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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria

ALTERACOES FISIOLOGICAS EM MILHO CULTIVADO EM
SOLO COM ALTO TEOR DE COBRE E SUBMETIDO A
APLICACAO DE ZINCO

Autor: Tadeu Luis Tiecher
Orientador: Carlos Alberto Ceretta
Data: Santa Maria, 7 de fevereiro de 2014.

Devido ao historico de aplicacdo de fungicidas cupricos em vinhedos, o0s teores de
cobre (Cu) nestes solos podem atingir niveis que causam toxicidade as plantas. Recentemente
tem-se buscado produtos alternativos aos cupricos, com o intuito de reduzir a quantidade de
Cu aportado aos vinhedos, os quais geralmente apresentam zinco (Zn) em sua composigéo. O
objetivo foi avaliar se 0 aumento na concentracdo de Zn no solo poderia significar toxidez
adicional as plantas de milho cultivadas, em um ambiente ja contaminado com alto teor de Cu
no solo. Em novembro de 2011 o solo foi coletado na camada de 0-15 cm de um vinhedo com
alto teor de Cu e em uma &rea de campo nativo adjacente ao vinhedo, com baixos teores de
Cu e Zn, o qual serviu como tratamento controle, sendo que ambos os solos foram
classificados como Argissolo Vermelho. O experimento foi conduzido em casa de vegetacéo e
foi dividido em dois cultivos de milho. O primeiro entre marco e abril, e 0 segundo entre
outubro e novembro, ambos no ano de 2012. Os tratamentos foram as doses de 0, 30, 60, 90,
180 e 270 mg kg™ de Zn adicionadas ao solo de vinhedo, mais o tratamento controle, todos
com valores de pH em agua e teores de fosforo disponivel e potéssio trocavel semelhantes.
Aos 35 dias apds a emergéncia as plantas foram coletadas e o acimulo de matéria seca de
raizes, de parte aérea e a concentragdo de Cu e Zn nas folhas foram determinados. Foi
avaliado também o funcionamento do aparato fotossintético a partir da fluorescéncia da
clorofila a e os pigmentos fotossintéticos, parametros bioquimicos ligados ao estresse
oxidativo nas folhas das plantas, tais como atividade das enzimas superoxido dismutase
(SOD) e das peroxidases ndo especificas (POD). Os teores elevados de Cu e Zn no solo
causaram toxicidade as plantas de milho e proporcionaram teores foliares acima dos niveis
considerados normais nas folhas das plantas, nos dois cultivos. A toxicidade de Zn se
evidenciou através da diminuigdo no crescimento, tanto das raizes, como da parte aérea, bem
como pela indugdo de sintomas de toxicidade e deficiéncia nos parametros fotossintéticos,
refletindo na fotoinibicdo. Além disso, foi observado estresse oxidativo e o sistema
antioxidante das plantas de milho nao foi suficientemente eficaz para reverter a condicéo de
estresse, especialmente nas plantas cultivadas nos solos que receberam as maiores doses de
Zn.

Palavras-chaves: Solos &cidos. Elementos potencialmente tdxicos. Enzimas antioxidantes.
Fluorescéncia da clorofila. Pigmentos fotossinteticos.
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Due to the historical application of cupric fungicides in vineyards, the amounts of
copper (Cu) in these soils can reach levels that cause toxicity to plants. Recently researchers
have tried alternative products to the cupric ones, in order to reduce the amount of Cu applied
to the vineyards, which usually shows zinc (Zn) in its composition. This study aimed to
evaluate the biochemical and physiological changes in corn plants, grown in soil with a high
content of Cu and different levels added of Zn. In November 2011 the soil was collected from
the 0-15 cm layer of a vineyard with high Cu content and in an area of native grass adjacent to
the vineyard, with low concentrations of Cu and Zn, which served as treatment control, and
both soils were classified as Typic Hapludalf. The experiment was performed in a greenhouse
and was divided into two corn crops, the first between March and April, and the second
between October and November, both in 2012. The treatments were the doses of 0, 30, 60, 90,
180 and 270 mg kg™ of Zn added to the soil of the vineyard, plus the control treatment.
Treatments had pH values in water and levels of available phosphorus and exchangeable
potassium similar. At 35 days after emergence the plants were harvested and the accumulation
of dry matter from roots and shoots and the concentration of Cu and Zn in leaves were
determined. It was also evaluated the operation of the photosynthetic apparatus from the
fluorescence of chlorophyll a and the photosynthetic pigments, biochemical parameters
related to oxidative stress in leaves of plants, such as activity of superoxide dismutase (SOD)
and of non-specific peroxidase (POD) were evaluated. The high concentrations of Cu and Zn
in soil caused toxicity to corn plants and provided foliar concentrations above the levels
considered normal in the leaves, from both cultivations. The Zn toxicity was evidenced by the
decrease in the growth of both roots and shoots, as well as the induction of symptoms of
toxicity and deficiency in photosynthetic parameters, reflecting photoinhibition. Moreover, it
was observed oxidative stress and the antioxidant system of maize plants was not effective
enough to reverse the condition of stress, especially in cultivated soils received higher doses
of Zn.

Keywords: Acid soil. Potentially toxic elements. Antioxidant enzyme. Chlorophyll
fluorescence. Photosynthetic pigments.
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1 INTRODUCAO

O Rio Grande do Sul € o maior produtor vitivinicola do Brasil. Neste cenério, a maior
e mais tradicional regido produtora é a Serra Galcha e em segundo plano, porém crescendo
em importancia, esta a regido da Campanha Gaucha, a qual teve o inicio da sua producéo na
década de 1970. Este crescimento, em muito se deve ao clima da regido mais favoravel ao
desenvolvimento da cultura da videira, o que tem atraido grandes empresas a regido, além de
pequenos produtores locais.

Embora o clima da regido da Campanha seja mais favoravel em relacdo a Serra
Gaucha, as precipitagdes pluviométricas ainda podem ser consideradas elevadas para a
cultura. Isto obriga os produtores a realizarem aplicacdes de fungicidas frequentemente, para
combater a incidéncia de doencas, principalmente o mildio (Plasmopara viticola). Dentre 0s
fungicidas utilizados, o que apresenta maior custo beneficio é a calda bordalesa, a qual
contém grandes quantidades de cobre (Cu) que, aliado as sucessivas aplicacdes, pode
ocasionar acimulo deste elemento no solo. Como geralmente sdo solos com baixos teores de
argila e de matéria organica do solo, os quais sdo os principais sitios para a sor¢cdo do Cu, boa
parte do Cu que é adicionado via fungicida permanece na solucdo do solo ou fica em formas
disponiveis as plantas. Assim, em poucos anos de cultivo pode-se atingir teores toxicos as
plantas, como ja acontece em muitas areas.

Como a poluicdo do solo por elementos potencialmente téxicos (EPTs) pode
representar riscos a qualidade do ambiente, o alto teor de Cu nas areas de producdo viticola
tem sido objeto de estudo de alguns pesquisadores. Além da preocupacdo da comunidade
académica, muitos produtores tem reduzido a quantidade de fungicidas a base de Cu aplicada
nos vinhedos, buscando o controle de doencas com produtos alternativos a calda bordalesa.
Dentre estes, tem tido destaque os fungicidas do grupo dos ditiocarbamatos, os quais tem
apresentado uso crescente nas Gltimas safras. Contudo, estes produtos apresentam ions de
zinco (Zn) nas suas moléculas. Como o numero de aplica¢Ges dos fungicidas ainda é elevado
e trata-se de produtos com acéo de contato, é provavel que ocorra o acumulo de Zn no solo ao
longo dos continuos ciclos de producdo do vinhedo.

O acimulo de Cu aliado ao possivel acimulo de Zn no solo pode desencadear diversos
fendmenos no solo, alterando a dindmica dos nutrientes, as especies encontradas em solucéo e

os teores sollveis dos elementos no solo. Alem destas alteragdes no solo, 0 aumento das
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concentracdes destes EPTs pode ocasionar limitacbes ao desenvolvimento de plantas,
dificultar a reimplantacdo de vinhedos ou a implantacdo de novas espécies nestas areas, além
das modificacdes impostas a microbiota do solo.

