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Biofortificacdo agronémica com zinco em alface

RESUMO

A biofortificacdo agrondmica com zinco (Zn) em plantas voltadas para alimentacdo € uma
estratégia para combater a baixa ingestdo de Zn pelos seres humanos. Estima-se que um terco da
populacdo sofra com problemas relacionados a deficiéncia deste nutriente. A alface (Lactuca
sativa) € a hortalica folhosa mais produzida e consumida no mundo e pode ser importante fonte de
Zn quando biofortificada. No entanto, os teores e acumulo deste nutriente pela alface podem variar
em funcédo da quantidade de fertilizante com Zn aplicado, do gendtipo e da época de cultivo. Sendo
assim, para que a biofortificacao seja sustentavel é preciso conhecer o desempenho das plantas sob
doses de Zn no solo em diferentes épocas de cultivo, considerando a sensibilidade a toxidez do
nutriente e 0 metabolismo antioxidante das plantas biofortificadas. Os objetivos deste trabalho
foram i) avaliar o efeito da aplicacdo de doses de Zn em solo, na producdo e acimulo de Zn em
alfaces (cv. Vanda e Saladela) em duas épocas de cultivo; ii) identificar os teores limites de Zn no
solo e nas duas cultivares de alface através da perda de biomassa em duas épocas de cultivo; iii)
investigar o efeito da biofortificagdo agrondmica com Zn nas respostas antioxidantes em folhas de
alface cultivada em duas épocas. O delineamento experimental foi de blocos casualizados, em
esquema fatorial 6 x 2, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram doses de Zn, (0, 5, 10, 20, 30
e 40 mg Zn dm®) na forma de sulfato de zinco no solo contido em vasos, e duas épocas de cultivo,
marco a abril de 2018 (Epoca 1, E1) e maio a julho de 2018 (Epoca 2, E2). Realizaram-se dois
experimentos independentes para as cultivares Vanda (crespa) e Saladela (romana crocante).
Concluiu-se que: i) Independentemente da época, 0 acumulo de Zn pelas folhas da Vanda aumentou
8,9 vezes em funcio do aumento das doses, chegando a 7,0 mg planta’. Para Saladela, o aumento
foi de 11 vezes na E1 e 8 vezes na E2, com maiores acimulos de 10,6 e 12,3 mg planta?,
respectivamente. O uso da maior dose de Zn ndo reduziu a produtividade de Vanda, mas para
Saladela, houve reducdo em ambas as épocas. A dose mais adequada para biofortificacdo das
plantas foi de 40 mg Zn dm, em ambas as épocas de cultivo para Vanda e 35 e 12 mg Zn dm= na
El e E2, respectivamente, para Saladela; ii) O teor limite de Zn nas folhas de alface Vanda foi
704,1 mg kg!, independentemente da época de cultivo. O teor limite no solo foi de 18,9 mg dm.
Os teores limites nas folhas da Saladela foram 1023,5 e 583,6 mg kg* na E1 e E2, respectivamente,
que corresponderam aos teores no solo de 18,0 e 11,8, mg dm™ respectivamente. iii) A
biofortificacdo agronémica em alface com doses de 20, 30 e 40 mg Zn dm™ resultou em maior
peroxidacao lipidica (MDA) e menor massa seca, indicando que estas doses no solo foram fatores
de estresse para a planta, induzindo ao aumento da atividade da SOD em ambas as épocas de
cultivo. As atividades da CAT e APX néo variaram significativamente nas doses de 20 a 40 mg Zn
dm3, mas foram suficientes para manter as concentracdes de H20,. A biofortificagdo agrondmica
em alface foi possivel e as plantas apresentaram potencial de acumulo de Zn, podendo trazer
beneficios a populagdo. No entanto, devido as perdas de biomassa e toxicidade de Zn nas plantas
sob altas doses deste nutriente no solo, ressalta-se a importancia de balizar as mesmas em fungao
da sensibilidade das plantas e épocas de cultivo, visando uma pratica sustentavel.

Palavras-chave: Lactuca sativa, nutricdo de plantas, teores de Zn, micronutrientes, seguranga
alimentar.
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Agronomic biofortification of lettuce with zinc

ABSTRACT

Zinc (Zn) agronomic biofortification of food-driven plants is a strategy to combat low human Zn
intake. It is estimated that one-third of the population suffers from problems related to the
deficiency of this nutrient. Lettuce (Lactuca sativa) is the most produced and consumed leafy
vegetable in worldwide and can be an important source of Zn when biofortified. However, the Zn
content and its accumulation by lettuce vary depending on the amount of fertilizer with Zn applied,
the genotype and the growing season. Therefore, for biofortification to be sustainable, it is
necessary to know the performance of plants under Zn doses in the soil at different growing
seasons, considering the sensitivity to Zn toxicity and the antioxidant metabolism of biofortified
plants. The aims of this study were i) to evaluate the effect of the application of Zn doses in soil on
the production and Zn accumulation in lettuce (cv. Vanda and Saladela) in two growing seasons;
i) to identify the limit contents of Zn in the soil and in the two lettuce cultivars through the loss of
biomass in two growing seasons; iii) to investigate the effect of agronomic biofortification with Zn
on antioxidant responses in lettuce leaves grown in two seasons. The experimental design was
randomized blocks, in a 6 x 2 factorial scheme, with four replications. The treatments were 0, 5,
10, 20, 30 and 40 mg Zn dm in the form of zinc sulfate, applied to soil in pots, and two growing
seasons, March to April (S1) and May to July (S2) of 2018. Two independent experiments were
carried out for the cultivars Vanda (curly type) and Saladela (crispy roman type). It was concluded
that: i) Zn accumulation by Vanda leaves increased 8.9 times, reaching 7.0 mg Zn plant?,
regardless of the season. For Saladela, the increase was 11 and 8 times in S1 and S2, respectively,
reaching 10.6 and 12.3 mg Zn plant™. The highest dose of Zn did not reduce the yield of Vanda,
whereas for Saladela, there was a reduction in both seasons. The agronomic biofortification of
lettuce was more adequate with the dose of 40 mg Zn dm, in both growing seasons for Vanda and
35 and 12 mg Zn dm= in S1 and S2, respectively, for Saladela; ii) The limit Zn content in Vanda
lettuce leaves was 704.1 mg kg2, regardless of the growing season. The limit soil content was
18.9 mg dm. The limit contents in Saladela leaves were 1023.5 and 583.6 mg kg in S1 and S2,
respectively, corresponding to the soil contents of 18.0 and 11.8 mg dm respectively; iii)
Agronomic biofortification in lettuce with doses of 20, 30 and 40 mg Zn dm™ resulted in higher
lipid peroxidation (MDA) and lower dry mass, indicating that these doses in the soil were stress
factors for the plant, leading to increased activity of SOD in both growing seasons. CAT and APX
activities did not vary significantly of 20 to 40 mg Zn dm=3, but sufficient to maintain H20
concentrations. Agronomic biofortification in lettuce was possible and the plants showed potential
for Zn accumulation, which may bring benefits to the population. However, due to the loss of
biomass and Zn toxicity in plants under high doses of this nutrient in the soil, the importance of
guiding agronomic biofortification is emphasized, depending on the plants’ sensitivity and growing
seasons, aiming at a sustainable practice.

Keywords - Lactuca sativa, plant nutrition, Zn content, micronutrients, food security.



1 INTRODUCAO GERAL

O Zinco (Zn) € um elemento essencial para a saide humana, pois realiza fungdes estruturais
e cataliticas em cerca de 10 % de todas as proteinas. No entanto, pelo menos 1/3 da populagéo
mundial sofre com a sua deficiéncia, o que prejudica funcbes bioquimicas e fisiologicas,
provocando diversos tipos de problema de saude, como cancer, infertilidade, atraso no
desenvolvimento em criangas, enfraquecimento do sistema imunologico. A falta de Zn nos seres
humanos esta associada a dietas pouco diversificadas e baseadas em cereais, que possuem baixos
teores de Zn, além de biodisponibilidade limitada pelo &cido fitico.

E conhecido que a deficiéncia de Zn em culturas voltadas para alimentacdo humana ocorre,
principalmente, em funcdo dos baixos teores deste nutriente no solo. Portanto, para resolver esse
problema, nos Gltimos anos foram desenvolvidas estratégias para enriquecer os alimentos com
nutrientes, dentre elas, a biofortificacdo. Esta técnica pode ser feita através de melhoramento
genético de plantas ou a partir de praticas de manejo de nutricdo de plantas, esta Ultima é
denominada biofortificacdo agrondmica.

A biofortificacdo agronémica pode ser realizada com aplicacdes de fertilizantes no solo,
em solucdo nutritiva (cultivo sem solo) ou foliar. E uma solugio para a melhoria da qualidade
nutricional dos alimentos e tem sido estudada principalmente em gréos e cereais por representarem
a maioria das calorias consumidas. No entanto, as hortalicas folhosas contém mais Zn do que 0s
cereais, além de grande potencial para absorver o nutriente pelas raizes e acumular nas folhas.
Assim, devem ser exploradas para mitigar a baixa ingestdo deste micronutriente e melhorar a satde
humana.

A alface ¢ a hortalica folhosa mais produzida e consumida no Brasil e no mundo, além de
ser uma das espécies mais eficientes na absorcao de metais, dessa forma pode ser importante fonte
de Zn quando biofortificada, especialmente entre pessoas de baixa renda ou com dieta vegetariana,
que estdo mais sujeitas a menor ingestdo desse micronutriente. No entanto, os teores e acumulo do
Zn pela alface podem variar em funcdo da quantidade de fertilizante aplicado, do genotipo e do
estagio de desenvolvimento da planta. Além disso, a producgéo e qualidade da alface é afetada por
condic@es climaticas.

As plantas cultivadas sob elevadas temperaturas no verdo tropical podem apresentar o ciclo

de cultivo mais curto, menor producdo de biomassa e pendoamento precoce, o que reflete
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diretamente na qualidade do produto. Por consequéncia, as praticas de manejo de nutricdo das
plantas devem ser diferenciadas e adequadas para cada condicdo climatica. Sendo assim, para que
a biofortificagcdo agronémica com Zn em alface seja sustentavel, € importante conhecer os efeitos
de doses crescentes do Zn no solo na producéo e qualidade de cultivares em diferentes epocas de
cultivo.

Altas doses de fertilizante com Zn no solo podem causar toxidez na planta, o que limita a
produtividade e qualidade, dificultando a biofortificacdo. Em niveis toxicos, 0 Zn pode induzir a
producao anormal de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas, responsaveis pelo estresse
oxidativo, causando peroxidacdo lipidica e morte celular. Apesar disso, é conhecido que este
nutriente desempenha um papel na defesa antioxidante da planta, podendo reduzir efeitos de
condicdes que causam estresse. Portanto é fundamental conhecer a sensibilidade dos gendtipos ao
Zn, bem como o metabolismo antioxidante, em cada época de cultivo.

Esta tese foi estruturada com uma reviséo de literatura, trés capitulos e consideragdes gerais.
No primeiro, intitulado “Biofortificacdo agronomica de alface com zinco sob condi¢des tropicais”,
foi testada a hip6tese de que o aumento da aplicacédo de Zn no solo pode ser uma estratégia eficiente
para biofortificar a alface. O objetivo foi avaliar o efeito da aplicacdo de doses de Zn em solo, na
producdo e acumulo deste nutriente em alfaces (cv. Vanda e Saladela) em duas épocas de cultivo
sob condigdes tropicais. O segundo capitulo foi intitulado “Limites para biofortificacao
agronOmica de alface com zinco em condigdes tropicais” e testou a hipdtese de que doses crescentes
de sulfato de Zn no solo resultam em maiores teores deste elemento nas folhas e raizes de alface,
porém podem causar perda na producdo de biomassa devido a toxicidade. Dessa forma o objetivo
foi identificar os teores limites de Zn no solo e nas plantas de alface cv. Vanda e Saladela através
da perda de biomassa. O terceiro e ultimo capitulo intitulado “A biofortificagdo agrondémica com
Zn afeta o metabolismo antioxidante da alface” testou a hipotese de que alta temperatura do ar e
aumento da concentragdo de Zn na planta induz a danos oxidativos e aumento da atividade de
enzimas antioxidantes. Portanto o objetivo foi investigar o efeito da biofortificacdo agronémica
com Zn nas respostas antioxidantes em folhas de alface cultivada em duas épocas. Nas
consideracdes gerais abrangeu-se os principais resultados, enfatizando a influéncia do manejo do

Zn na sustentabilidade da tecnologia em cultivo de alface e na nutricdo humana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas e tendéncias no cultivo de alface

A alface (Lactuca sativa L.) € a hortalica folhosa mais produzida e consumida no Brasil.
No ano de 2012 o volume de producéo no pais foi de 1,6 milhdes de toneladas, ficando atras apenas
do tomate e da melancia (ABCSEM 2014). Em 2015, a area de producéo foi de aproximadamente
90.000 ha, a maior entre as hortalicas folhosas (ABCSEM 2016).

Os tipos varietais produzidos no Brasil séo lisa, crespa, mimosa, americana, romana,
roxa/vermelha e minialface (Sala e Costa 2012). O segmento de alface crespa liderou nos ultimos
anos, em 2015 correspondeu a 60% da area total de producdo de alface. No entanto, a aceitagédo da
alface americana pelo mercado consumidor vem crescendo, de 2010 para 2015, a area de producgéo
deste segmento aumentou em aproximadamente 35% (ABCSEM 2016). Esse crescimento deveu-
se ao aumento das redes de lanchonetes fast foods que demandam esse tipo de alface e pela maior
demanda e preferéncia do consumidor da classe média alta que ja conhecia esse produto através de
viagens ao exterior (Sala e Costa 2012).

Com as caracteristicas de alface crespa e qualidade da americana, as alfaces crocantes tem
sido uma inovagéo para a alfacicultura brasileira. Trata-se de um produto com um novo conceito,
destacando-se por apresentar folhas com textura e crocancia equivalentes a da americana e
flabeladas como a do tipo crespa. Suas folhas sdo de coloracdo verde claro tipica das crespas
convencionais e com ondulagdes nos bordos foliares. Em comparagdo com a alface americana onde
descarta-se cerca de 60% das folhas por ser de coloracdo verde escura e indesejavel para
processamento, as alfaces tipo crocante apresentam aproveitamento superior a 80% das folhas.
Além disso, ndo formam cabeca, como a alface americana. Essa carateristica de tropicalizacdo é
uma de suas vantagens para o cultivo de verdo, quando as perdas sdo elevadas em funcdo de alta
precipitacdo. Outra caracteristica € o pendoamento lento, que ocorre mesmo em altas temperaturas
observadas no verdo. O tipo crocante pode ser cultivado no sistema convencional de canteiros,
cultivo protegido e hidroponico, destacando superioridade em relacdo as crespas convencionais
(Sala e Costa 2012).

No Brasil hd algumas cultivares crocantes em comercializacdo, as quais foram

desenvolvidas pela UFSCar e estdo licenciadas para venda pelas seguintes empresas e institutos:
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Fercam, Feltrin, Fundacéo Biodindmica e Fundacdo Mokiti Okada. Em 2017 foi lancada a cultivar
Saladela, que se destaca por apresentar caracteristicas da americana e da romana, com folhas
crocantes, flabeladas e sabor adocicado. Inovagdes como a alface Saladela podem estimular a
demanda de hortalicas por parte da populagéo brasileira, auxiliando na qualidade nutricional da
dieta.

Em experimento prévio (dados ndo publicados) verificou-se que a cv. Saladela tem teor de
Zn aproximadamente 25% maior em relacdo a cv. Vanda do tipo crespa, comumente consumida
no Brasil. Sendo assim, com seu sabor adocicado e crocancia associados ao potencial em acumular
Zn, esta cultivar pode trazer grande contribuicdo no combate a mé nutri¢cdo de Zn em adultos e
criangas.

Conforme estudos sugerem, a composicdo mineral da alface, a producdo e qualidade do
produto para comercializacdo podem ser influenciadas por variacdes genotipicas (Rouphael et al.
2017, Mampholo et al. 2016, Rouphael et al. 2012), praticas de manejo (S6nmez et al. 2017,
Rouphael et al. 2012) e fatores climaticos (Kosma et al. 2013). Embora possa ser cultivada o ano
todo, a alface se adapta melhor sob temperaturas médias entre 15 e 18 °C e maximas entre 21 e
24 °C, apresentando maior producao nas épocas mais frias do ano em paises tropicais. (Filgueira
2013). Dessa forma, seu cultivo € suscetivel a variacGes climaticas de diferentes épocas do ano.

