UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

FORTIFICACAO DA BATATA E BIOFORTIFICACAO
AGRONOMICA DA BETERRABA COM ZINCO

Victor Manuel Vergara Carmona

Engenheiro Agronomo

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

FORTIFICACAO DA BATATA E BIOFORTIFICACAO
AGRONOMICA DA BETERRABA COM ZINCO

Victor Manuel Vergara Carmona
Orientador: Prof. Dr. Arthur Bernardes Cecilio Filho

Coorientador: Dr. Hilario Junior de Almeida

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Agronomia
(Producéo Vegetal).

2018



Carmona, Victor Manuel Vergara
Cc287f Fortificacdo da batata e biofortificacdo agrondmica da beterraba
com zinco / Victor Manuel Vergara Carmona. — — Jaboticabal, 2018
Xiv, 60 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2018

Orientador: Arthur Bernardes Cecilio Filho

Coorientador: Hilario Junior de Almeida

Banca examinadora: Gilmara Pereira da Silva, Luis Felipe Villani
Purquerio, Alexson Filgueiras Dutra, André Rodrigues dos Reis

Bibliografia

1. Solanum tuberosum L. 2. Beta vulgaris var. vulgaris. 3.
micronutriente. 4. Biofortificag8@o. 5. Acido fitico. 6. Valor nutricional. I.
Titulo. II. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias.

CDU 631.811:635.21:635.112

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagdo —
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA v

unesp™ v

Campus de Jaboticabal
CERTIFICADO DE APROVAGAO
TITULO DA TESE: FORTIFICAGAO DA BATATA E BIOFORTIFICAGAO AGRONOMICA DA BETERRABA

COM ZINCO

AUTOR: VICTOR MANUEL VERGARA CARMONA
ORIENTADOR: ARTHUR BERNARDES CECILIO FILHO
'COORIENTADOR: HILARIO JUNIOR DE ALMEIDA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(PRODUGAO VEGETAL), pela Comissao Examinadora:

Jin (—208
Zgg‘os REIS

J: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

VICTOR MANUEL VERGARA CARMONA - nascido em 23 de julho de 1987
na cidade de Talca, Chile, filho de Victor Manuel Vergara Letelier e Maria Teresa
Carmona Campos. Iniciou estudos de Engenheira em Agronomia na Faculdade de
Ciéncias Agrarias, pertencente a Universidade de Talca, em 2006, onde participou
do projeto de avaliacdo do cultivo hidroponico de morango chileno (Fragaria
chiloensis) a cargo da Profa. Dra. Gilda Carrasco Silva. Em setembro de 2012
formou-se como Engenheiro Agronomo e em marco de 2013 ingressou na
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, para realizar
Mestrado no curso de Pés-Graduacdo em Agronomia (Producdo Vegetal) sob a
orientagcdo do Prof. Dr. Arthur Bernardes Cecilio Filho, concluindo-o em fevereiro de
2015. Logo em seguida, em mar¢co do mesmo ano, iniciou-se como aluno de
doutorado na mesma casa de estudos sob a mesma orientacdo e com a
coorientacdo do Dr. Hilario Junior de Almeida, obtendo o titulo de doutor em
Agronomia (Producgéo Vegetal) em fevereiro de 2018.



“A experiéncia nao é o que nos
acontece, mas o que fazemos com

aquilo que nos acontece”

Aldous Huxley

Aos meus pais Maria Teresa Carmona Campos e Victor Manuel
Vergara Letelier, aos meus irmédos Marco Antonio e Juan Pablo pelo
constante apoio e sustento durante essa longa jornada, e a minha
amada companheira Karen por todo o amor, respeito e parceria que

foi fundamental nessa conquista. Amo voceés!!

DEDICO



Vi

AGRADECIMENTOS

Meus mais sinceros agradecimentos a todos 0s que participaram de forma direta ou
indireta nessa etapa da minha vida, pois sem a sua fundamental contribuicdo o
caminho tivesse sido muito mais dificil.

Agradeco a minha familia pelo enorme suporte animico durante todos esses anos. O
caminho tem sido longo, distante e as vezes asfixiante, porém com 0 seu apoio a
minha forca e bondade de conseguir o objetivo manteve-se firme.

A Karen, por sua companhia, suporte em momentos dificeis, compreensdo e muita
dedicagdo. Sem vocé isto ndo seria tdo brilhante e doce como é hoje.

Ao prof. Dr. Arthur Bernardes Cecilio Filho, pela orientacdo e valiosissimas
contribuicbes para a realizacdo do trabalho, além dos ensinamentos, confianca,
amizade e atencdo dada durante todos esses anos de pés-graduacao.

A minha primeira mentora, profa. Dra. Gilda Carrasco Silva, pela enorme
oportunidade oferecida e por ter acreditado em mim.

Ao meu coorientador e amigo, Dr. Hilario Junior de Almeida, por toda a ajuda e a
confianga oferecida durante o doutorado.

