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Doses de zinco e uso de bactérias benéficas para biofortificacdo agronémica de alface
tipo americana

RESUMO

A baixa ingestdo de zinco pode causar severos problemas de salde, e uma estratégia rapida
para combater este problema seria a biofortificagio agronémica com zinco nas partes
comestiveis das plantas. A alface é uma das hortalicas folhosas mais produzida e consumida
no Brasil e tem potencial para absorver grandes quantidades de zinco. O uso de bactérias
promotoras de crescimento pode incrementar a produtividade, pois realizam a solubilizacao
de nutrientes no solo, auxiliando na absor¢cdo dos mesmos pelas plantas. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar doses de zinco e BPCP’s sobre a produtividade e teores de zinco
nas partes comestiveis da alface visando a biofortificacdo agronémica. Foi utilizada a alface
do tipo americana ‘Laurel’, em duas estagdes (primavera e outono). O delineamento
experimental foi de blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x 3, com 4 repeti¢fes. Os
tratamentos foram doses de zinco
(0, 10, 20 e 30 mg Zn dm™), com inoculacéo de duas bactérias promotoras de crescimento:
Pseudomonas e Burkholderia. Na primeira época experimental (primavera), os tratamentos
com BPCP’s ndo apresentaram efeito sobre as mudas. JA na segunda época (outono),
exerceram influéncia sobre seu desenvolvimento, diferindo do controle em MF da parte aérea
(2,3 e 2,3), MS da parte aérea (0,10 e 0,11 g) e MF da raiz (0,5 e 0,5 g) para Pseudomonas e
Burkholderia, respectivamente. Ndo houve resultado para MF e MS comercial, 0 que é um
efeito interessante, pois, com 0 aumento das doses, ndo houve depreciacdo do produto final. O
aumento das doses de Zn teve efeito positivo nos teores e acimulo de Zn das folhas da
cabeca, saia e raizes. Na primavera, houve aumento dos teores de Zn das folhas da cabeca,
que passaram de 47,2 a 125,3 mg kg™, e no outono, as folhas passaram de 51,7 a 268,5 mg kg
! da menor a maior dose de Zn. O actimulo ocorreu nas duas épocas, sendo que na primeira,
nas folhas da cabeca, os teores foram de 0,6 a 0,9 mg planta™, e na segunda foram de 0,6 a 3,5
mg planta™ da menor a maior dose de Zn aplicada. Conclui-se que a aplicagdo de Zn de 30 mg
dm™ proporcionou aumento nos teores de zinco nas partes comestiveis da alface, o que indica
a biofortifcacdo. O uso das bactérias promotoras de crescimento foi benéfico no crescimento
das mudas, porém, os efeitos ndo foram observados no desenvolvimento das plantas adultas.

Palavras chave: Lactuca sativa, bactérias promotoras de crescimento, nutricdo de plantas.



Zinc doses and use of beneficial bacteria for agronomic biofortification of iceberg lettuce

ABSTRACT

Low zinc intake can cause severe health problems, and a quick strategy to combat this
problem would be agronomic biofortification with zinc in the edible parts of plants. Lettuce is
one of the most produced and consumed leafy vegetables in Brazil and has the potential to
absorb large amounts of zinc. The use of growth-promoting bacteria can increase
productivity, as they perform the solubilization of nutrients in the soil, which can help in their
absorption by plants. The objective of the present work was to evaluate doses of zinc and
PGPB's on productivity and zinc contents in the edible parts of lettuce aiming at agronomic
biofortification. Iceberg lettuce 'Laurel’ was used in two seasons (spring and autumn). The
experimental design was randomized blocks, in a 4 x 3 factorial scheme, with 4 replications.
The treatments were doses of zinc (0, 10, 20 and 30 mg Zn dm™), with inoculation of two
growth-promoting bacteria: Pseudomonas and Burkholderia. In the first experimental period
(spring), the treatments with PGPB's had no effect on the seedlings. In the second season
(autumn), they exerted an influence on its development, differing from the control in MF of
the shoot (2.3 and 2.3), MS of the shoot (0.10 and 0.11 g) and MF of the root (0.5 and 0.5 g)
for Pseudomonas and Burkholderia, respectively. There were no results for commercial MF
and MS, which is an interesting effect, since, with increasing doses, there was no depreciation
of the final product. The increase in Zn doses had a positive effect on the levels and
accumulation of Zn in the leaves of the head, skirt and roots. In spring, there was an increase
in the levels of Zn in the leaves of the head, which went from 47.2 to 125.3 mg kg'l, and in
the autumn, the leaves went from 51.7 to 268.5 mg kg™ of the lowest the highest dose of Zn.
The accumulation occurred in both seasons, and in the first, in the leaves of the head, the
levels were from 0.6 to 0.9 mg plant™, and in the second they were from 0.6 to 3.5 mg plant™
of the lower the higher dose of Zn applied. It was concluded that the application of 30 mg dm”
3 Zn provided an increase in zinc levels in the edible parts of lettuce, which indicates
biofortification. The use of growth-promoting bacteria was beneficial in the growth of
seedlings, however, the effects were not observed in the development of adult plants.

Keywords:  Lactuca sativa, growth  promoting  bacteria, plant  nutrition.
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1 INTRODUCAO GERAL

O zinco é um micronutriente vital em seres humanos para sintese proteica e
crescimento celular. Sua deficiéncia, comum nos paises de baixa e média renda, prejudica
uma vasta gama de fungdes bioquimicas e fisioldgicas. Estima-se que pelo menos 1/3 da
populacdo mundial sofre com a deficiéncia deste micronutriente (Black, 2003).

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

Diante da deficiéncia de zinco em humanos sdo necessarias estratégias no combate a
esse problema. Uma delas ¢ a biofortificacdo agrondmica, utilizada para aumento de teores de
zinco na massa seca das partes comestiveis das plantas, que tem como objetivo principal
aumentar as concentracfes biodisponiveis de Zn ou outros nutrientes nos alimentos. Dessa
forma, a ingestdo de alimentos biofortificados pode ajudar a manter teores adequados do
nutriente no organismo humano e incrementar a produtividade das culturas em solos inférteis
(Almeida et al. 2016).

A biofortificacdo vem sendo realizada em grande parte em cereais, devido serem fonte
importante de carboidratos, principalmente em paises de baixa renda. Porém, existem
trabalhos evidenciando o potencial das hortalicas como bréssicas e alface, que é uma planta
hiperacumuladora de Zn e esta presente na dieta do brasileiro diariamente. Portanto, o estudo
da aplicacdo de doses de zinco em alface para aumentar os teores nas partes comestiveis é
essencial.

A biofortificagdo pode ser melhorada com o uso de microrganismos, realizando a
inoculacdo destes nas plantas. Eles se multiplicam no solo, substrato, interior da planta ou
raizes e auxiliam no crescimento aumentando a disponibilidade, fornecimento e absorcéo de
micronutrientes, podendo realizar a solubilizacdo do Zn no solo, que, muitas vezes, se
encontra em forma insolivel ndo estando prontamente disponivel para as plantas. Dessa
forma, o uso seria uma alternativa interessante para atender as necessidades de zinco das
plantas, possibilitando maior absorcéo e, em casos de programas de biofortificagdo, séo uma

opcéo viavel para melhorar o processo (Kaur et al. 2020; Prasad et al. 2019).



Bacteérias do grupo Pseudomonas atuam como promotoras de crescimento em alface, e
a presenca desse grupo na rizosfera da planta resultam muitas vezes em um maior crescimento
(Freitas et al. 2003). As bactérias colonizam 0s mesmos nichos ecoldgicos que espécies
fitopatogénicas, especialmente colonizadores de tecidos vasculares; esta pode ser uma
importante forma de protecdo e para formacdo de mudas sadias para utilizacdo comercial
(Oliveira et al. 2003).

Diante do exposto, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar doses de zinco e
bactérias benéficas sobre a produtividade e qualidade da alface, visando aumentar os teores de

zinco nas folhas da alface tipo Americana.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia das Asteraceas, € a hortalica
folhosa de maior destaque comercial no Brasil e a mais popular no mundo, sendo consumida
in natura (Sala e Costa, 2012). As tecnologias de producdo desenvolvidas e cultivares
adaptadas ao clima e solo regionais permitem seu cultivo durante o ano todo (Prela-Pantano et
al. 2015). E uma hortalica tipicamente folhosa, de grande aceitacdo pela populacdo, sendo
considerada o principal ingrediente da maioria das saladas. Esse grande consumo se deve ao
seu sabor agradavel e facil preparo (Sossai et al. 2011). No que diz respeito a sazonalidade,
por ser de ciclo curto (45 a 60 dias), o cultivo pode ser realizado durante o ano inteiro, gracas
ao surgimento de cultivares tropicalizadas.

No mercado ha uma grande diversidade de cultivares de alface que apresentam
diferengas nos formatos, tamanhos e cores das plantas (Suinaga et al. 2013). Com relacéo as
variedades cultivadas no Brasil, de acordo com Sala e Costa (2012) em ordem de preferéncia
0s grupos sdo: alface crespa, americana, lisa e romana. No entanto, estes autores ressaltam que
h& um mercado crescente e promissor para 0s segmentos ainda pouco explorados.

O segmento de producdo de alface crespa liderou nos ultimos anos, e em 2015
correspondeu a 60% da area total de producéo desta hortalica. Entretanto, a aceitacdo da
alface americana pelo mercado consumidor vem crescendo; de 2010 para 2015, a area de

producdo deste segmento aumentou cerca de 35% (Abcsem, 2016). O aumento de producédo e
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demanda de alface, de modo geral se deve, principalmente, ao aumento significativo da
populacdo nas ultimas décadas e as mudangas no habito alimentar do brasileiro (Silveira et al.
2015), que, cada vez mais, estd a procura de alimentos saudaveis e de baixa caloria. Dessa
forma, com a crescente demanda pela alface americana, 0 aumento nos teores de Zn presentes
nas partes comestiveis trara um incremento no fornecimento de zinco a populacéo.

A alface americana apresenta importancia nutricional, fornecendo consideraveis
teores de proteina (0,6 g 100g™), lipideos (0,1 100g™), carboidratos (1,7 g 100g™), fibra
alimentar (1 g 100g™), calcio (14 mg 100g™), magnésio (6 mg 100g™), manganés (0,12 mg
100g™), Fésforo (19 mg 100g™), Ferro (0,3 mg 100g™), Sédio (7 mg 100g-1), Potéssio (136
mg 100g™), Cobre (0,02 mg 100g™), Zinco (0,2 mg 100g™) e Vitamina C (11 mg 100g™)
(Nepa, 2011).

O consumo de hortalicas vem aumentado ao longo dos anos e juntamente a isso a
exigéncia dos consumidores por alimentos de qualidade. Portanto, a introducdo de novos
produtos no mercado exige pesquisas que permitam o conhecimento e a caracterizacao destes
para garantir a seguridade do produtor e do consumidor final.

Em estudos recentes visando a biofortificacdo agrondmica da alface utilizando doses
crescentes de zinco, Moraes (2020) observou um acumulo de Zn nas folhas 11 vezes maior
nas plantas biofortificadas do que nas que ndo receberam o tratamento, com melhor resultado
na dose de 27 mg dm™® Zn, o que mostra o potencial da alface em programas de

biofortificacdo agronémica visando o aumento do teor de Zn nas partes comestiveis

2.2 Importéncia do zinco na saide humana e sua dindmica no solo

Por ser importante para mais de 200 sistemas enzimaticos, crescimento e
desenvolvimentos normais, manutencdo dos tecidos corporais, funcdo sexual, visao e sistema
imunoldgico, o zinco € um elemento vital para a sobrevivéncia, principalmente durante a
infancia, fase em que é mais requerido pelo corpo (WHO, 2017; Harvest Plus, 2018). De
acordo com King et al. (2016) foi estimado que 17% da populacdo mundial consome uma
dieta que fornece zinco insuficiente, sendo considerado um problema nutricional no mundo.
Beinner et al. (2010) e Pedraza et al. (2011), tendo como amostras criancas, estimaram,
respectivamente, que a deficiéncia de zinco afetava 11,2% e 16,2% da populacao brasileira.