Por exemplo, as condi¢des climéticas influenciam na duragdo do ciclo de cultivo de alface.
Plantas produzidas na faixa ideal de temperatura levam entre 70 e 100 dias para atingirem a
maturidade horticultural, enquanto em periodos com temperaturas mais elevadas e fotoperiodo
longo, a colheita ocorre entre 55 a 70 dias ap6s a semeadura (Filgueira 2013, Tudela et al. 2017).
Dufault et al. (2009) verificaram a producéo de seis cultivares de alface romana em 22 datas de
plantio (de setembro a abril, em trés anos) em condi¢des de clima temperado. Os autores
demonstraram que a cada 1 °C de aumento na temperatura média maxima ou minima, 0 momento
da colheita reduziu em 5 dias. Ainda, a elevacdo de 5 °C reduziu o ciclo de cultivo em 50 %. Neste
mesmo estudo, Dufault et al. (2009) verificaram que o numero de plantas comercializaveis
aumentou quando a temperatura foi maior que 12 °C.

No Brasil, em condicdes tropicais, Ferreira et al. (2014) constataram que a producdo de
biomassa de alface crespa foi maior quando cultivada em maio/junho (temperatura média de
24,3 °C e 97,3 horas de luz), do que em outubro/dezembro (temp. média de 25,9 °C e 122,4 horas
de luz). Além de reducdo na producdo, plantas expostas a altas temperaturas sdo induzidas ao

4



pendoamento precoce, 0 que resulta em sabor amargo e folhas mais rigidas. Ainda, quando as
temperaturas elevadas se associam a alta umidade relativa do ar, as plantas se tornam mais
suscetiveis ao ataque de fungos e bactérias, refletindo diretamente na qualidade do produto (Sala
e Costa 2012).

Conforme o exposto, diferengas climéticas afetam caracteristicas fisioldgicas da planta de
alface, bem como a producéo e qualidade do produto. Portanto, € importante que estudos com esta
cultura sejam feitos em diferentes épocas de cultivo para que se determinem praticas de manejo

adequadas para cada condicao.

2.2 Dindmica da deficiéncia de zinco e seu impacto sobre a satide da populagao

O zinco (Zn) é um micronutriente vital em seres humanos para sintese proteica e
crescimento celular. No entanto, a deficiéncia deste nutriente prevalece nos paises de baixa e média
renda, o que prejudica uma vasta gama de func¢des bioquimicas e fisioldgicas, provocando diversos
tipos de cancer, infertilidade, diminuicdo de massa, queda de cabelo, unhas deformadas, perda do
paladar, atraso no desenvolvimento esquelético, mental e maturidade sexual, diminuicdo da
capacidade de aprendizagem, dermatites, diarreia persistente, diminui¢do do sistema imunoldgico
e alta suscetibilidade a doengas infecciosas e dificuldade na cicatrizacéo das feridas. Estima-se que,
pelo menos 1/3 da populagdo mundial sofra com a deficiéncia de Zn e que aproximadamente
800.000 mortes por ano no mundo entre criangas menores de cinco anos podem estar associadas a
deficiéncia de Zn (WHO 2013, Black 2003).

A ingestdo diaria de Zn recomendada para adultos € de 15 mg (Kiekens 1995). Este valor
pode variar conforme a referéncia, nos EUA, por exemplo, a recomendacdo diaria é entre 8 a
13 mg, no Reino Unido € de 7 a 13 mg (Institute of Medicine — USA 2001; Department of Health
— UK 1991). De acordo com os dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008-2009), ha
inadequacdo de ingestdo de Zn no Brasil de 24 % para homens e 22 % para mulheres.

A baixa ingestéo dietética do Zn ocorre em decorréncia dos baixos teores deste nutriente
nos alimentos, sendo uma das principais razdes para a deficiéncia na popula¢do humana (Cakmak
et al. 2010). No entanto, é conhecido que a deficiéncia de Zn em culturas voltadas para alimentacao
humana ocorre, principalmente, em funcéo da baixa solubilidade e teor deste nutriente no solo. Foi

relatado deficiéncia nos solos de diversos locais do mundo, principalmente Asia e Africa (Alloway
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2008). No Brasil, este problema ocorre onde ha solos altamente desgastados pelas intempéries
(oxissolos, ultissolos e latossolos) na regido do Campo Cerrado na planicie central e costa itmida
do Atlantico (Fageria e Stone 2007).

A disponibilidade da forma soltivel Zn?* no solo esta diretamente relacionada com alguns
fatores: solos com baixo teor de Zn (10-30 mg kg), compactacédo da zona da raiz, textura, solos
calcérios (pH > 7,4), teor de matéria organica, atividade microbiana, temperatura do solo, espécie
e variedades de plantas, altos niveis de fosforo, efeito do nitrogénio (Lindsay 1972).

A maior preocupacdo entre os profissionais na agricultura consiste em aumentar a
produtividade das culturas para atender a demanda de alimentos da populagdo mundial, assim,
técnicas cultivo e melhoramento genético de cultivares resistentes a condi¢fes adversas vem sendo
estudados e desenvolvidos. Deste modo, possibilitou-se 0 aumento da produtividade, porém, além
das caracteristicas produtivas, é importante considerar a qualidade nutricional dos alimentos
produzidos, a qual tem sido negligenciada. Este fenémeno, segundo Welch e Graham (2000), se
tornou o principal responsavel pelo aumento dos casos de desnutrigdo em seres humanos.

Sendo assim, aumentar a concentracao de Zn nas plantas de culturas alimentares, resultando
tanto em melhor produtividade quanto na melhoria da saide humana é um importante desafio
global. Entre os elementos essenciais, a deficiéncia de Zn é uma das mais preocupantes, gerando
interesse nas comunidades cientificas e organizacdes de saude internacionais (White e Zasoski
1999, Hotz e Brown 2004, Welch e Graham 2004).

2.3 Biofortificacdo com zinco

Diante da deficiéncia de Zn nos solos, nas plantas e consequentemente nos seres humanos,
uma estratégia para combater este problema seria 0 enriquecimento deste nutriente nas partes
comestiveis das plantas, o qual pode ser feito através de melhoramento genético ou a partir de
métodos agricolas, em especial a fertilizacdo (White e Brown 2010). Esta estratégia € conhecida
como biofortificacdo e tem como objetivo aumentar as concentragdes biodisponiveis de Zn nos
alimentos. Assim, a ingestdo de alimentos biofortificados pode manter teores adequados do
nutriente no organismo humano, além de incrementar a produtividade das culturas em solos
inférteis (Almeida et al. 2016).



O melhoramento genético convencional tem sido o principal foco de programas para
biofortificar as culturas alimentares bésicas com niveis suficientes de carotenoides, Fe, Zn e
provitamina (White e Broadley 2009). Contudo, a biofortificagdo com micronutrientes em
alimentos utilizando fertilizantes é denominada biofortificacdo agronémica. Este tipo de
biofortificagéo é realizada com aplicagdo de fertilizantes com Zn no solo, em solucéo nutritiva ou
foliar (Cakmak, 2008).

A biofortificacdo agronémica é uma solucao para a melhoria da qualidade nutricional dos
alimentos e pode ser considerada uma complementacdo para garantir o sucesso dos programas de
biofortificacdo genética. Existindo, portanto, a necessidade de unir o potencial genético das
culturas com estratégias de adubacdo (Cakmak, 2008).

Os fertilizantes com Zn podem ser aplicados diretamente no solo em trés tipos de
compostos, 0s inorganicos, os quelatos sintéticos e os complexos naturais organicos, que variam
em seu teor de Zn, preco e eficacia para culturas em diferentes tipos de solo. A fonte inorganica
sulfato de zinco (ZnSO4) é mais comum e amplamente utilizada devido a sua alta solubilidade e
baixo custo. Outras fontes inorganicas sdo 6xido de zinco (ZnQ), carbonato de zinco (ZnCQO3),
nitrato de zinco (Zn(NOs).) e cloreto de zinco (ZnCl,) (Alloway, 2008).

Recentemente a biofortificagdo agrondmica com Zn tem sido estudada em algumas
culturas, principalmente em cereais, como trigo, arroz e milho, uma vez que estas culturas
representam a maioria das calorias consumidas, especialmente em paises em desenvolvimento
(Cakmak e Kutman 2018). No entanto, Clemens (2017) sugere que uma estratégia complementar
seria a biofortificacdo de hortalicas folhosas atrelada a promocao do consumo, pois estas contém

muito mais Zn do que os cereais (Broadley et al., 2007).

2.4 Biofortificacdo agronébmica com zinco em hortalicas folhosas

Estudos indicam que as familias Brassicaceae, Euphorbiaceae e Asteraceae, nas quais ha
uma vasta gama de espécies de hortalicas folhosas, contém plantas hiperacumuladoras de
elementos minerais, incluindo Zn (Cappa e Pilon-Smiths, 2014). Essas plantas apresentam
naturalmente concentracdes de 50 a 100 vezes maiores de um metal, incluindo cobre (Cu),
manganés (Mn), niquel (Ni), selénio (Se) e zinco (Zn), em relacdo as da vegetacao que a circunda,
ou equivalente de 100 a 10,000 mg kg™ de massa seca (Van der Ent et al., 2013).



Embora haja poucos estudos com biofortificagdo de Zn em hortaligas folhosas, Clemens
(2017) reforca o potencial dessas culturas para 0 maior acumulo de Zn e questiona: por que ndo
introduzir a biofortificagdo em hortalicas folhosas? Segundo White e Broadley (2011), espécies da
familia Asteracea tendem a ter alto teor de Zn na parte aérea.

Além do potencial genético dessas plantas, as concentracdes de Zn em hortaligas folhosas
sdo geralmente maiores do que em gréos, tubérculos e frutas, uma vez os 6rgaos de reserva obtém
a maioria de seus minerais através do floema e Zn é pouco movel no floema (White e Broadley
2011). Sendo assim, as folhas podem contribuir substancialmente para a ingestao dietética de Zn,
apesar do baixo teor caldérico (Henderson et al. 2003).

Na literatura foram encontrados alguns trabalhos com relacéo a biofortificacdo agronémica
de Zn em folhosas (Broadley et al. 2010, Padash et al. 2016, Barrameda-Medina et al. 2017a,
Barrameda-Medina et al. 2017b, White et al. 2018, Rugeles-Reyes et al. 2019). Ressalta-se que as
culturas estudadas em todos estes trabalhos foram das familias Brassicaceae e Asteraceae, ambas
pertencentes ao grupo das hiperacumuladoras de Zn, conforme descrito anteriormente.

Com o objetivo de caracterizar a variacdo genética natural, Broadley et al. (2010)
caracterizaram 270 acessos de Brassica oleracea L. cultivadas com 5 mg Zn kg de solo e sem
fertilizacdo e observaram que os teores de Zn na parte aérea variaram de 4,3 a 20,4 mg kg™ sob
condicdes sem fertilizacio e de 14,8 a 42,5 mg kg™ com a aplicagdo de Zn, concluindo que a
escolha da cultivar e as condigdes de cultivo afetam o teor de Zn, portanto, ambos devem ser
levados em consideracdo em projetos de biofortificacéo.

Em couve, Barrameda-Medina et al. (2017b) observaram que a producao de biomassa ndo
foi afetada, ao passo que o teor aumentou de 59 para 465 pg g nas plantas cultivadas sob
concentragdes de 10 a100 umol L de ZnSO4-7H20, respectivamente. Barrameda-Medina et al.
(2017a) constataram aumento no teor de Zn nas folhas, na producdo de biomassa e concluiram que
a biofortificacdo agronémica com Zn favoreceu o metabolismo do nitrogénio em alface.

Para determinar o teor limite de Zn na parte aérea de folhosas, White et al. (2018) estudaram
cinco genotipos de repolho e quatro de brocolis. Para os gendtipos de repolho aplicaram-se cinco
concentragdes crescentes em substrato, variando de 0,075 até 3000 mg L™ de Zn, para brécolis as
concentragdes foram de 0,15 até 450 mg L™ de Zn, ambos via nitrato de zinco. O aumento da
concentracdo de Zn foi linear para todos os gendtipos e a concentragdo critica, aquela em que a
massa seca é reduzida para menos de 90% do méximo valor observado (White e Broadley 2011),
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variou de 0,074 a 1,201 mg Zn g ! de massa seca entre os gendtipos de repolho e de 0,117 a
1,666 mg Zn g* de massa seca entre os gendtipos de bracolis. As maiores concentrages excederam
valores estimados por White e Broadley (2011) quanto ao potencial de absor¢do do Zn por
hortalicas folhosas, 0 que sustenta a hipétese de que elas podem alcancar maiores concentracfes
deste nutriente em comparagao com graos, raizes ou tubérculos.

Visando biofortificar racula com aplicacGes foliares de Zn, Rugeles-Reyes et al. (2019)
observaram que 1,5 e 1,0 kg ha™* aplicados aos 25 dias apos a emergéncia resultaram em teores nas
folhas de 246,5 e 209,4 mg Zn kg™. Estes valores representaram aumento de 279 e 222 %,
respectivamente, em relagéo aos teores das plantas que néo receberam aplicagdes de Zn.

Fontes et al. (2014) estudaram aplicaces no solo de 0, 4, 12, 36 e 72 kg ha* de Zn (sulfato
de zinco) no cultivo das alfaces cv. Mimosa e Regina Verdo, pertencentes aos tipos varietais
mimosa e lisa, respectivamente. Os autores observaram que, mesmo com concentracdes aplicadas
de Zn muito maiores que a recomendada de 3 kg ha para o local do cultivo (Fontes, 1999), nio
houve efeito sobre a produtividade em comparagdo com as concentragdes mais baixas em ambas
as cultivares. Essa observacao sugere que a alface esta entre as espécies de plantas que toleram
altas concentrac@es de Zn (Clemens 2017). Por outro lado, as maiores concentra¢@es de Zn no solo
resultaram em maiores teores de Zn nas folhas de ambas as cultivares, especialmente as mais
velhas, alcancando valores acima de 1000 pg g

No Brasil sdo escassos os estudos com biofortificagdo agrondmica com Zn em alface. Visto
que a maioria dos trabalhos sdo internacionais e com cultivares que nao fazem parte do mercado
brasileiro, evidencia-se a necessidade de mais estudos neste sentido, visando um efetivo programa

de biofortificagcdo agrondmica.

2.5 Tolerancia das plantas ao zinco

Embora as quantidades de Zn em alguns solos sejam suficientes para suprir as necessidades
das culturas (Graham et al., 1999), a absorcdo pelas plantas é muitas vezes limitada pela
disponibilidade do nutriente e aquisicéo pelas raizes (Broadley et al. 2007, White e Broadley 2009).

Quando aplicado em maior quantidade, os tecidos das raizes apresentam concentragdes de
Zn mais elevadas em relagéo aos tecidos da parte aerea devido a regulagdo genetica de absorcao e
transporte desse micronutriente, entre outros fatores (Gupta et al. 2016). Dessa forma o acimulo
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nas plantas e a produtividade sdo limitadas pela toxicidade do Zn nas células das raizes sob estas
condigdes. As concentragdes limites de Zn na folha para a maioria das plantas situam-se entre 100
e 700 mg kg de massa seca (Fageria 2009).

Os sintomas de toxicidade de Zn compreendem baixa produtividade, crescimento lento,
clorose induzida por deficiéncia de Fe através de reducbes na sintese de clorofila e degradacéo de
cloroplasto, interferéncia na absorcéo de P, Mg e Mn (Chaney 1993). A suscetibilidade a toxidez
do Zn difere entre as culturas, em solos acidos as gramineas geralmente sdo0 menos sensiveis a
toxicidade em comparacdo com as dicotiledéneas (Chaney 1993). Entre as dicotiled6neas, as
hortalicas folhosas sdo mais sensiveis, especialmente das familias Brassicaceae, Euphorbiaceae e
Asteraceae, devido a sua elevada capacidade de absor¢do desse nutriente (Chaney 1993). Por outro
lado, observou-se em estudos com biofortificacdo que essas hortalicas toleram altas concentracfes
de Zn nas folhas, com valores de 259 (Padash et al. 2016) e 1000 mg Zn kg de massa seca (Fontes
et al. 2014) em alface e 465 mg Zn kg (Barrameda-Medina et al. 2017b) em couve.

Alguns estudos também sugerem que em situacGes de estresse a planta produz compostos
envolvidos no transporte do elemento via xilema e, consequentemente, ocorre a desintoxicacao no
citoplasma e vacuolo (Kipper et al. 2000, Assuncao et al. 2003). Entre estes compostos estdo 0s
acidos organicos, que agem como quelatos para sequestrar Zn da célula (Haydon e Cobbett 2007).
Dessa forma ocorre o equilibrio na translocacéo e acimulo do nutriente, garantindo distribuicdo do
Zn na planta e desintoxicagdo (Barrameda-Medina et al. 2014b). Um estudo revelou que a couve
sob condicBes de toxicidade de Zn, foi mais tolerante que alface por apresentar eficiéncia na
distribuicdo do elemento, o que resultou em maior concentracdo do nutriente nas folhas sem

reducdo da biomassa (Barrameda-Medina et al. 2014b).