A todos os professores da FCAV/UNESP que foram parte da minha formacdo como
doutor. Especialmente gostaria de agradecer a profa. Dra. Priscila Lupino Gratédo
tanto pelos ensinamentos como pela ajuda na realizacdo de analises laboratoriais,
com o qual aproveito de agradecer a Sra. Sonia Maria R. Carregari pela valiosa
contribuicdo e orientacdo no laboratorio.

Aos funcionarios da Horta da faculdade Inauro, Reinaldo e Claudio pela enorme
ajuda, pelos ensinamentos e pela simpatia durante todos esses anos.

Aos amigos e colegas de pés-graduacao que teve o enorme prazer de conhecer:
Claudia, Juan, Natalia, Tatiana, Matheus, Anderson, Rodrigo, Carolina, Camila,
Eliza, Danilo, Leonardo, Rodolfo, Alexson, Miguel, Sergio, Paulo Henrique, Juliana,
entre muitos outros.

Aos amigos Gila, Pelotas, Val, Akida, Madalena, Quem, Scooby, Fabricio, Jorge,
Chris, Verinha, Franguinho, Gian, etc., por todos o0s excelentes momentos

compartilhados.



Vil

Ao programa de Pdés-Graduacdo em Agronomia (Producdo Vegetal) da
FCAV/UNESP, pela oportunidade.
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo

auxilio financeiro para a realiza¢do do curso de doutorado.

ETERNAMENTE AGRADECIDO!



viii

SUMARIO

RESUMO . ..o e e et e e e e e e e X
AB ST R A CT et e e nnaas Xii
LISTA DE TABELAS ...t eenaas Xiii
LISTA DE FIGURAS ..ot eeennnas Xiiiii
CAPITULO 1 — CONSIAEIACHES EIAIS ... ...ecveiveeeeeieeeeeeieeeeeeeeeieeeeessteseesreseeestesreesessnens 1
1L INTRODUGAO ..ottt ettt te e 1
1.2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 2
1.2.0 ZN MO SOIO .ttt 2
1.2.2 7N €M PIANTAS ....oeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb 4
1.2.3 A batata, a beterraba e a seguranca alimentar..............cccccvvvveeiiiiiinnnnnnnnn. 7
1.2.4 Biofortificagdo agronOmICa COM ZN .........uuuuuuuururenneinnnrinnnenninnnneeenennenneeneeeees 8
1.2.5 Impacto da biofortificagdo com Zn na nutricdo e sadude humana.............. 12

1.3 REFERENCIAS.......coiieeeeeeeeeee ettt ettt et e et ean e s 15
CAPITULO 2 - Fortificac&o e biodisponibilidade de Zn em batata ............................ 22
2.1 INTRODUGAO ..ottt ettt ettt eeens 23
2.2 MATERIAL E METODOS.......ooiieeeeeeeeeeeeee ettt 24
2.2.1 Localizacdo da area experimental ............ccoooeeiiviiiiiiiiiiiieeeeeeee e 24
2.2.2 Tratamentos e delineamento experimental.............ccccooeeeeeiiiiiiiiiiiei e, 24
2.2.3 Determinacao dO tEOr de ZN .......ccooiiiiiiiiiiie e 25
2.2.4 Determinagéo da biodisponibilidade de Zn ...........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 25
2.2.5 ANAIISE EStAtISTICA ... ..uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii b 26

2.3 RESULTADOS ... .t e et e e e et e e e eaaan s 26
2.4 DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt en s s 30
2.5 CONCLUSAO ..ottt ettt enenens 33

2.8 REFERENCIAS. ...cooe ettt 33



CAPITULO 3 — Biofortificacdo agrondémica da beterraba com Zn via condicionamento

OSMOLICO A€ ULIHCUIOS. ... 37
3.1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ete et eeae e e 38
3.2 MATERIAL E METODOS ......ctiiiitiniiieeteiee sttt 39

3.2, L LOCAI ..ttt 39
3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental..............ccccccviiiiiiiiiiiiiiininnns 39
3.2.3 Instalacdo e conducao dos eXPerimentoS.........covvvvvrriiiieeeeeeeeeeiiiiine e 40
3.2.4 Caracteristicas analiSadas............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiee e 41
3.2.5 ANAIISE ESTALISHICA .. .vveeiiieeiiiiiiiie e 42
.3 RESULTADOS ...t e et e e et e e e e aaa s 42
G J0C 0 R I (0 Tor= Lo o 1= 1] LST= L RPN 42
3.3.2 Teor de Zn foliar ([ZNF]) ..ceuuuuiiiiee e 46
3.3.3 Crescimento e biofortificacdo com Zn ([ZNR]) ..oovvevviiiiiiiieiiiieeiee e a7
3.4 DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt 51
3.5 CONCLUSOES ......oo oottt 555