Apesar da importancia fisiologica do zinco na manutencdo de varios processos no

organismo humano, pouco se tem feito para combater a deficiéncia desse micronutriente no
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mundo. A desnutricio pode ser tratada através da diversificacdo nutricional e da
biofortificacdo dos alimentos por minerais ou pelo aumento das concentragcdes de minerais
nas culturas basicas (Khush et al. 2012). Por esta razdo, a biofortificacdo de micronutrientes,
principalmente através de fertilizantes, € considerada uma abordagem direta para aumentar as
concentracOes de minerais, bem como o rendimento das culturas basicas em solos deficientes
(Mao et al. 2014).

Embora os solos possam conter quantidades significativas de micronutrientes, sua
disponibilidade para as plantas é regulamentada sob a influéncia de diferentes fatores como
pH, capacidade de troca catibnica, composi¢do da matéria organica e microbiota do solo
(Shaheen et al. 2015; Fernandez-Calvifio et al. 2010). Em solos corrigidos, com aplicagdo de
calcario, ou intemperizados, com presenca de 6xidos de ferro e aluminio, o Zinco (Zn) pode
ser adsorvido e ficar indisponivel para as culturas (Alam et al. 2010; Abdou et al. 2011;
Marschner, 2012).

A deficiéncia de micronutrientes no solo é um fenémeno global, embora em graus
varidveis para os diferentes micronutrientes (Voortman & Bindraban 2015; Monreal et al.
2015). Tal fato pode ser resultado da reposicdo inadequada destes, 0s quais sdo extraidos
biologicamente do solo pelas raizes das plantas, tornando a biodisponibilidade de
micronutrientes como o Zn limitada, refletindo em problemas para a nutricdo de humanos
com Zn (Cakmak, 2009; Monreal et al. 2015). Dessa forma, o fornecimento de doses de zinco
as plantas pode ser uma forma de melhorar ndo apenas os teores do nutriente nas partes
comestiveis, mas também o desenvolvimento da cultura, visto que o zinco possui diversas

funcdes no metabolismo da planta e sua deficiéncia pode ser prejudicial a produtividade.

2.3 Bioforticagéo agronémica

A técnica de bioforticar alimentos surgiu e se concretizou por apresentar grande
potencial no combate as deficiéncias por nutrientes, as quais atingem grande parte da
populacdo mundial (Manos & Wilkinson, 2016). A biofortificacdo de culturas como cereais e
gréos pode ajudar a melhorar uma dieta de ma qualidade, especialmente onde a escolha dos
alimentos é limitada e os solos sdo desprovidos de micronutrientes biodisponiveis.

A biofortificacdo pode ser alcangada através de técnica convencional, transgénica ou

agronémica. A agronémica é geralmente realizada pela aplicagdo de fontes eficientes do



mineral no solo onde haverd o enriquecimento da parte aérea da cultura com os nutrientes
necessarios, como o Zn (Vergitz et al. 2016).

A biofortificacdo agrondémica dos alimentos pode ser realizada de diversas formas, tais
como adubacéo via solo, sementes, aplicacdo foliar, fertirrigacdo ou até mesmo mergulhar as
plantulas em solugéo fertilizante. Estas alternativas sdo consideradas de baixo custo, mais
acessiveis e de resultado rapido (Loureiro et al. 2018). Normalmente, tem-se realizado
biofortificacdo de alimentos com Fe e Zn por se caracterizarem como aqueles que promovem
déficits nutricionais mais severos na populacdo de paises subdesenvolvidos (Mao et al. 2014).

Diversos estudos tém sido realizados em diferentes culturas quanto a biofortificacdo
agrondmica com Zn, 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, 2009; Hussain et al. 2012; Cakmak & Kutman, 2019) e todos
comprovaram que a biofortificagdo com zinco é mais pratica do que a diversificacdo da dieta
e mais eficaz do que a suplementagdo com comprimidos ou farelos vitaminicos. Na Tabela 1,
encontram-se estudos avaliando doses de zinco para biofortificar hortalicas em diferentes
sistemas de cultivo.

Clemens (2017) sugere que a biofortificagdo de hortalicas folhosas atrelada a
promocdo do consumo pode ajudar a reduzir a deficiéncia de Zn na populacdo, pois estas
contém mais Zn que os cereais (Broadley et al. 2007). Um dos motivos seria o fato de que as
hortalicas folhosas ndo contém quantidades significativas de acido fitico, que liga os metais
aos compostos insoluveis, reduzindo sua absorcdo pelo trato gastrointestinal dos seres
humanos (Hunt, 2003). Dessa forma, praticamente todo o Zn acumulado pela alface pode
estar prontamente biodisponivel ao organismo (White, et al. 2018).

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 hortalicas folhosas sdo geralmente maiores do que em graos, tubérculos e frutas, uma vez
0s 6rgdos de reserva obtém a maioria de seus minerais através do floema e o Zn é pouco
movel no mesmo (White & Broadley, 2011). Sendo assim, as folhas podem contribuir
substancialmente para a ingestdo dietética de Zn, com baixo teor calérico (Henderson et al.
2003).



Tabela 1. Publicagbes com doses de zinco em hortalicas visando a bioforticagdo agrondmica.

Referencia Espécie Tratamento Resposta
Almendros et Cebola 0;5e10mg kg *de Zn Melhoria na produtividade e na concentracéo
al. (2015) via solo de zinco no produto final.
Barrameda- Repolho 20; 40; 80 ¢ 100 uM de  Aumento da concentra¢do de Zn nas partes
Medina et al. Zn via substrato comestiveis, com acUimulo foliar de
(2017a) glucosinolatos e compostos fendlicos.
Barrameda- Alface 20; 40; 80 ¢ 100 uM de  Aumento na concentracdo de zinco, redugéo
Medina et al. Zn via substrato de NO3 e um aumento da concentracdo de
(2017Db) aminoacidos essenciais.
Carmona Batata e beterraba  0; 10; 20 e 30 mg mL™ Em batata ocorreu incremento do teor e
(2018) Zn via solugdo nutritiva  biodisponibilidade de Zn. Em beterraba,
(imerséo dos todas as caracteristicas avaliadas foram
tubérculos) melhoradas com a presenca de Zn.
Di Gioia et al. Microverdes de 0;5;10e20mgL"de A aplicacdo de zinco proporcionou um
(2019) ricula, repolho zinco via solucdo aumento na concentracdo do nutriente de 75
roxo e mostarda nutritiva (canais de para 281%.
cultivo)
Graciano et al. Alface 0;04;08;12e16 kg Aumento no teor de zinco foliar, com
(2020) ha* Zn via foliar diferencas para altura da planta, nimero de
folhas, massa e produtividade.
Lima et al. Couve, cenoura, 0;50;150e 300mgZn A couve apresentou capacidade em absorver
(2015) quiabo kgt viasolo 0 zinco, ao contrério da cenoura e do quiabo.
Lima (2021) Alface 0,3;1,0;1,7e24gL" Houve aumento do teor e acimulo de Zn na
via solucdo nutritiva folha e raiz. A maior concentragdo de Zn néo
(NFT) afetou as caracteristicas produtivas da
cultura.
Meneghelli et Alface 25; 50; 75 e 100 mmol O maior acimulo de Zn ocorreu nas raizes,
al. (2021) L™ de Zn via solugdo seguido pelas folhas e caule. A massa
nutritiva (aeroponia) aumentou com o aumento das doses.
Moraes (2020)  Alface 0; 5; 10; 20; 30 e 40 As plantas apresentaram acumulo de Zn,
mg Zn dm via solo com perdas de biomassa e toxicidade de Zn
sob altas doses.
Preciado- Alface 0, 25,50, 75 e 100 uM  Melhor  rendimento  foliar, qualidade
Rangel et al. L via solucdo nutritiva nutracéutica, capacidade antioxidante e
(2021) (NFT) concentragdo de Zn nas folhas.
Reyes et al. Racula 05; 1,0 e 1,5 kg ha *  Aumento na MS da parte aérea e no teor de
(2019) de Zn via foliar Zn nas folhas.
Rodrigues Alface 0, 10, 20, 30 mg O aumento das doses de Zn promoveu
(2021) dm™ Zn via solo aumento nos teores e acimulo de Zn das
folhas comerciais. O incremento das doses
teve influencia nos teores de K e Fe.
Sahin (2020) Alface 50 pM  Zn via Houve aumento na concentragdo de zinco

fertirrigacdo

nas folhas.

White et al.
(2018)

Brdcolis e repolho

0 a 3000 mg Zn L via
substrato

Relacdo linear entre o Zn aplicado e a
concentragdo de Zn na parte aérea foram
observadas em baixas taxas de aplicacdo.

Alguns trabalhos sobre biofortificagdo agrondmica com Zn em hortalicas folhosas

foram encontrados na literatura internacional (Broadley et al. 2010; Barrameda-Medina et al.

2017a;b; White et al., 2018) com plantas denominadas hiper acumuladoras de Zn. Broadley et

al. (2010) caracterizaram 270 acessos de couve (Brassica oleracea L.) e observaram que 0s

teores de Zn na parte aérea variaram de 4,3 a 20,4 mg kg™ sem fertilizacdo e de 14,8 a 42,5
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mg kg™ com a aplicacdo de 5 mg Zn kg™. Segundo os autores, a escolha da cultivar e as
condigdes de cultivo afetam o teor desse nutriente e ambos devem ser levados em
consideracdo em projetos de biofortificacao.

Em repolho cultivado em sistema hidroponico, Barrameda-Medina et al. (2017a)
conseguiram incrementar o teor de Zn foliar em mais de 7 vezes com a aplicacdo de 100 uM
L™ Zn, em comparagdo as plantas controle (10 pM L™ Zn). Além disso, obteve-se impacto
positivo sobre o teor de aminoacidos, glucosinolatos e compostos fenolicos que, por sua vez,
sdo substancias com reconhecida acdo benéfica sobre a satide humana.

Segundo Moraes (2020), em trabalho realizado com as alfaces Vanda e Saladela
testando concentracfes de zinco no cultivo em solo, constatou-se que foi possivel biofortificar
agronomicamente a alface em condicGes tropicais. A biofortificacdo da parte aérea mais
adequada ocorreu com as doses de 40 mg Zn dm™ para cultivar Vanda e 35 mg Zn dm™ para a
cultivar Saladela. No entanto, foram observadas manchas avermelhadas nas bordas das folhas
de ambas as cultivares nas doses de 30 e 40 mg Zn dm™, que foram consideradas sintoma de
toxicidade. Rodrigues (2021) obteve resultados promissores com doses crescentes de zinco
em alface crespa cultivar Vanda. Além do incremento do teor de zinco nas folhas, obteve
influencia das doses nos teores de outros nutrientes, como K e Fe, além de teor de zinco
residual no solo pds-cultivo.