2.6 Zinco e metabolismo antioxidante

O Zn desempenha um papel fundamental na célula da planta, como o metabolismo das
proteinas, a expressdo génica, a integridade estrutural e funcional das biomembranas e o
metabolismo fotossintético C (Marschner, 1995). Sua deficiéncia ou toxicidade pode causar niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas e danos relevantes para plantas
(Marschner, 1995; Cakmak, 2000).
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As EROs sdo inevitavelmente formadas em eventos metabdlicos como subprodutos de
reacOes redox do oxigénio molecular, principalmente nas mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomos (Karuppanapandian et al. 2011). Essas moléculas podem ser geradas como resultado
de excitacdo, formando oxigénio singleto (*O2), ou de sucessivas adicbes de elétrons ao Oo,
reduzindo-o ao radical aniénico superdxido (O2™), radical hidroperoxila (HO2") ou perdxido de
hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (OH") (Bhattacharjee 2010).

Estudos demonstraram que as EROs desempenham um papel importante no processo de
desenvolvimento da planta e estdo envolvidas nas respostas intracelulares, moleculares,
bioquimicas e fisioldgicas (Pan e Du 2017). No entanto, estes oxidantes sdo fortemente reativos e
podem causar peroxidacdo lipidica na membrana da célula e até sua morte (Gechev et al. 2005,
Ryter et al. 2007). Sendo assim, é conhecido que as EROs sdo responsaveis por danos induzidos
pelo estresse e precisam ser eliminadas para a manutencdo do crescimento normal da planta
(Pan e Du 2017).

O H20- é uma ERO cujo pequeno tamanho permite-lhe atravessar membranas celulares e
migrar para compartimentos diferentes, dessa forma, os danos se difundem na célula. Além disso,
0 H20- participa da reacdo formadora de OH’, o oxidante mais reativo na familia das EROs.
(Karuppanapandian et al. 2011).

O acumulo excessivo de Zn pode ser toxico as plantas e induzir a produgdo anormal de
EROs, responsaveis pelo estresse oxidativo, causando peroxidacdo lipidica e morte celular
(Mourato et al. 2012, Barrameda-Medina et al. 2014, Alonso-Blazquez et al. 2015). Sofo et al.
(2018) observaram que os niveis de H.O. e MDA (indicativo da peroxidacdo lipidica) foram
maiores em plantas de alface submetidas a solugdo com maior concentracdo de Zn. Por outro lado,
a menor concentracdo ndo foi suficiente para causar estresse oxidativo.

Entretanto, a propria planta forma um sistema de defesa antioxidante para controlar o nivel
de EROs, incluindo enzimas antioxidantes e sistemas ndo enzimaticos (Sharma et al., 2007). As
principais enzimas na atividade antioxidante de uma planta sdo superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase
(GPX) (Foyer et al., 2005).

A SOD é a primeira enzima antioxidante na linha de defesa contra efeitos toxicos de EROs,
catalisando a reacéo de dismutacéo do O2"~ em H20- e oxigénio molecular. (Cakmak 2000). A CAT

é uma das principais enzimas na eliminagdo do H>O,. Atua nos peroxissomos e glioxissomos e
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pode ser encontrada também em mitocondrias. Ela e APX convertem moléculas de H>02 a H.O e
oxigénio molecular (Dubey 2011). O equilibrio entre as atividades de SOD e APX ou CAT é
fundamental para determinar o nivel de radicais superoxidos e peréxido de hidrogénio, bem como
ocorrer a desintoxicacdo (Mittler 2002).

Segundo Pan e Du (2017), a estrutura das enzimas antioxidantes contém um metal
correspondente, sendo assim, 0 processo antioxidante requer a participacdo de alguns ions
metalicos. Por exemplo, cobre, zinco, ferro e manganés sdo componentes de Cu / Zn-SOD,
Fe-SOD e Mn-SOD (Sandalio et al. 1987). Dessa forma, a quantidade destes elementos metalicos
afeta as atividades enziméaticas, bem como a capacidade antioxidante da planta e,
consequentemente, altera o conteddo das EROs (Pan e Du 2017). Em estudo com diferentes
concentracdes de Cu e Zn no solo, Haghighi e Silva (2016) observaram que, na data da colheita, a
atividade de SOD em alface aumentou conforme doses crescentes de Cu e Zn no solo (50; 100; e
150 mg kg de solo).

Através da atividade antioxidante, o Zn pode reduzir efeitos de condi¢Ges abidticas e
bioticas que causam estresse na planta, como salinidade do solo e infeccdo por patdgenos (Weisany
et al. 2012, Sida-Arreola et al. 2017). Em soja, Weisany et al. (2012) constataram que sob trés
niveis de salinidade, a peroxidacdo lipidica nas plantas foi menor quando as plantas receberam Zn
na adubacdo, além disso, a concentracdo de H20> nessas plantas decresceu em aproximadamente
50 % em todos os niveis de salinidade. Em feijdo, Sida-Arreola et al. (2017) aplicaram trés doses
de Zn visando a biofortificacdo agronémica e observaram que a aplica¢do do Zn, além de melhorar
a qualidade nutricional, aumentou a capacidade antioxidante da planta.

Conforme 0 exposto, sabe-se que 0 Zn € um importante componente para a atividade
antioxidante e, consequentemente, resisténcia da planta a condic¢des de estresse. Por outro lado, o
excesso na planta pode causar toxidez e maior producdo de EROs. Para alface, pouca informacéo
esta disponivel sobre os efeitos do Zn no metabolismo das EROs e na atividade das enzimas
antioxidantes nas plantas. Este conhecimento pode fornecer informagdes importantes para o

manejo da adubacéo e biofortificacdo agronémica com Zn.
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Biofortificacdo agronémica de alface com zinco sob condicdes tropicais
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Biofortificacdo agronémica de alface com zinco sob condicdes tropicais

Resumo

A baixa ingestdo de zinco (Zn) causa severos problemas de salde, inclusive podendo levar a morte.
A alface é a principal hortalica folnosa no mundo e tem potencial para mitigar este problema, pois
pode absorver grandes quantidades do elemento. Objetivou-se avaliar o efeito da aplicacéo de doses
de Zn em solo, na producdo e acumulo de Zn em alfaces em duas épocas de cultivo sob condigdes
tropicais. Os tratamentos foram 0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm™ e duas épocas de cultivo, margo
a abril (E1) e maio a julho (E2) de 2018. Em experimentos independentes, utilizou-se as cvs. de
alface Vanda (tipo crespa) e Saladela (tipo romana crocante). Houve reducdo da massa seca das
plantas em funcdo das doses crescentes de Zn em ambas as cultivares. O acimulo de Zn pelas
folhas da Vanda aumentou 8,9 vezes com o aumento das doses, chegando a 7,0 mg planta™,
independentemente da época, enquanto para Saladela, o aumento foi de 11 e 8 vezes na E1 e E2,
respectivamente, com valores maximos de 10,6 e 12,3 mg planta™. O uso de maiores doses de Zn
ndo reduziu a produtividade de Vanda, mas para Saladela, houve reducdo em ambas as épocas. A
biofortificagdo agrondmica de alface foi possivel e mais adequada com a dose de 40 mg Zn dm,
em ambas as épocas de cultivo para Vanda e 35 e 12 mg Zn dm™ na E1 e E2, respectivamente, para
Saladela. O consumo de 50 g dessas plantas biofortificadas dentro do limite permitido de Zn nos

alimentos, pode contribuir com até 20 % na sua ingestdo diaria recomendada.

Palavras-chave: Lactuca sativa, biofortificacdo agronémica, zinco, nutricdo de plantas,

micronutrientes, acimulo de Zn, seguranca alimentar.
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Agronomic biofortification of lettuce with zinc under tropical conditions

Abstract

Low zinc intake causes severe health problems, including death. However, lettuce is the main leafy
vegetable in the world and has the potential to alleviate this problem as it can absorb large amounts
of zinc. In order evaluate the Zn accumulation in lettuce and biomass production of lettuces, Zn
doses 0, 5, 10, 20, 30 and 40 mg Zn dm™ were applied to the soil in two growing seasons, from
March to April (S1) and May to July (S2) 2018, under tropical conditions. It was carried two
independent experiments for lettuce varieties Vanda (curly type) and Saladela (crispy roman type).
There was a reduction in plant dry matter as a function of increasing zinc doses for both varieties.
However, zinc accumulation by Vanda leaves increased 8.9 times, reaching 7.0 mg Zn plant?,
regardless of season. For Saladela, the increase was 11 and 8 times in S1 and S2, respectively,
reaching 10.6 and 12.3 mg Zn plant™. The use of higher zinc doses did not reduced yield of Vanda,
but for Saladela, there was reduction in both seasons. Agronomic biofortification with Zn in
tropical conditions was possible for lettuce and the most appropriate occurred at doses of
40 mg Zn dm, in both growing seasons for Vanda and 35 and 12 mg Zn dm= in S1 and S2,
respectively, for Saladela. The consumption of 50 g of these biofortified plants within the allowed
limit of Zn in food, can contribute up to 20% in its recommended daily intake.

Keywords: Lactuca sativa, agronomic biofortification, plant nutrition, micronutrients, zinc

accumulation, food security.
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Introducéo

A deficiéncia de zinco (Zn) em seres humanos prevalece nos paises de baixa e média renda
e provoca diversos problemas de satde. Cerca de 800.000 mortes por ano no mundo entre criancas
menores de cinco anos podem estar associadas a essa deficiéncia (World Health Organization -
WHO 2013).

A baixa ingestdo do Zn ocorre em decorréncia dos baixos teores deste nutriente nos
alimentos, como consequéncia dos baixos teores disponiveis nos solos. Foi constatado deficiéncia
de Zn em solos principalmente da Asia, Africa e América do Sul. No Brasil, isso ocorre na regido
do Cerrado e na costa do Atlantico (Cakmak et al. 2010).

Uma estratégia para combater este problema € aplicacdo de fertilizantes com Zn no solo
visando o enriquecimento deste elemento nos alimentos. Esta pratica, denominada biofortificacéo
agrondémica, além de suprir exigéncias nutricionais pelas pessoas, pode aumentar a produtividade
das culturas em solos deficientes (White e Brown 2010, Almeida et al. 2016).

A biofortificacdo agronémica com Zn tem sido estudada principalmente em gréos e cereais,
uma vez que estas culturas representam a maioria das calorias consumidas, especialmente em
paises em desenvolvimento. No entanto, Clemens (2017) sugere que uma estratégia complementar
seria a biofortificagdo de hortalicas folhosas, pois estas conttm mais Zn do que 0s cereais
especialmente as espécies das familias Brassicaceae, Euphorbiaceae e Asteraceae (Broadley et al.
2007, White e Broadley, 2011). Embora o consumo de hortalicas folhosas seja proporcionalmente
menor na dieta humana em relacdo a cereais, ressalta-se que elas tém grande potencial para
acumular Zn e devem ser exploradas para mitigar a baixa ingestdo deste micronutriente e melhorar
a satde humana (White et al. 2018).

Ha& poucos trabalhos sobre biofortificacdo agronémica com Zn em folhosas (Broadley et al.
2010, Padash et al. 2016, Barrameda-Medina et al. 2017a, Barrameda-Medina et al. 2017b, White
et al. 2018). Broadley et al. (2010) caracterizaram 270 acessos de Brassica oleracea L. e
observaram que os teores de Zn na parte aérea variaram de 4,3 a 20,4 mg kg* sem fertilizagdo e de
14,8 a 42,5 mg kg com a aplicagdo de 5 mg Zn kg. Segundo os autores, a escolha da cultivar e
as condicdes de cultivo afetam o teor desse nutriente e ambos devem ser levados em consideragéo
em projetos de biofortificagdo. Em couve, Barrameda-Medina et al. (2017b) observaram que a

producdo de biomassa ndo foi afetada pelas concentragdes de Zn, ao passo que o teor deste
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micronutriente aumentou em 687% (465 ug g*) nas plantas cultivadas sob a maior concentragio
(100 umol Lt de ZnSO4-7H,0).

A alface é a hortalica folhosa mais produzida e consumida no Brasil e no mundo, com
diversos tipos varietais (Sala e Costa, 2012), além disso, € uma das espécies mais eficientes na
absorcdo de metais (Clemens 2017). Porém sua composic¢ao mineral, produtividade e qualidade do
produto sdo influenciadas pelas condi¢Bes climéaticas (Kosma et al. 2013). Embora possa ser
cultivada o ano todo, a alface se adapta melhor sob temperaturas médias entre 15 e 18 °C e maximas
entre 21 e 24 °C (Filgueira 2013). As plantas cultivadas sob elevadas temperaturas podem
apresentar o ciclo de cultivo mais curto, menor producéo de biomassa e pendoamento precoce, 0
que reflete na qualidade do produto (Dufault et al. 2009, Sala e Costa 2012). Sendo assim, as
praticas de manejo de nutricdo das plantas devem ser diferenciadas e adequadas para cada condicao
climética.

E escassa a informac#o sobre biofortificagdo agrondmica com Zn em alface, especialmente
em condicBes tropicais. Portanto, pesquisa nesse sentido se faz necessaria para avaliar o
desempenho da planta sob doses crescentes desse nutriente no solo em diferentes épocas de cultivo.

A fim de incrementar os teores de Zn nas folhas, foi testada a hipdtese de que o aumento
da aplicagdo de Zn no solo pode ser uma estratégia eficiente para biofortificar a alface. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de doses de Zn em solo, na produgdo e acimulo do
nutriente em alfaces em duas épocas de cultivo sob condic@es tropicais.

Material e Métodos

Condig0es de cultivo e delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido, em Campinas, Estado de Sao
Paulo (22°54°20” Sul e 47°05°34” Oeste, altitude 674,0 m). O clima regional ¢ tropical de altitude,
tipo Cwa, segundo classificacdo de Kdppen.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, em esquema fatorial 6 x 2, com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram doses de Zn, (0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm) na forma
de sulfato de zinco (ZnSO4.7H20), e duas épocas de cultivo, marco a abril de 2018 (Epoca 1, E1)
e maio a julho de 2018 (Epoca 2, E2). Os blocos experimentais foram compostos por quatro linhas

cultivo, com espagamento de 30 x 30 cm, sendo consideradas como parcelas uteis as plantas das
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duas linhas centrais. Realizaram-se experimentos independentes para as cultivares Vanda e
Saladela.

Procedimentos experimentais

Um datalogger, modelo CR1000 (Campbell), posicionado a 1,5 m de altura no centro do
ambiente protegido, coletou dados de temperatura (°C) e umidade relativa (%) do ar, maxima,
média e minima, durante a realizacdo dos experimentos.

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico Tipico
(Embrapa 2006). A analise quimica do solo revelou os seguintes resultados: M.O = 9 g dm™;
pH = 55; P = 25 mg dm?; K = 1,7 mmolc dm?; Ca = 19 mmol. dm?®; Mg 6 mmol. dm;
H+Al = 12 mmol. dm?3; CTC = 38,7 mmol. dm3; SB = 26,7 mmol. dm?®; V = 69%;
S=4mgdm?; B =0,14 mg dm?; Cu = 0,4 mg dm3; Fe =16 mg dm>; Mn = 3,6 mg dm3e
Zn = 0,6 mg dm™ (Raij et al. 2001).

Para cada época o solo foi peneirado em malha de 5 mm e seco ao ar. Posteriormente
3440 g foram pesados para preencher 2500 cm?® em cada vaso de polietileno com capacidade de
3000 cm?®. Este volume de solo foi acondicionado em sacos plasticos, onde aplicou-se 2,4 g de
superfosfato simples e 0,6 g de calcario para elevar a saturacdo por bases a 80%. O solo foi
incubado por 20 dias com umidade em 80 % da capacidade de campo.

As quantidades de sulfato de Zn referentes aos tratamentos foram diluidas em 160 ml de
agua e aplicadas no solo contido nos sacos plasticos, com posterior homogeneizacéao do fertilizante
e acondicionado nos vasos, que continham uma camada de 2 cm de pedrisco no fundo para facilitar
a drenagem. O solo foi incubado por mais 15 dias com umidade a 80 % da capacidade de campo
antes do transplante das mudas.

Em seguida, mudas com 3 a 4 folhas verdadeiras das variedades de alface Vanda, do tipo
crespa, e Saladela, do tipo romana crocante, cultivadas em substrato a base de fibra de coco, foram
transplantadas para os vasos em 7 de marc¢o de 2018 para E1 e 29 de maio de 2018 para E2.

Em ambas as épocas as plantas foram fertilizadas com nitrato de potéssio, nitrato de calcio,
nitrato de amoénio, monoamonio fosfato e &cido borico via fertirrigagdo trés vezes por semana
(Trani et al. 2018). As quantidades totais para todo o ciclo de cultivo foram de, respectivamente,
4,0; 1,0; 3,3; 0,5e 0,1 g por vaso.
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Monitorou-se semanalmente o pH da &gua para irrigacdo e solugdo nutritiva, o qual foi
mantido em 6. A cada duas linhas de cultivo havia uma linha gotejadora, com tubos e emissores
(espaguete) para a irrigacio por gotejamento (vazdo de 2,4 L h). O total de &gua aplicada no

cultivo das plantas para a area de 55 m? do experimento foi de 2670 L na E1 e 2690 L na E2.