Embora existam estudos sobre o efeito do Cu e do Zn, isoladamente, sobre o
desenvolvimento das plantas, raramente estes envolvem os dois elementos
concomitantemente e, em sua grande maioria, foram realizados em solucdo nutritiva.
Contudo, os EPTSs, assim como o0s nutrientes, quando adicionados ao solo sofrem a influéncia
de diversos fatores quimicos e bioldgicos, os quais podem interferir na maior ou menor
disponibilidade dos mesmos as plantas. Como as informac@es a respeito da interacdo entre o
Cu e o Zn em solos ainda sdo escassas, torna-se necessario conhecer os efeitos sobre o
desenvolvimento das plantas, causados pela adicdo de Zn em solos de vinhedos com altos

teores de Cu.



2 ALTERACOES FISIOLOGICAS EM MILHO CULTIVADO EM SOLO
COM ALTO TEOR DE COBRE E SUBMETIDO A APLICACAO DE
ZINCO!

2.1 Abstract

PHYSIOLOGICAL AMENDMENTS IN CORN GROWN IN SOIL WITH HIGH
CONTENT OF COPPER AND SUBMITTED TO ZINC APPLICATION

Due to the historical application of cupric fungicides in vineyards, the amounts of
copper (Cu) in these soils can reach levels that cause toxicity to plants. Recently researchers
have tried alternative products to the cupric ones, in order to reduce the amount of Cu applied
to the vineyards, which usually shows zinc (Zn) in its composition. This study aimed to
evaluate the biochemical and physiological changes in corn plants, grown in soil with a high
content of Cu and different levels added of Zn. In November 2011 the soil was collected from
the 0-15 cm layer of a vineyard with high Cu content and in an area of native grass adjacent to
the vineyard, with low concentrations of Cu and Zn, which served as treatment control, and
both soils were classified as Typic Hapludalf. The experiment was performed in a greenhouse
and was divided into two corn crops, the first between March and April, and the second
between October and November, both in 2012. The treatments were the doses of 0, 30, 60, 90,
180 and 270 mg kg™ of Zn added to the soil of the vineyard, plus the control treatment.
Treatments had pH values in water and levels of available phosphorus and exchangeable
potassium similar. At 35 days after emergence the plants were harvested and the accumulation
of dry matter from roots and shoots and the concentration of Cu and Zn in leaves were
determined. It was also evaluated the operation of the photosynthetic apparatus from the
fluorescence of chlorophyll a and the photosynthetic pigments, biochemical parameters
related to oxidative stress in leaves of plants, such as activity of superoxide dismutase (SOD)
and of non-specific peroxidase (POD) were evaluated. The high concentrations of Cu and Zn
in soil caused toxicity to corn plants and provided foliar concentrations above the levels
considered normal in the leaves, from both cultivations. The Zn toxicity was evidenced by the

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Ecotoxicology and Environmental Safety.
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decrease in the growth of both roots and shoots, as well as the induction of symptoms of
toxicity and deficiency in photosynthetic parameters, reflecting photoinhibition. Moreover, it
was observed oxidative stress and the antioxidant system of maize plants was not effective
enough to reverse the condition of stress, especially in cultivated soils received higher doses
of Zn.

Keywords: Acid soil, Potentially toxic elements, Antioxidant enzyme, Chlorophyll

fluorescence, Photosynthetic pigments.

2.2 Introducao

Os fungicidas cupricos, como a calda bordalesa [Ca(OH), + CuSQ,] e o oxicloreto de
cobre (Cu) [CuCl,.3Cu(OH),], e fungicidas que contém zinco (Zn) na sua composi¢do, como
0 Mancozeb sdo aplicados em vinhedos para o controle preventivo de doencas foliares em
videiras (Komarek et al., 2010; Mackie et al., 2012; Brunetto et al., 2013). Parte do Cu e do
Zn aplicados via fungicidas sdo depositados na superficie adaxial das folhas, lavados pela
agua da precipitacdo e depositados na superficie do solo. Além disso, folhas senescentes e
ramos podados contendo Cu e Zn aderidos na sua superficie também sdo depositados na
superficie do solo. Com isso, ao longo dos anos verifica-se incremento dos teores de Cu
(Toselli et al., 2009; Fernandez-Calvifio et al., 2010; Miotto et al., 2014) e Zn (Fernandez-
Calvifio et al., 2012; Brunetto et al., 2013) em solos de vinhedos. Depois da erradicacdo dos
vinhedos antigos, as plantas de videira jovens cultivadas nestes solos contaminados com Cu
podem demonstrar crescimento reduzido de raizes e parte aérea, clorose foliar e acimulo de
Cu nas raizes (Miotto et al., 2014). Além disso, 0s exsudatos radiculares das videiras com
compostos alelopaticos podem inibir significativamente o crescimento de novas mudas de
videira (Guo et al., 2010). Por isso, estes solos podem ser cultivados com culturas anuais
como o milho (Zea mays L.) durante algumas safras, servindo o milho como um dos agentes
do processo de fitorremediacdo (Garcia et al., 2013), para posteriormente serem novamente
incorporados ao sistema de producéo de uva.

O Cu e 0 Zn sdo micronutrientes essenciais as plantas, pois sdo parte de componentes
e ativadores enzimaticos (Kabata-Pendias, 2011). O Cu em nivel celular na planta ¢ um

componente estrutural e catalitico de varias proteinas e enzimas que estdo envolvidas em
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processos metabolicos (Pilon et al., 2006), como na fotossintese, na respiragcdo, no
metabolismo de carboidratos e reproducdo (Kabata-Pendias, 2011). J& o0 Zn, esta associado
com o metabolismo de carboidratos, regulacdo da expressdo de genes, integridade estrutural
do ribossomo e metabolismo de fosfato, além da sintese de enzimas como as desidrogenases,
proteinases e peptidases (Cherif et al., 2011; Kabata-Pendias, 2011). Todavia, plantas que
crescem em solos que apresentam altos teores de Cu e Zn na solucdo do solo ou mesmo
disponiveis (ex, extracdo por DTPA), podem acumular elevada quantidade destes elementos
metalicos em seus tecidos (Kabata-Pendias, 2011). Este acimulo pode causar respostas
bioquimicas e fisioldgicas devido ao efeito toxico nas plantas, que variam de acordo com a
parte da planta, a concentracdo dos elementos e a tolerancia dos tecidos a altos niveis desses
elementos (Mateos-Naranjo et al., 2013).

Diversos distarbios fisiologicos e bioquimicos em plantas sdo frequentemente
associados ao aumento dos teores de Cu e Zn em solos e nas plantas (Cambrollé et al., 2012;
Mateos-Naranjo et al., 2013). Isso porque, o Cu participa de diversos processos fisioldgicos,
ja que pode ser encontrado em dois estados de oxidacdo nas plantas (Yruela, 2005), mas estas
mesmas propriedades redox também contribuem para a sua toxicidade (Girotto et al., 2013).
Por meio da reacdo de Fenton, o ciclo redox entre Cu?* e Cu* catalisa a producéo de radicais
hidroxil (OH") provenientes de radicais superéxido (O;) e de perdxido de hidrogénio (H20,),
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Briat & Lebrun, 1999). Ja o
Zn, embora seja um elementos que ndo é capaz de gerar ROS diretamente através da reacdo
de Fenton, ele pode gerar estresse oxidativo através da interferéncia com o sistema de defesa
antioxidante das plantas (Gratdo et al., 2005). Assim, a absorcéo excessiva de Cu e de Zn por
plantas pode causar estresse oxidativo devido ao desequilibrio entre as respostas antioxidantes
e 0 aumento da producdo de ROS (Girotto et al., 2013). Neste contexto, a atividade da enzima
superdéxido dismutase (SOD) é essencial para transformar o radical O,” em H,0,, enquanto
que as peroxidases ndo especificas removem o excesso de H,O, (Choudhary et al., 2007;
Tanyolac et al., 2007). Desta forma, dentre os principais parametros bioguimicos afetados
pelo estresse oxidativo esta a atividade de enzimas, como as peroxidases ndo especificas
(POD) e a superoxido dismutase (SOD) (Li et al., 2006; Jain et al., 2010; Yang et al., 2011; Li
etal., 2012).