3.6 REFERENCIAS.......cootiiieeeteeeeeeeeeeee ettt 555



FORTIFICACAO DA BATATA E BIOFORTIFICACAO AGRONOMICA DA
BETERRABA COM ZINCO

RESUMO - A deficiéncia de zinco (Zn) afeta a populacdo mundial h4 muito
tempo e, apesar dos esforcos realizados, o problema ainda ndo tem sido resolvido.
Dessa forma, o incremento de Zn em hortalicas pode contribuir a diminuicdo do
consumo inadequado do micronutriente. Assim, objetivou-se avaliar o efeito do
condicionamento osmético com Zn sobre o aumento do teor do micronutriente em
batata e beterraba. Para isto, tubérculos de batata foram condicionados em solu¢ces
com 0, 10, 20 e 30 mg mL* Zn (como sulfato) durante 12, 16, 20 e 24 horas,
engquanto para utriculos de beterraba utilizaram-se concentracfes de 0, 10 e 30 mg
mLt Zn, como sulfato e cloreto, durante 12, 16, 20 e 24 horas e, posteriormente,
cultivados em casa de vegetacdo em duas épocas diferentes (primavera de 2015 e
outono-inverno de 2016). Em batata houve incremento do teor e biodisponibilidade
de Zn nos tubérculos, principalmente, em funcdo da concentracdo do micronutriente
em solucdo, sendo que com 10 mg mL? Zn e 12 horas de condicionamento
conseguiu-se substancial fortificacdo. Em beterraba, todas as caracteristicas
avaliadas nas plantas foram melhoradas com a presenca de Zn em solucao,
principalmente como sulfato, sendo obtido com 30 mg mL* Zn maior teor de Zn na
raiz, enquanto o tempo influenciou somente caracteristicas de crescimento, sendo
16 horas o tratamento mais recomendavel. Portanto, conclui-se que o
condicionamento osmético com Zn apresenta potencial para ser utlizada em
programas de biofortificacdo agronémica dessas hortalicas.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., Beta vulgaris var. vulgaris, micronutriente,
biofortificacdo, &cido fitico, valor nutricional
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POTATO FORTIFICATION AND AGRONOMIC BIOFORTIFICATION OF
BEETROOT WITH ZINC

ABSTRACT - Zinc (Zn) deficiency has affected the world's population for a
long time, and despite the efforts made, the problem has not yet been resolved.
Thus, the increase of Zn in vegetables can contribute to the reduction of inadequate
micronutrient consumption. Thus, the objective of this study was to evaluate the
effect of Zn priming on the increase of micronutrient content in potato and beet. For
this, potato tubers were primed in solutions with 0, 10, 20 and 30 mg mL! Zn (as
sulfate) for 12, 16, 20 and 24 hours, while for beet utricles were used concentrations
of 0, 10 and 30 mg mL™* Zn, as sulfate and chloride, for 12, 16, 20 and 24 hours and
then grown in a greenhouse at two different times (spring 2015 and autumn-winter
2016). In potato there was increase in the content and bioavailability of Zn in the
tubers, mainly as a function of the concentration of the micronutrient in solution, and
with 10 mg mL* Zn and 12 hours of priming a substantial fortification was achieved.
In beet, all characteristics evaluated in the plants were improved with the presence of
Zn in solution, mainly as sulfate, being obtained with 30 mg mL? Zn higher Zn
content in the root, whereas the time influenced only growth characteristics, being 16
hours the most recommended treatment. Therefore, it is concluded that the Zn
priming presents potential to be used in programs of agronomic biofortification of
these vegetables.

Keywords: Solanum tuberosum L., Beta vulgaris var. vulgaris, micronutrient,
biofortification, phityc acid, nutritional value
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1.1 INTRODUCAO

Para manter o metabolismo e ter vida saudavel e produtiva, os seres
humanos necessitam de, pelo menos, 50 nutrientes em quantidades adequadas
(WHITE; BROADLEY, 2005; BOUIS; WELCH, 2010). Neste sentido, as plantas
constituem o inicio da cadeia alimentar, e aumentos na absorcdo de nutrientes e
seus acumulos nos tecidos comestiveis promovem melhorias nas dietas humanas e
animais.

Embora a producdo de alimentos tenha acompanhado o crescimento
populacional, problemas de deficiéncias nutricionais atingem grande parte da
populacdo. Estima-se que mais de 60% das seis bilhdes de pessoas no planeta
estdo deficientes em ferro, mais de 30% em Zn e iodo e 15% em selénio, sendo 0s
paises em desenvolvimento os mais afetados (BEAL et al., 2017; FAO/OPS, 2017;
IFPRI, 2017). Portanto, acredita-se que, se nao sao adoptadas medidas de controle,
esses problemas podem aumentar drasticamente (WHO, 2017), uma vez que, nas
proximas trés décadas, estima-se que o planeta abrigar4d mais de nove bilhdes de
pessoas (UNITED NATIONS, 2017).