Diante do exposto, ainda s&o recentes os estudos com biofortificacdo agronémica com
Zn em alface. Portanto, ressalta-se a importancia de se realizar maiores pesquisas com
cultivares adaptadas, que facam parte do mercado de hortalicas brasileiro, aplicando-se
diferentes doses de Zn, podendo-se obter um aumento dos teores do nutriente nas partes

comestiveis visando um efetivo programa de biofortificagdo agronémica.

2.4 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP’s) sdo microrganismos
habitando qualquer parte da planta e rizosfera sem provocar prejuizos ao seu hospedeiro
desenvolvendo algum mecanismo direto e/ou indireto que promova o crescimento das plantas
(Pieterse et al. 2016; Basu et al. 2017). Entre os mecanismos de promocéao de crescimento de
plantas pelas bactérias podem ser incluidos: melhora na absorcdo de nutrientes pelas plantas

(Oliveira-Longatti et al. 2020), protecdo das plantas pela inducédo de fito-horménios (Dar et al.



2015), controle bioldgico e redutor do efeito de fitopatdgenos (Verma & White, 2018), entre
outros.

A disponibilizacdo de nutrientes por estes microrganismos pode ocorrer a partir da
producdo de &cidos organicos, os quais levam a diminui¢do do pH do solo proximo a raiz
contribuindo para a solubilizacdo de diferentes fontes insollveis de nutrientes, como Zn,
(Goswami et al. 2014; Meena et al. 2015; Sirohi et al. 2015). Outros mecanismos também tém
sido relatados, como a quelatizacdo e producdo de sideroforos, uma vez que estes processos
tornam os nutrientes biodisponiveis para as plantas (Saravanan et al. 2011; Puri et al. 2020;
Torres et al. 2020).

O uso das bactérias como inoculantes para melhorar a produtividade das culturas é
uma alternativa viavel, pois além de incrementar a produtividade, melhoram a qualidade do
solo sem causar poluicdo ambiental (Bhardwaj et al. 2014). O papel das BPCP’s com o
objetivo de melhorar a biodisponibilidade de nutrientes e biofortificar alimentos é uma prética
estratégica e faz parte do plano moderno de biofortificagdo (Singh et al. 2017). Um exemplo é
0 uso de rizébios como promotores de crescimento, através da nitrificacdo. A nitrificacdo €
um processo essencial no ciclo do nitrogénio, sendo responsavel pela conversdo bioldgica da
amonia em nitrato. O substrato e o produto final da nitrificagdo sdo fontes importantes para o
crescimento microbiano e das culturas, contribuindo para as perdas de N, como volatilizagdo
de amonia, lixiviagdo de nitrato, entre outros (Villa e Vila et al. 2021).

Algumas BPCP’s do género Bacillus, Pseudomonas ou Enterobacter podem
solubilizar fosfatos do solo através da producdo de acidos organicos, fosfatases e fitases,
podendo fornecer as formas disponiveis de P para as plantas (Lobo, 2018).

Tratando-se da solubilizagdo de Zn por BPCP’s, tém sido relatados em diversos
trabalhos efeitos positivos com Pseudomonas spp., cepas de Rhizobium (Deepak et al. 2013;
Naz et al. 2016), Bacillus aryabhattai (Ramesh et al. 2014), Bacillus spp. (Hussain et al.
2015), e Azospirillum. Cepas bacterianas que foram reportadas como solubilizadoras de Zn
em escala de laboratério incluem Pseudomonas aeruginosa (Fasim et al. 2002),
Gluconacetobacter diazotrophicus (Saravanan et al. 2007), Bacillus spp., Pseudomonas
striata, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cenocepacia (Pawar et al. 2015).

Bactérias solubilizadoras de Zn podem solubiliza-lo através de alguns mecanismos
como acidificacdo, producdo de sideroforos e sistemas oxidorredutores nas membranas
celulares. Essas bactérias produzem acidos organicos no solo que sequestram o0s cations de

zinco; também podem quelar o zinco e aumentar a solubilidade do mesmo. Diversas espécies
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de Pseudomonas como P. putida, P. fluorescens, P. aeruginosa tém sido estudadas por
apresentarem potencial de solubilizagdo de Zn (Rehman et al. 2021).

Cepas bacterianas pertencentes aos géneros Burkholderia isoladas do campo de arroz
(Oryza sativa) com deficiéncia de Zn foram utilizadas para a absorcéo de Zn e a promocao do
crescimento vegetal nas plantas de arroz. Tais cepas foram consideradas eficazes, pois
aumentaram significativamente a producdo média de matéria seca em 12,9%, o
perfilhamento/planta em 15,1%, 13,3% no numero de paniculas/planta, a producdo de gréos
em 17,0, e a producdo de palha em 12,4%. Eles também aumentaram a absorcao total de Zn
em 52,5% no arroz (Vaid et al. 2014).

Jha (2019) realizou a biofortificacdo de Zn em arroz (O. sativa) utilizando bactérias
do género Bacillus e Pseudomonas. De 25 isolados apenas dois foram selecionados apds
avaliacdo para a capacidade de solubilizar o zinco e promover o crescimento da planta em
campo. Estas bactérias, alem do maior acimulo de Zn, também conferiram protecdo as
plantas de lesGes por salinidade, aumentando a clorofila, carotenoides, enzimas antioxidantes
catalase (CAT), peroxidase (PO) e acumularam carboidratos sollveis nas folhas sob
salinidade, 0 que ajuda as plantas a superar o estresse osmatico.

A alface é a hortalica mais consumida no Brasil, no entanto, apesar da importancia
da producéo de alface no Brasil, existem poucos estudos que descrevem o uso de rizobactérias
como promotores de crescimento da alface e biofortificagdo (Cipriano et al. 2013; Corréa et
al. 2015). Tais estudos supracitados, realizados em casa de vegetacdo, demonstraram melhor
desenvolvimento da raiz e da parte aérea com menor uso defensivos e menores frequéncias de
patdgenos para plantas inoculadas com bactérias em comparacdo com as mesmas
caracteristicas das plantas ndo tratadas. No entanto, ha deficiéncia de estudos sobre os efeitos
dessas bactérias promotoras de crescimento em condicGes tropicais de campo, especialmente
no Brasil. Informacdes sobre os efeitos na comunidade microbiana na rizosfera da alface
podem servir de subsidio para estudos futuros sobre as recomendac@es de inoculagdes para o
cultivo da alface em regides tropicais. Na Tabela 2, mostram-se estudos avaliando o potencial

do uso de BPCP’s em variadas culturas horticolas.



Tabela 2. Publicagcbes com bactérias promotoras do crescimento de plantas e efeitos no
crescimento e absorcdo de nutrientes.

Cipriano Alface e Pseudomonas putida Os isolados promoveram o crescimento de
(2013) Crisantemo mudas e de plantas adultas.
Cipriano et Alface Pseudomonas spp. Os isolados mostraram potencial para controle
al. (2013) biolégico de Pythium aphanidermatum e
promocdo de crescimento de plantas de alface
cultivadas em sistema hidroponico.
Cipriano et Alface Pseudomonas spp A inoculacdo melhorou o rendimento da
al. (2016) biomassa da planta de alface em até 30%.
Coelho et al. Alface, ricula, Pseudomonas spp. Maior crescimento de Pseudomonas spp.
(2007) chicéria, salsa Fluorescentes e Bacillus fluorescentes na rizosfera de alface-crespa em
e tiririca spp. relacdo a de outras plantas, mas isso ndo
ocorreu com Bacillus spp.
Dias (2011)  Couve Pseudomonas, Producdo de biofilme, sideréforos, auxina e
Burkholderia, solubilizagdo de P. No entanto, em casa de
Acinetobacter e vegetacdo apenas 11% dos isolados induziam
Stenotrophomonas respostas significativas de promog¢do do
crescimento.
Domingues  Alface Trichoderma  atroviride, BPCP’s eficiente em ambas cultivares
et al. (2021) Bacillus subtilis e avaliadas. O mais eficiente foi T. atroviride,
Azospirillum brasiliense com aumento na altura total, comprimento e
massa fresca e seca de raiz.
Donzelli Alface Pseudomonas A solarizacdo do substrato favoreceu o efeito
(2006) fluorescentes de 17 isolados na promocéo de crescimento de
mudas de alface. 18 isolados foram capazes de
promover o crescimento de mudas de alface,
independente da solarizagéo.
Freitas et al. Alface Pseudomonas  spp. e Beneficio exercido pelas bactérias do género
(2003) Bacillus spp. Pseudomonas, com melhor crescimento das
plantas. Houve diferengas no comportamento
dos isolados conforme a fertilidade do
substrato.
Pii et al. Pepino Azospirillum brasilense Ativagdo de mecanismos de Fe deficiencia em
(2016) plantas  Fe-suficientes e  Fe-deficientes,
aumentando assim a capacidade das plantas em
lidar com o estresse de Fe.
Pii et al. Morango Azospirillum brasilense Houve reducdo de rendimentos em termos de
(2018) nimero médio de frutos, porém entregaram
frutos maiores comparados ao controle com
maior indice de dogura.
Rodrigues Alface Pseudomonas putida, As mudas inoculadas com BPCP’s do género B.
(2021) Burkholderia caribensis caribensis apresentaram maiores médias de
massa fresca e seca das folhas.
Sottero et al. Alface Pseudomonas spp A visualizagdo de névoa na regido do colo da
(2006) planta indicou a presenca da bactéria na
rizosfera. Porém, nédo significou
necessariamente efeito sobre o crescimento
vegetal.
Venceslau et Alface Herbaspirillum As bactérias isoladas e em dupla inoculacdo

al. (2021)

seropedicae e

Glucanoacetobacter
diazotrophicus

inibiram a altura da planta, a biomassa verde do
caule e a biomassa verde da raiz da alface
crespa.

Na cultura da alface, microrganismos do género Pseudomonas tém sido recomendados

como inoculantes em razdo destes promoverem o crescimento de plantas seja em cultivo
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hidroponico (Schreiter et al. 2014, Cipriano et al. 2016; Windisch et al. 2017), producéo de
mudas em substrato e no solo em condi¢do de campo (Sottero et al. 2006; Cipriano et al.
2013; Cipriano et al. 2016). Cipriano et al. (2016) ao desenvolverem experimento, no mesmo
local de estudo da presente pesquisa, com a cepa IAC-RBcr4, obtiveram resultados da
interacdo entre esta cepa de Pseudomonas e a cultura da alface. As cepas IAC-RBcr4 e IAC-
RBrul melhoraram a producéo de alface em até 30% (massa seca total).