Depois do alto teor de Cu na planta desencadear as rea¢des oxidativas que ocasionam
danos nos tecidos vegetais, normalmente ocorre a inibicdo do crescimento da planta por
interferéncia em processos celulares importantes, como a permeabilidade da membrana, a

estrutura da cromatina, a sintese de proteinas, a atividade de enzimas nos processos de
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fotossintese e respiracdo (Yruela, 2005; Gratdo et al., 2005). Ja o aumento do teor de Zn na
planta, pode afetar negativamente o aparato fotossintético, reduzindo a eficiéncia
fotossintética das plantas pela inibicdo da biossintese de clorofila e diminuicdo da assimilagédo
de carbono (Chen et al., 2008; Dhir et al., 2008). O excesso de Zn pode ainda reduzir a
capacidade de enraizamento e até mesmo causar clorose foliar (Castiglione et al., 2007), o que
contribui para a inibicdo do crescimento das plantas (Girotto et al., 2013). Além disso, a
toxicidade de Zn pode afetar negativamente a permeabilidade da membrana, a cadeia de
transporte de elétrons (De Magalhdes et al., 2004) e a absor¢édo e translocacdo de nutrientes
(Jiang & Wang, 2008; Wang et al., 2009). Portanto, quando ocorre a associagdo do excesso
destes dois elementos no solo, pode ocorrer reducdo na producdo de matéria seca de raizes e
parte aérea, alteracfes na concentracdo de pigmentos fotossintéticos e na fluorescéncia da
clorofila a. Alguns estudos tém explorado como o Cu ou o0 Zn, adicionados na forma de
solucdo nutritiva ou em vasos contendo areia, interferem isoladamente em uma variedade de
processos fisioldgicos das plantas (Di Baccio et al., 2009; Jain et al., 2010; Cambrollé et al.,
2012; Mateos-Naranjo et al., 2013), enquanto outros tém explorado os efeitos da interacdo
entre os dois metais pesados, em solucdo nutritiva, no sistema de defesa antioxidante das
plantas (Upadhyay & Panda, 2010). No entanto, h4 pouca informacéo na literatura sobre os
efeitos da interacdo entre 0 Cu e 0 Zn no solo e seus efeitos sobre as plantas que ali se
desenvolvem.

O objetivo foi avaliar se 0 aumento na concentracdo de Zn no solo poderia significar
toxidez adicional as plantas de milho, cultivadas em um ambiente ja contaminado com alto

teor de Cu no solo.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Caracterizacao do solo e descri¢do do experimento

O estudo foi realizado usando solo coletado em um vinhedo com 30 anos de cultivo,
localizado em Santana do Livramento, regido da Campanha Galcha, Estado do Rio Grande do
Sul (RS), regido Sul do Brasil. O clima da regido é subtropical, Cfa (classificacdo de Képpen)
com a temperatura média anual de 18,2 °C e precipitacido média anual de 1.388 mm ano™,

distribuida de forma similar em todos os meses do ano (IPAGRO, 1989). Embora no verao
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(dezembro até marco) o clima € mais seco por causa da maior evapotranspiragao.
PrecipitagOes relativamente frequentes ocorrem durante todo o ciclo vegetativo das videiras,
as quais exigem aplicacBGes continuas de fungicidas que contém Cu e Zn para o controle
preventivo de doencas fungicas foliares.

Em novembro de 2011 o solo foi coletado na camada de 0-15 cm de um vinhedo com
alto teor de Cu e em uma &rea de campo nativo (CN) adjacente ao vinhedo, com baixos teores
de Cu e Zn, o qual serviu como tratamento controle. Os dois solos foram classificados como
Argissolo Vermelho, sendo suas caracteristicas apresentadas na Tabela 1. O solo foi seco ao
ar e passado em uma peneira com malha de 2 mm. Dois quilogramas de solo foram
adicionados em cada vaso com capacidade de 3 kg. O delineamento experimental usado foi
inteiramente casualizado com trés repeticGes em cada tratamento. Os tratamentos foram doses
de 0, 30, 60, 90, 180 e 270 mg kg™ de Zn adicionadas no solo de vinhedo, contendo alto teor
de Cu, mais o tratamento adicional (controle), com baixos teores de Cu e Zn, o qual teve os
teores de P disponivel, K trocavel e pH corrigidos para que atingissem valores préximos aos
do solo do vinhedo.

O Zn foi adicionado no solo na forma de solu¢do contendo ZnS0O,4.7H,O (60%) e
ZnCl; (40%). A solugdo que continha Zn foi diluida em &gua destilada para obtencéo de um
volume final de 200 mL. A solugéo foi entdo aplicada, misturada manualmente ao solo e este
acondicionado nos vasos. O solo foi incubado em casa de vegetacdo por 30 dias, com
reposicdo da agua evaporada a cada 2 dias, para manter a umidade a 80% da capacidade
méaxima de retencdo de agua (CMRA). Depois do periodo de incubacdo, foram adicionadas 4
sementes de milho em cada vaso, sendo removida uma plantula por vaso 5 dias apos a
germinacdo. Ao longo do cultivo foi adicionada agua destilada diariamente, para manter a
umidade do solo a 80% da CRMA. Aos 15 dias apdés a emergéncia (DAE) foi realizada a
aplicacdo de nitrogénio (N), usando uma solugdo contendo agua destilada e ureia [(NH2).CO],
perfazendo um total de 50 mg kg™ de N no solo.

Apbs o término do primeiro cultivo, em maio de 2012, foram aplicados 100 mg kg™ de
K na forma de solucdo, usando o KCI como fonte de K. A solucdo foi aplicada sobre a
superficie dos vasos e, em seguida, foi aplicada adgua destilada. Logo depois, o solo foi
revolvido manualmente. Apos a reposicdo do K, a cada 2 dias adicionou-se agua destilada
para manter o solo a 80% da CRMA até outubro de 2012. Neste més, um novo cultivo foi

realizado com manejo idéntico ao relatado para o primeiro cultivo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
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2.3.2 Extracéo e analises da solucéo do solo

Antes do primeiro cultivo e ap6s o segundo cultivo do milho foi coletado
aproximadamente 0,7 kg de solo tmido em cada vaso do experimento. O solo foi seco ao ar e
0,5 kg de solo seco foi pesado para a extragdo da solugdo do solo. A técnica utilizada foi a da
pasta de saturagdo do solo, sendo adicionada &gua destilada até atingir a saturagdo do solo
(aproximadamente 100 mL). A suspensdo permaneceu em descanso por 16 h até atingir o
equilibrio solo-solucdo. Apos este periodo, o solo foi acondicionado em funis de Bilichner, de
20 cm de didmetro, com filtro de papel no fundo. Com o auxilio de um frasco de succéo
(Kitassato) com o funil acoplado e uma bomba de succdo, foi extraida a solug¢do do solo. Logo
apos este procedimento foi realizada a leitura do pH na solucdo do solo. Imediatamente as
amostras foram filtradas (0,22 um) e foram determinados os teores de carbono organico
soltvel total (C solavel) (Silva & Bohnen, 2001) e os teores totais de Cu e Zn na solucdo do
solo, em Espectrometro de Emissdo Atdmica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP
Perkin-Elmer). Apds a extracdo da solucdo, o solo foi realocado nos vasos para o cultivo

seguinte.