Caracteristicas avaliadas

A colheita ocorreu simultaneamente nos experimentos independentes de Vanda e Saladela,
aos 30 dias apos o transplante (DAT) no E1 e aos 41 DAT no E2. Apos a colheita avaliou-se o
comprimento do caule (cm) e massa fresca (g) comercial de 2 plantas por parcela, posteriormente,
as plantas, foram secas em estufa com circulacéo forcada de ar a temperatura de 60 °C até massa
constante para determinacdo da massa seca (g) das folhas e da raiz.

Em seguida, o material seco foi triturado em moinho tipo Whiley e determinou-se o teor de
Zn por meio de digestdo nitrico perclorico e leitura em espectrometria de emissao dptica por plasma
acoplado indutivamente (ICP — OES).

O acumulo de Zn foi determinado pelo produto entre o teor dele no tecido vegetal e a
quantidade de massa seca da parte correspondente (mg planta™?).

Com base nas quantidades acumuladas e na massa fresca (MF) das folhas estimou-se a
contribuicdo da alface biofortificada na recomendacdo de ingestdo diaria de 10 mg de Zn (Institute
of Medicine — USA 2001, Department of Health — UK 1991). Para isso, se estabeleceu um consumo

de 50 g de MF das folhas das cultivares e determinou-se a quantidade de Zn nesta porcao.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através da analise de variancia e por
meio do teste F. Para as doses de Zn, regressdes polinomiais linear, quadratica e cubica e a ndo
linear sigmoidal foram aplicadas através do programa estatistico SigmaPlot, para ajustar os dados
de producédo de massa fresca, seca e acimulo de Zn. Para as épocas de cultivo, foi aplicado o teste
de Tukey (5%) para comparar as medias dos tratamentos.
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Resultados

Condicoes climaticas

Durante a E1 as médias das temperaturas maximas, médias e minimas foram de 33,5; 25,3
e 20,2 °C e as da umidade relativa do ar foram de 86,4; 65,6 e 34,6 %. Durante a E2 a temperatura
e a umidade relativa do ar foram mais baixas, com medias das maximas, médias e minimas de 28,8;
20,5e14,9°Ce 79,8; 57,9 e 30,3 %, respectivamente.

Caracteristicas produtivas

As doses de Zn influenciaram a producdo de biomassa e o acimulo de Zn nas folhas e
raizes. As épocas (E1 e E2) influenciaram no comprimento do caule, massa fresca comercial, massa
seca das folhas e raizes e acimulo de Zn nas raizes das plantas de Vanda. Para Saladela houve
interacdo significativa dos tratamentos para massa fresca comercial, massa seca das folhas e
acumulo de Zn nas folhas e raizes. J& o comprimento do caule foi influenciado isoladamente pela

época e a producdo de massa seca nas raizes, por ambos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Niveis de significancia de acordo com ANOVA para comprimento do caule (CC), massa
fresca da planta (MF), massa seca das folhas (MSF) e raizes (MSR), acimulo de Zn nas folhas
(ACF) e raizes (ACR) em funcdo de doses de Zn no solo (0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg dm) em duas

épocas de cultivo.

Vanda
Fontes de variacéo CcC MF MSF MSR ACF ACR
Doses Zn ns ns <0,05 <0,01 < 0,001 < 0,001
Epoca <0,001 <005 <001 <005 ns < 0,001
Doses Zn x época ns ns ns ns ns <0,05
Saladela
Fontes de variacéo CcC MF MSF MSR ACF ACR
Doses Zn ns <0,001 <0,001 <0,05 < 0,001 < 0,001
Epoca <0,001 <0,001 ns < 0,05 < 0,001 < 0,001
Doses Zn x época ns <0,05 <0,01 ns <0,001 < 0,001

O comprimento do caule foi maior na E1 em relagdo a E2, com valores observados de 94 e
64 cm para Vanda e 95 e 45 cm para Saladela, respectivamente (Figuras 1 e 2A). A massa fresca

comercial, foi maior na E1 em comparagdo com E2, com valores de 210 e 197 g, respectivamente,
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para Vanda (Figura 1B). Para Saladela, em ambas as épocas as massas frescas comerciais foram
semelhantes na dose 0 mg Zn dm, com aproximadamente 234 g, no entanto, com o aumento das
doses houve reducdo linear com maior intensidade na E2 em relacdo a E1. Na maior dose de

40 mg Zn dm observou-se, respectivamente, 144 e 205 g planta™® (Figura 2B).
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Figura 1. Comprimento do caule (A) e massa fresca comercial (B) da alface Vanda em funcéo e
de épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam o desvio padréo

das médias. Letras diferentes indicam diferencas significativas segundo teste de Tukey.
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Figura 2. Comprimento do caule (A) e massa fresca comercial (B) da alface Saladela em fungéo e
de épocas de cultivo E1 (margo a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam o desvio padréo
das médias. Letras diferentes indicam diferencas significativas segundo teste de Tukey. * e **

significancia da regressdo em P < 0,1 e P < 0,01, respectivamente.
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A producdo de massa seca nas folhas reduziu em fun¢do do aumento das doses de Zn,
independentemente da época, para Vanda. Foi observado nas doses extremas 11,6 e
10,3 g planta " (Figura 3A). Para Saladela, na E1 a reducdo da massa seca foi linear de 11,7 na
dose 0 para 10,2 g planta® na dose de 40 mg Zn dm=. Na E2 os dados se ajustaram a uma funcgéo
quadratica, assim, o maior valor de 12,2 g planta® foi observado na dose de 2 mg Zn dm3e o
menor de 8,1 g planta™ na dose de 40 mg Zn dm3. Portanto, verificou-se que a reducéo da massa

seca das folhas em funcédo das doses foi mais expressiva na E2 (Figura 4A).
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Figura 3. Massa seca das folhas (A) e raizes (B) da alface Vanda em funcéo e doses de zinco e
épocas de cultivo E1 (marc¢o a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam o desvio padrdo
das meédias. Letras diferentes indicam diferencas significativas segundo teste de Tukey. * e **

significancia da regressdo em P < 0,1 e P < 0,01, respectivamente.
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A massa seca das raizes apresentou os maiores valores de 2,1 e 2,4 g planta® nas doses
11 e 2 mg Zn dm, respectivamente para as plantas de Vanda e Saladela. Com o aumento das doses,
houve reducdo de massa e os menores valores observados foram de 1,3 e 1,7 g planta®,
respectivamente na dose de 40 mg Zn dm. A E1 resultou em menor média de massa seca de raiz
para Vanda e maior para Saladela, com 1,7 e 2,4 g planta™, respectivamente. Na E2 os valores
foram de, respectivamente, 2,0 e 1,9 g planta’* (Figuras 3 e 4B).
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Figura 4. Massa seca das folhas (A) e raizes (B) da alface Saladela em funcéo e doses de zinco e
épocas de cultivo E1 (marc¢o a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam o desvio padrdo
das meédias. Letras diferentes indicam diferencas significativas segundo teste de Tukey. * e **

significancia da regressdo em P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente.
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Acumulo de Zinco

Somente as doses de Zn influenciaram no acumulo deste nutriente nas folhas, enquanto nas
raizes houve interacdo significativa entre as doses e as épocas para Vanda. Para Saladela, houve
interacdo significativa entre os tratamentos tanto no acimulo das folhas quanto da raiz (Tabela 1).

Independentemente da época, 0 acimulo de Zn pelas folhas da Vanda aumentou 8,9 vezes
em funcédo do aumento das doses. Este aumento foi mais acentuado até a dose de 27 mg Zn dm,
quando atingiu 6,3 mg planta™. Posteriormente houve estabilizaco até a maior dose, com o valor
estimado de 7,0 mg planta® (Figura 5A). O acimulo verificado nas raizes incrementou de 0,15 até
2,7 mg planta® da menor dose até 29 mg Zn dm=na E1, e de 0,19 até 1,7 mg planta® até
32 mg planta™® na E2. Apos este ponto, com o aumento das doses houve decréscimo do actimulo
nas raizes atingindo o minimo de 1,2 mg planta® com 40 mg Zn dm™ em ambos as épocas
(Figura 5B).

10 10 -

a y = 7,1789/(1+exp(-(x-14,2291)/6,8019))** R? = 0,99 . —e— El1 y=0,1562+-0,030x+0,0112¢+-0,0002* R? = 0,95
*2 8 "g 8 —0-—  E2y = 0,1957+-0,0494x+0,0079x¢+-0,00025°* R? = 0,95
g ] i
—_ <
[ A =
2 S | B
£ g
2 6 T\]’ 6
= ‘=
& =
S 4 S 4
Q o
o o
=t =
E 2] £ 24
Nes &)

Q
< ¥
0 0 a
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Doses de Zn (mg dm®) Doses de Zn (mg dm®)

Figura 5. Acumulo de Zn nas folhas (A) e raizes (B) da alface Vanda em funcédo das doses de Zn
aplicadas no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam
0 desvio padrdo das médias. * e ** significancia da regressdo em P < 0,1 e P < 0,01,

respectivamente.

No experimento realizado com a Saladela, 0 aumento das doses ocasionou aumento linear
no acimulo de Zn nas folhas da planta. Para E1, a variagdo foi de 0,9 a 10,6 mg planta™, ja na E2
foi de 1,6 a 12,3 mg planta®, aumentando 11 e 8 vezes, respectivamente em cada época

(Figura 6A). O incremento do actimulo nas raizes na E1 foi pequeno até a dose de 6 mg Zn dm
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(0,6 mg planta®), a partir desse ponto o acimulo se intensificou até atingir 4,5 mg planta™® com
28 mg Zn dm™ e posteriormente houve estabilizagdo até a maior dose (5,1 mg planta™). Na E2 o
aumento foi linear, variando de 0,2 a 1,2 mg planta®, entre as doses extremas. Na dose de
40 mg Zn dm as raizes da Saladela acumularam 4 vezes mais Zn na E1 em comparagdo com a E2
(Figura 6B).
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Figura 6. Acumulo de Zn nas folhas (A) e raizes (B) da alface Saladela em funcdo das doses de
Zn aplicadas no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras
representam o desvio padrdo das médias. ** significancia da regressao em P < 0,01.

Considerando-se a estimativa da contribuicdo da alface biofortificada com Zn na
recomendacdo de ingestdo diaria de 10 mg de Zn, observou-se que as quantidades de Zn na porcao
de 50 g obtidas no tratamento E2 foram maiores em relagdo ao E1, especialmente para Saladela
nas doses de 30 e 40 mg Zn dm. Comparando-se as plantas biofortificadas com as néo
biofortificadas (dose 0 mg Zn dm), constatou-se na E1 e E2 contribuicio de até 17 e 18 % a mais
na ingestdo diaria, respectivamente para Vanda enquanto Saladela pode contribuir com até 26 e
39 % na E1 e E2, respectivamente (Tabela 2).

No entanto, ressalta-se que a concentracdo maxima de Zn permitida em alimento fresco
pela legislacdo brasileira de alimentos é de 50 mg kg de massa fresca (ABIA 1991, Mesquita
Filho et al. 2001). Considerando-se os acumulos de Zn nas folhas, este limite foi ultrapassado
quando as plantas de Saladela foram submetidas a doses maiores que 35 e 26 mg Zn dm™ nas E1 e
E2, respectivamente.
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Tabela 2. Quantidade de Zn em uma porcéo de 50 g de massa fresca (MF) de folhas das cultivares
de alface Vanda e Saladela nas épocas de cultivo 1 (E1 - marco a abril) e 2 (E2 — maio a julho) e a

contribuicdo desta porcao em porcentagem para a recomendacédo de ingestao diaria de Zn.

Doses Zn Zn em 50 g de MF Recomendag&o diaria de Zn!
........ mg dm........ [STRTRTRRRRRR 1 1 [o [FFOTTRRRR ceveevevereerereres W0 e,

Vanda

El E2 El E2

0 0,2 0,2 2 2

5 0,4 0,4 4 4

10 0,7 0,7 7 7

20 1,3 1,4 13 14

30 1,7 1,9 17 19

40 1,9 2,0 19 20
Saladela

0 0,2 0,4 2 4

5 0,5 0,7 5 7

10 0,8 1,1 8 11

20 14 1,9 14 19

30 2,1 2,9 21 29

40 2,8 4,3 28 43

! Recomendag&o de ingestdo de 10 mg Zn dia* (Institute of Medicine — USA, 2001; Department of Health — UK, 1991)

Discussao

A alface, embora possa ser cultivada o ano todo, se adapta melhor sob temperaturas médias
entre 15 e 18 °C e méaximas entre 21 e 24 °C, apresentando maior producdo nas épocas mais frias
do ano em paises tropicais. Temperaturas mais elevadas aceleram o ciclo de cultivo e podem
resultar em plantas menores (Filgueira 2013). As temperaturas registradas durante a E2 foram mais
adequadas para producdo, resultando em maior media de massa seca de folhas e raizes nas plantas
de Vanda. Ja as condigOes de cultivo na E1 resultaram em maior média de massa seca de raiz nas
plantas de Saladela. Além da época de cultivo, a variacdo na produtividade pode ocorrer também

em funcéo de cultivares (Oliveira et al. 2004).
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As diferengas climaticas entre as épocas também influenciaram no crescimento, sendo que
sob temperaturas mais altas na E1 o comprimento do caule foi maior para ambas as cultivares,
enguanto o ciclo de cultivo foi mais curto em relacéo ao observado na E2.

O comprimento do caule € uma caracteristica importante pois caules excessivamente longos
prejudicam a comercializagdo da alface, bem como o beneficiamento, afetando a qualidade final
do produto. Além disso, caules longos podem indicar o inicio do processo de florescimento da
alface, fato que estimula a producéo de latex e torna o sabor das plantas amargo, inviabilizando sua
comercializacdo (Resende et al. 2005, Souza et al. 2008). As doses ndo influenciaram o
comprimento do caule e, embora as épocas tenham influenciado, todas as plantas se mantiveram
dentro do padrdo comercial.

O aumento das doses de Zn aplicadas no solo reduziu a producdo de massa seca das folhas
e raizes em ambas as cultivares. Esse nutriente pode limitar o crescimento das plantas quando em
falta ou excesso no solo, causando deficiéncia e toxicidade (Alloway 2008). Ainda, as hortalicas
folhosas podem ser mais sensiveis a toxicidade do Zn devido a sua alta capacidade de absor¢ao
deste nutriente (Chaney 1993, Broadley et al. 2007).

Apesar da queda na producdo de biomassa com o aumento das doses, 0 acimulo de Zn
observado nas folhas aumentou consideravelmente, indicando o potencial de absorcdo desse
nutriente pela alface. Segundo Clemens (2017) plantas das familias Brassicaceae, Euphorbiaceae
e Asteraceae podem apresentar predisposi¢do genética para hiper acumular Zn. Por essa razao a
alface é um alimento que deve ser explorado em programas de biofortificacéo.

Quando o Zn é fornecido as plantas via fertilizacdo no solo, os teores nos tecidos vegetais
decrescem na ordem raizes > folhas > frutos, sementes, uma vez que os 6rgaos de reserva obtém a
maioria de seus minerais através do floema, onde o Zn é pouco movel (Broadley et al. 2012).
Assim, a alface, por apresentar as folhas como a parte comestivel, quando biofortificada pode
apresentar maior quantidade do nutriente que 0s graos e cereais.

O acumulo de Zn nas raizes estabilizou ou caiu na maioria das vezes em fung¢éo do aumento
das doses, indicando que a queda da massa seca nas maiores doses foi mais significativa que a
absorcdo do Zn. No entanto para Saladela na E2 ha indicativos de que a maior absor¢éo pelas raizes
tenha sido mais significativa que a reducdo da massa seca. Embora na E2 o acimulo de Zn tenha
sido menor que na E1 para ambas as cultivares, ndo se observou esta diferenga para o acimulo nas

folhas, sugerindo-se que houve maior transporte do nutriente da raiz para as folhas na E2.
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A estabilizagdo no acumulo de Zn nas folhas da VVanda e continuo aumento para Saladela,
pode indicar regulacdo genética para absor¢do, transporte e distribui¢do do nutriente pois segundo
Clemens (2017) ha variacdo no acumulo de Zn dentro das espécies. Broadley et al. (2010)
caracterizaram 270 acessos de Brassica oleracea L. e observaram que os teores de Zn na parte
aérea variaram de 14,8 a 42,5 mg kg, concluindo que tanto a escolha da cultivar quanto as
condigdes de cultivo afetaram o teor e ambos devem ser levados em consideragdo em projetos de
biofortificacao.

A porcentagem de contribuicdo de Zn da alface biofortificada na recomendacao de ingestédo
diéria de 10 mg de Zn evidencia o potencial desta hortalica para mitigar a deficiéncia do nutriente
na populacdo. Um dos motivos € que as hortalicas folhosas ndo contém quantidades significativas
de &cido fitico, que liga os metais aos compostos insollveis, reduzindo sua absorcao pelo trato
gastrointestinal dos seres humanos (Hunt 2003), dessa forma praticamente todo o Zn acumulado
pela alface pode estar prontamente biodisponivel ao organismo humano (White et al. 2018).