Esta situacdo tem sido atribuida a producéo de culturas agricolas em solos
com baixa disponibilidade de micronutrientes (ALLOWAY, 2009) e ao consequente
consumo de alimentos de contetdo nutricional abaixo do recomendado, agravada
mais ainda pela auséncia de produtos de origem animal na dieta (WESSELLS;
BROWN, 2012), sendo a deficiéncia de Zn considerada um dos mais graves
problemas da saude publica ao redor do planeta. O Zn € constituinte de mais de 300
metaloenzimas e a sua homeostase deve estar presente para a funcdo normal do
sistema imunologico, respostas de estresse oxidativo, funcdes estruturais e
cicatrizacdo de feridas, entre muitas outras (COMINETTI; COZZOLINO, 2009;
STEIN, 2010).

Neste contexto, o problema da deficiéncia de Zn pode ser resolvido através
da diversificacdo da dieta, pelo uso de suplementacdo mineral, pela fortificacdo de

alimentos e/ou do aumento da concentracdo biodisponivel do elemento em partes



comestiveis de plantas cultivadas, seja por meio de intervencdo agricola
(biofortificacdo agrondmica) ou por selecdo genética (biofortificacdo genética)
(WHO/FAOQ, 2017; BOUIS; SALTZMAN, 2017).

A biofortificacdo de alimentos tem-se tornado uma excelente estratégia para
combater a desnutricdo, uma vez que considera um sistema alimentar integrado,
visando a reduzir de forma sustentavel a desnutricdo, principalmente, na populacéo
mais necessitada, com resultados positivos em nivel mundial (CAKMAK;
MCLAUGHLIN; WHITE, 2017). Contudo, apesar do progresso realizado, a
deficiéncia de Zn, como de outros nutrientes, prevalece na maioria dos paises em
desenvolvimento (BEAL et al., 2017), portanto, elevar o teor de Zn em hortalicas
pode contribuir a diminuicdo do consumo deficitario do micronutriente.

Dessa forma, elevar o valor nutricional de tubérculos de batata e raizes de
beterraba pode ser de grande importancia para combater a desnutricdo, pois ambas
sdo produzidas na maioria dos paises no Mundo (FAOSTAT, 2017) e o seu
consumo é recomendado pelas suas propriedades nutritivas (SUBRAMANIAN et al.,
2011; CHEN et al., 2015). Por outro lado, a biofortificagdo agrondmica com Zn
através do manejo da fertilizacdo (edafica e foliar) nesse tipo de hortalicas, deve
enfrentar alguns desafios, como a sua baixa redistribuicdo dentro das plantas, baixa
disponibilidade no solo e a sua elevada regulacdo genética (WHITE; BROADLEY,
2011), dificultando a obtencédo de melhores resultados. Portanto, o presente trabalho
apresenta a alternativa de elevar o teor de Zn em batata e beterraba pelo

condicionamento osmotico.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Zn no solo

O Zn é um dos 25 elementos quimicos mais abundantes na crosta terrestre, o
seu teor varia de 17 a 125 mg dm=3 nos diferentes solos, sendo o teor médio de 64
mg dm= (KABATA-PENDIAS, 2011). Estas diferencas observadas estdo ligadas
tanto ao material de origem dos solos como a seu intemperismo, que irdo, por sua

vez, determinar a mineralogia destes. Além disso, atividades antropogénicas e o



cultivo continuado também podem aumentar de forma consideravel os teores de Zn
(ALLOWAY, 2009).

Na solucdo do solo, 0 Zn movimenta-se por fluxo de massa até as raizes das
plantas, sendo o seu teor considerado baixo. Dependendo da classe do solo e dos
meétodos utilizados para a extracdo, a concentracao do elemento na solucéo do solo
varia de 4 a 270 ug L' (KABATA-PENDIAS, 2011). Sua disponibilidade esta
diretamente relacionada com o teor de Zn em solugdo, a sua especiacao, pH do
meio, textura do solo, teor de matéria organica e com a sua interacdo com outros
nutrientes (ALLOWAY, 2009). A deficiéncia de Zn ainda ocorre normalmente em
todas as regides aridas e semiaridas do mundo, devido a sua baixa solubilidade e a
elevada adsorcdo em tais condigcbes (SADEGHZADEH, 2013), o0 que muitas vezes
acaba por diminuir a produtividade e a qualidade das culturas agricolas, com
evidente impacto sobre a saude da populacdo (WESSELLS; BROWN, 2012).

Dentre os micronutrientes, a deficiéncia de Zn representa maior impacto sobre
a producdo de alimentos, sendo que quase a metade dos solos do mundo
apresentam teores disponiveis baixos desse metal (ALLOWAY, 2009). Para
Maynard e Hochmuth (2007), dependendo da espécie e do método de extracdo
utilizado, o nivel critico de Zn no solo varia de 0,6 a 2,0 mg kg™, com teores foliares
na faixa de 10 a 150 mg kg de massa seca (MS). No Brasil, o teor de Zn disponivel
no solo € baixo. No Estado de S&o Paulo, Valladares et al. (2009) verificaram que,
se bem os teores de Zn total sédo relativamente altos, uma pequena fracdo deste
encontra-se na forma disponivel as plantas, sendo que a grande maioria das
amostras analisadas apresentou teores DTPA de Zn inferiores a 0,5 mg dm-3, o qual
€ considerado baixo nas classes de interpretacdo para o Estado.