2.3.3 Determinacao da producdo de matéria seca e concentracao total de Cu e Zn nas folhas

de milho

Nos dois cultivos de milho, aos 35 dias apos a emergéncia (DAE), as plantas foram
coletadas e divididas em parte aérea e raizes. As raizes foram separadas do solo manualmente
e lavadas com EDTA 0,02 mol L™. A parte aérea foi cortada rente & superficie do solo e uma
amostra de folhas foi imediatamente acondicionada em N liquido, para posteriormente ser
armazenada em ultra freezer, a -80 °C, até 0 momento das analises bioquimicas. O restante
das amostras de folhas e as raizes foram secas em estufa com ar forcado a +65 °C, até
atingirem massa constante. Determinou-se a matéria seca acumulada nas raizes e parte aérea
das plantas, utilizando-se uma balanca de precisdo. A matéria seca das folhas e das raizes foi
moida em moinho Wiley. A concentracdo total de Cu e Zn, nas folhas e nas raizes, foi
determinada apos a digestdo dos tecidos secos em forno tipo mufla. As amostras foram
calcinadas a 500-550 °C durante 3 h e as cinzas obtidas foram diluidas em HNOs 1 mol L™.
Determinou-se o total de Cu e Zn nas amostras obtidas, em espectrofotdmetro de absorgéo
atdbmica (EAA) (Embrapa, 1997).
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2.3.4 Determinacgao da fluorescéncia da clorofila a

Aos 30 DAE foi realizada a anélise da fluorescéncia da clorofila a usando um
fluorémetro de pulso modulado JUNIOR-PAM (Walz, Alemanha). A leitura da fluorescéncia
foi realizada na primeira folha completamente expandida em trés plantas por tratamento, no
periodo entre as 8:00 e 9:30 h. Antes das medigdes, as folhas foram pré-adaptadas ao escuro
pelo periodo de 30 minutos para a determinacdo da fluorescéncia inicial (Fo), e
posteriormente a amostra foi submetida a um pulso de luz saturante (10.000 pmol m?s™) por
0,6 s, determinando-se assim a fluorescéncia méxima (Fm). Determinou-se através da curva
de inducdo o rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fm), a taxa de transporte de elétrons
(ETR), a dissipacdo fotoquimica (gP) e ndo fotoquimica (QN e NPQ), e a eficiéncia quéantica
efetiva do PSII (Y (II)).

2.3.5 Determinacdo dos pigmentos fotossintéticos

Aos 35 DAE, durante a coleta das plantas as folhas, onde foi realizada a determinacao
da fluorescéncia da clorofila a, foram coletadas e reservadas para a analise dos pigmentos
fotossintéticos. Em seguida, as folhas foram congeladas em N, liquido e armazenadas a
-80 °C. Depois, as concentracBes de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotendides
foram determinados de acordo com a metodologia descrita por Hendry & Price (1993). Foram
utilizadas trés repeticdes por tratamento, sendo que 0,5 g de matéria fresca de folhas foram
maceradas com N, liquido, homogeneizadas em 5 mL de acetona a 80%, transferidas para
tubos tipo falcon de 15 mL, os quais foram centrifugados a 4000 g por 4 minutos a 25 °C.
Depois foi determinada a absorbancia do sobrenadante a 480, 645 e 663 nm, para
determinacdo das concentracdes de Chl a, Chl b e carotendides usando espectrofotdémetro
modelo SF325NM (Bel Engineering, Italia), sendo a concentracdo dos pigmentos calculada de

acordo com a metodologia de Lichtenthaler (1987).
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2.3.6 Determinacao da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e peroxidases ndo
especificas (POD)

A data e os procedimentos de coleta das plantas e a armazenagem das amostras de
plantas para a determinacdo das enzimas SOD e POD foram idénticos aos realizados para a
determinacdo dos pigmentos fotossintéticos. O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir de
0,5 g de tecido foliar fresco, macerado com N, liquido e homogeneizado com 5,0 mL de
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), contendo EDTA 1,0 mM, DTT 3,0 mM e 2%
de PVPP (m/v) (Azevedo et al.,1998). O homogenato foi centrifugado a 14000 rpm por 30
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. Aliquotas de 0,5 mL foram estocadas em
freezer a -80 °C até o momento da quantificacdo das enzimas e proteina total. A concentracédo
de proteina total de cada amostra foi determinada em espectrofotbmetro a 595 nm, como
descrito por Bradford (1976), usando BSA como padréo.

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis & Ries (1977). A mistura de reacdo continha
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 8 uM, nitroblue
tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, e 50 pL de extrato enzimatico. A producdo
fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi monitorada pelo incremento da
absorbancia a 560 nm. A reacédo foi realizada em tubos de ensaio a 25 °C, dentro de uma
camera de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Como controle,
tubos com a mistura de reacdo foram mantidos no escuro. A reacdo teve inicio com a ligacéo
da luz e apds 20 minutos de iluminacdo a reacdo foi paralisada, desligando-se a luz. Uma
unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibe a fotorreducdo do NBT
em 50% (Beauchamp & Fridovich, 1971).

A atividade das peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) ndo especificas presentes no extrato
foi determinada segundo Zeraik et al. (2008), utilizando-se 0 guaiacol como substrato. A
mistura de reacdo continha 1,0 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5), 1,0 mL
de guaiacol 15 mM e 1,0 mL de H,O, 3 mM. Apds a homogeneizacdo dessa solucdo foi
adicionado 50 pL de extrato. A oxidacdo do guaiacol (a tetraguaiacol) foi medida através do
aumento na absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em 1 mol min® mg*
proteina, utilizando para os calculos o coeficiente de extincdo molar de 26,6 mM™ cm™
(Chance & Maehly, 1955).
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2.3.7 Andlise estatistica

Todos os resultados foram transformados quando necessario para atender as
pressuposicOes dos testes de normalidade. Posteriormente, os resultados obtidos foram
analisados mediante analise de variancia (ANOVA) e quando os efeitos das doses de Zn
foram significativos (P<0,05) pelo teste de F, as médias foram comparadas pelo teste de
Scoott-Knott (P<0,05) (Scott & Knott, 1974). Além disso, através do teste F, obteve-se a
significancia do contraste entre as doses de Zn e o tratamento controle e, quando significativo,
as médias de todos os tratamentos foram comparadas com o tratamento controle (sem Cu e Zn

adicionados ao solo), pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

2.4 Resultados

2.4.1 Solucéo do solo

No primeiro cultivo o teor de Zn sollvel aumentou conforme o incremento das doses
de Zn adicionadas ao solo (Tabela 2). Ja os valores de pH e os teores de C soltvel e Cu na
solucgéo do solo foram similares nos tratamentos com alto teor de Cu e com a adig@o de doses
de Zn. No segundo cultivo, os teores de Cu e C sollvel no solo, aléem dos valores de pH da
solucdo do solo foram semelhantes entre os tratamentos, enquanto os teores de Zn soltvel no
solo aumentaram conforme o aumento das doses de Zn aplicadas no solo. No segundo cultivo,
observou-se maiores valores de pH da solugdo do solo em todos os tratamentos,
comparativamente ao primeiro cultivo. Da mesma forma, os teores de Zn observados na
solucdo do solo do segundo cultivo também foram maiores em relacdo ao primeiro cultivo,
sendo que na dose de 270 mg kg™ de Zn o teor de Zn na solucdo foi 2,88 vezes maior no
segundo cultivo em relacdo ao primeiro cultivo. Ja os teores de Cu e C soltveis diminuiram

em todos os tratamentos no segundo cultivo em relagéo ao primeiro.

2.4.2 Crescimento das plantas de milho

No primeiro cultivo, a producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de milho

foi semelhante entre o controle e as plantas que cresceram nos solos que receberam 0 e 60 mg
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kg™ de Zn, e maior nas plantas do tratamento com a adicdo de 30 mg kg™ de Zn (Figura 1).
Pode-se observar neste cultivo que a adicdo de 30 mg kg™ de Zn ao solo com alto teor de Cu
proporcionou incremento de 356% na producdo de matéria seca da parte aérea das plantas de
milho em relagdo ao tratamento que recebeu a adicdo de 270 mg kg™ de Zn. J4 a producdo de
matéria seca de raizes foi maior nas plantas cultivadas no tratamento controle, em relacdo as
plantas cultivadas no solo de vinhedo e com a adicéo de doses de Zn. Quando comparados 0s
tratamentos com solo oriundo do vinhedo, foi observado que a maior producdo de matéria
seca de raizes foi obtida com a adicdo de 30 mg kg™ de Zn no solo, o que proporcionou um
incremento na producdo de matéria seca das raizes de 320%, em relagdo ao tratamento que
recebeu 270 mg kg™ de Zn.