Assim, a porcdo diaria de 50 g de alface biofortificada pode contribuir mais que maiores
porcdes de gréos e cereais, pois estes apresentam grandes quantidades de acido fitico. Para trigo,
Chatta et al. (2017) constataram que trés cultivares biofortificadas com aplicacdo de sulfato de
zinco apresentaram entre 4,0 e 5,6 mg de Zn em 100 g de gréos, porém nesta mesma porcéo havia
entre 911 e 1090 mg de &cido fitico. Analisando seis cultivares de arroz biofortificadas com Zn,
Saha et al. (2017) observaram que os teores no arroz cozido variaram de 11,2 a 15,6 mg Zn kg™,
enquanto que o acido fitico variou de 1400 a 2600 mg kg, assim, em 300 g de arroz cozido havia
entre 1,5 e 1,9 mg de Zn biodisponivel, o que corresponde a 15 e 19 % de contribuicdo na
recomendacdo de ingestdo diaria de Zn.

Ressalta-se que, para ambas as cultivares, o grande acimulo de Zn nas folhas ndo interferiu
nas quantidades de outros nutrientes na planta (dados ndo apresentados). Segundo Gupta et al.
(2016), metais absorvidos na forma de cation, como ferro (Fe) e cobre (Cu), competem pelo mesmo
sitio de absorcdo do Zn e por proteinas transportadoras na planta, dessa forma, o excesso de Zn
pode causar deficiéncia destes metais. No entanto nao se observou este fato no presente estudo.

Considerando que uma perda de produtividade significativa é aquela abaixo de 90 % do
méaximo valor observado (White e Broadley, 2011), ndo houve redu¢do em ambas as épocas para
Vanda em funcgéo das doses de Zn. Para Saladela na E1 ndo ocorreu perdas, porém na E2 ocorreu
a partir da dose de 13 mg Zn dm quando as plantas acumularam 4,8 mg de Zn.
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Respeitando a perda minima de produtividade e o limite maximo permitido de Zn nos
alimentos, a alface pode ser biofortificada agronomicamente com aumento na quantidade foliar de
9 vezes para Vanda independentemente da época e 11 vezes para Saladela no E1 e 3 vezes E2.
Como a alface ja esta na alimentacdo diaria da populacdo mundial, sendo a principal hortalica
folhosa consumida, os resultados observados beneficiardo a populagéo pela maior ingestédo do
nutriente sem mudanca na dieta (White et al. 2018). Além disso, o produtor rural serd beneficiado
pela agregacdo de valor ao seu produto, no entanto é interessante que politicas pablicas se
envolvam em programas de biofortificacdo agronémica para auxilio técnico aos produtores rurais

e insercdo do produto a populacéo necessitada de Zn na alimentacéo.

Conclusodes

Foi possivel biofortificar agronomicamente a alface em condigdes tropicais respeitando a
perda minima de produtividade e o limite méaximo permitido de Zn nos alimentos.

As doses de 40 mg Zn dm™3, em ambas as épocas de cultivo para Vanda e 35 e
12 mg Zn dm nas E1 e E2, respectivamente, para Saladela mostraram melhores resultados.

Houve reducdo na massa seca das folhas e raizes em funcdo das doses de Zn, no entanto, a
reducdo na produtividade ocorreu apenas para Saladela.
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Limites para biofortificagdo agronémica de alface com zinco em condigdes tropicais
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Limites para biofortificacdo agronémica de alface com zinco em condicdes tropicais

Resumo

A Dbiofortificacdo agronémica é uma solucdo para a melhoria da qualidade nutricional dos
alimentos. Esta técnica implica no desafio de aumentar a concentracdo de Zn na parte comestivel
das plantas para beneficio na saide humana, sem perdas na produtividade e qualidade. Porém,
doses elevadas de fertilizantes com Zn utilizados na biofortificacdo podem causar toxicidade nas
plantas, com reducdo de massa e qualidade visual. Portanto, para se evitar prejuizos deve-se
conhecer o teor limite de Zn nas plantas. Esse valor corresponde a reducdo de 10% da maxima
massa seca. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os teores de Zn em duas cultivares de alface
e no solo em funcédo de doses de Zn aplicadas no solo em duas épocas de cultivo, identificando os
teores limites. Os tratamentos foram doses de 0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm™ e duas épocas de
cultivo E1 (marco a abril de 2018) e E2 (maio a julho de 2018) em experimentos independentes
para as cultivares de alface Vanda e Saladela. Os teores de Zn nas folhas e no solo aumentaram em
funcdo das doses aplicadas para ambas as cultivares. O teor limite de Zn nas folhas de Vanda foi
704,1 mg kg!, independentemente da época de cultivo. O teor limite no solo foi de 18,9 mg dm.
Os teores limites nas folhas da Saladela foram 1023,5 e 583,6 mg kg™ na E1 e E2, respectivamente,
que corresponderam aos teores no solo de 18,0 e 11,8, mg dm™ respectivamente. A alface
biofortificada apresentou altos teores de Zn nas folhas, no entanto é importante limitar a
biofortificacdo agrondmica respeitando a sensibilidade dos gendtipos ao Zn em cada época de

cultivo, visando adequada produtividade e qualidade.

Palavras-chave: Lactuca sativa, biofortificagdo agronémica, zinco, nutricdo de plantas, teor

limite, toxicidade.
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Limits for agronomic biofortification of lettuce with zinc under tropical conditions

Abstract

Agronomic biofortification is a solution for improving the nutritional quality of food. This
technique entails the challenge of increasing the concentration of Zn in the edible part of plants for
human health benefit without loss in productivity and quality. High doses of Zn fertilizers used in
biofortification can cause plant toxicity, with reduced mass and visual quality. Therefore, to avoid
losses it is necessary to know the critical Zn content in plants. This value corresponds to a 10 %
reduction in the maximum dry mass. Thus, the aim of this study was to evaluate the Zn contents in
two lettuce cultivars and in soil as a function of Zn doses applied to the soil in two growing seasons
and to identify the critical Zn content. The treatments were doses of 0, 5, 10, 20, 30 and 40 mg Zn
dm and two growing seasons E1 (March to April 2018) and E2 (May to July 2018) in independent
experiments for the lettuce cultivars Vanda and Saladela. Leaf and soil Zn contents increased as a
function of the applied doses for both cultivars. The critical foliar Zn content of Vanda was
704.1 mg kg2, regardless of the growing season. The critical soil content was 18.9 mg dm™. The
critical foliar contents in Saladela were 1023.5 and 583.6 mg kg™ in E1 and E2, respectively,
corresponding to the soil contents of 18.0 and 11.8 mg dm™ respectively. Biofortified lettuce
presented high leaf Zn content, however it is important to limit agronomic biofortification
respecting the sensitivity of genotypes to Zn in each growing season, aiming at adequate

productivity and quality.

Keywords: Lactuca sativa, biofortification, zinc, plant nutrition, critical content, toxicity.
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Introducéo

Com o crescimento continuo da populagdo mundial, havera necessidade de incremento na
producdo de alimentos na ordem de 70 a 100% para atender a demanda (RSL 2009, Godfray et al.
2010). Tecnologias para o cultivo de plantas e desenvolvimento de gendtipos adaptados para
diferentes locais tem resultado em aumento da produtividade. Porém, além das caracteristicas
produtivas, é importante considerar a qualidade nutricional dos alimentos produzidos (Welch e
Graham, 2000), visando seguranga alimentar e satde das pessoas.

Sendo assim, 0 aumento na concentracdo de Zn nas partes comestiveis de plantas resulta
em beneficio para a saide humana e, sua obtencéo sem reducdo na produtividade é um importante
desafio global. A biofortificacdo agronémica € uma solugdo para a melhoria da qualidade
nutricional dos alimentos e pode ser considerada uma complementacao para garantir o sucesso dos
programas de biofortificacdo genética (Cakmak 2008).

Os fertilizantes com Zn utilizados na biofortificacdo podem ser aplicados diretamente no
solo em trés tipos de compostos, 0s inorganicos, 0s quelatos sintéticos e os complexos naturais
organicos. A fonte inorganica sulfato de zinco (ZnSO4) é mais comum e amplamente utilizada
devido & sua alta solubilidade e baixo custo (Alloway 2008).

Sob altas doses de fertilizante com Zn no solo, normalmente as plantas respondem com
maior absor¢do. Devido a regulacdo genética de absor¢do e transporte desse micronutriente, entre
outros fatores (Gupta et al. 2016) as raizes apresentam concentracbes de Zn mais elevadas em
relacdo a parte aérea. Dessa forma, tanto a biofortificacdo agronémica como a produtividade podem
ser limitadas pela toxicidade nas células da planta (Bouis e Welch, 2010, Fageria 2009). Assim,
por questdes econdmicas e ambientais, os fertilizantes devem ser usados de forma racional (Blasco
et al. 2015).

A suscetibilidade a toxidez do Zn difere entre as culturas. As hortalicas folhosas,
especialmente das familias Brassicaceae, Euphorbiaceae e Asteraceae, por apresentarem alta
capacidade de absor¢do deste nutriente (Cappa e Pilon-Smiths, 2014), podem ser sensiveis e
apresentarem sintomas de crescimento lento, clorose e baixa produtividade e qualidade (Chaney
1993). Por outro lado, observou-se em estudos com biofortificacdo que essas hortalicas toleram

altas concentracdes de Zn nas folhas, com valores de 259 (Padash et al. 2016) e 1000 mg Zn kg de
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massa seca em alface (Fontes et al. 2014) e 465 mg Zn kg em couve (Barrameda-Medina et al.
2017).

Para determinar o teor limite de Zn na parte aérea de folhosas (aquele em que a massa seca
é reduzida para menos de 90 % do méaximo valor observado (White e Broadley, 2011)), White et
al. (2018) estudaram cinco genétipos de repolho e quatro de brécolis. Para o repolho aplicaram-se
doses de Zn variando de 0,075 até 3000 mg Zn L, e para brécolis, de 0,15 até 450 mg Zn L%,
resultando em teores limites que variaram de 74 a 1201 mg Zn kg* de massa seca entre 0s
gendtipos de repolho e de 117 a 1666 mg Zn kg de massa seca entre os gen6tipos de brocolis.

As hortaligas folhosas, quando biofortificadas com Zn podem ser importante fonte deste
micronutriente, especialmente entre pessoas de baixa renda ou com dieta vegetariana (Kumssa et
al. 2015, White 2016). A alface é a hortalica folhosa mais produzida e consumida no mundo (Sala
e Costa, 2012) e é uma das espécies mais eficientes na absorcédo de Zn (Clemens 2017). No entanto,
n&o se conhece os limites para a biofortificagdo agrondmica desta cultura em diferentes condicGes
de cultivo. Sendo assim, este estudo testou a hipotese de que doses crescentes de sulfato de Zn no
solo resultam em maiores teores de Zn nas folhas e raizes de alface, porém podem causar perda na
producdo de biomassa devido a toxicidade.

O objetivo deste estudo foi avaliar os teores de Zn em duas cultivares de alface e no solo
em funcdo de doses de Zn e duas épocas de cultivo, identificando os teores limites na
biofortificacdo agrondmica através da perda de biomassa.

Material e Métodos

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, em esquema fatorial 6 x 2, com
quatro repeticdes. Os tratamentos foram doses de Zn, (0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm®) na forma
de sulfato de zinco (ZnS04.7H20) e duas épocas de cultivo, mar¢o a abril de 2018 (E1) e maio a
julho de 2018 (E2). Os blocos experimentais foram compostos por quatro linhas cultivo, com
espacamento de 30 x 30 cm, sendo que as plantas das duas linhas centrais foram consideradas Uteis,
totalizando 48 plantas Uteis por bloco. Incluindo as plantas de bordadura, o total foi de 104 plantas

por bloco. Realizaram-se experimentos independentes para as cultivares Vanda e Saladela.
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Condicdes de cultivo e Procedimentos experimentais

Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido, em Campinas, S&o Paulo
(22°54°20” Sul e 47°05°34” Oeste, altitude 674,0 m). O clima regional ¢ tropical de altitude, tipo
Cwa, segundo classificacdo de Koppen.

Dados de temperatura (°C) e umidade relativa (%) do ar, madxima, média e minima, durante
0s experimentos foram registrados por um datalogger, modelo CR1000 (Campbell), posicionado
a 1,5 m de altura no centro do ambiente protegido.

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico Tipico
(Embrapa, 2006). As caracteristicas quimicas sdo: M.O = 9 g dm®; pH = 5,5; P = 25 mg dm;
K = 1,7 mmolc dm?3; Ca = 19 mmol. dm?3; Mg 6 mmolc dm?; H+Al = 12 mmol. dm?,
CTC = 38,7 mmolc dm3; SB = 26,7 mmolc dm?3; V = 69%; S = 4 mg dm=; B = 0,14 mg dm3;
Cu=0,4 mgdm?3; Fe =16 mg dm3; Mn = 3,6 mg dm=e Zn = 0,6 mg dm= (Raij et al. 2001).

O solo foi peneirado em malha de 5 mm e seco ao ar, posteriormente 3440 g de solo foram
acondicionados em sacos plasticos, onde aplicou-se 2,4 g de superfosfato simples e 0,6 g de
calcério para elevar a saturacdo por bases a 80%.

Ap0s 20 dias de incuba¢do com umidade em 80 % da capacidade de campo, as quantidades
de sulfato de Zn referentes aos tratamentos foram diluidas em 160 ml de agua e aplicadas no solo
contido nos sacos plasticos. Esta massa de solo preencheu 2500 cm®em cada vaso de polietileno
com capacidade de 3000 cm?®, que continham uma camada de 2 cm de pedrisco no fundo para
facilitar a drenagem. O solo foi incubado por mais 15 dias com umidade a 80 % da capacidade de
campo.

Mudas de alface Vanda, do tipo crespa, e Saladela, do tipo romana crocante foram
produzidas em bandejas de 200 células com substrato a base de fibra de coco. Quando tinham 3 a
4 folhas verdadeiras foram transplantadas para os vasos. Na E1 o transplante ocorreu em 7 de margo
de 2018 e na E2 em 29 de maio de 2018.

Para a fertilizacdo utilizou-se nitrato de potassio, nitrato de célcio, nitrato de amonio,
monoamonio fosfato e acido borico via fertirrigacéo trés vezes por semana em ambas as épocas
(Trani et al. 2018). As quantidades totais para todo o ciclo de cultivo foram de, respectivamente,
4,0;1,0; 3,3; 0,5e 0,1 g por vaso.

Monitorou-se semanalmente o pH da &gua para irrigacdo e solucdo nutritiva, o qual foi
mantido em 6. A cada duas linhas de cultivo havia uma linha gotejadora, com tubos e emissores
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(espaguete) para a irrigacdo por gotejamento (vazdo de 2,4 L h™). Para a area de 55 m? de
experimento, o total de &gua aplicada no cultivo das plantas no E1 foi de 2670 L, no E2 foi de
2690 L.

Caracteristicas avaliadas

A colheita ocorreu simultaneamente nos experimentos independentes de Vanda e Saladela,
aos 30 dias apo6s o transplante (DAT) no E1 e aos 41 DAT no E2. Duas plantas das linhas de cultivo
centrais de cada parcela foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de
60 °C até massa constante, posteriormente determinou-se a massa seca (g) das folhas.

Em seguida, o material seco foi triturado em moinho tipo Whiley e determinou-se o teor de
Zn por meio de digestdo nitrico perclorico e leitura em espectrometria de emissao dptica por plasma
acoplado indutivamente (ICP — OES).

Foram retiradas amostras de solo de um vaso por parcela e os teores de Zn foram
determinados por meio de extracdo com solucdo de DTPA (&cido dietileno-triaminopenta cético e

trietanolamina) (Raij et al. 2001) e leitura em espectrofotdmetro de absorgéo atdmica.

Anélise dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente através da analise de variancia e por meio do
teste F e expressados com a média das repeti¢Oes e desvio padrdo da média. As relacbes entre 0s
teores de Zn e as doses aplicadas no solo foram ajustadas atraves do programa estatistico SigmaPlot
com regressdes polinomiais linear y = yO+ax, quadratica y = yO+ax+b? e a ndo linear sigmoidal y
= a/(1+exp(-(x-x0)/b)). As relacdes entre massa seca das folhas e teores de Zn foram ajustadas pela
equacao polinomial linear.