Determinadas técnicas de manejo do solo, tais como a calagem e a adubacao
fosfatada excessiva, podem agravar a deficiéncia deste elemento (BROADLEY et
al., 2012), uma vez que a disponibilidade e a solubilidade do Zn estéo
negativamente correlacionadas com a saturacéo de calcio e compostos de fésforo
(P) nos solos (KABATA-PENDIAS, 2011). Contudo essa interagdo P-Zn, embora
tenha sido bastante estudada, ainda nao foi totalmente esclarecida, pois existem
muitos trabalhos na literatura demonstrando o efeito negativo do excesso da

aplicacéo de P sobre o teor de Zn nos cultivos em campo (BROADLEY et al., 2012).



Por outro lado, em hidroponia, tal efeito néo foi verificado (OVA et al., 2015), o qual
estaria relacionado ao efeito negativo do elevado nivel de P sobre a colonizacédo das
micorrizas do solo, as quais contribuem significativamente na absor¢céo de Zn pelas
plantas (MARSCHNER, 2012).

Essa interacdo P-Zn em regides tropicais é ainda mais complicada, pois estas
regides caracterizam-se por apresentar solos altamente intemperizados, pobres em
matéria organica, acidos, com elevada presenca de sesquioxidos de Fe e Al e,
portanto, elevada fixagdo de P, necessitando de adubacéo fosfatada corretiva, que
muitas vezes € excessiva, 0 que leva a deficiéncia de Zn nos cultivos (FERNANDES
et al., 2017). No Brasil por exemplo, uma grande quantidade de fertilizantes
fosfatados é utilizada na cultura da batata, devido as caracteristicas edéficas
mencionadas anteriormente e, também, a baixa eficiéncia de absorcdo de P da
batateira em solos com baixa disponibilidade do nutriente (SORATTO et al., 2015),
dessa forma a biofortificacdo agrondmica com Zn em tubérculos de batata pode ser

extremamente complicado.

1.2.2 Zn em plantas

O Zn é considerado elemento essencial, tanto para as plantas, quanto para 0s
humanos e animais. Em plantas, devido a sua baixa redistribuicdo, os sintomas
tipicos da deficiéncia manifestam-se nos 6rgdos mais novos e caracterizam-se pelo
reduzido crescimento das plantas, diminui¢cdo do florescimento e baixa produtividade
das culturas (BROADLEY et al., 2012; WHITE et al., 2012).

Em altas concentracdes, esse metal € téxico. A toxicidade em plantas
ocasionada pelo excesso de Zn promove a limitacdo da capacidade fotossintética e
taxa respiratoria, reducdo tanto da producédo de massa seca da parte aérea, quanto
da biomassa radicular, a necrose da radicula ao entrar em contato com o solo, a
morte da plantula e a inibicdo do crescimento vegetal, o que tem sido atribuido,
principalmente, a alteracdo no funcionamento e desenvolvimento de células guarda
(SAGARDOY et al., 2009; 2010) e, consequentemente, a condutancia estomatica

foliar. Em batata, a aplicacéo foliar excessiva de Zn (>30 kg ha* Zn) provocou queda



de, aproximadamente, 18% na produtividade (WHITE et al.,, 2012), ndo sendo
constatados sintomas visuais de toxicidade nas plantas.

A maioria das plantas cultivadas exigem concentragdes foliares de Zn na faixa
de 15 a 30 mg kg de massa seca para crescer e atingir sua maxima produtividade.
Entretanto, algumas espécies vegetais, consideradas hiperacumuladoras, podem
crescer e de desenvolver normalmente apresentando concentracdes 100 vezes
maiores as de plantas normais cultivadas em condi¢cbes de campo (CLEMENS,
2017), uma vez que o0 Zn é necessitado em elevadas concentracfes para a sintese
proteica. Dessa forma, as espécies de plantas diferem tanto na necessidade quanto
na tolerancia as altas concentracées em seus tecidos (BROADLEY et al., 2012).

O Zn é absorvido pelas células das raizes como cation divalente (Zn%*) e, em
algumas espécies de plantas, pode ser absorvido, também, na forma de complexos
organicos (BROADLEY et al., 2012) via diferentes sistemas de transportadores. Para
isto, deve ser interceptado pelas raizes em crescimento (MCGRATH; LOBELL,
2013), ou movimentado no solo, seja por difusdo e/ou seja por fluxo de massa,
sendo que o primeiro é determinante em condi¢cbes de baixa disponibilidade do
micronutriente, enquanto o segundo é motivado pela perda de agua das plantas por
meio da transpiracdo (SADEGHZADEH, 2013). Apds sua absorcdo, o Zn é
transportado aos feixes vasculares xilematicos tanto pela via simplastica como pela
via apoplastica, através dos tecidos radiculares (WHITE, 2012), para,
posteriormente, ser transportado pelo fluxo transpiratério das plantas.