No segundo cultivo do milho, observou-se uma grande reducdo na producdo da
matéria seca da parte aérea e das raizes, nos tratamentos com solo do vinhedo, em relacdo ao
controle. Neste cultivo, dentre os tratamentos com solo oriundo do vinhedo, as plantas que
cresceram no solo do tratamento sem a adicdo de Zn apresentaram a maior producdo de
matéria seca de parte aérea, sendo esta 468% maior em relacdo as plantas do tratamento onde
foi adicionado 270 mg kg™ de Zn. J& a producdo de matéria seca de raizes foi 250% maior nas
plantas do tratamento sem a adi¢cdo de Zn, em relacdo as plantas que se desenvolveram no
solo onde foi adicionado 270 mg kg™ de Zn.

Nos dois cultivos, foi observado decréscimo na producdo de matéria seca das raizes
com o aumento da dose de Zn no solo. Quando comparada a producdo de matéria seca da
parte aérea e das raizes das plantas de milho, nos tratamentos com a adi¢do de doses de Zn,
foi observada reducdo no desenvolvimento das plantas no segundo cultivo, enquanto no

controle, sem adicao de Cu e Zn, a produgdo manteve-se semelhante entre os cultivos.

2.4.3 Cu e Zn nas folhas das plantas de milho

No primeiro cultivo, as menores concentracOes de Zn foram observadas nas folhas das
plantas do tratamento controle (Figura 2). Neste cultivo o teor de Zn nas folhas das plantas
cultivadas no solo sem adicéo de Zn foi 20,7 vezes menor que o teor das plantas cultivadas no
solo com adicdo de 270 mg kg™ de Zn. J& o teor de Cu nas folhas das plantas de milho
manteve-se abaixo dos 20 mg kg™ de matéria seca, em todos os tratamentos. Entretanto,
apenas as plantas cultivadas no solo com a adic&o de 180 mg kg™ de Zn apresentaram teor de

Cu nas folhas maior que os demais tratamentos.
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No segundo cultivo, os teores de Zn nas folhas das plantas que cresceram no solo sem
aplicacdo de Zn foram 11,9 vezes menores do que nas plantas do tratamento onde foi aplicado
a maior dose de Zn. J& os maiores teores de Cu neste cultivo, foram observados nas folhas das
plantas cultivadas no solo sem adi¢do de Zn, permanecendo iguais nos demais tratamentos.

Em ambos os cultivos, os menores teores de Cu foram observados nas folhas das
plantas cultivadas no solo do controle. Os teores de Cu nas folhas das plantas do segundo
cultivo foram superiores aos observados no primeiro cultivo. Isto foi evidente nas plantas
cultivadas no solo sem adicdo de Zn, onde os teores de Cu foram 3,8 vezes maiores do que o
observado nas plantas deste mesmo tratamento no primeiro cultivo. Pode ser observado ainda
que nos dois cultivos as concentrages de Zn nas folhas aumentaram com o incremento das
doses de Zn aplicadas no solo. Além disso, no primeiro cultivo os teores de Zn nas folhas

foram inferiores em relacdo ao segundo cultivo.

2.4.4 Fluorescéncia da clorofila

Os valores de fluorescéncia inicial (Fo) foram inferiores nas folhas das plantas
cultivadas no solo do controle, em relagdo aos demais tratamentos no primeiro cultivo (Tabela
3). Porém, os valores de rendimento quéntico maximo do PSII (Fv/Fm) foram maiores nas
folhas das plantas cultivadas no solo do controle, comparativamente, aos valores obtidos nas
plantas cultivadas nos demais tratamentos. As folhas das plantas de milho cultivadas no
tratamento com a maior dose de Zn, apresentaram aumento da Fo e reducéo da raz&o Fv/Fm,
em relagdo aos demais tratamentos, no primeiro cultivo. Por outro lado, a razdo Fv/Fo, 0s
parametros eficiéncia quantica efetiva do PSII (Y(I1)) e taxa de transporte de elétrons (ETR)
nédo apresentaram diferencas entre as plantas cultivadas nos diferentes tratamentos no primeiro
cultivo. Além disso, observou-se que os valores de Fv/Fo, Y(I1) e ETR verificados nas folhas
das plantas cultivadas no solo do controle, foram maiores do que aqueles observados nos
demais tratamentos. Ainda no primeiro cultivo, os valores da dissipacdo fotoquimica (gP)
foram menores nas folhas das plantas cultivadas no solo sem a adi¢cdo de Zn e com a adigéo
de 270 mg kg™ de Zn, enquanto os valores da dissipacdo n&o fotoquimica (NPQ) nas folhas
de milho néo diferiram (P<0,05) entre os tratamentos.

No segundo cultivo, os valores de Fo foram inferiores nas folhas das plantas cultivadas
no solo do controle. J& as folhas das plantas de milho cultivadas no tratamento com a adicéo

de 270 mg kg™ de Zn, apresentaram aumento da Fo e reducéo da razdo Fv/Fm, em relacdo aos
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demais tratamentos, neste mesmo cultivo. A razdo Fv/Fo observada nas folhas das plantas do
controle, no segundo cultivo, foi maior que a apresentada pelos demais tratamentos. Dentre 0s
tratamentos com solo do vinhedo, as folhas das plantas de milho cultivadas no solo com as
doses de 0, 30 e 60 mg kg™ de Zn, apresentaram os maiores valores da razédo Fv/Fo, néo
diferindo entre si (P<0,05). Por outro lado, nas folhas das plantas do tratamento 270 mg kg™
de Zn, esta razdo foi a menor dentre todos os tratamentos. No segundo cultivo, a adi¢do de
270 mg kg de Zn apresentaram valores menores de Y(I1) e ETR, em relagdo as folhas das
plantas cultivadas no solo dos demais tratamentos. Ja as folhas das plantas cultivadas no solo
do controle apresentaram valores de Y(Il) e ETR semelhantes aos tratamentos com as doses 0,
30, 60, 90 e 180 mg kg™ de Zn. Neste segundo cultivo os valores de P nas folhas de milho
ndo diferiram (P<0,05) entre os tratamentos, enquanto os valores de NPQ foram menores nas
folhas das plantas cultivadas no solo com a adigéo de 0, 30 e 60 mg kg™ de Zn.

Quando comparados os dois cultivos, observa-se que a varidvel Fo nas plantas de
milho do primeiro cultivo apresentou valores superiores aos do segundo cultivo em todas as
plantas que cresceram no solo oriundo de vinhedo. Ja as varidveis Fv/Fm, Y(Il), ETR e gP
apresentaram valores semelhantes entre os dois cultivos. Os valores de qP nos dois cultivos,
foram semelhantes também entre o controle e os demais tratamentos. Nos dois cultivos,
observou-se decréscimo na razdo Fv/Fm nas folhas das plantas de milho com o aumento das
doses de Zn aplicadas no solo do vinhedo. Por outro lado, houve incremento dos valores de
NPQ nas folhas das plantas de milho, com o aumento das doses de Zn aplicadas no solo,
sendo verificado o menor valor de NPQ nas folhas das plantas cultivadas no solo do controle

nos dois cultivos.

2.4.5 Pigmentos fotossintéticos

No primeiro cultivo, os teores de Chl a, Chl b e carotendides nas folhas das plantas
cultivadas no solo do controle foram semelhantes aqueles observados nas folhas das plantas
cultivadas nos demais tratamentos (Figura 3). Os teores de Chl a e Chl b observados nas
folhas das plantas cultivadas nos solos que receberam as doses de 30, 60, 90 e 180 mg kg™ de
Zn foram superiores aos verificados nas plantas do solo com a adicio de 270 mg kg™ de Zn,
que por sua vez foi maior do que o observado nas plantas cultivadas no solo sem a adicéo de
Zn. Da mesma forma, os teores de carotenoides observados nas folhas das plantas cultivadas

nos solos que receberam as doses de 30, 60, 90 e 180 mg kg™ de Zn foram superiores aos
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verificados nas plantas do solo sem a adicdo de Zn e com a adic&o de 270 mg kg™ de Zn, que
por sua vez néo diferiram entre si (P<0,05). Por outro lado, no segundo cultivo os teores dos
pigmentos fotossintéticos analisados ndo foram diferentes entre os tratamentos. Os teores de
Chl a, Chl b e carotenéides nas folhas das plantas da dose 0 mg kg™ de Zn apresentaram

incremento no segundo cultivo em relagdo ao primeiro cultivo.