As BPCP’s, de modo geral, sdo alternativas potenciais para biodisponibilizar zinco e
promover o crescimento e desenvolvimento de plantas. O uso de BPCP’s em conjunto com a
biofortificacdo proporcionara melhora nutricional do alimento, aumento da biomassa, além do
incremento de Zn, e com isso, promovera um impacto mensuravel e significativo na nutricdo

humana.
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tipo Americana

Larissa Goncalves Silva', Caroline Rodrigues’, Estevéo Vicari Mellis?, Thiago Leandro
Factor?, Matheus Aparecido Cipriano®, Fernando César Sala®, Luis Felipe Villani
Purquerio®

Resumo

A deficiéncia de zinco na populacdo pode ser muito prejudicial a saide, e uma solugédo para
esse problema seria a biofortificacdo agrondémica com zinco nas partes comestiveis das
plantas. A alface ¢ uma hortalica folhosa muito popular no Brasil e tem potencial para
absorver grandes quantidades de zinco. O uso de bactérias promotoras de crescimento pode
incrementar a produtividade, realizando a solubilizacdo de nutrientes no solo, o auxilia na
absorcéo dos mesmos pelas plantas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar doses de zinco
e BPCP’s sobre a produtividade e teores de zinco nas partes comestiveis da alface visando a
biofortificagdo agronémica. Utilizou-se a alface americana ‘Laurel’, em duas estagdes
(primavera e outono). O delineamento experimental foi de blocos casualizados, em esquema
fatorial 4 x 3, com 4 repeticbes. Os tratamentos foram doses de zinco
(0, 10, 20 e 30 mg Zn dm™), com inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento:
Pseudomonas e Burkholderia. Na primeira época experimental, os tratamentos com BPCP’s
ndo apresentaram efeito sobre as mudas. Na segunda época, exerceram influéncia sobre seu
desenvolvimento, diferindo do controle em MF da parte aérea, MS da parte aérea e MF da
raiz. Nao houve resultado para MF e MS comercial, o que é um efeito interessante, pois, com
0 aumento das doses, ndo houve depreciacdo do produto final. O aumento das doses de Zn
teve efeito positivo nos teores e acimulo de Zn das folhas da cabeca, saia e raizes, sendo 0s
maiores teores encontrados nas folhas. O acimulo ocorreu nas duas épocas. Conclui-se que a
aplicacdo de Zn de 30 mg dm™ proporcionou aumento nos teores de zinco nas partes
comestiveis da alface, 0 que caracteriza a biofortifcacdo. O uso das bactérias promotoras de
crescimento foi benéfico no crescimento das mudas, porém, os efeitos ndo foram observados
no momento da colheita.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento de plantas, hortalica folhosa, teores de
zinco.

'Programa de Pés-graduacdo em Agricultura Tropical e Subtropical do Instituto Agrondmico (IAC), Campinas,
SP, Brasil. la.goncalves.silva@gmail.com, carolbortoletto91 @gmail.com,

Instituto Agrondmico (IAC) — Campinas, SP, Brasil. felipe@iac.sp.gov.br, estevao.mellis@sp.gov.br,
factor@iac.sp.gov.br, mhcipriano@gmail.com
*Universidade Federal de S3o Carlos (UFSCar) — Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Araras, SP. fcsala@ufscar.br




Abstract

Zinc deficiency in the population can be very harmful to health, and a solution to this problem
would be agronomic biofortification with zinc in the edible parts of plants. Lettuce is a very
popular leafy vegetable in Brazil and has the potential to absorb large amounts of zinc. The
use of growth-promoting bacteria can increase productivity, as they perform the solubilization
of nutrients in the soil, which can help in their absorption by plants. The objective of the
present work was to evaluate doses of zinc and PGPB's on productivity and zinc contents in
the edible parts of lettuce aiming at agronomic biofortification. Iceberg lettuce 'Laurel’ was
used in two seasons (spring and autumn). The experimental design was randomized blocks, in
a 4 x 3 factorial scheme, with 4 replications. The treatments were doses of zinc (0, 10, 20 and
30 mg Zn dm®), with inoculation of growth-promoting bacteria: Pseudomonas and
Burkholderia. In the first experimental period, treatments with PGPB's had no effect on the
seedlings. In the second season, they exerted an influence on its development, differing from
the control in MF of the shoot, MS of the shoot and MF of the root for Pseudomonas and
Burkholderia, respectively. There were no results for commercial MF and MS, which is an
interesting effect, since, with increasing doses, there was no depreciation of the final product.
The increase in Zn doses had a positive effect on the levels and accumulation of Zn in the
leaves of the head, skirt and roots, with the highest levels found in the leaves. The
accumulation occurred in both seasons. It was concluded that the application of 30 mg dm™
Zn provided an increase in zinc levels in the edible parts of lettuce, which characterizes
biofortification. The use of growth-promoting bacteria was beneficial in the growth of
seedlings, however, the effects were not observed in the development of adult plants.

Keywords: plant growth-promoting bacteria, leafy vegetables, zinc contents.
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Introducéo

A baixa ingestao do zinco ocorre em decorréncia dos baixos teores deste nutriente nos
alimentos, sendo uma das principais raz6es para sua deficiéncia na populacdo (Cakmak et al.
2010). Uma das possibilidades desses baixos teores em culturas voltadas para alimentacéo
humana ocorre, principalmente, em funcdo da baixa solubilidade deste nutriente no solo
(Alloway, 2008).

O Zn desempenha diversas funcdes no metabolismo vegetal e no organismo humano.
Dessa forma, em paises em desenvolvimento, a deficiéncia desse nutriente é considerada um
problema de saude publica, afetando 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo (Hotz & Brown,
2004; Beal et al. 2017).

A biofortificacdo agronémica se da pelo manejo da cultura, e consiste em enriquecer
os alimentos com minerais, principalmente Fe e Zn, através dos tratos culturais (Vergutz et al.
2016). Recentemente, a biofortificagdo agrondmica com zinco tem sido estudada em diversas
culturas, principalmente grdos e cereais, como trigo (Hussain et al. 2012), arroz (Gonthia-
Mishra et al. 2017), milho (Imran & Rehim, 2017), ervilha (Poblaciones & Rengel, 2016),
uma vez que estas culturas representam a maioria das calorias consumidas, especialmente em
paises em desenvolvimento.

Ja existem estudos relacionando as hortalicas com a biofortificacdo agronémica de
micronutrientes, principalmente pelo fato de serem culturas com grande aceitacdo pelo
publico e com potencial para hiperacumular nutrientes. Barrameda-Medina et al. (2017)
observou resultados satisfatérios para a biomassa da parte aérea de plantas de repolho
utilizando doses crescentes de zinco em cultivo hidropdnico, sendo todas as doses aplicadas
benéficas para o crescimento.

Tecnologias baseadas no uso de microorganismos vem se destacando nos ultimos
anos, visando melhorar a fertilidade do solo, aumentar o rendimento das culturas e fortificar
as colheitas com diversos micronutrientes (Singh et al. 2017). Na Gltima década, o uso de
inoculantes biolégicos aumentou consideravelmente, visando ndo apenas melhorar o
desenvolvimento das plantas, mas também diminuir o uso de agroquimicos, buscando praticas

mais sustentaveis (Prasad et al. 2019).

23



Em pesquisas com a alface (Lactuca sativa L.), estudos descreveram os efeitos das
bactérias benéficas no crescimento das plantas de maneira saudavel e sustentavel (Grosch et
al. 2012; Schreiter et al. 2014; Krober et al. 2014).

Diante do exposto, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar doses de zinco e
bactérias benéficas sobre a produtividade e qualidade da alface visando a biofortificacdo
agrondmica da alface tipo Americana, a partir das hipoteses: doses crescentes de zinco
aumentam a massa e os teores de zinco nas folhas da alface americana e 0 uso de bactérias
promotoras de crescimento aumentam a massa e 0s teores de zinco nas folhas da alface

americana.

Material e métodos

Condicdes de cultivo e delineamento experimental na fase de mudas

Utilizou-se a alface Laurel tipo americana nos dois experimentos. As mudas foram
produzidas pelo viveiro IBS Mudas, em Piracicaba — SP. Foram utilizadas bandejas de
polipropileno de 200 células, preenchidas com substrato a base de fibra de coco e o0 semeio foi
realizado no dia 31 de agosto de 2019 no primeiro experimento (primavera) e 18 de margo de
2021 no segundo experimento (inverno).

Os tratamentos foram bactérias promotoras de crescimento (BPCP’s) IAC/RBcr4
(Pseudomonas putida), IAC/BECa-088 (Burkholderia caribensis) e auséncia das mesmas

(controle). O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com 8 repeti¢es.

Condicdes de cultivo e delineamento experimental para as plantas adultas

Os experimentos foram conduzidos em Campinas (SP), na Fazenda Santa Eliza do
Instituto Agronémico (IAC) (22°54°20” S e 47°05°34” O, altitude 674,0 m).

Foram instalados dois experimentos independentes, sendo o primeiro (E1) durante a
primavera (09/10 a 22/11/19), e o segundo (E2) durante o outono (16/04 a 27/05/2021). O
cultivo foi realizado dentro de ambiente protegido do tipo arco, com dimensdes 7,0 x 30,0 m,
(210 m%). A estrutura foi montada em ago galvanizado, coberta com filme plastico de

polietileno de baixa densidade (PEBD), de 150 um. Lateralmente foi fechada com tela de
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sombreamento 30%, e 0 piso da estrutura foi revestido com rafia. Foi instalado no interior do
ambiente protegido um datalogger (Campbell, modelo CR1000), que coletou os dados de
temperatura (°C) e umidade relativa (%) do ar, maxima, média e minima, durante a realiza¢io
dos experimentos. O sensor utilizado para coleta dos dados foi posicionado a 1,5 m de altura
(centro da estrutura).

Os tratamentos foram doses de zinco (0, 10, 20 e 30 mg dm™) fornecidas na forma de
sulfato de zinco (ZnSO,) e bactérias promotoras de crescimento (BPCP’s) IAC/RBcr4
(Pseudomonas putida), IAC/BECa-088 (Burkholderia caribensis) e auséncia das mesmas
(controle), em esquema fatorial 4 x 3, com quatro repetices. Os blocos experimentais foram
compostos por quatro linhas cultivo, com espagamento das plantas de 0,3 x 0,3 m. Foram
avaliadas duas plantas, das duas linhas centrais.

As doses de Zn foram baseadas nos estudos de biofortificagdo agronémica com zinco
de Moraes (2020), com dose méxima de 30 mg dm™, que ndo causou fitotoxicidade as

plantas.

Procedimentos experimentais

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico Tipico
(Embrapa, 2006). A analise quimica do solo apresentou para E1: M.O.= 9,0 g dm™; pH=5,5;
P= 25 mg dm™; K= 17 mmol. dm®; Ca= 19 mmol. dm™; Mg= 6 mmol, dm™®; H+Al= 12
mmol. dm™; CTC= 38,70 mmol, dm™; SB= 26,7 mmol. dm™; V=69%; S= 4 mg dm™; B=
0,14 mg dm™; Cu=0,4 mg dm; Fe= 16 mg dm™; Mn= 3,6 mg dm™; Zn= 0,5 mg dm™. Para
E2: M.O.= 1,4 g dm™; pH= 4,7; P= 6 mg dm™®; K= 0,4 mmol, dm™®; Ca= 8 mmol, dm™; Mg=
2 mmol, dm™; H+Al = 18 mmol, dm™; CTC= 28,4 mmol, dm™; SB= 10,4 mmol, dm3; V=
36,6%:; S= 3,5 mg dm™; B= 0,2 mg dm™; Cu= 3,5 mg dm™; Fe= 181,8 mg dm™; Mn= 76,5 mg
dm™; Zn= 0,4 mg dm™. Os teores de zinco foram considerados baixos em E1 e E2 (0 — 0,5 mg
dm), segundo Raij et al. (1997).

Foi feita incorporacao de 2,4 g de superfosfato simples e 0,6 g de calcario no solo para
correcéo do pH e elevagdo da saturagdo por bases a 80%. Em seguida, 2,5 dm™ de solo foi
acondicionado em vasos de polietileno com capacidade para 3 dm™ e incubado por cerca de

30 dias com umidade em 80% da capacidade de campo, em ambos 0s experimentos.
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Posteriormente a incubacdo, foram adicionadas ao solo as doses de sulfato de Zn
referente aos tratamentos, diluidos em 160 ml de agua. Para E1 o zinco foi aplicado ao solo
em 04/09 e incubado até o transplante das mudas em 09/10/19. O sulfato de Zn foi
incorporado superficialmente, em uma porcao rasa de solo. Ja em E2, a incubacéo teve inicio
em 17/03 até o transplante das mudas, em 16/04/21. Na segunda época, o sulfato de Zn foi
incorporado completamente, em todo o perfil de solo dos vasos.