Embora os canais permeaveis ao Ca®* na membrana plasmatica também o
sejam ao Zn (PINTO; FERREIRA, 2015), acredita-se que a maior parte do influxo de
Zn para o citoplasma das células das raizes seja de forma ativa e mediada por
proteinas do tipo zinc regulated transporter (ZRT) e iron-regulated transporter-like
protein (ZIP1, ZIP3 e ZIP4) (OVECKA; TAKAC, 2014). Enquanto, os membros da
familia cation diffusion facilitator (CDF), tais como as proteinas de tolerancia a
metais MTP1 e MTP3, o canal antiporte Mg?*/H* - MHX (ELBAZ et al., 2006) e 0
transportador ZIF1 (HAYDON; COBBETT, 2007) parecem transportar o Zn para o
vacuolo através de um mecanismo antiporte Zn%*/H*, enquanto os transportadores
NRAMPS tém sido responséveis pela mobilizacdo deste nutriente no vacuolo
(OVECKA; TAKAC, 2014).



Como o citoplasma das células vegetais contém proteinas que se ligam ao Zn
em grandes quantidades, este cation tende a se apresentar em concentracdes
citoplasmaticas muito baixas. No citoplasma, o Zn pode ser complexado por
proteinas,  fitoquelatinas, glutationa e  nicotianaminas,  apresentando,
consequentemente, baixas concentracdes (CLEMENS, 2014). Nos vacuolos das
células das raizes e das folhas, é armazenado, em grande parte, na forma de Zn?*
ou complexado com acidos organicos como o citrato ou como o malato (SARRET et
al., 2009; BROADLEY et al., 2012), verificado também no xilema de plantas, o qual é
considerado mecanismo de toleréncia ao excesso de Zn. Por outro lado, na seiva do
floema, os teores de Zn?* sdo escassos, neste caso, acredita-se que o Zn
transportado esteja complexado com nicotianamina ou em pequenas proteinas
(CLEMENS, 2014). Contudo, embora a mobilidade do Zn no floema seja geralmente
considerada baixa, isto ndo pode ser aceito como regra geral. Aplicacdes foliares
tém demonstrado efeito sobre a sua concentracdo em grdos de trigo (CAKMAK et
al., 2010) e tubérculos de batata (WHITE et al.,, 2012; KROMANN et al., 2017),
sendo a movimentacdo no floema mediada pela sua complexacdo a compostos
nitrogenados como a nicotianamina, existindo correlacdo entre a biofortificacdo
agrondmica com Zn e a fertilizacdo nitrogenada.

O Zn esta distribuido de forma irregular dentro da planta. Quando este
nutriente é absorvido através da rizosfera, suas concentracdes nos tecidos
geralmente diminuem na ordem: raiz = parte aérea > frutos, sementes e tubérculos
(BROADLEY et al.,, 2012). Assim, as concentracdes de Zn sdo, na maioria das
vezes, maiores em culturas de raizes e folhas do que em graos, frutas e tubérculos
(WHITE; BROADLEY, 2011).

Durante o crescimento vegetativo e em condi¢cdes de deficiéncia nutricional, a
redistribuicdo de nutrientes desde érgdos desenvolvidos (p.e. folhas maduras) para
orgdos em desenvolvimento (p.e. folhas novas, raizes) é fundamental para as
plantas conseguirem completar o seu ciclo de vida (WHITE, 2012), principalmente
em plantas de ciclo curto, como as hortalicas. Nesse sentido, plantas como a
beterraba e a batata, que apresentam dois estagios de desenvolvimento bem
diferenciados (vegetativo e reprodutivo), em primeira instancia desenvolvem as

suas estruturas vegetativas com intensivo acumulo de fotoassimilados nos seus



tecidos de reserva, que desde a sua formacao tornam-se o dreno principal (GONDIM
et al., 2011; SORATTO; FERNANDES; SOUZA-SCHLICK, 2011), para dessa forma,
no seguinte estégio, dar inicio a formacdo das estruturas reprodutivas, o qual é de
grande importancia para o objetivo da biofortificacdo dessas culturas com Zn.

Dentro de cada 6rgéo, o Zn é acumulado por tipos especificos de células. Nas
raizes, pode ser encontrado em regides distintas, especialmente na zona de
alongamento. A distribuicdo do elemento nos caules e nas folhas varia entre as
espécies de plantas. Em tubérculos de batata, por exemplo, cerca de 17% do Zn
total esta presente na casca (SUBRAMANIAN et al., 2011), pelo que esses padrbes
de distribuicdo refletem tanto no transporte do Zn local, quanto a longa distancia
dentro da planta. Dessa forma, a sua distribuicdo em tubérculos, por exemplo,
reduzira o potencial dietético na ingestdo deste nutriente quando sao consumidos

tubérculos descascados.