2.4.6 Atividade das enzimas antioxidantes

No primeiro cultivo, a atividade da SOD nas folhas demonstrou-se alterada, sendo a
atividade da SOD maior nas folhas das plantas cultivadas no solo do tratamento com a adi¢édo
de 30 mg kg™ de Zn (Figura 4). Ja os menores valores da atividade da SOD foram observados
nas folhas das plantas cultivadas no solo com a maior dose de Zn. A atividade da POD,
embora tenha apresentado diferenca entre os tratamentos, ficou em patamares baixos, sendo a
maior atividade observada no tratamento sem a adicdo de Zn, engquanto os tratamentos que
receberam as doses de 90 e 270 mg kg™ de Zn apresentaram as menores atividades. Por outro
lado, no segundo cultivo de milho, ndo foi observada diferenca (P<0,05) tanto na atividade da
SOD, quanto da POD.

No primeiro cultivo a atividade da SOD foi aumentada nos tratamentos sem adicéo de
Zn e com a adicdo de 30 e 60 mg kg-1 de Zn quando comparado com o tratamento controle,
enguanto para os demais tratamentos a atividade foi semelhante. Ja a atividade da SOD no
segundo cultivo e da POD nos dois cultivos, nas folhas das plantas cultivadas nos tratamentos
com solo oriundo de vinhedo, foi semelhante a observada nas folhas das plantas cultivadas no
solo do controle. Quando comparada a atividade das enzimas SOD e POD entre os dois
cultivos, foi observada uma elevada atividade da enzima SOD nas folhas das plantas de milho
cultivadas no primeiro cultivo e baixa atividade nas folhas das plantas de milho cultivadas no
segundo cultivo, enquanto a atividade da enzima POD nas folhas das plantas de milho foi

baixa no primeiro cultivo e elevada no segundo cultivo.

2.5 Discussao

Os teores de Cu na solucéo do solo foram baixos, em relagéo aos teores de Zn, devido

a sua alta reatividade com os grupos funcionais, sobretudo aqueles da matéria organica do
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solo (Croué et al., 2003). Neste sentido, a manutengdo dos teores de matéria organica do solo
(MOS) nos solos dos vinhedos é muito importante para a reducdo da disponibilidade do Cu.
Nos solos do vinhedo estudado neste trabalho, as técnicas de manejo dos solos adotadas a
partir da década de 1990, como a introducéo de plantas de cobertura nos vinhedos, juntamente
com as folhas e restos de podas das videiras, contribuiram para aumentar o aporte de material
organico ao solo. Isto interferiu diretamente na reducdo da disponibilidade observada
principalmente nos teores sollveis de Cu no solo, ja que o EDTA extraiu quantidades
significativas de Cu em todos os tratamentos (dados ndo demonstrados). Ja o Zn apresentou
comportamento diferente do Cu, sendo que, uma fragdo do elemento tende a permanecer na
solucdo do solo na forma livre ou em pares iénicos sollveis (Citeau et al., 2003), mas também
na fracdo trocavel (Tiecher et al., 2013), ou seja, permanece em formas labeis no solo. Devido
a isto, tanto os teores soltveis de Zn, como os teores de Zn disponivel, extraido com EDTA,
apresentaram aumento de acordo com a quantidade de Zn adicionada ao solo. Em estudo de
adsorcdo de Zn em um Cambissolo Héaplico (Andic Haplumbrept), Perez-Novo et al. (2011)
atribuiram o0 aumento da adsorcdo de Zn no solo aos seus maiores teores de dxidos de ferro e
argila em relacdo a outro Cambissolo Haplico (Typic Haplumbrept). Como os teores de
Oxidos de ferro e argila do solo do presente estudo eram bastante baixos, isto pode ter
contribuido com os elevados teores solGveis de Zn no solo. Desta forma, os teores de Zn
observados na solucdo do solo foram altos se comparados aos teores de Cu na solucdo do
solo.

A maior producdo de matéria seca de raizes e da parte aérea das plantas de milho
cultivadas no solo com a adicdo de 30 mg kg™ de Zn, observadas no primeiro cultivo deste
estudo, pode ter ocorrido porque as concentragcdes de Zn livre na solucdo do solo deste
tratamento foram baixas, pois parte do elemento deve ter sido adsorvida aos grupos funcionais
mais reativos do solo, especialmente a MOS (Croué et al., 2003). Como 0s processos de
adsorcéo do Cu e do Zn podem ser afetados pela presenca de outras espécies na solucéo do
solo, como foi demonstrado em estudos em que o0s solos foram tratados simultaneamente com
Cu e Zn (Arias et al., 2006), a baixa concentragdo de Zn na solugdo do solo do tratamento
com a adicéo de 30 mg kg™ de Zn, pode ter contribuido para reduzir a atividade do Cu na
solucgéo do solo, reduzindo sua toxidez as plantas. Por outro lado, nas doses mais elevadas de
Zn no solo, a quantidade do elemento em solucdo pode ter sido muito alta e ocasionado
toxidez as plantas. Efeito similar foi encontrado por Cherif et al. (2011) em plantas de
tomateiro submetidas a doses de Cd e Zn.
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A reducdo na produgdo de matéria seca das raizes e parte aérea das plantas no segundo
cultivo pode ter ocorrido principalmente em fungdo do aumento, em relacdo ao primeiro
cultivo, nos teores de Zn na solucdo do solo. Isto se deve, principalmente, pela elevada
degradacdo do C organico soltvel, que contribuiu para a solubilizacdo do Zn, visto que a
biodisponibilidade de tais elementos na solucdo do solo é altamente dependente da espécie de
metal, do pH, e da presenca de C organico soluvel e outros ions na solugéo do solo (Sauvé et
al., 1997). A inibicdo do alongamento e divisao celular causada pela elevada concentracdo de
Cu na solucdo do solo e pelo aumento da concentracdo de Zn soluvel, observados
principalmente nos solos com a adicdo de 90, 180 e 270 mg kg™ de Zn no primeiro cultivo e
nos tratamentos com a adicdo de 30, 60, 90, 180 e 270 mg kg™ de Zn do segundo cultivo,
pode ajudar a explicar a reducdo na producdo de matéria seca (Hewit, 1983; Arduini et al.,
1994; Jain et al., 2010). Além disso, o efeito tdxico pode ser atribuido a acumulacdo de Zn nas
folhas (Cherif et al., 2011), principalmente dos tratamentos que receberam as maiores doses
de Zn. Isto porque, 0 Zn em quantidade excessiva nas plantas, pode afetar a homeostase
ibnica normal, por interferir na absorcéo, transporte e regulacdo de ions essenciais (Wang et
al., 2009), resultando na ruptura dos processos metabdlicos, tais como a transpiracdo e
fotossintese, responsaveis pela reducdo do crescimento (Sagardoy et al., 2009). O Zn pode
ainda ocasionar sintomas como clorose, principalmente nas folhas novas, e redugdo no
crescimento da planta, os quais séo sintomas comuns de toxicidade de Zn (Marschner, 1995;
Kabata-Pendias, 2011), sendo que ambos os sintomas foram observados nas plantas de milho
do presente estudo, especialmente no solo que recebeu a adic&o de 270 mg kg™ de Zn.

Os teores de Zn nas folhas aumentaram com o aumento das doses de Zn no solo, como
ja foi observado em outros trabalhos com diferentes espécies de plantas (Jain et al., 2010;
Yang et al., 2011; Cambrollé et al., 2012). Em espécies sensiveis, teores foliares entre 15-20 e
150-200 mg kg™ de Cu e Zn, respectivamente, s&o observadas reduces no crescimento das
plantas (Kloke et al., 1984; Kabata-Pendias, 2011). No primeiro cultivo deste estudo, apenas
os teores de Zn dos tratamentos 90, 180 e 270 mg kg™ de Zn as plantas de milho apresentaram
teor acima de 200 mg kg™ de Zn nas folhas. J4 no segundo cultivo, nos tratamentos que
receberam a adicdo de 0, 30, 60, 90, 180 e 270 mg kg™ de Zn, os teores foliares de Cu e Zn
foram maiores do que 20 e 200 mg kg™, respectivamente. As plantas cultivadas no solo que
recebeu a maior dose de Zn (270 mg kg™ de Zn), apresentou teores préximos a 3000 mg kg,
superiores aos encontrados por Cambrollé et al. (2012), em folhas de Halimione

portulacoides, espécie altamente tolerante a altas doses de Zn. Isto pode ter ocorrido
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principalmente por causa do aumento da concentragdo de Zn na solugéo do solo no segundo
cultivo.