Foram realizadas fertirrigacOes trés vezes por semana, totalizando no final do ciclo de
cultivo em E1: 840 g dm™ de N na forma de nitrato de aménio, 1000 g dm™ de K,O na forma
de nitrato de potéssio e 75 g dm™ de célcio na forma de nitrato de calcio. Em E2, as
aplicaces totalizaram 430 g dm™ de N na forma de nitrato de amdnio, 431 g dm™ de K,O na
forma de nitrato de potassio e 47 g dm™ de célcio na forma de nitrato de calcio.

Foi controlado o pH da &gua de irrigacéo e fertirrigacdo semanalmente com auxilio de
um medidor de pH e mantido em 6,0 a 6,5. Uma fita gotejadora de vazdo 2,4 | h™*, com tubos
e emissores (espaguete) foi colocada a cada duas linhas de cultivo.

Preparo do inéculo

Os dois isolados de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP’s)
(Pseudomonas putida IAC-RBcr4 e Burkholderia caribensis IAC/BECa-088) utilizados no
experimento pertencem a colecdo do Centro de Solos e Recursos Ambientais do IAC. O
isolado IAC-RBcr4 é uma bactéria rizosférica e tem como planta origem a rizosfera de
crisantemo, proporcionando incremento de biomassa em alface, cana-de-acUcar e crisantemo,
segundo Cipriano et al. (2016); Cipriano & Freitas (2018). J& IAC-BeCa88 é uma bactéria
endofitica e tem como origem a endosfera da raiz de cana-de-agUcar, proporcionando
incremento em alface e cana-de-acUcar, conforme relatado por Labanca et al. (2019); Cipriano
et al. (2021); Rossetto et al. (2021).

Os isolados foram cultivados em meio de cultura liquido (250 mL) Luria Bertani (LB)
por 24 horas e incubados em B.O.D., no escuro a 28 °C. Apds a multiplicacdo das bactérias,
essa suspensdo foi centrifugada para separacdo do indculo do meio de cultura e o crescimento
bacteriano foi resuspenso em solucdo tampao de 0,01 mol L™ MgS04.7H,0. A concentragdo

do indculo final obtida e utilizada nos experimentos foi de 108 unidades formadoras de
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coldnia, que é a concentracdo padrdo desses micro-organismos para bom desempenho no
desenvolvimento de alface (Cipriano et al. 2016).

Para E1 e E2 a inoculacdo foi feita na fase de mudas, duas vezes, em 20/09 e
08/10/2019 e em 05/04 e 16/04/2021. O processo foi realizado com auxilio de uma
micropipeta, adicionando 3 ml do inoculo em cada célula (18 cm®) da bandeja que continha
uma muda. O momento de inoculagdo das bactérias foi determinado em fungdo de suas
carateristicas, por apresentarem alto potencial de colonizacdo da rizosfera. Os isolados foram
inoculados apds as mudas desenvolverem sistema radicular que favorecesse a colonizagédo

radicular, e a segunda inoculacéo foi realizada para que houvesse maior colonizagéo.

Caracteristicas avaliadas na fase de mudas

No dia anterior ao transplante, foram avaliadas oito mudas de cada tratamento com as
BPCP’s e na auséncia delas, e foram verificadas massa fresca e seca (g) da parte aérea e raiz.
As plantas foram secas em estufa de secagem com circulacdo forcada de ar a temperatura de
60 °C até obtencdo de massa constante para determinacdo da massa seca (g) da parte aérea e

raiz.

Caracteristicas avaliadas nas plantas adultas

Na parte aérea, foram avaliadas as folhas da cabeca e da saia. A alface americana
possui formato arredondado, com folhas imbricadas. Essas sdo as chamadas folhas da
“cabeca”. As folhas baixeiras, mais velhas, que ndo se sobrepdem, sdo as chamadas folhas da
“saia”. Avaliou-se 0s dois tipos de folha, visando observar possiveis diferencas em teor e
acumulo de zinco, haja vista o consumo de todas as folhas da planta.

A colheita foi realizada aos 43 DAT em E1 e aos 41 DAT em E2. Foram selecionadas
duas plantas centrais de cada parcela (til, para avaliar as seguintes caracteristicas: nimero de
folhas por planta, didmetro da planta (cm), massa fresca (g) comercial, da saia e da raiz (g).
As plantas foram secas em estufa de secagem com circulagdo forcada de ar a temperatura de
60 °C até obtengdo de massa constante para determinacdo da massa seca (g) comercial, da saia

e da raiz. O material seco foi enviado para o Laboratdério de Andlise Quimica de Fertilizantes
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e de Residuos do IAC, para determinacdo dos teores de Zn nas folhas e raizes (Malavolta et
al. 1997). As anélises de tecido foliar foram feitas apenas com 3 repeti¢Ges. Pelo produto do
teor do nutriente no tecido vegetal e a quantidade de massa seca da parte correspondente foi

calculado o acumulo dos nutrientes na parte comercial (folhas) e raizes.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia para efeito significativo dos
tratamentos. Realizou-se o teste de Tukey para a comparacdo entre as médias ou a analise de
regressao, utilizando o programa estatistico SISVAR. Na analise de regressdo, as equacdes
para ajuste dos dados foram definidas de acordo com a melhor significancia bioldgica, ajuste
estatistico (teste F) e coeficiente de determinacdo (R2) e os graficos foram construidos no
programa SigmaPlot 12.5.

Resultados

Dados climaticos

O periodo experimental E1 compreendeu 43 dias (09/10 a 22/11/2019). Durante este
periodo, foram observadas médias de temperatura do ar maxima (34,0° C) e minima (19,2° C)
e umidade relativa do ar maxima (82,5 %) e minima (29,8 %). J& no periodo experimental E2,
que teve 41 dias de ciclo (16/04 a 27/05/21), foram observadas médias de temperatura do ar
maxima (28,8° C) e minima (14,7° C) e umidade relativa do ar maxima (100 %) e minima
(31,6 %).

E1 foi um periodo quente, com temperaturas acima do 30°C em grande parte dos dias,
sendo considerado acima do suportado pela cultura. Em E2, as temperaturas diarias foram
amenas, o que foi benéfico para o desenvolvimento das plantas na fase de mudas e para as
plantas adultas. A alface pode ser cultivada o ano todo, porém se adapta melhor sob
temperaturas médias entre 15 e 18° C e maximas entre 21 e 24° C, apresentando maior
producdo nas épocas frias do ano em paises tropicais (Filgueira, 2013). Apesar das
temperaturas estarem acima do citado, e as plantas estarem numa condigdo experimental em

vasos, onde o gradiente de temperatura vem de todos os lados, houve bom desenvolvimento e
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produtividade, além de aumento dos teores de Zn nas duas épocas experimentais. Porém, em
E2 as temperaturas maximas se mostraram mais proximas ao ideal para a cultura, o que foi

importante para 0 bom desenvolvimento das mudas nesse periodo.

Efeito das bactérias promotoras do crescimento de plantas sobre as mudas

Em E1, a inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP’s)
ndo apresentou efeito sobre as mudas. Ja em E2 houve grande influéncia, promovendo a
aceleracdo de seu desenvolvimento. Pseudomonas e Burkholderia apresentaram médias
superiores ao controle diferindo estatisticamente para MFPA, MSPA e MFR. Houve excec¢édo
para MSR, onde ndo houve diferenca entre os tratamentos com média de 0,02 g (Tabela 1).

Em E1 a producdo mostrou-se igualada entre os tratamentos, o que ndo ocorreu em E2.
Ressalta-se que em E2 as mudas que receberam as bactérias estavam adiantadas para o plantio
devido os tratamentos, o que em escala comercial seria considerado fora de padréo,
evidenciando a diferenca de MFPA e MSPA no momento da avaliacdo (Figura 1). Além
disso, em E2 observaram-se temperaturas mais baixas, o que fez com que as mudas
apresentassem desenvolvimento mais lento se comparadas a E1, principalmente as que nao

receberam tratamento.

Tabela 1. Massa fresca (MFPA) e seca (MSPA) da parte aérea e massa fresca (MFR) e seca
(MSR) das raizes de plantas de alface no momento do transplante (mudas) para E1 (08/10/19)
e E2 (16/04/21), em funcéo de bactérias benéficas. IAC, 2021.

MFPA MSPA MFR MSR

Tratamentos e g ------mmmmmmmmmee

El
Controle 12a 0,08 a 04b 0,03 a
IAC/RBcr4 13a 0,09 a 05a 0,03 a
IAC/BECa-088 15a 0,09 a 0,3c 0,03 a
dms 0,4 0,02 0,05 0,01
CV% 22,3 16,9 10,8 28,1

E2
Controle 06b 0,03b 0,3b 0,02 a
IAC/RBcr4 2,3a 0,10 a 0,5a 0,02 a
IAC/BECa-088 2,3a 0,11 a 0,5a 0,03 a
dms 0,27 0,01 0,11 0,02
CV% 14,10 17,17 21,80 90,56

IControle: auséncia de bactérias, IAC/RBcr4: Pseudomonas putida, IAC/BECa-088: Burkholderia caribensis.
?Letras diferentes, mindsculas na linha, séo indicativas de diferenca significativa a 5% entre as médias dos
tratamentos, pelo teste de Tukey 5%.
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f :
Figura 1. Aspecto das mudas inoculadas com bactérias promotoras do crescimento de plantas

em E2 (16/04/2021). Da esquerda para direita: controle, IAC/RBcr4 (Pseudomonas putida) e
IAC/BECa-088 (Burkholderia caribensis). IAC, 2021.

Caracteristicas biométricas das plantas no momento da colheita

Para E1, na avaliacdo realizada no momento da colheita, ndo houve interacdo entre
doses de zinco e bactérias para as caracteristicas nimero de folhas comerciais (NFC) e
diametro da planta (@), massa fresca (MFC) e seca comercial (MSC), massa fresca (MFR) e
seca da raiz (MSR), massa fresca (MFSAIA) e seca da saia (MSSAIA). Também ndo houve
efeito para doses isoladas para NFC, com média de 20 folhas, 21,0 cm de diametro da planta,
251 g para massa fresca comercial, 11,6 g de massa seca comercial, 49 g para massa fresca da
saia e 3,7 g para massa seca da saia. Apenas para a massa fresca da raiz houve efeito
polinomial quadratico, com reducdo com aumento das doses (Figura 2A). Para massa seca da
raiz ndo ocorreu efeito, apresentando 4,7 g de massa seca.

Em E2 ndo houve interacdo entre doses de zinco e bactérias. Também houve efeito
isolado das doses de Zn apenas para massa fresca da raiz. Com o aumento das doses de Zn
houve leve reducdo na massa fresca da raiz de 54 para 40 g na maior dose de 30 mg dm™
(Figura 2B), assim como em E1. As médias de NFC foram de 20 folhas, 26,0 cm de diametro
da planta, 330 g de massa fresca comercial e 14,7 g de massa seca comercial, 3,2 g para massa

seca da raiz, 61,8 g para massa fresca da saia e 3,3 g para massa seca da saia.

30



807 @ E1y=687079 + 1,0804x - 0,0450x’ R?=0,6617
O E2y= 53,1317 - 0,4793x R*=0,9323 7231
709 .
3
N
o
s 601 °
©
]
o
(%]
o
-~ -
5 50
a )
©
= 38,75
o]
40 °
30 : : :
0 10 20 30

Dose de zinco (ma dm™®)

Figura 2. Massa fresca da raiz (MFR) no momento da colheita, aos 43 DAT em E1 (09/10 a
22/11/19); e aos 41 DAT em E2 (16/04 a 27/05/21), em funcéo de doses de zinco. IAC, 2021.