Através da correlacdo entre a massa seca e 0s teores de Zn nas folhas foi possivel determinar
o teor limite nas cultivares, correspondente a producdo de massa seca de 90 % do maximo valor
observado (White e Broadley, 2011). Conhecendo-se os teores limites de Zn nas folhas, calculou-
se as doses de Zn criticas a serem aplicadas no solo através dos parametros das equacdes de ajuste
da relacdo entre teor nas folhas e doses de Zn. A partir das doses limites, foram calculados os teores
limites no solo com os pardmetros da equacdo de ajuste da relacdo do teor de Zn no solo e doses

aplicadas.
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Resultados

Durante a época de cultivo 1 (E1) as médias das temperaturas maximas, médias e minimas
foram de 33,5; 25,3 e 20,2 °C e as da umidade relativa do ar foram de 86,4; 65,6 e 34,6 %,
respectivamente. Durante a E2 as médias das maximas, médias e minimas de 28,8; 20,5 e 14,9 °C
e 79,8; 57,9 e 30,3 %, respectivamente.

Cultivar Vanda

Os teores de Zn nas folhas aumentaram em funcdo das doses aplicadas no solo,
independentemente da época de cultivo, com ajuste polinomial quadréatico. Na auséncia de
aplicacdo de Zn (0 mg dm=) o teor estimado foi de 41,5 mg Zn kg de massa seca, o que
correspondeu a apenas 5 % do maior valor observado na maior dose (40 mg dm?) de
746,3 mg kg* (Figura 1A).
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Figura 1. Teores de Zn nas folhas (A) e na raiz (B) da alface Vanda em funcéo das doses de Zn

aplicadas no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam

o0 desvio padrao das médias. ** significancia da regressdo em P < 0,01.

Houve interacdo significativa entre os tratamentos para os teores de Zn observados nas
raizes, que foram pequenos até as doses de 7 e 6 mg Zn dm para as E1 e E2, respectivamente,
com 210,4 e 105,3 mg Zn kg de massa seca. Com o posterior aumento das doses houve também
aumento nos teores, atingindo valores estimados de 1739,9 e 851,6 mg kg? para E1 e E2,
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respectivamente. Observou-se na E1 que este incremento foi mais expressivo, de 29 vezes em
relagdo ao menor valor observado, enquanto na E2 foi de 19 vezes. Ressalta-se que o0 maior
incremento dos teores ocorreu até as doses 28 e 31 mg Zn dm= na E1 e E2, respectivamente, apos
houve tendéncia a estabilizacédo (Figura 1B).

Comparando-se os teores de Zn entre folhas e raizes verificou-se variagdes com o0 aumento
das doses de Zn. Na E1 a proporcéo foi equilibrada, proximo a 1:1 nas doses de 0 e 5 mg Zn dm?.
A medida que as doses aumentaram, observou-se maior concentracdo do Zn nas raizes, chegando
2,7 vezes maior que nas folhas na dose de 30 mg Zn dm=. Na E2 a maior parte do Zn concentrou-
se nas folhas até a dose de 10 mg Zn dm3, nas doses de 20, 30 e 40 mg Zn dm as raizes passaram
a apresentar em média 1,2 vezes mais Zn que as folhas.

Os teores de Zn no solo apos a colheita apresentaram um aumento linear em funcgdo das
doses aplicadas, independentemente da época de cultivo. Com 0 mg Zn dm o valor estimado foi
de 0,9 mg Zn dm™ enquanto na maior (40 mg Zn dm) o teor foi de 20,3 mg Zn dm, portanto
houve um aumento de 23 vezes (Figura 2). Notou-se que a correlacdo dose de Zn e teores no solo
foi de 2:1, com valor de coeficiente de Pearson de 0,99. Assim, nas doses de 10, 20, 30 e 40 mg Zn
dm os teores foram de 5, 10, 15 e 20 mg dm3, respectivamente (Figura 2).

25

20 { Y =0,8969+0,4865x** R’= 0,99

Teor de Zn no solo (mg dm™)

0 16 26 3‘0 4‘0
Doses de Zn (mg dm™)
Figura 2. Teores de Zn no solo apos a colheita de alface VVanda, em funcao de doses de Zn aplicadas
no solo. As barras representam o desvio padrdo das médias. ** significancia da regressdo em
P <0,01.

A massa seca das folhas reduziu linearmente de 11,7 para 10,4 g planta em funcéo dos
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teores observados neste tecido vegetal, independentemente da época de cultivo (Figura 3).
Considerando que a perda de massa critica é aquela abaixo de 90 % do méximo valor observado,
este fato ocorreu com o teor de Zn de 704,1 mg kg* de massa seca, sendo este, portanto, o teor
limite nas folhas da VVanda (Tabela 1).

12 A
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Massa seca das folhas (g planta™)

2 1 y = 11,8361+-0,0019x** R’= 0,94

0 200 400 600 800
Teor de Zn nas folhas (mg kg?)

Figura 3. Relacdo entre massa seca das folhas e teores de Zn nas folhas de Vanda. As barras
representam o desvio padrdo das médias. ** significancia da regressao em P < 0,01.

A partir do teor limite determinou-se que a dose limite a ser aplicada no solo foi de
37 mg Zn dm?, independentemente da época de cultivo. Com base na dose limite, estimou-se que
o teor de Zn critico no solo foi de 18,9 mg dm (Tabela 1).

Tabela 1. Teores limites de Zn em folhas de alface biofortificada cv. Vanda e Saladela, teor limite
de Zn no solo e doses limites de Zn aplicadas no solo nas épocas de cultivo E1 (marco a abril) e
E2 (maio a junho).

Teor limite de Zn Dose limite de Zn
Folhas (mg kg™ MS) Solo (mg dm™) mg dm3
Vanda 704,1 18,9 37
Saladela El 1023,5 18 40
Saladela E2 583,6 11,8 21
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Cultivar Saladela

Para os teores de Zn nas folhas da Saladela, houve interacdo significativa entre o0s
tratamentos, assim, houve um aumento em funcéo das doses no solo em ambas a épocas de cultivo,
com ajuste dos dados a funcdo quadratica.

Na E1 o teor nas folhas das plantas submetidas & dose de 0 mg Zn dm? foi de
128,4 mg kg! de massa seca, enquanto o observado na maior dose (40 mg Zn dm=) foi de
1023,4 mg kgl. Na E2 este aumento foi maior, pois os teores de Zn variaram de 167,2 até
1473,7 mg kg de massa seca nas doses de 0 e 40 mg Zn dm3, respectivamente (Figura 4A). Estes

incrementos foram de 8 e 9 vezes na E1 e E2, respectivamente.
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Figura 4. Teores de Zn nas folhas (A) e na raiz (B) da alface Saladela em funcéo de doses de Zn
no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam o desvio

padrdo das médias. ** significancia da regressao em P < 0,01.

Houve interacdo significativa entre os tratamentos quando se analisou os teores de Zn na
raiz. Na E1 os dados se ajustaram a uma funcéo sigmoidal. Na dose de 0 mg Zn dm o teor foi de
145,6 mg kg! com posterior aumento até a dose de 7 mg Zn dm= e intensificagdo até
40 mg Zn dm3, atingindo 2468 mg kg, o que representou um aumento de 17 vezes. Os teores nas
raizes das plantas cultivadas na E2 se ajustaram a uma equacdo polinomial quadratica em funcéo
das doses, com menor aumento quando comparado com a E1. A variacdo foi de 100,1 até
1077,8 mg Zn kg de massa seca nas doses de 0 e 40 mg Zn dm3, respectivamente, representando
aumento de 11 vezes (Figura 4B).

Na E1 a maior concentracdo do Zn esteve nas raizes em todas as doses, variando de
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1,4 (dose 5 mg Zn dm3) até 2,6 (dose 30 mg Zn dm3) vezes maior que nas folhas. Na E2 somente
na dose de 0 mg Zn dm™ as raizes apresentaram 2,6 vezes maior concentracdo de Zn que as folhas.
Com o aumento das doses o nutriente concentrou-se mais nas folhas, com 1,2
(dose 40 mg Zn dm®) até 1,7 (doses 10 e 20 mg Zn dm3) vezes maior que nas raizes.

Em ambas a épocas de cultivo houve aumento linear nos teores de Zn no solo em funcéo
das doses, sendo que na E1, o menor valor observado foi de 0,9 mg dm™ e o maior de
18,0 9 mg dm na dose de 40 mg Zn dm=. Na E2 esta variacdo foi de 1,1 a 21,4 mg dm™ entre as
doses extremas (Figura 5). Embora haja a semelhanca de aumento de 19 vezes em ambas a épocas
de cultivo, o valor do parametro a da equacdo linear foi distinto, conferindo diferenca na inclinagédo
das retas para E1 e E2, respectivamente. Apesar disso as duas correlacdes ficaram proximas a 2:1
(Figura5).
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| y=0,9290 + 0,4266x** R?= 0,99 -
———- Epoca 2

y = 1,1066 + 0,5080x** R*= 0,99

L]
o

=
(%3]
L

10 A

Teor de Zn no solo (mg dm?)

0 ZLO 26 I;O 4‘0

Doses de Zn (mg dm®)
Figura 5. Teores de Zn no solo apos a colheita de alface Saladela, em funcdo de doses de Zn
aplicadas no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e E2 (maio a julho). As barras representam

o0 desvio padrdo das médias. ** significancia da regressdo em P < 0,01.

Houve reducéo linear na massa seca das folhas em fungéo dos teores de Zn nas folhas para
ambas a épocas de cultivo. Na E1 a massa seca variou de 11,5 a 10,3 g planta™® para os teores de
128,4 e 1023,5 mg kg, respectivamente. Na E2 observou-se redugio mais acentuada, com maior
massa seca de 12,4 e a menor 8,2 g planta®, correspondentes aos teores de 167,2 e
1473,7 mg kg, respectivamente (Figura 6A e B). Dessa forma a perda de massa critica ocorreu
com um teor de Zn nas folhas maior para E1 que E2, com valores estimados de 10235 e

583,6 mg kg, respectivamente, sendo estes os teores limites nas folhas de Saladela (Tabela 1).
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Figura 6. Relacdo entre massa seca das folhas e teores de Zn nas folhas de Saladela nas épocas de
cultivo E1 (marco a abril - A) e E2 (maio a julho - B). As barras representam o desvio padrdo das

médias. ** significAncia da regressdo em P < 0,01.

Na E2, além da maior reducdo da biomassa, foram observadas manchas avermelhadas nas
bordas das folhas das plantas submetidas as doses de 30 e 40 mg Zn dm (Figura 7), estes sintomas

foram considerados toxicidade por Zn.

Figura 7. Plantas de alface Vanda (A) e Saladela (B) submetidas a doses de 0 e 40 mg Zn dm=3e
suas folhas medianas provenientes das doses de 0 a 40 mg Zn dm na época de cultivo 2.
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A dose limites de Zn aplicada no solo na E1 foi a de 40 mg Zn dm=, na E2 foi a dose de
21 mg Zn dm3. Assim, os teores limites de Zn no solo foram de 18,0 e 11,8 mg Zn dm= paraEl e

E2, respectivamente (Tabela 1).

Discussao

O aumento no teor de Zn nas folhas em fung&o das doses foi verificado em outras pesquisas.
Porém, os teores alcancados no presente estudo foram maiores que os observados por Barrameda-
Medina et al. (2017) e Padash et al. (2016), de 265 e 259 mg kg™ de massa seca, respectivamente,
e mais proximos aos observados por Fontes et al. (2014) (> 1000 mg kg™). Somente a Saladela
cultivada na E2 apresentou teores maiores nas folhas que nas raizes, o que acarretou em sintomas
de fitotoxicidade de Zn nas folhas. Segundo Gupta et al. (2016) normalmente os teores de Zn s&o
maiores nas raizes que na parte aérea como uma medida indireta da planta para proteger a parte
fotossintética de niveis toxicos de Zn, dessa forma, a biofortificacdo, bem como a produtividade,
sdo limitadas pela toxicidade do Zn nas células radiculares, quando expostas a altas concentraces
de Zn no solo (White e Broadley, 2011).

Para ambas as cultivares os teores nas raizes foram maiores na E1 que na E2, ao passo que
ndo houve esta diferenca nas folhas. Esta observacdo pode indicar maior absorcdo do Zn e retencao
pelas raizes na E1 e/ou maior transporte do nutriente das raizes para as folhas na E2. Tanto a
absorgdo quanto o transporte do Zn?* nas plantas sdo regulados por transportadores especificos
(MTPs, ZIPs, HMAs, VITs) (Gupta et al. 2016). Ha diversos estudos que mostram variacfes
genéticas na expressdo dessas proteinas transportadoras em varias espécies (Gaitan-Solis et al.
2015, Pinto 2015, Tan et al. 2014, Li et al. 2013, Verret et al. 2004), o que influencia na
concentracdo de Zn nas partes da planta. No entanto ha pouca informacdo em hortalicas folhosas,
estudos nesse sentido s&o necessarios inclusive para programas de biofortificacdo genética (Gupta
et al. 2016).

Conforme observado neste estudo, a época de cultivo e, consequentemente, diferencas nas
condig¢Bes ambientais, influenciam na concentragdo do Zn na planta. White et al. (2018) relataram
diferengas nas concentracdes deste nutriente na parte aérea de genotipos de repolho e brocolis
cultivados em anos diferentes, observacdo similar foi feita por Kopsell et al. (2004) em couve.
Estas diferencas podem ocorrer em fungéo de fatores climaticos, interagbes entre o Zn e outros
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elementos, pH do solo, metabolismo da planta, efeito de diluicdo do nutriente devido ao
crescimento da planta, temperatura da zona da raiz, comprimento do dia, duragdo do ciclo de
cultivo e interacGes entre estes fatores (Duman et al. 2007, Broadley et al. 2007, White et al. 2018).
Sugere-se, portanto, que a aplicacdo do Zn no solo visando a biofortificagdo agronémica de alface
seja feita em quantidades diferentes em funcdo da época de cultivo para cada gendtipo, respeitando
0 potencial de absorcdo do Zn e sensibilidade da planta com o nutriente.

A concentracdo limite de Zn em hortaligas folhosas normalmente varia de 100 a
700 mg Zn kgt de massa seca (White e Broadley, 2011). Constatou-se, portanto, que para Vanda
em ambas as épocas e Saladela na E1, os valores ficaram acima do maximo sugerido na literatura,
0 que indica tolerancia destas cultivares a altas doses de Zn. Estes resultados sdo interessantes para
programas de biofortificacdo, pois buscam por genotipos com eficiéncia de uso do nutriente e alta
tolerancia as concentragdes toxicas do elemento (White e Brown, 2010, Blasco et al. 2011).

Apesar da tolerdncia ao Zn, a reducdo da massa seca observada em ambas as cultivares é
um dos sintomas de toxicidade do nutriente. Os teores foliares associados a toxicidade podem
variar de acordo com a espécie, no entanto os sintomas normalmente se tornam visuais com teores
foliares acima de 300 mg Zn kg™ (Broadley et al. 2007, Chaney 1993, Marschner 1995). No
presente estudo este fato ocorreu somente para Saladela na E2 com teor a partir de
1012 mg Zn kg'*, sendo assim, nesta época de cultivo, doses a partir de 30 mg Zn dm resultaram
em alfaces inviaveis para comercializacdo. A Vanda, apesar de ter apresentado reducdo na massa
seca, poderia ser comercializada devido a auséncia de sintomas visuais.

Quanto ao Zn no solo, a relagdo 2:1 entre as doses aplicadas e 0s teores observados ap6s o
cultivo € interessante para programas de biofortificacdo agronémica, pois permite estimar
facilmente os teores de Zn no solo apés a colheita caso as condi¢des de cultivo sejam parecidas
com as deste estudo. E possivel também fazer um novo cultivo sem novas aplicages de Zn e seguir
esta linha de pesquisa com biofortificacdo, visando o aproveitamento das quantidades residuais no
solo. Porém mais estudos nesse sentido em diferentes condicGes de clima, solo e cultivo sem solo
(sistema hidroponico) séo necessarios para complementar esse resultado.

Altos teores de Zn disponiveis no solo podem limitar o crescimento da planta. No entanto,
0s niveis toxicos sao muito variaveis dependendo da planta, da fauna do solo e dos microrganismos
(Allowey 2008). No Brasil, Fageria (2000) relatou que os teores limites de Zn para arroz, feijao,
milho, soja e trigo, foram de 35; 25; 60; 33 e 34 mg dm3, respectivamente. Kabata-Pendias (2001)
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listou valores limites de Zn para diversas espécies de plantas variando de 100 a 500 mg Zn dm de
solo, sendo esses valores estabelecidos com a redugéo de 25% na produtividade.

Os teores limites no solo verificados no presente estudo estdo abaixo dos relatados, no
entanto ndo ha dados para comparacdo de teores limites para alface. Além disso estes valores
podem variar em funcdo da disponibilidade do Zn no solo para as plantas, que é determinada pelo
pH, matéria organica, umidade, composi¢do mineral e granulométrica do solo (Allowey 2008).
Para repolho, White et al. (2018) observou que a concentragdo critica de Zn em substrato variou de
0,15 a 500,0 mg dm dependendo da cultivar e do ano de cultivo, para brdcolis, esta variacio foi
de 43,0 a 408,0 mg dm?,

Conclusodes

Os teores de Zn nas plantas de Vanda e Saladela aumentaram em funcdo das doses em
ambas as épocas de cultivo.