Como a concentracdo de metais no solo é dependente também da atividade microbiana
do solo (Marschner, 1995), a intensa atividade dos microrganismos no solo pode ter
degradado parte do C orgénico soltuvel no solo, no periodo entre o primeiro e o segundo
cultivo. Esta fragdo sollvel é a mais labil e mais reativa fragdo da matéria organica do solo.
Assim, parte do Zn que estava complexado nesta fracdo pode ter sido solubilizado a partir da
degradacdo do C orgéanico soltvel no solo, contribuindo para o aumento da concentracdo do
Zn na solucdo do solo e, consequentemente, nos tecidos das plantas de milho. Além disso, 0s
elevados teores de Zn nas folhas das plantas de milho podem ser atribuidos a semelhanca
entre os raios idnicos dos cations bivalentes, como o Mn, Fe e Cu, assim, os ions de Zn
podem substituir qualquer um destes cations bivalentes e ser absorvido pela planta (Tewaru et
al., 2008). Uma vez no interior da planta, 0 Zn em excesso, pode alterar o equilibrio
fisioldgico pela competicdo com os demais cations em diversos locais (Tewaru et al., 2008),
como nos sitios de absorcdo primaria ou nos locais de transporte de nutrientes das raizes
(Yang et al., 2011). Ja a menor concentracdo de Cu em relacdo ao Zn nas folhas, pode ter
ocorrido por causa da baixa mobilidade deste elemento nas plantas, uma vez que 0 mesmo
apresenta forte interagdo com o N das proteinas (Kabata-Pendias, 2011).

Nas plantas de milho cultivadas no solo que recebeu a adicdo de 270 mg kg™ de Zn,
nos dois cultivos, foi observado aumento significativo de Fo, que representa a emissdo da
fluorescéncia pelas moléculas de clorofilas das antenas que foram excitadas, antes da
transferéncia da energia para os centros de reacdo (Krause & Weiss, 1991; Tanyola¢ et al.,
2007). Isso aconteceu possivelmente porque os centros de reacdo do PSIlI podem estar
comprometidos, ou a transferéncia da energia de excitacdo do complexo antena para 0s
centros de reacdo esteja prejudicada (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). Geralmente, o valor
de Fo é alterado por estresses do ambiente que causam alteracfes estruturais nos pigmentos
fotossintéticos do PSII (Campostrini, 2001), como os elevados teores de metais pesados no
solo.

O estresse nas plantas pode ser observado também pela redugdo acentuada na
eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), no tratamento que recebeu a maior dose de Zn
(270 mg kg™ de Zn), o que caracteriza um estado de fotoinibic&o cronica (Alves et al., 2002).
Concordando com os resultados deste trabalho, Cambrollé et al. (2012) encontraram reducgdes
na razéo Fv/Fm em plantas cultivadas em solucdo nutritiva com alto teor de Zn. Estes autores

observaram um decréscimo maior na razdo Fv/Fm nas medicgdes feitas a0 meio dia, em
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relacdo as feitas durante a madrugada, o que foi atribuido ao maior fluxo de luz durante o dia.
Esta diminuicdo em Fv/Fm, em ambos os cultivos, foi causada por maiores valores de Fo
concomitantemente com menores valores de Fm, que indica uma redugdo na propor¢do de
centros de reacdo abertos (Maxwell & Johnson, 2000), possivelmente por causa da
diminuicdo da concentragdo de clorofila (Cambrollé et al., 2012).

Da mesma forma que a razdo Fv/Fm, a eficiéncia quéantica efetiva do PSII (Y(II))
também mostrou reducéo nas plantas cultivadas no solo que recebeu a adigdo de 270 mg kg™
de Zn, no segundo cultivo. Esta reducdo pode ter ocorrido devido ao aumento da dissipacao
ndo fotoquimica (NPQ), indicando que as plantas dissiparam a luz na forma de calor,
protegendo assim a folha de danos induzidos pela luz (Maxwell & Johnson, 2000; Cambrollé
et al., 2012). Esta dissipacdo da energia de excitacdo das clorofilas pode prevenir a formacao
de moléculas altamente reativas, a partir de oxigénio, que podem danificar irreversivelmente
proteinas, lipideos e pigmentos de membranas fotossintéticas (Horton & Ruban, 2004).

Em trabalho realizado com cana de agUcar, Jain et al. (2010) encontraram aumento dos
teores de Chl a, Chl b e carotendides nos tecidos foliares das plantas cultivadas em areia,
submetidas a elevados teores de Zn, fornecido via solugdo nutritiva. Esta resposta
provavelmente é causada pela menor producdo de massa fresca das folhas e maiores
quantidades de pigmentos por unidade de massa (Hewitt, 1983). Apesar disso, Sagardoy et al.
(2009), observaram reducdo nos teores de clorofilas e carotendides por causa do aumento das
doses de Zn em solucgdo nutritiva, quando os resultados foram expressos em funcdo da area
foliar. Alguns pesquisadores relatam reducdo do contetido de Chl a, Chl b e carotendides em
plantas, causada pela elevada concentracdo de metais pesados no solo (Yang et al., 2010) e
em solugdo nutritiva (Mateos-Naranjo et al., 2008; Cambrollé et al., 2011). Segundo
Cambrollé et al. (2012), a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, induzida pelos elevados
teores de Zn no meio de crescimento das raizes das plantas, pode ser atribuida ao efeito
adverso do excesso do Zn no transporte de elétrons na fotossintese, causando diminuicédo da
sintese de clorofila ou incremento da sua degradagdo. Por outro lado, Upadhyay & Panda
(2010), verificaram reducdo dos teores de clorofila total e carotendides em plantas de
Spirodela polyrhiza L., cultivadas em solugdo nutritiva e submetidas a aplicacdo de Cu ou Zn
separadamente. Entretanto, quando o Cu e o Zn foram adicionados simultaneamente na
solucgéo nutritiva, as plantas apresentaram aumento do teor de clorofila total e de carotenoides
nas folhas das plantas, o que pode ser considerada uma resposta especifica do Zn, causando
aumento da sintese de clorofila e de fotossintatos (Bazzaz et al., 1992). Neste estudo, isto

pode ter ocorrido também pelo efeito de concentracdo dos pigmentos, ja que as plantas
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apresentaram reducdo na producdo de matéria seca. Este efeito pode ser observado nos teores
de Chl a, Chl b e carotendides nas plantas do primeiro cultivo, principalmente nos tratamentos
com solos que receberam a adicdo de 30 a 180 mg de Zn kg™ de solo.

A atividade da enzima SOD mostrou-se aumentada nas plantas cultivadas no solo de
vinhedo sem a adi¢&o de Zn, bem como nas menores doses (30 e 60 mg kg™), e reduzida com
0 aumento das doses de Zn (90, 180 e 270 mg kg™) adicionadas ao solo no primeiro cultivo.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Wang et al. (2009), que também
verificaram reducdo da atividade da SOD com a aplicacdo de Zn, em plantas de Brassica
napus. A SOD faz parte do primeiro ajuste da tolerancia das plantas ao estresse oxidativo e
seu produto, o H,O,, quando acumulado é menos prejudicial que o superéxido, sendo que sua
eliminacdo pode ser realizada tanto por catalases, quanto por peroxidases (Alscher et al.,
2002). Embora a enzima POD tenha demonstrado baixa atividade nas plantas de milho no
primeiro cultivo, ela pode estar sendo produzida suficientemente para que ocorra a
destoxificacdo do H,O, produzido pela SOD. Assim como a SOD, a POD também néao
apresentou diferencas entre os tratamentos, contudo, teve sua atividade aumentada em relacéo
ao primeiro cultivo. Isto sugere que o H,O, esta sendo predominantemente eliminado da
célula. Estes resultados indicam que, com teores mais elevados de Zn no solo, as enzimas
antioxidantes podem ndo proteger suficientemente a planta de milho dos danos oxidativos.
Nesse estudo, os sintomas de toxicidade induzida pelos elevados teores de Cu e Zn no solo
podem estar relacionados ao aumento acima dos niveis considerados normais tanto de Cu
como de Zn nas folhas do primeiro e segundo cultivos, ocasionando estresse oxidativo,
resultado também encontrado por Tanyolag et al. (2007) e acarretando em menor crescimento

e acumulo de matéria seca.