Para as bactérias, em E1 ndo houve efeito das mesmas para nenhuma caracteristica
avaliada. Em E2, observou-se efeito significativo das bactérias apenas para massa fresca e
seca da raiz (MFR e MSR). Pseudomonas e Burkholderia apresentaram as maiores medias e

diferiram do controle para MFR (50,3 e 51,1 g) e MSR (3,5 e 3,7 g) (Tabela 2).

Tabela 2. Nimero de folhas comerciais (NFC), diametro da planta (&), massa fresca (MFC) e
seca (MSC) comercial, massa fresca (MFSAIA) e seca da saia (MSSAIA), massa fresca
(MFR) e seca (MSR) das raizes, no momento da colheita, aos 43 DAT para E1 (09/10 a
22/11/19), e 41 DAT para E2 (16/04 a 27/05/21) em funcdo de bactérias promotoras do
crescimento de plantas. 1AC, 2021.

NFC 0] MFC MSC MFSAIA MSSAIA MFR MSR
Tratamentos
cm g
El
Controle 20a 21,3a 2479a 12,1a 50,4 a 39a 74,9 a 51a
IAC/RBcr4 20a 212a 2429a 10,8a 54,7 a 40a 64,8 a 44a
IAC/BECa-088 20a 20,6a 261,0a 119a 41,8 a 29a 67,8 a 45a
dms 14 0,9 29,0 1,9 11,85 0,95 10,2 0,8
CV% 8,1 5,2 13,4 19,4 27,88 30,38 15,8 20,1
E2
Controle 19a 25a 3275a 145a 65,6 a 3,3a 36,3a 26a
IAC/RBcr4 20a 26a 3230a 146a 62,0 a 34a 50,3 b 35b
IAC/BECa-088 20a 27a 339,3a 150a 57,8 a 31la 51,1b 3,7b
dms 1,1 3,1 36,2 1,4 15,1 0,7 10,0 0,8
CV% 6,6 13,8 12,6 11,1 28,1 24,5 25,2 30,6

Controle: auséncia de bactérias promotoras do crescimento de plantas, IAC/RBcr4: Pseudomonas putida,
IAC/BECa-088: Burkholderia caribensis. 2Letras diferentes, mintsculas na linha, sdo indicativas de diferenca
significativa a 5% entre as médias dos tratamentos, pelo teste de Tukey 5%.
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Teor de Zn (mg kg'l)

Teor e acumulo de Zn nas folhas e raizes

Para os teores de zinco, em E1 e E2 ndo houve efeito da interacdo entre doses de Zn e
bactérias, porém houve efeito isolado das doses de Zn. Para E1, com 0 aumento das doses de
Zn, houve aumento dos teores de Zn para folhas da cabeca que seguiram modelo quadratico e
passaram de 48,9 a 78,5 mg kg™ da menor a maior dose de Zn (0 a 30 mg dm™). Para saia, 0s
valores passaram de 47,2 a 125,3 mg kg™, e para raiz de 30,3 a 54,4 mg kg™, modelo linear
(Figura 3A). Para E2, houve aumento dos teores de Zn para as folhas da cabeca, que passaram
de 51,7 a 268,5 mg kg™, para as folhas da saia, de 41,8 a 592,7 mg kg™, e para as raizes de
41,8 a 270,6 mg kg™ da menor a maior dose de Zn (Figura 3B). Pode-se afirmar que houve
aumento dos teores nas duas épocas experimentais. A utilizacdo da maior dose de Zn (30 mg

dm™) ndo causou fitotoxidade as plantas.

600 - 600 -
®  Folha y=48,8800+1,5880x-0,0200x” R*=0,99

O sSaia y=47,1750+0,5425x+0,0688x> R*=0,97 ®  Folhay= 51,7226+7,2261x R?=0,96
¥ Raiz y=30,2000+0,8040x R’=0,99 500 1 O Saiay= 41,8066+18,3646x R’=0,990)
¥ Raiz y= 27,7352+8,0942x R?=0,99
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Figura 3. Teor de zinco nas folhas da cabeca, saia e raiz no momento da colheita, aos 43
DAT em E1 (09/10 a 22/11/19) (A), e aos 41 DAT em E2 (19/04 a 27/05/21), em funcédo de
doses de zinco (B). IAC, 2021.

Para o0 acumulo de zinco, em E1 e E2 ndo houve efeito da interacdo entre doses de Zn
e bactérias, com efeito isolado das doses de zinco. Em E1, com o aumento das doses de Zn
houve aumento do acumulo de Zn para folhas da cabeca, saia e raiz que seguiram modelos
lineares e passaram de 0,6 a 0,9 mg planta™; 0,2 a 0,4 mg planta™; e 0,1 a 0,2 mg planta™,
respectivamente, da menor a maior dose de Zn (0 a 30 mg dm™) (Figura 4A). Em E2, com
aumento do actimulo de Zn, as folhas da cabeca passaram de 0,6 a 3,6 mg planta™, e as da
saia, de 0,1 a 1,7 mg planta®, seguindo modelo quadratico; para as raizes, modelo linear, de

0,1a 0,8 mg planta™*, da menor a maior dose de Zn (Figura 4B).
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Actmulo de Zn (mg planta™)

®  Folha y= 0,5870+0,0112x R?=0,91
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Figura 4. Acumulo de zinco nas folhas da cabeca, da saia e raiz de no momento da colheita,
aos 43 DAT, em E1 (09/10 a 22/11/19) e aos 41 DAT, em E2 (16/04 a 27/05/21), em funcéo

de doses de zinco (B). IAC, 2021.

Com relagdo as bactérias, em nenhuma das épocas experimentais houve efeito das

mesmas para as caracteristicas teor de zinco nas folhas comerciais (TZnFC), folhas da saia

(TZnS) e na raiz (TZnR) e acumulo de zinco nas folhas comerciais (AZnFC), folhas da saia

(AZnS) e naraiz (AZnR) (Tabela 3).

Tabela 3. Teor de zinco nas folhas comerciais (TZnFC), nas folhas da saia (TZnS) e na raiz
(TZnR) e acumulo de zinco nas folhas comerciais (AZnFC), nas folhas da saia (AZnS) e na
raiz (AZnR) em E1 (09/10 a 22/11/19), e E2 (16/04 a 27/05/21) em funcdo de bactérias. 1AC,

2021.
TZnFC TZnS TZnR AZnFC AZnS AZnR
Tratamentos T T
------------- mg kg™ ------------- -------------—-- m@ planta™ ---------------
El
Controle 64,9 a 75,4 a 419a 0,79a 0,29 a 0,22a
IAC/RBcr4 65,2 a 80,9 a 40,2 a 0,70 a 0,31a 0,17 a
IAC/BECa-088 67,0 a 81,8a 45,0 a 0,80 a 0,23 a 0,20 a
dms 7,2 9,9 9,4 0,14 0,09 0,06
CV% 10,7 12,2 215 20,9 39,2 21,7
E2
Controle 152,4 a 323,7 a 158,0 a 2,1a 11a 0,4a
IAC/RBcr4 161,2a 303,5a 156,4 a 2,3a 10a 05a
IAC/BECa-088 166,7 a 3245 a 133,0a 2,3a 10a 0,4a
dms 36,8 69,2 50,42 0,58 0,35 0,19
CV% 22,44 21,26 32,90 24,48 33,2 41,59

IControle: auséncia de bactérias, IAC/RBcr4: Pseudomonas putida, IAC/BECa-088: Burkholderia caribensis.
’Letras diferentes, minGsculas na linha, sdo indicativas de diferenca significativa a 5% entre as médias dos

tratamentos, pelo teste de Tukey 5%.
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Dentro da recomendacgdo diaria de ingestdo de zinco pela popula¢do, o consumo da
alface biofortificada pode ter uma participacdo significativa, representando até quase 10% do
fornecimento de zinco quando consumidas 50 g de massa fresca das folhas, conforme

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Quantidade de Zn em uma porgdo de 50 g de massa fresca de folhas comerciais
(MFC) e da saia (MFS) de alface americana ‘Laurel’ e a contribuicdo desta por¢cdo em
porcentagem na recomendacdo de ingestdo didria de Zn quando consumidas as folhas
comercias (IDFC), da saia (IDFS) e total (IDT), em E1 (09/10 a 22/11/19) e E2 (16/04 a
27/05/21). IAC, 2021.

Dosede Znem50g Znemb50g

Zn deMEC  de MFS IDFC IDFS IDT
mg dm™ mg mg % % %

E1

0 0.11 017 11 17 14

10 0.14 0.23 14 23 18

20 0,17 0.32 17 3.2 24

30 0.18 0.41 18 41 3.0
E2

0 0,07 0.07 0.7 0.7 0.05

10 0,32 0.64 3.2 6.4 438

20 0,42 122 4.2 12.2 8.2

30 0,54 1.40 5.4 140 9.7

Recomendacio de ingestdo de 10 mg Zn dia™ (Institute of Medicine — USA, 2001; Department of Health — UK, 1991)

Discussao

A diferenca de desenvolvimento das mudas nas duas épocas experimentais pode ser
explicada pela diferenca climatica entre E1 e E2. A época E2 se mostrou mais favoravel para
0 crescimento, apresentando temperaturas mais amenas (maxima 28,8° C e minima 14,7°C), o
que proporcionou um melhor desenvolvimento natural das mudas. Em E2, as BPCP’s
promoveram aumento nas caracteristicas MFPA, MSPA e MFR, enquanto em E1 ndo foi
observado efeito significativo no uso das mesmas.

Realizando inoculacdo de Pseudomonas em mudas de alface, Cipriano (2013) obteve
resultados de promog&o de crescimento da parte aérea das mudas e em plantas adultas, com
aumento de MS da parte aérea e raizes, fortalecendo a ideia de que as bactérias atuam

positivamente em diferentes estagios da cultura. Os efeitos que as bactérias promotoras de
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crescimento liberam sob as plantas estdo correlacionados com aumento de crescimento,
devido uma maior liberacdo de fotossintatos pelas raizes facilitando o metabolismo, atividade
e interacdo das bactérias com as plantas (Schreiter et al. 2014).

Silveira (2017) realizou inoculagdo de BPCP’s em mudas de tomate e observou
diversos efeitos benéficos no desenvolvimento, como incremento no nimero de folhas, massa
fresca e seca da parte aérea, massa fresca e seca de raizes. Bernabeu et al. (2015) realizou
inoculacdo de Burkholderia tropica em mudas de tomate e obteve colonizacdo efetiva das
raizes, 0 que promoveu incremento de parte aérea e, consequentemente, aumento na
produtividade.

Estes dados, juntamente com os obtidos na presente pesquisa, fortalecem a ideia de
que a inoculacdo de bactérias em mudas de hortalicas pode ser uma ferramenta interessante
para promocao e aceleracdo do crescimento, sendo uma opcao viavel para uso em viveiros de
mudas pelo fato de adiantar o transplantio fazendo com que mais ciclos sejam realizados, com
mudas mais saudaveis e resistentes e reducdo de custos de manutencao da estrutura.

Né&o houve efeito deletério com o aumento das doses de zinco sobre as caracteristicas
MFC e MSC em nenhuma das épocas, com médias de 251 g de MFC e 11,6 g de MSC em E1
e 330 g de MFC e 14,7 g de MSC em E2. Esse resultado foi interessante, pois com aumento
das doses fornecidas, ndo houve reducgéo do valor comercial.