1.2.3 A batata, a beterraba e a seguranca alimentar

Nas ultimas seis décadas a populacdo mundial triplicou-se (FAOSTAT, 2017)
e espera-se que nas proximas trés, o planeta abrigue mais de 9 bilh6es de pessoas
(UNITED NATIONS, 2017). Com isto, se faz necessario produzir alimento de
qgualidade em guantidade suficiente para garantir a salude publica e a seguranca
alimentar.

No caso da batata (Solanum tuberosum L.), por ser a terceira cultura mais
plantada no mundo (20 milhdes de hectares), perdendo somente do arroz e do trigo
(FAOSTAT, 2017), e pelo seu elevado consumo, principalmente em paises em
desenvolvimento, vem ganhando espa¢o como uma cultura alvo para combater a
desnutricdo na populacdo (KROMANN et al., 2017). Dessa forma, justifica-se que os
paises mais populosos do planeta, como a China (1,4 bilhdes de habitantes) e a
India (1,3 bilhdes de habitantes), sejam os maiores produtores de batata do mundo,
com cerca de 100 e 40 milhdes de toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2017).

No Brasil a producdo de batata ndo supera as 4 milhdes de toneladas por
ano, no entanto, isto € suficiente para abastecer o seu mercado interno de batata in

natura, sem precisar de importacbes (EMBRAPA, 2015). A producdo brasileira



distribui-se em mais de 30 regides dentro de sete estados, sendo que em 2016 a
produtividade média nacional (29,6 t ha?') foi superior a mundial (19,5 t ha%),
contudo inferior a produtividade alcancada em paises desenvolvidos (>40 t ha)
(FAOSTAT, 2017).

A beterraba (Beta vulgaris L.), por outro lado, ndo € uma cultura tao
expressiva quanto a batata, com producdo mundial que ndo supera as 280 milhdes
de toneladas em pouco mais de 4 milhdes de hectares, sendo os maiores produtores
Estados Unidos (33,5 milhdes de toneladas), Francia (33,7 milhdes de toneladas) e
Russia (51,3 milhdes de toneladas). Contudo, caracteriza-se por apresentar
produtividade média mundial muito elevada (>60 t hal) (FASOTAT, 2017). Além
disso, pelas suas comprovadas propriedades anticancerigenas (CHEN et al., 2015),
antioxidantes, antinflamatérias e antimicrobianas (CHEN et al., 2017a), a beterraba
estd sendo cada vez mais procurada pelas industrias e exigida como parte da
merenda infantil.

Cabe mencionar também, que a beterraba estd sendo comercializada na
forma de Baby leaf, nicho ainda bastante restrito para a populagdo em geral, pois
trate-se de um mercado novo de producao e comercializacao de hortalicas no Brasil
(PURQUERIO; MELO, 2011), diferente a realidade de paises desenvolvidos onde
esse tipo de produtos pode ser encontrado facilmente em prateleiras de mercados,
restaurantes, merendas infantis, etc. Assim, fortalece-se a ideia de biofortificacar
essa cultura com Zn, uma vez que € possivel o consumo completo da planta (folhas

e raizes) e sem precisar de processamento especifico.

1.2.4 Biofortificacdo agronémica com Zn

A deficiéncia nutricional com Zn tem sido considerada um dos mais graves
problemas na saude publica, afetando mais de 2 bilhdes de pessoas (BEAL et al.,
2017). Estima-se que, pelo menos, um terco da populagdo mundial sofre com a sua
deficiéncia, principalmente criangas e mulheres lactantes (WHO, 2017). A baixa
ingestéo dietética em grande parte da populagédo é consequéncia do baixo consumo
de alimentos de origem animal, principalmente, em paises de baixa renda
(WESSELLS; BROWN, 2012) e ao alto consumo de alimentos com baixos teores do



nutriente (CAKMAK et al., 2010; PINTO; FERREIRA, 2015), em decorréncia da
producdo de alimentos ser realizada, principalmente, em &reas com baixa
disponibilidade deste nutriente no solo (ALLOWAY, 2009), espalhadas pelo mundo
inteiro (ZOU et al., 2008; SINGH, 2008).

Tal condicdo tem motivado diversos pesquisadores e organizacdes mundiais
a desenvolverem métodos que permitam aumentar, em partes comestiveis das
plantas, o teor biodisponivel de Zn aos seres humanos e animais (BOUIS;
SALTZMAN, 2017; WHO, 2017). Assim, na agricultura, duas possibilidades tém sido
trabalhadas: a fertilizacdo de culturas (POBLACIONES; RENGEL, 2016) e o
melhoramento genético de plantas (WHITE; BROADLEY, 2011). Essas estratégias
tém sido denominadas de biofortificacdo agronémica e genética, respectivamente.
Sendo que, a biofortificacdo genética, embora seja considerada a estratégia mais
viavel para combater a desnutricdo em nivel mundial, por ser mais demandante em
recursos (p.e. tempo, infraestrutura e custos) ndo permite uma solucéo a curto prazo
(WHITE; BROADLEY, 2011).