2.6 Conclusoes

Os teores elevados de Cu e Zn no solo causam toxicidade as plantas de milho e
proporcionam teores foliares acima dos niveis considerados normais nas folhas das plantas,
nos dois cultivos. A toxicidade de Zn se evidencia através da diminui¢do no crescimento,
tanto das raizes, como da parte aérea, bem como também na inducdo de sintomas de

toxicidade e deficiéncia nos pardmetros fotossintéticos, refletindo na fotoinibigcdo, alem de
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ocasionar estresse oxidativo nas plantas, especialmente nas plantas cultivadas nos solos que

receberam as maiores doses de Zn.
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Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas da camada 0-15 cm de dois Argissolo Vermelho, um cultivado

durante 30 anos com videira e outro oriundo de campo nativo.

Caracteristicas Vinhedo Campo Nativo
Argila, método da pipeta (g kg™) 44 54
Areia, método da pipeta (g kg™) 892 894
Silte, método da pipeta (g kg™) 64 52
MO, extraido por K,Cr,0; (g kg™) 18,5 9,0
PHu20 (1:1) 5,7 52
Al trocavel, extraido por KCI 1 mol L™ (cmol, kg™) 0,0 0,4
Cu disponivel, extraido por EDTA (mg kg™) 120,8 0,7
Zn disponivel, extraido por EDTA (mg kg™) 18,7 0,9
K trocéavel, extraido por Mehlich-1 (mg kg™) 62 132
P disponivel, extraido por Mehlich-1 (mg kg™) 31,4 7,0
Fe disponivel, extraido por EDTA (mg kg™) 33,5 21,9
Mn disponivel, extraido por EDTA (mg kg™) 43,6 40,7
Ca trocével, extraido por KCI 1 mol L™ (cmol, kg™) 1,3 0,5
Mg trocavel, extraido por KCI 1 mol L™ (cmol, kg™) 0,3 0,2
CTC. , cmol. kg™ 45 1,4
CTC; , cmol, kg™ 6,8 3,2

“CTC,;, capacidade de troca de cétions efetiva; ~ CTC,, capacidade de troca de cations a pH 7.
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Tabela 2. Concentragdo de Cu, Zn e carbono soltvel (mg L™), matéria organica do solo (g kg"

1), pH do solo e pH da solucéo do solo antes do primeiro cultivo e apds o segundo cultivo, em

solo com a adi¢do de doses de Zn.

Doses de Zn (mg kg™)

0 30 60 90 180 270
1° Cultivo PHso 5,74 5,48 5,47 5,46 5,31 532
2° Cultivo PHso 6,14 6,09 6,11 6,03 5,98 6,02
1° Cultivo Ceo 227 168 195 169 299 245
2° Cultivo Csol 96 71 85 79 89 85
1° Cultivo Cusol 1,58 1,16 1,24 1,25 1,48 1,49
2° Cultivo Clsol 0,78 0,78 0,84 0,80 0,76 0,85
1° Cultivo Zngy 0,47 1,33 2,41 4,51 8,87 14,19
2° Cultivo Zngy 0,62 1,84 4,11 5,90 17,72 40,88
1° Cultivo MOS 21,3 183 20,6 14,8 19,9 185
2° Cultivo MOS 15,0 153 13,8 12,7 14,9 12,7
1° Cultivo PHsomo 5,81 5,70 5,67 5,65 5,09 4,95
2° Cultivo PHsoio 5,00 4,96 4,94 4,98 4,85 4,68
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Tabela 3. Fluorescéncia inicial (Fo), rendimento quantico mé&ximo do PSII (Fv/Fm),
rendimento quantico basal do PSII (Fv/Fo), eficiéncia quantica efetiva do PSII (Y(I)), taxa de
transporte de elétrons (ETR, pumol m™ s™), dissipacdo fotoquimica (qP), e dissipacdo ndo
fotoquimica (NPQ), em folhas de milho em resposta a adicdo de doses de Zn durante 35 dias.
Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05); * médias de todos os tratamentos foram comparadas com o tratamento controle

(sem Cu e Zn adicionados ao solo), pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Doses de Zn (mg kg™)

0 30 60 90 180 270 Controle
1° Cultivo Fo 367,0b 393,3b 397,3b 343,7b 358,0b 530,3a* 62.7
2° Cultivo Fo 69,0b 69,7b 76,8b 118,5b 121,0b 191,3a* 59,3
1° Cultivo Fv/iFm 0,63a 0,66a 0,64a 0,68a 0,66a 0,54b* 0,75
2° Cultivo Fv/iFm 0,73a 0,71a 0,65a 0,64a 0,58a 0,40b* 0,74
1° Cultivo Fv/Fo 1,69a 1,99a 1,82a 2,12a 1,96a 1,21a* 3,08
2° Cultivo Fv/Fo 2,66a 2,45a 1,96a 1,78b 1,53b 0,83c* 2,78
1° Cultivo Y (1) 0,33a 0,38a 0,38a 0,38a 0,33a 0,27a* 0,49
2° Cultivo Y (1) 0,44a 0,42a 0,42a 0,3% 0,36a 0,27b 0,38

1° Cultivo ETR 26,65a 29,93a 30,06a 30,06a 26,39 21,87a* 39,34
2° Cultivo ETR 34,71a 33,84a 33,86a 31,41a 28,57a 21,76b 30,23

1° Cultivo gP 0,59b 0,68a 0,78a 0,74a 0,71a 0,58b 0,76
2° Cultivo gP 0,70a 0,68a 0,69a 0,61a 0,70a 0,63a 0,58
1° Cultivo NPQ 0,63a 0,90a 1,06a 1,12a 1,09a 0,97a 0,25

2° Cultivo NPQ 0,38b 0,32b 0,34b 0,68a 0,76a 0,84a* 0,07
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Legenda das Figuras

Fig.1 Producdo de matéria seca da parte aérea (a) e raizes (b), do milho em resposta a adicéao
de doses de Zn em mg kg?, em um solo de vinhedo contaminado com Cu, durante 35 dias.
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05); ns = ndo significativo a 5% de erro; * médias de todos os tratamentos foram
comparadas com o tratamento controle (sem Cu e Zn adicionados ao solo), pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05).

Fig.2 Concentragéo total de Zn (a) e concentracdo total de Cu (b) nas folhas das plantas de
milho em resposta a adicio de doses de Zn em mg kg™, em um solo de vinhedo contaminado
com Cu, durante 35 dias. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05); ns = ndo significativo a 5% de erro; * médias de todos 0s
tratamentos foram comparadas com o tratamento controle (sem Cu e Zn adicionados ao solo),
pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Fig.3 Clorofila a (a), clorofila b (b) e carotenoides (c), na primeira folha expandida de plantas
de milho em resposta a adicdo de doses de Zn em mg kg™, em um solo de vinhedo
contaminado com Cu, durante 35 dias. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05); ns = nao significativo a 5% de erro; *
médias de todos os tratamentos foram comparadas com o tratamento controle (sem Cu e Zn

adicionados ao solo), pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Fig.4 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) (a) e atividade da enzima guaiacol
peroxidase (POD) (b), na primeira folha expandida de plantas de milho em resposta a adicéo
de doses de Zn em mg kg?, em um solo de vinhedo contaminado com Cu, durante 35 dias.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05); ns = ndo significativo a 5% de erro; * médias de todos os tratamentos foram
comparadas com o tratamento controle (sem Cu e Zn adicionados ao solo), pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05).
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