Porém, as doses de zinco mostraram efeito apenas para a MFR, nas duas épocas
experimentais, onde foi observada reducdo de massa conforme aumentaram as doses de Zn
fornecidas. Uma das causas desse fato pode ser o acréscimo do nutriente no solo, o que faz
com que a planta ndo precise busca-lo em camadas mais profundas, consequentemente,
diminuindo a massa da raiz (Figura 2). Entretanto, pode ser considerado um sintoma de
toxicidade por Zn. O aumento de Zn no solo pode se tornar limitante para o crescimento das
plantas, ocasionando sintoma de toxicidade. O mesmo ocorre quando ha deficiéncia desse
nutriente. As hortalicas folhosas sdo plantas sensiveis a toxicidade por Zn, pelo fato da sua
alta capacidade de absorcdo do mesmo (Moraes, 2020). Os sintomas causados por excesso de
Zn sdo clorose nas folhas, desfolnamento e reducdo no crescimento de raizes (Macedo, 2017).

Vale ressaltar que em E1 o fertilizante foi aplicado de forma superficial, enquanto em
E2 foi incorporado ao solo. Almeida et al. (2020) realizaram experimento com brotos de

alface americana, aplicando zinco via solo, e também obtiveram diminuig¢&o do crescimento
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da raiz, atingindo 0,8 g planta™ de massa seca, com dose de 20 mg kg™ de Zn, valor 65 %
menor que o controle.

Reyes et al. (2019) também ndo obtiveram efeito de doses crescentes de zinco
aplicado via foliar no numero de folhas e massa fresca da parte aérea de plantas de rdcula.
Porém, observaram efeito na massa seca da parte aérea, aplicando 0,5 kg ha™ aos 25 dias ap6s
a emergéncia das plantas, observando um aumento de 26% em relacgdo ao controle.

Em contrapartida, Almeida et al. (2020) obtiveram resultados com aplicacdo de Zn
via solo no cultivo de brotos de alface tipo crespa, com incremento na MS da parte aérea e nas
raizes, que atingiram 2,7 g planta™ com aplicagdo de 15 mg kg™ de Zn. Yuri et al. (2006)
obtiveram incremento na MF total de alface americana com aplicacéo de 2 kg ha™ de sulfato
de zinco via foliar. A mesma dose proporcionou um resultado positivo também para MF
comercial, obtendo aproximadamente 600 g planta™. Para diametro da cabeca, a dose de 2,6
kg ha™ foi a que proporcionou 44,8 cm planta™, o maior didmetro observado.

Foi relatado em literatura (Cipriano, 2013; Silveira, 2017; Bernabeu, 2015;
Domingues et al., 2021; Rodrigues, 2021) aumento da MF e MS com uso BPCP’s. Esse fato
foi observado para mudas no momento do transplante como ja discutido, porém esse efeito
ndo se manteve no momento da colheita, quando as plantas adultas foram avaliadas para as
caracteristicas NFC, @, MFC, MSC, MFSaia, MSSaia, MFR e MSR, sendo observadas
médias de, respectivamente, 20 folhas, 21 cm, 251 g, 11,6 9,49 g, 3,7 9, 69,1 g, 4,7 g para E1
e 20 folhas, 26 cm, 330 g, 14,7 ¢, 61,8 g, 3,3 ¢, 45,9 g, 3,2 g para E2.

As plantas que receberam as bactérias poderiam ter sido colhidas alguns dias antes,
pois ja estavam em porte comercial. Dessa forma, houve tempo para que as plantas controle
alcancassem maior tamanho, o que diminuiu a diferenca entre os tratamentos para as
caracteristicas biométricas.

Em E2, as BPCP’s foram significativas para MF e MS da raiz, promovendo aumento
na massa, enquanto em E1 ndo foi observado efeito para nenhuma caracteristica. Dias (2011)
observou efeito positivo na inoculacdo de Pseudomonas isoladas de solo pds-cultivo de alface
em plantas de couve, com incremento na MS da parte aérea, MS da raiz e MS total das
plantas, que foram cultivadas em vaso. Sottero et al. (2003), em experimento com alface,
avaliou isolados de Pseudomonas e também obteve resultados favoraveis para MS da raiz e
nimero de folhas, obtendo valores de até 3,0 g planta® para MS de raiz e 24 folhas

comerciais, dados que corroboram com os deste estudo.
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Com a aplicacdo das doses crescentes de zinco e a inoculagdo com bactérias, ndo foi
observada interacdo entre os tratamentos para teor e acimulo de zinco nas folhas e raizes.
Houve efeito apenas das doses isoladas para teor, como observado por Graciano et al. (2020),
em experimento com aplicacdo de doses de sulfato de Zn via foliar em alface, com
incremento de até 36 % no teor de zinco nas folhas de alface tipo crespa, utilizando quatro
variedades diferentes.

Meneghelli et al. (2021) obtiveram aumento da concentracdo de Zn na MS de folhas,
caule e raizes de plantas de alface cultivadas em meio aeropdnico, com maior teor de Zn na
MS das folhas (340,5 mg kg™*) na maior dose fornecida (100 pmol Zn). Barrameda-Medina et
al. (2017) observaram aumento de 6,8 vezes na concentragdo de zinco em repolho com
aplicacdes crescentes de zinco em sistema hidropdnico, o que confirma o potencial de
brassicas em acumular zinco na parte aérea sem qualquer tipo de depreciagdo no produto
final. White et al. (2018) também obtiveram aumento na concentracdo de zinco em repolho
com doses crescentes de zinco aplicado em substrato. Porém, houve diminui¢do da MS em
todos os gendtipos estudados pelo autor. Reyes et al. (2019) observaram um aumento no teor
de Zn foliar em plantas de rucula com doses crescentes de Zn aplicado via foliar. Com a dose
de 1,5 kg ha™, observaram um teor de 246,5 mg kg™ de Zn, sendo 2,8 vezes maior que o
controle.

O maior acumulo de Zn foi observado nas folhas da cabeca, seguido pelas folhas da
saia e pelas raizes. Porém, as folhas da saia foram as que apresentaram maior acréscimo no
acumulo de zinco, com um aumento de 2 vezes em E1 e 17 vezes em E2 em funcdo do
aumento das doses (Figura 4).

A mobilidade do zinco nas plantas é baixa, ocorrendo maior translocacdo durante a
senescéncia. Quando ocorre suprimento elevado de Zn no solo, algumas espécies podem
translocar quantidades significativas do nutriente das folhas velhas (onde 0 Zn comumente se
acumula), para as folhas mais novas e érgdos de crescimento (Angelini, 2018). Normalmente,
0 maior acumulo de zinco na planta ocorre nas raizes, o que ndo foi observado no presente
estudo.

Moraes (2020) observou aumento no acumulo de zinco pelas folhas de alface crespa
de 9 vezes em funcdo do aumento de doses de zinco aplicadas via solo. O aumento foi mais
acentuado na dose de 27 mg dm™ de Zn, com acimulo de 6,3 mg planta™. Meneghelli et al.

(2021) observaram maior acumulo de zinco nas raizes, seguido pelas folhas e pelo caule em
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plantas de alface cultivadas em aeroponia. Porém, o maior acumulo relativo ocorreu nas
folhas. As hortalicas folhosas possuem grande potencial para absorver o Zn do solo e
transferi-lo para as partes comestiveis, quando comparadas com hortalicas flores, frutos e
tubérculos (Bosiacki & Tyksinski, 2009).

O aumento do acimulo nas folhas significa que houve maior transporte do nutriente
das raizes para as folhas. Porém, a época experimental afetou o teor e acimulo de Zn na
alface. Sendo assim, realizar um manejo diferenciado da adubagdo em funcéo da época do ano
é um fator que deve ser levado em consideracdo em projetos de biofortificacdo. Moraes
(2020) sugere que a aplicacdo de Zn no solo visando a biofortificagdo agronémica da alface
seja feita em quantidades diferentes em funcdo da época do ano, respeitando o potencial de
absorcéo do Zn e a sensibilidade da planta com o nutriente. Dessa forma, sdo necessarios mais
estudos para avaliar as melhores condi¢cdes e doses para programas de biofortificacdo em
hortaligas folhosas.

A diferenca no teor e acimulo entre as duas épocas experimentais se deve ainda pelo
fato da incorporacdo do sulfato de zinco no solo. Em E1, a incorporacdo foi feita
superficialmente, ja em E2 o fertilizante foi incorporado no perfil do solo. A dindmica e a
disponibilidade de Zn no solo pode ser afetada por diferentes fatores como granulometria, pH
da solucdo, teor de matéria organica, umidade, temperatura, localizacdo e distribuicdo de
raizes no perfil do solo e tipo e forma de aplicacdo dos fertilizantes (Kachinski et al. 2020).
Dessa forma, em E2 as plantas obtiveram acesso facilitado ao nutriente, o que refletiu no
desenvolvimento e no teor de zinco nas folhas e raizes, mostrando que a préatica de incorporar
o fertilizante é mais efetiva quando o objetivo € aumentar o teor do nutriente nas partes
comestiveis.

As bactérias ndo demonstraram nenhum efeito significativo no aumento do teor e
acumulo de zinco na presente pesquisa, porém Kamran et al. (2017), em experimento com
inoculacdo de Pseudomonas fragi e aplicacdo de zinco na forma de carbonato de zinco,
observaram aumento significativo no teor de Zn nos gréos de trigo, com 6,9 mg kg™ de Zn,
indicando a eficacia da inoculacdo para o aumento da biodisponibilidade de Zn e sua
mobilizacéo.

As hortalicas folhosas ndo contém quantidades significativas de acido fitico,
responsavel por ligar os metais aos compostos insollveis, 0 que reduz a absor¢do do nutriente

pelo trato gastro-intestinal (Hunt, 2003). Dessa forma, sd@o promissores 0s estudos
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relacionando-as ao enriquecimento de Zn nas partes comestiveis pela maior capacidade das
mesmas em torna-lo biodisponivel. Porém, a biodisponibilidade ndo foi avaliada no presente
estudo, sendo necessaria a realizacdo de mais pesquisas nesse sentido.

Quando somada a contribuicdo diaria das folhas da cabeca, que sd@o normalmente
consumidas, e as folhas da saia, que em alguns casos sdo descartadas no momento do
beneficiamento para facilitar o transporte em caixarias, a ingestéo de zinco aumenta pelo fato
das folhas da saia possuirem bom actmulo do nutriente. Seria interessante o consumo destas
folhas para incrementar o fornecimento de Zn pela alface na alimentacao diaria, possibilitando
um melhor aproveitamento do alimento e menos descarte, podendo chegar a representar quase
10% da ingestdo diaria de zinco quando consumidas todas as folhas (Tabela 4).
Eventualmente, sdo comercializadas as folhas da saia, como por exemplo, em feiras livres,
onde normalmente € vendida a planta inteira. Porém, em alguns casos em que a cabeca é
embalada para venda em supermercados, por exemplo, as folhas da saia séo descartadas.

Segundo ABIA (1991), Mesquita Filho et al. (2001), a méxima concentracdo de Zn
permitida no alimento fresco é de 50 mg kg™ de massa fresca, sendo assim, considerando o
acimulo de Zn nas folhas comestiveis na dose maxima de 30 mg dm™ de Zn, os valores
obtidos de 0,9 e 3,6 mg planta™ (E1 e E2, respectivamente) estdo dentro dos limites propostos
na literatura.

