0,65%0,19. Fonte: Elaborado
pelo autor (2022).
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Anexo V — Perfil de um Cambissolo Humico (a) coletado em Calmon/SC e um
Nitossolo Bruno (b) coletado em Cacador/SC utilizados para a conducéo do estudo.