O teor limite de Zn nas folhas da cultivar Vanda foi 704,1 mg kg de massa seca,
independentemente da época de cultivo. O teor limite no solo foi de 18,9 mg dm.

Os teores limites nas folhas da Saladela foram 1023,5 e 583,6 mg kg™ de massa seca nas
épocas de cultivo 1 e 2, respectivamente, que corresponderam aos teores no solo de 18,0 e
11,8, mg dm respectivamente.

A alface biofortificada agronomicamente apresentou altos teores de Zn nas folhas, no
entanto é importante limitar a biofortificacdo agronémica respeitando a sensibilidade dos genétipos

ao Zn em cada época de cultivo, visando adequada produtividade e qualidade.
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A biofortificacdo agronémica com Zn afeta o metabolismo antioxidante de alface
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A biofortificacdo agronémica com Zn afeta o metabolismo antioxidante de alface

Resumo

A alface bioforticada com zinco (Zn) pode apresentar altos teores desse micronutriente nas folhas
e auxiliar na mitigacédo da deficiéncia deste nutriente nas pessoas. No entanto, 0 excesso de Zn em
alface, bem como as condig¢des climaticas durante o cultivo podem ser fatores de estresse e induzir
a producéo de perdxido de hidrogénio (H20>), causando danos oxidativos na planta e reducéo na
producdo. Por outro lado, o sistema antioxidante, incluindo as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), age em defesa aos danos celulares. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da biofortificagdo agrondmica com Zn nas respostas
antioxidantes em folhas de alface cultivada em duas épocas. Foram aplicadas doses no solo de 0,
5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm™ nas épocas de cultivo E1 (marco a abril de 2018) e E2 (maio a julho
de 2018). A biofortificacio agronémica em alface com doses de 20, 30 e 40 mg Zn dm™ resultou
em maior peroxidacdo lipidica (MDA) e menor massa seca, indicando que estas doses no solo
foram fatores de estresse para a planta. Estas condi¢des induziram ao aumento da atividade da SOD
em ambas as épocas de cultivo. As plantas cultivadas sob as temperaturas mais amenas da E2
apresentaram menor MDA em relacdo a E1, ao passo que a massa seca foi maior, sendo as
condic@es climaticas da E2 mais favoraveis para as plantas biofortificadas com Zn. As atividades
da CAT e APX se mantiveram estaveis nas doses de 20 a 40 mg Zn dm, mas suficientes para

manter as concentracfes de H.Ox.

Palavras-chave: Lactuca sativa, biofortificagdo agrondmica, zinco, atividade antioxidante,

enzimas.
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Agronomic biofortification with Zn affects the antioxidant metabolism of lettuce

Abstract

Biofortified lettuce contains high leaf Zn and can mitigate the deficit of this nutrient in people.
However, excess Zn in lettuce, as well as climatic conditions during cultivation, can be stress
factors and induce the production of hydrogen peroxide (H202), causing oxidative damage to the
plant and reduced production. On the other hand, the antioxidant system, including the enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), acts in defense of cell
damage. Thus, the aim of this study was to investigate the effect of agronomic biofortification with
Zn on antioxidants responses in leaves of lettuce grown in two seasons. Soil doses of 0, 5, 10, 20,
30 and 40 mg Zn dm™ were applied in growing seasons E1 (March to April 2018) and E2 (May to
July 2018). Agronomic biofortification in lettuce with doses of 20, 30 and 40 mg Zn dm resulted
in higher lipid peroxidation (MDA) and lower dry mass, indicating that these doses in the soil were
stress factors for the plant. These conditions led to an increase in SOD activity in both growing
seasons. Plants grown under the milder temperatures of E2 showed lower MDA compared to E1,
while the dry mass was higher. Thus, climatic conditions in E2 were more favorable for biofortified
plants with Zn. CAT and APX activities remained stable at doses of 20 to 40 mg Zn dm, but

sufficient to maintain H2O» concentrations.

Keywords: Lactuca sativa, agronomic biofortification, zinc, antioxidant activity, enzymes.
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Introducéo

O zinco (Zn) é essencial para o crescimento e desenvolvimento de criancas e para o
equilibrio do funcionamento do organismo, pois participa da atividade -catalitica de
aproximadamente 100 enzimas, além de desempenhar papel no sistema imunoldgico (Kabata-
Pendias e Mukherjee 2007). O organismo humano ndo possui um sistema especializado para
armazenamento deste nutriente, portanto é necessaria ingestdo didria de Zn para manter o
metabolismo celular normal e estima-se que pelo menos 33 % da populacdo mundial sofra com a
deficiéncia de Zn (Rink e Gabriel 2000, WHO 2013).

As hortalicas folhosas representam uma fonte de nutrientes de baixo custo, onde o Zn é
prontamente disponivel para o ser humano, portanto podem mitigar a deficiéncia deste nutriente
nas pessoas (White et al. 2018). Dentre as folhosas, a alface é a mais produzida e consumida no
mundo (Sala e Costa 2012), além de ser importante para a salde humana, pois é rica em polifenois
das classes acido fenolico e flavonoides, auxiliando na capacidade antioxidante do organismo, na
prevencdo de cancer e doencas cardiovasculares (Sofo et al. 2016).

Além destas propriedades naturalmente presentes, a alface tem potencial para absorver
grande quantidade de Zn pelas raizes. Dessa forma, a biofortificagdo agronémica, definida pelo
processo de aumentar a concentracdo de elementos essenciais nas plantas através da fertilizacdo, é
uma tecnologia eficiente para incrementar o consumo de nutrientes como Fe e Zn pelos seres
humanos (Cakmak 2008). Dependendo da quantidade fornecida de Zn, as folhas de alface podem
conter teores acima de 1000 mg Zn kg de massa seca (Fontes et al. 2014, Clemens 2017).

No entanto, a aplicagéo de fertilizantes com Zn na rizosfera visando a biofortificagéo, pode
resultar em acimulo de excessivo e toxico deste nutriente nas plantas, o que induz a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o superéxido (O2™) e peroxido de hidrogénio (H20y).
Estas moléculas séo responsaveis pelo estresse oxidativo, causando peroxidacdo lipidica, morte
celular e, consequentemente, reducédo na producao (Mourato et al. 2012, Barrameda-Medina et al.
2014a, Alonso-Blazquez et al. 2015). Sofo et al. (2018) observaram que os niveis de H20- e aldeido
malénico (MDA - indicativo da peroxidacdo lipidica) foram maiores em plantas de alface
submetidas a solugdo com maior concentracdo de Zn. Por outro lado, a menor concentracdo nao

foi suficiente para causar estresse oxidativo.
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Em defesa a acéo toxica das EROs, as plantas tm um sistema antioxidante, incluindo as
enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) (Sharmaetal.,
2007). A SOD é a primeira enzima antioxidante na linha de defesa, catalisando a reacdo de
dismutacéo do O2" - em H.O:> e oxigénio molecular. (Cakmak 2000). Em seguida, a CAT e APX
eliminam as moléculas de H2O convertendo-as em H2O e oxigénio molecular (Foyer e Noctor
2005, Huseynova 2012). Dessa forma, o equilibrio entre as atividades de SOD e APX ou CAT &
fundamental para determinar o nivel de radicais superdxidos e peréxido de hidrogénio (Mittler
2002).

Estudos demonstraram que plantas expostas ao Zn apresentaram maior atividade
antioxidante afim de eliminar as EROs e reduzir os danos oxidativos. Sofo et al. (2018) observaram
que em alfaces fertilizadas com maiores doses Zn houve um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, POD, APX e GPX em virtude da maior concentracdo de EROs. Em feijao,
Sida-Arreola et al. (2017) constataram que a biofortificacdo agrondmica com Zn aumentou a
atividade antioxidante da planta.

Além da toxicidade do Zn, épocas de cultivo com temperaturas do ar que ultrapassam a
faixa adequada para o desenvolvimento de cada espécie podem causar estresse, 0 que induz a
producdo de EROs e os danos oxidativos na planta (Mittler 2002, Yin et al. 2008). Almeselmani et
al. (2006) observaram aumento significativo na atividade de SOD, APX e CAT em trigo exposto a
temperaturas mais altas que as plantas testemunhas. Em lentilha, Chakraborty e Pradhan (2011)
observaram que a peroxidacao lipidica, bem como a atividade da CAT, APX e SOD aumentou
conforme aumento da temperatura em que as plantas foram submetidas (de 20 a 45 °C).

Em alface ha pouca informac&o sobre influéncia da época de cultivo na defesa antioxidante,
dessa forma, sdo necessarios estudos nesse sentido para auxiliar na sustentabilidade da
biofortificacdo agrondmica. Assim testou-se a hipotese de que alta temperatura do ar e aumento da
concentracdo de Zn na planta induz a danos oxidativos e aumento da atividade de enzimas
antioxidantes. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da biofortificagdo agrondémica com

Zn nas respostas antioxidantes em folhas de alface cultivada em duas épocas.

Material e métodos

Material vegetal, condicdes de cultivo e delineamento experimental
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A cultivar de alface Vanda, do segmento crespa, tem ciclo médio de 30 dias ap6s o
transplante das mudas (Sakata, 2017). As mudas foram produzidas em bandejas de polipropileno
com 200 células preenchidas com substrato de fibra de coco.

O experimento foi realizado em duas épocas de cultivo, a primeira (E1) de marco a abril de
2018 e a segunda (E2) de maio a julho de 2018. A conducdo foi em ambiente protegido, em
Campinas, Sao Paulo (22°54°20” Sul e 47°05°34” Qeste, altitude 674,0 m). O clima regional ¢
tropical de altitude, tipo Cwa, segundo classificacdo de Koéppen. Um datalogger posicionado a
1,5 m de altura no centro do ambiente protegido, coletou dados de temperatura (°C) e umidade
relativa (%) do ar, maxima, média e minima, durante a realizagdo dos experimentos.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 6 x 2, com
quatro repetices. Os tratamentos foram seis doses de Zn (0, 5, 10, 20, 30 e 40 mg Zn dm™) na
forma de sulfato de zinco (ZnS0O4.7H20) e duas épocas de cultivo. Os blocos experimentais foram
compostos por quatro linhas de cultivo, espagadas de 30 x 30 cm.

Para cada época o solo foi peneirado em malha de 5 mm e seco ao ar, posteriormente pesou-
se 3440 g para preencher 2500 cm®em cada vaso de polietileno com capacidade de 3000 cm?. Este
volume de solo foi acondicionado em sacos plasticos, onde aplicou-se 2,4 g de superfosfato simples
e 0,6 g de calcario para elevar a saturacdo por bases a 80%. O solo foi incubado por 20 dias com
umidade em 80 % da capacidade de campo.

As quantidades de sulfato de Zn referentes as doses foram diluidas em 160 ml de &gua
destilada e aplicadas ao solo nos sacos e homogeneizado. O solo foi entdo acondicionado nos vasos
gue continham uma camada de 2 cm de pedrisco no fundo para facilitar a drenagem. O solo foi
incubado por mais 15 dias com umidade a 80 % da capacidade de campo antes do transplante das
mudas.

Mudas de trinta dias com trés a quatro folhas verdadeiras foram transplantadas para 0s vasos
em 7 de marco de 2018 para E1 e 29 de maio de 2018 para E2. Com base na andlise do solo (Tabela
suplementar S1) e na recomendacao de adubacéo para alface de Trani et al. (2018), as plantas foram
fertilizadas com nitrato de potéssio, nitrato de célcio, nitrato de aménio, monoaménio fosfato e
acido borico via fertirrigacdo trés vezes por semana. As quantidades totais para todo o ciclo de
cultivo foram de, respectivamente, 4,0; 1,0; 3,3; 0,5 e 0,1 g por vaso.

Monitorou-se semanalmente o pH da &gua para irrigacdo e solucdo nutritiva, o qual foi

mantido em 6. A cada duas linhas de cultivo havia uma linha gotejadora, com tubos e emissores
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(espaguete) para a irrigacdo por gotejamento (vazdo de 2,4 L h). O total de &gua aplicada no
cultivo das plantas na E1 foi de 2670 L, na E2 foi de 2690 L.

Caracteristicas avaliadas

A colheita ocorreu aos 30 dias ap0s o transplante (DAT) na E1 e aos 41 DAT na E2. Duas
plantas por parcela foram secas em estufa com circulag&o for¢ada de ar a 60 °C até massa constante
para determinacdo da matéria seca das folhas e raizes. Para analise bioquimica, folhas médias de
uma planta por parcela foram coletadas, imediatamente imersas em nitrogénio liquido e, em

seguida, armazenadas a -80 ° C para analises posteriores.

Concentracédo de Zn nas folhas e raizes

O material seco foi triturado em moinho tipo Whiley e determinou-se o teor de Zn por meio
de digestao nitrico perclérico e leitura em espectrometria de emissao Optica por plasma acoplado
indutivamente (ICP — OES).

Perdxido de hidrogénio e peroxidacéo lipidica

A quantificacdo do perdxido de hidrogénio (H202) foi realizada seguindo o método de
Alexieva et al. (2001). Os homogeneizados foram obtidos a partir de 0,2 g de tecido fresco foliar
moido em nitrogénio liquido com a adicao de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 0,1 % de solu¢édo
de &cido tricloroacético (TCA) (p/v). O extrato foi centrifugado a 10000 rpm e 4 “C por 15 min. O
meio de reacdo consistiu em 1,2 ml de KI 1 mM, tampao fosfato de potéssio (pH 7,5e 0,1 M) e
extrato bruto. Os microtubos foram incubados em gelo no escuro por 1 h. Apds este periodo, a
absorbéancia foi lida a 390 nm. Uma curva padrdo foi obtida com H>O> e os resultados foram
expressos em pmol H202 g ~* de massa fresca.

A peroxidacdo lipidica foi estimada pela deteccdo de aldeido malénico (MDA). Foram
macerados 150 mg de tecido vegetal em 2 ml de TCA a 0,1% (p/v) e centrifugadas a 10000 rpm
por 15 min. O sobrenadante foi adicionado a 1,0 ml de acido tiobarbiturico a 0,5% (p/v) e a mistura
foi incubada em banho-maria a 95 °C por 20 minutos. Apds este tempo, a reagdo foi paralisada em
banho com gelo. Em seguida foi realizado uma nova centrifugacdo a 10000 rpm por 10 min. Apos
30 min de temperatura ambiente, determinou-se absorbancia a 532 e 600 nm em espectrofotémetro,
para descontar a absorbancia inespecifica a 600 nm. Para calcular a quantidade de MDA na amostra
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considerou-se o coeficiente de absortividade do MDA de 155 mM* cm™ e o resultado foi expresso
em nmol gt MF (Heath e Packer 1968).

Extrato proteico e atividade de enzimas do sistema antioxidante

Os extratos vegetais foram obtidos a partir do macerado de 0,2 g de tecido fresco das folhas
com nitrogénio liquido, 1 % de PVPP e 2 ml de meio de extragdo contendo tampéo fosfato de
potassio 0,1 M (pH 6,8), tilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM e fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM. Apos centrifugacdo do homogeneizado a 15000 rpm por 15 min e 4 ‘C, o0s
sobrenadantes (extratos brutos) foram coletados e preservados em gelo. Os niveis de proteina dos
extratos enzimaticos foram determinados pelo método de Bradford (Bradford 1976) usando
albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada seguindo o procedimento descrito em Havir
e McHale (1987). O meio de reacdo consistiu em 3 ml de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH
6,8), 4gua deionizada, H202 125 mM e extrato bruto. A reacdo foi realizada em banho-maria a
25 °C por 2 min. Monitorou-se o decréscimo na absorbancia em 240 nm a 25 °C por 1 minuto e a
atividade da CAT foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 36 Mt cm™ e expressa
em nmol min ~* mg ! de proteina.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada conforme descrito por Nakano
e Asada (1981). O meio de reagdo foi composto por 3 ml de tampéo fosfato de potassio 100 mM
(pH 6,0), &gua deionizada, &cido ascorbico 10 mM, H20, 10 mM e extrato bruto. A reacéo foi
realizada em banho-maria a 25 °C por 2 min. Monitorou-se o decréscimo na absorbancia a
290 nm por 1 minuto a 25 °C. A atividade da APX foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 M cm™, expressa em pmol min ~* mg 1 de proteina.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com Giannopolitis
e Ries (1977). O meio de reacdo consistiu em 3 ml de tampé&o fosfato de sédio 100 mM (pH 7,8),
metionina 50 mM, EDTA 5 mM, agua deionizada, extrato bruto, riboflavina 100 uM e riboflavina
100 uM e cloreto de tetrazolio azul nitro 1 mM (NBT). As reac¢des foram montadas em duplicatas,
pois um grupo de tubos foi exposto a luz de lampada fluorescente (30 W) por 5 minutos e o0 outro
grupo permaneceu no escuro. A absorbancia foi medida a 560 nm. Uma unidade de SOD
corresponde a quantidade de enzima necessaria para inibir a fotorreducdo NBT em 50 %, sendo

expressa como U min * mg ! de proteina.
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Andlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através da ANOVA e do teste F. Quando as
doses de Zn e as épocas de cultivo foram significativos, foi aplicado o teste de Scott-Knott
(P <0,05) para comparar as médias dos tratamentos. Os resultados apresentados sdo a média +

desvio padréo (n = 4).