Pelo fato da alface ser um alimento popular, de baixo custo e de facil acesso pela
populacdo, o programa de biofortificacdo € indicado para melhorar o consumo de Zn pela
populacdo. Lima (2021) realizou estudo visando biofortificar agronomicamente as alfaces
Saladela e VVanda em cultivo hidropdnico, e obteve aumento na contribui¢do diaria de Zn de
26% para cultivar Saladela e 17% para cultivar VVanda, fornecendo dose maxima de 2,4 g L™
de Zn, dados ainda mais expressivos que 0 da presente pesquisa.

Respeitando a perda minima de produtividade e o limite maximo permitido de Zn nos
alimentos, a alface pode ser biofortificada agronomicamente com aumento no teor foliar de
Zn. Por estar inserida na alimentacdo diaria da populacdo, sendo a principal hortalica folhosa
consumida no Brasil, os resultados obtidos beneficiardo a populacdo pela maior ingestdo do
nutriente sem mudanca na dieta. Além disso, seria uma possibilidade do produtor rural
agregar valor ao seu produto sem grandes mudancas no manejo. No entanto, seria interessante

que politicas publicas se envolvam em programas de biofortificacdo agrondmica, trazendo
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auxilio técnico aos produtores rurais e ajudando na inser¢do do produto na alimentacdo da

populagéo carente de Zn.

Concluséao

Foi possivel atingir o objetivo de aumentar os teores de zinco nas folhas da alface
Laurel nas duas épocas experimentais, com o0 aumento das doses de Zn fornecidas. A
utilizacdo da maior dose de Zn (30 mg dm™) ndo causou fitotoxidade as plantas e representou
0s maiores teores caracterizando biofortificagdo agrondmica. Ndo houve aumento de massa
com o0 aumento das doses de zinco fornecidas.

As bactérias Pseudomonas putida e Burkholderia caribensis tiveram grande influencia
na promog&o do crescimento da planta na fase de mudas, porém, na colheita esse efeito ndo se
manteve, sem diferenca no aumento de massa e no crescimento. N&o houve influéncia no

aumento dos teores de zinco.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

A deficiéncia de Zn na populacdo mundial € um problema preocupante devido seus
efeitos prejudiciais na saude. Dessa forma, o presente estudo mostrou a importancia e papel
da nutricdo mineral de plantas na mitigacdo deste problema, pois através do manejo de
fertilizante Zn pode-se aumentar os teores do nutriente nas partes comestiveis das plantas,
caracterizando biofortificacdo agrondmica.

A alface Laurel mostrou potencial de aumento de teor de Zn nas folhas em funcéo de
doses aplicadas via solo, confirmando a hipdtese de que esta estratégia pode ser eficiente para
biofortificar esta espécie. Pode-se observar que o consumo de 50 g dessas plantas
biofortificadas esta dentro do limite permitido de Zn nos alimentos, podendo contribuir com
até 20 % na sua ingestdo diaria recomendada. Como a alface € a principal hortalica folhosa
consumida, este produto pode trazer beneficios a populagdo incrementando a ingestdo diaria
de Zn. Além disso, a tecnologia apresentada neste estudo utiliza fertilizante de baixo custo,
beneficiando o produtor rural que ndo precisara fazer alto investimento para agregar valor ao
seu produto.

Visando praticas sustentaveis e 0 aumento da absorcéo de Zn, a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas ndo foi suficiente para potencializar os teores e o
acumulo de Zn nas partes comerciais da alface. Embora sem efeito nas plantas adultas, a
utilizacdo dessas bactérias mostrou resultados interessantes no desenvolvimento das mudas,
promovendo aumento de massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca de raiz, podendo
ser uma alternativa interessante para uso em viveiros de mudas de hortalicas. Para o viveirista,
a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento pode trazer um ganho de
aproximadamente 07 dias no desenvolvimento das mudas (em um ciclo de 30-35 dias)
segundo comunicacdo pessoal do gerente do viveiro IBS mudas, em Piracicaba-SP, havendo
possibilidade de transplante precoce. Dessa forma, podem ser realizados mais ciclos no ano.

E importante ressaltar que o presente estudo mostrou resultados utilizando a alface
americana cultivar Laurel em cultivo protegido, com doses de Zn fornecidas via solo. Sendo
assim, se faz necessario que sejam realizados mais estudos em outros sistemas de cultivo,
como campo aberto, fertirrigacdo e hidroponia, para estabelecimento de uma dosagem
recomendada de Zn conforme o manejo adotado, pois as dosagens ideais para alcancar a

biofortificacdo podem variar de acordo com método, época, genotipo e sistema de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlise de variancia para massa fresca da parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea (MFPA), massa
seca da raiz (MSR) das mudas em funcdo da inocula¢do com bactérias promotoras de crescimento em E1. IAC, Campinas/ SP. 2021.

Fonte de Variacédo GL M

MFPA MFR MSPA MSR
Repeticao 7 0,056 0,004 0,000 0,000
Tratamento 2 0,121 0,022** 0,000 0,000
Residuo 14 0,06 0,001 0,000 0,000
CV% 18,40 10,57 15,65 30,71

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Anexo 2. Analise de variancia para massa fresca da parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea (MFPA), massa
seca da raiz (MSR) das mudas em funcdo da inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento em E2. IAC, Campinas/ SP. 2021.

Fonte de Variacdo GL M

MFPA MFR MSPA MSR
Repeticao 7 0,07 0,010 0,000 0,000
Tratamento 2 9,45%* 0,150** 0,017** 0,000
Residuo 14 0,05 0,010 0,000 0,000
CV% 14,10 21,80 17,17 90,56

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Anexo 3. Anélise de variancia para nimero de folhas comerciais (NFC), didmetro da planta (&), comprimento do caule (CMPC), comprimento
da raiz (CMPR), massa fresca comercial (MFC), massa fresca da raiz (MFR), massa seca comercial (MSC), massa seca da raiz (MSR), massa
fresca da saia (MFSAIA), massa seca da saia (MSSAIA), em funcdo de doses de zinco (D) e inoculacdo com bactérias promotoras de
crescimento (B) no momento da colheita aos 43 DAT, em E1 (09/10 a 22/11/19). IAC, Campinas/ SP. 2021.

M

Fonte de Variacédo GL °

NFC ] CMPC CMPR MFC MSC  MFR MSR MFSAIA MSSAIA
Bloco 3 3,10 52,70** 1,72* 82,84** 1614,13* 1,24 98,42* 0,84 4797,97*%* 20,97**
Dose (D) 3 4,31 2,42 0,58 12,65 184,39 0,48 9,79 0,12 170,21 1,30
Bactéria (B) 2 7,9 2,10 0,09 9,04 971,13 4,61 511 0,36 693,10*  5,46*
Interacdo D x B 6 6,62 33 0,35 12,78 849,55 1,56 33,04 0,36 155,80 0,80
CV% 9,98 6,76 14,44 17,75 14,41 1441 17,94 21,69 27,88 30,38
Média 19,58 31,10 4,75 18,51 144,97 8,67 30,99 2,88 48,99 3,63

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Anexo 4. Andlise de variancia para nimero de folhas comerciais (NFC), diametro da planta (&), comprimento do caule (CMPC), comprimento
da raiz (CMPR), massa fresca comercial (MFC), massa fresca da raiz (MFR), massa seca comercial (MSC), massa seca da raiz (MSR), massa
fresca da saia (MFSAIA) e massa seca da saia (MSSAIA) em funcdo de doses de zinco (D) e inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento (B) no momento da colheita aos 41 DAT, em E2 (16/04 a 27/05/21). IAC, Campinas/SP, 2021.

Fonte de Variacdo GL QM
NFC %) CMPC CMPR MFC MSC MFR MSR  MFSAIA MSSAIA

Bloco 3 18,68 392,22** 22 34** 4,96 18,65** 5,08 91,08 1,19  1407,72** 2,52*
Dose (D) 3 4,85 11,92 2,58 8,68 455,79 4,29  492,90* 0,66 290,43 1,13
Bactéria (B) 2 0,89 19,18 6,95 11,31 1163,66 1,11 1103,52** 457* 240,78 0,28
Interacdo D x B 6 1,41 9,29 5,23 4,06 303,62 4,40 103,87 0,93 381,68 0,94
CV% 6,67 13,82 21,06 13,65 12,65 11,10 25,22 30,60 28,17 24,53
Média 19,68 25,99 7,81 17,31 329,92 14,73 45,94 3,19 61,82 3,31

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Anexo 5. Andlise de variancia para o teor de Zn nas folhas comerciais (TZnFC), saia (TZnSaia), raiz (TZnR) e solo (TZnS); e acimulo de Zn nas
folhas comerciais (AZnFC), saia (AZnSaia) e raiz (AZnR), em funcdo das doses de zinco (D) e inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento (B) no momento da colheita aos 43 DAT, em E1 (09/10 a 22/11/19). IAC, Campinas/SP. 2021.

. QM
Fonte de Variacao  GL TZnFC TZnSaia TZnR TZnS AZNFC AZnSaia AZNR
Bloco 2 27051, 54% 691 35" 1075,10* 0,01 1,93%* 0.110%* 0,00
Dose (D) 3 12014,62** 10841,36™** 452,24 3,96** 0,96** 0,115** 0,00
Bactéria (B) 2 636,74 141,30 207,94 0,02 0,09 0,026 0,00
Interagdo D x B 6 712,98 160,25 258,50 0,02 0,06 0,008 0,00
CV% 16,18 1227 33,52 12.36 2173 39.21 2071
Média 158,32 79.38 52.70 1,93 131 0,27 0,14

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Anexo 6. Andlise de variancia para o teor de Zn nas folhas comerciais (TZnFC), saia (TZnSaia), raiz (TZnR) e solo (TZnS); e acimulo de Zn nas
folhas comerciais (AZnFC), saia (AZnSaia) e raiz (AZnR), em funcdo das doses de zinco e inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento
de plantas no momento da colheita da alface Laurel aos 41 DAT, em E2 (16/04 a 27/05/21). IAC, Campinas/SP, 2021.

Fonte de Variacédo GL QM

TZnFC TZnSaia TZnR TZnS AZnFC AZnSaia AZnR
Bloco 2 2727,10 16965,93* 72,17 4,77 0,39 0,17 0,06
Dose (D) 3 81293,57** 508956,26**  98319,56** 332,34** 15,38** 5,01** 0,83**
Bactéria (B) 2 626,68 1695,62 2356,44 7,56 0,15 0,05 0,01
Interacdo D x B 6 405,01 1022,01 844,16 1,68 0,30 0,08 0,04
CV% 22,44 21,26 32,95 25,16 24,88 33,20 41,59
Média 160.11 317,27 149,14 7,97 2,27 1,03 0,45

** Significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Anexo 7. Temperatura média, maxima e minima do ar e umidade média, maxima e minima
do ar durante E1 (A e B) e E2 (C e D). IAC, Campinas/SP. 2021.

w
=3

prl

Temperatura (°C)

35

Temperatura {(°C)

910 11710 13/10 15/10 17/10 19/10 21710 23/10 25/10 27/10 29/10 31710 2/11 4711 &/11 &11 10411

Data

(A)

17/4 10/4 21/4 23/4 25/4 27/4 2004 1/5 XS 55 TS O/5 115 138 15/5 17/5 19/5 21/5 235 28/5 278

Data

(A)

Umidade Relativa do Ar (%)

Umidade Relativa do Ar (%)

120

80

60

40

9/10 11/10 13/10 15/10 17/10 19/10 21/10 23/10 25/10 27/10 29/10 3110 2/11 4/11 6/11 &11 10411
Data

17/4 19/ 2174 23/4 2504 2774 294 1/5 5 S5 TS O/5 115 13/ 15/5 1745 1945 21J5 2305 23/5 2745
Data

(B)
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