Resultados

Condigdes ambientais

De marco a abril de 2018 (E1), as médias das temperaturas maxima, média e minima foram
de 33,5; 25,3 e 20,2 ° C, respectivamente. (Figura 1A). Nesse mesmo periodo, a umidade relativa
do ar média foi de 65,6% (Figura 1A). De maio a junho de 2018 (E2), as médias das temperaturas
maxima, média e minima foram de 28,8; 20,5 e 14,9 ° C, respectivamente, e a umidade relativa
média do ar foi de 57,9% (Figura 1B).
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Figura 1. Condi¢6es ambientais ao longo do periodo experimental. Temperaturas didrias méxima,
média e minima do ar (T) e umidade relativa media do ar (UR) de 07 de marco a 06 de abril (E1)
e 29 de maio a 09 de julho de 2018 (E2).

As oscilagdes de temperatura, bem como a umidade relativa do ar, foram maiores ao longo

da E2, (Figura 1B). As diferengas climaticas entre os experimentos causaram uma diferenca na
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duracgéo do ciclo de cultivo. As plantas na E1 atingiram o ponto de colheita aos 30 DAT e na E2
aos 41 DAT.

Biomassa das plantas e concentracdo de Zn nas folhas e raizes

N&o foi observada interacéo entre as doses de Zn e as épocas de cultivo para a producao de
massa seca nas folhas e raizes (Tabela 1). A massa seca das folhas em funcdo das doses de Zn
variou de 11,6 a 10,3 g e os maiores valores foram observados nas doses 0, 5 e 10 mg de Zn dm,
com média para as duas épocas de 11,6; 11,6 e 11,4 g, respectivamente (Figura 2A). Nas doses de
20, 30 e 40 mg de Zn dm as massas foram significativamente menores que as primeiras, com
valores de 11,0, 10,9 e 10,3 g, respectivamente (Figura 2A). Observou-se, portanto, que maiores
quantidades de Zn no solo afetaram negativamente a producdo de biomassa das plantas de alface

Vanda, independentemente da época de cultivo.

Tabela 1. Significancia de acordo com ANOVA para as caracteristicas teor de Zn, massa seca e
caracteristicas bioquimicas* nas folhas da cv. Vanda, em funcdo de doses de Zn no solo (0, 5, 10,

20, 30 e 40 mg dm) em duas épocas de cultivo

Fontes de variacdo Teor Zn Massa seca
Folhas Raizes Folhas Raizes
Doses Zn < 0,001 < 0,001 < 0,05 <0,01
Epocas cultivo ns < 0,001 <0,01 <0,05
Doses Zn x épocas ns < 0,001 ns ns
Fontes de variacéo MDA H202 SOD CAT APX
Doses Zn ns < 0,05 <0,01 ns ns
Epocas cultivo < 0,001 ns ns <0,01 < 0,001
Doses Zn x épocas <0,05 < 0,05 <0,05 <0,01 < 0,05

ns = ndo significativo (p> 0,05). * Abreviacdes: MDA, aldeido maldnico; SOD, superéxido dismutase; CAT,
catalase; APX, ascorbato peroxidase.

N&o houve variagéo significativa na massa seca das raizes nas doses de 0 a 30 mg Zn dm,
independentemente da época de cultivo, com valores de 1,8 (10 mg Zn dm®) a 2,0 g planta™
(5 mg Zn dm™). Assim, ndo houve diferencas significativas entre essas massas. No entanto, o
observado com 40 mg de Zn dm? foi de 1,3 g e significativamente menor que os demais
(Figura 2A).
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Comparando a massa seca média das folhas e raiz entre as duas epocas de cultivo, observou-
se que na E1 as massas foram significativamente menores, com valores de 10,7 g para as folhas e
1,7 g para a raiz, comparados com 11,6 e 2,0 g, respectivamente, na E2 (Figura 2B). As
temperaturas mais altas e a umidade relativa do ar durante a E1 resultaram em um ciclo de cultivo
11 dias mais curto e podem ter influenciado na producdo de biomassa.
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Figura 2. Massa seca das folhas e raizes de alface Vanda em func¢éo de doses de Zn no solo (A) e
épocas de cultivo (B) E1 (margo a abril) e E2 (maio a julho). Os dados estdo representados pela

média +desvio padrdo (n=4).
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cultivo. Os dados estéo representados pela média tdesvio padréo (n=4).
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N&o houve interacdo significativa entre as doses de Zn e as épocas de cultivo para a
concentracdo de Zn nas folhas, mas ocorreu nas raizes (Tabela 1). Independentemente da época, 0
teor nas folhas aumentou de acordo com as doses crescentes, com 0s menores valores observados
nas doses de 0 e 5 mg Zn dm™ (Figura 3A).

Em relagdo a concentracdo de Zn na raiz, nas trés primeiras doses observou-se valores
préximos em ambas a épocas, ndo diferindo significativamente entre E1 e E2 (Figura 3B). A partir
da dose de 20 mg Zn dm=, houve aumentos significativos, atingindo 1767,9 mg kg* e
823,6 mg kg* na E1 e E2, respectivamente. Assim, a partir de 20 mg de Zn dm, as concentracdes

na E1 foram superiores a E2 (Figura 3B).

Danos oxidativos

A peroxidacdo lipidica das folhas ndo foi alterada significativamente na E1 em funcdo da
dose utilizada. No entanto, o contetdo de MDA foi significativamente maior em E1 comparado
com E2 (Figura 4A). Na E2 houve um aumento na peroxidacéo a partir da dose de 20 mg dm. Em
relacdo ao acumulo de H20., ambas as épocas apresentaram concentragcdes semelhantes, com

reducdes pontuais nas doses de 10 e 5 mg dm™ na E1 e E2, respectivamente (Figura 4B).
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Figura 4. Concentracao de aldeido malénico — MDA (A) e peroxido de hidrogénio - H,O2 (B) em
folhas de alface VVanda em funcao de doses de Zn no solo e épocas de cultivo E1 (marco a abril) e
E2 (maio a julho). Letras mailsculas representam diferenca entre as doses de Zn e as letras
minusculas a diferenca entre as epocas de cultivo. Os dados estdo representados pela média +desvio
padréo (n=4).
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Atividade antioxidante

Houve interacdo significativa entre as doses e as épocas de cultivo para as enzimas
antioxidantes SOD, CAT e APX (Tabela 1). A atividade da SOD nas folhas aumentou com as
maiores doses (30 e 40 mg dm™) na E1 e E2 (Figura 5A). A atividade de CAT nas folhas reduziu
a partir de 20 mg dm na E2 (Figura 5B). Na E1 n&do houve diferenca significativa em funcéo das
doses (Figura 5B). Para a atividade de APX nas folhas, ndo houve diferenca entre as doses de Zn

em ambas a épocas (Figura 5C).
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Figura 5. Atividade da superoxido dismutase — SOD (A), catalase — CAT (B) e ascorbato
peroxidase - APX (C) em folhas de alface Vanda em funcéo de doses de Zn no solo e épocas de
cultivo E1 (margo a abril) e E2 (maio a julho). Letras mailsculas representam diferenca entre as
doses de Zn e as letras minusculas a diferenca entre as épocas de cultivo. Os dados estdo

representados pela média +desvio padréo (n=4).

70



Discussao

Em condigOes de excesso de Zn no solo, normalmente os teores deste nutriente sdo maiores
nas raizes que na parte aérea (Gupta et al. 2016), como confirmado no presente estudo para a dose
de 40 mg Zn dm?, onde o teor nas raizes atingiu 1740 e 851 mg Zn kg* na E1 e E2,
respectivamente. Dessa forma pode haver toxicidade de Zn nas células radiculares, prejudicando a
producdo de biomassa (White e Broadley 2011, Islam et al. 2007).

Os menores teores de Zn nas raizes observados na E2, em relacdo a E1, podem indicar que
as condicdes climaticas da E2 foram mais favoraveis as plantas biofortificadas, conferindo maior
tolerancia ao Zn e maior massa seca das folhas. Alguns estudos sugerem que em situagdes de
excesso de Zn, a planta produz acidos organicos, como citrato, malato e oxalato, que agem como
quelatos para sequestrar este nutriente da célula da raiz e transporta-lo via xilema. Dessa forma
ocorre o equilibrio na translocacdo e acimulo do nutriente, garantindo distribuicdo do Zn na planta
e a e maior toleréncia a toxicidade do elemento (Klpper et al. 2000, Assuncéo et al. 2003, Haydon
e Cobbett 2007, Barrameda-Medina et al. 2014b).

O possivel desequilibrio na distribuicdo do nutriente na planta na E1 pode ter acarretado a
maior peroxidacdo lipidica, o que resultou em danos celulares e menor biomassa. Além disso as
maiores temperaturas do ar na E1 foram fator de estresse para a planta. Segundo Mittler (2002) em
condicGes de temperaturas extremas, radiacao solar, seca, salinidade, tensdo mecanica e patdgenos,
h& um excesso de producdo das EROs nas plantas e, consequentemente, peroxidacao lipidica.

Além dos fatores climéticos, as doses de Zn também induziram o estresse oxidativo,
aumentando a concentragdo de MDA. Resultados semelhantes foram observados por Sofo et al.
(2018), com aumento de H20O. e MDA em plantas de alface e Arabidopsis thaliana L. cultivadas
na maior dose de Zn (150 uM Zn).

Apesar da peroxidagdo lipidica, ndo houve diferencgas nas concentra¢des de H-O- em funcéo
das doses, este fato pode estar atribuido a diluicdo do H20. no homogeneizado para sua
quantificacdo. Segundo estudo de Silveira et al. (2017) em cana de agucar sob deficit hidrico, o
acumulo de H>O2 ocorreu localmente nas celulas do mesdéfilo proximas as células guardas dos
estdbmatos, no entanto, quando se quantificou o H202 de forma geral no tecido foliar, ndo se
observou diferengas em relagéo as plantas controle.

A maior atividade da SOD em ambas as épocas nas duas ultimas doses pode indicar que
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houve a producéo de H20>, pois esta enzima é a primeira na linha de defesa contra efeitos toxicos
de EROs, catalisando a reagdo de dismutagédo do O2" - em H.O; e oxigénio molecular (Cakmak
2000).

Além disso, a maior producdo de H20O> pode ter sido compensada com 0 aumento da
atividade da CAT em funcdo das doses de Zn na E1, uma vez que esta enzima decompde 0 H20-
em H>0 e oxigénio, sendo fundamental na desintoxicagdo de perdxidos (Lin e Kao 2000). J& na E2
houve reducéo da atividade da CAT nas maiores doses de Zn, possivelmente em funcdo do menor
dano oxidativo em relacdo a E1 e/ou as condicGes de cultivo, pois a atividade da CAT associa-se
ao tecido vegetal estudado, as condic¢des de cultivo e espécie vegetal (Bhaduri e Fulekar 2012).

A atividade da APX pareceu estar em equilibrio com a atividade da CAT. Nas doses de 0 e
40 mg Zn dm™ da E1 houve maior e menor atividade da CAT, respectivamente, e 0 oposto
aconteceu com APX. Na E2 observou-se estabilidade na atividade das duas enzimas nas doses de
20 a 40 mg Zn dm™, assim como o observado para concentragio de MDA e H,0O. Estes resultados
estdo de acordo com Mittler (2002), que afirmou que o equilibrio entre as atividades de SOD e
APX ou CAT é fundamental para determinar os radicais superoxidos e peroxido de hidrogénio,
bem como ocorrer a desintoxicacao.

As mudancas ocorridas no metabolismo antioxidante das alfaces biofortificadas indicaram
que as maiores doses de Zn foram fatores de estresse para as plantas. Estas condi¢Bes induziram
ao aumento da SOD como mecanismo de defesa. Além disso, houve reducdo na biomassa e danos
visuais. Estes resultados estdo de acordo com Sagardoy et al. (2009) e Broadley et al. (2007) que
afirmaram que concentrag@es acima de 300 mg Zn kg™ podem provocar reducdo do crescimento,
alteragBes no metabolismo dos carboidratos, danos oxidativos as membranas, alteracGes da
atividade fotossintética, entre outros processos.

Dessa forma, mais estudos sdo necessarios com outras cultivares e outras condicdes de
cultivo para complementar estes resultados e fortalecer os programas de biofortificagéo

agrondmica, de forma que a tecnologia seja sustentavel nos ambitos econémico e ambiental.

Conclus6es
A biofortificacio agrondmica em alface com doses de 20, 30 e 40 mg Zn dm resultou em
maior peroxidacdo lipidica (MDA) e menor massa seca, indicando que estas doses no solo foram

fatores de estresse para a planta, induzindo ao aumento da atividade da SOD em ambas as épocas
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de cultivo.

As plantas cultivadas sob as temperaturas mais amenas da E2 apresentaram menor
peroxidacdo lipidica em relacdo a E1, ao passo que a massa seca foi maior, sendo as condicGes
climaticas da E2 mais favoraveis para as plantas biofortificadas com Zn.

As atividades da CAT e APX se mantiveram estaveis nas doses de 20 a 40 mg Zn dm, mas
suficientes para manter as concentragdes de H20x.
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Material suplementar

Tabela S1. Atributos quimicos do solo usado no experimento.

M.O. pH P K Ca Mg H+Al SB. CTC. V S B Cu Fe Mn 2Zn
gdm?® - mgdm3 mmoledm™ .. L YN Mg dm=>.....oeee.
9 55 25 1,7 19 6 12 26,7 38,7 69 4 014 04 16 36 0,6

0O.M. —Matéria organica; S.B — Soma de bases; C.T.C. — Capacidade de troca catidnica; V — Saturacdo por bases.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

A deficiéncia de Zn na populacdo é uma das mais preocupantes devido aos graves efeitos
prejudiciais na saude, gerando interesse nas comunidades cientificas e organizacdes de saude
internacionais. Este estudo apresentou a importancia e papel da nutricdo mineral de plantas na
reducdo deste problema, uma vez que o manejo de fertilizante com Zn tem relacdo com a
concentracdo do nutriente na planta e, consequentemente, na quantidade ingerida.

A alface apresentou potencial de acimulo de Zn nas folhas em fungéo de doses aplicadas
no solo, confirmando a hipotese de que esta estratégia pode ser eficiente para biofortificar esta
espécie. Conforme demonstrado no capitulo 1, o consumo de 50 g dessas plantas biofortificadas
dentro do limite permitido de Zn nos alimentos, pode contribuir com até 20 % na sua ingestédo
diaria recomendada. Considerando que a alface € a principal hortalica folhosa consumida, este
produto trara beneficios & populacdo, podendo inclusive ser inserido em merendas escolares.
Ainda, a tecnologia apresentada neste estudo utiliza fertilizante de baixo custo, beneficiando o
produtor rural que oferecera produto com valor agregado.

Apesar do potencial de acimulo pela alface, houve reducédo de massa das plantas e danos
com sintomas visuais nas altas doses de Zn, o que reduziu a produtividade e tornou o produto
invidvel para comercializacdo. A Saladela, por apresentar maior concentracdo inicial de Zn que a
Vanda, foi mais afetada pela toxidez do nutriente. Os teores limites nas plantas e no solo
apresentados no capitulo 2 sugerem que o manejo do fertilizante na biofortificacdo agronémica
respeite a sensibilidade dos genotipos, visando adequada produtividade e qualidade.

As épocas de cultivo influenciaram significativamente na massa das plantas, teor e acimulo
de Zn, principalmente para Saladela. Estes resultados mostraram que, além do gen6tipo e doses de
fertilizante, a absorcdo do nutriente pelas plantas também esta relacionada com fatores climaticos.
Portanto, a quantidade de Zn aplicado visando a biofortificacdo agronémica deve ser balizada em
funcdo da época de cultivo. Assim, enfatiza-se a importancia de estudos neste sentido visando
contribuir para a sustentabilidade desta tecnologia.

O estudo do capitulo 3 confirmou a hipdtese de que altas temperaturas do ar e concentracoes
de Zn nas folhas de alface causam danos oxidativos nas células da planta e aumento da atividade
da SOD e CAT como sistema de defesa. Estes resultados ressaltam a necessidade de aliar a pesquisa
cientifica basica com a aplicada, conhecendo os efeitos da biofortificagdo agrondmica com Zn na
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planta, na produtividade e qualidade. Dessa forma, torna-se possivel determinar as quantidades
adequadas de fertilizantes, de forma que biofortificacdo agronémica ndo cause fitotoxicidade com
consequente reducdo na produtividade e qualidade. No entanto, mais estudos nesta linha de
pesquisa devem ser realizados em campo, com cultivo convencional em solo e em hidroponia para
validacao dos resultados e estabelecimento de recomendagdes de doses de Zn para biofortificacdo

agrondmica em escala comercial.
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