A biofortificagdo com Zn tem como objetivo aumentar as concentracdes
biodisponiveis nos alimentos, de modo que, com sua ingestéo, seja possivel manter
em teores adequados o nutriente no organismo humano e animal, além de
incrementar a produtividade das culturas em solos inférteis (BOUIS; SALTZMAN,
2017). Para uma eficiente biofortificacdo com Zn nos tecidos das plantas, com
aumento na produtividade das culturas, algumas barreiras fisiologicas devem ser
consideradas. A capacidade de absorcao da solucdo do solo pelas raizes, e no caso
de aplicac@es foliares pelas folhas, deve ser aumentada, e a redistribuicdo deve ser
efetiva dentro da planta, acumulando-se de forma nado tdxica nos tecidos
comestiveis das culturas (WELCH; GRAHAM, 2005). Dessa forma, a biofortificacao
agrondmica com Zn pode ser realizada a partir de trés métodos, sendo eles: a
aplicacao do fertilizante diretamente ao solo, pulverizac¢des foliares (POBLACIONES;
RENGEL, 2016; KROMANN et al., 2017) e tratamento de semente por
condicionamento osmoético com Zn (HARRIS et al., 2007, FAROOQ; WAHID;
SIDDIQUE, 2012).

Essa ultima estratégia agronémica, para aumentar a concentracdo de Zn nas

culturas, tem sido eficiente em promover incrementos na produtividade (HARRIS et
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al., 2007; HARRIS et al.,, 2008), porém, trabalhos visando a biofortificacéo
agrondmica por meio do condicionamento osmotico de sementes em solucdes
enriquecidas com Zn por enquanto Sdo escassos.

Sementes enriquecidas com Zn, semeadas em solos pobres neste nutriente,
possuem maior viabilidade e vigor das plantulas, formando estandes mais densos,
resultando em menor erosdo do solo, permitindo taxas de semeadura inferiores e
com menores custos aos agricultores e o estabelecimento mais precoce das raizes
das plantulas no solo/substrato culminando no uso mais eficiente da agua e de
nutrientes do solo, diminuindo o consumo de fertilizantes (FAROOQ; WAHID,;
SIDDIQUE, 2012). Neste sentido, verifica-se que sementes enriquecidas com Zn
resultam em maiores produtividades das culturas em comparacdo com as sementes
ndo tratadas (MUNAWAR et al., 2013), trazendo diversos beneficios econémicos
aos agricultores.

Alguns trabalhos envolvendo biofortificagdo com Zn em hortalicas tém sido
realizados e obtidos excelentes resultados. Em ervilha, Poblaciones e Rengel (2016)
conseguiram elevar a concentracado de Zn em mais de 90% em relacdo as plantas
sem aplicacdo do nutriente, no entanto, apdés o cozimento dos graos verificaram,
aproximadamente, 30% de perda. Em repolho cultivado em sistema hidropénico,
Barrameda-Medina et al. (2017) conseguiram elevar o teor de Zn foliar em mais de 7
vezes com a aplicacdo de 100 uM Lt Zn, em comparagdo as plantas controle (10
UM Lt Zn), além de obter impacto positivo sobre o teor de aminoécidos,
glucosinolatos e compostos fendlicos que, por sua vez, sdo substancias com
reconhecida acao benéfica sobre a saide humana.

No caso da batateira os resultados ndo tém sido tdo expressivos, pois apesar
da utilizacdo de diversos métodos de aplicacdo e de grandes quantidades do
micronutriente, o maximo valor verificado n&o superou as 30 mg kg* MS (WHITE et
al., 2012; KROMANN et al., 2017), o qual sugere grande dificuldade em biofortificar
culturas cujas partes comestiveis sao frutos, sementes ou tubérculos, pois, para
elevar o teor de Zn nesses 0rgdos, € necessaria maior movimentacdo do
micronutriente no floema das plantas (WHITE; BROADLEY, 2011), tornando a
aplicacédo de Zn diretamente as partes comestiveis das culturas em uma alternativa

a ser considerada.
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Além disso, os teores de Zn contidos nos alimentos dependem da presenca
de outros componentes organicos para se tornarem biodisponiveis e serem
prontamente absorvidos pelo trato gastrointestinal humano. Estas substancias séo
divididas em promotores da biodisponibilidade de nutrientes, cuja fungdo seria
aumentar a sua absorcdo, e antinutrientes que inibem a absorcdo do nutriente.
Existem evidéncias da acdo promotora na absorcdo de Zn de certos quelantes de
baixa massa molecular, como o &cido ascorbico, o &cido piconilico e alguns
aminoacidos como a metionina, cisteina e histidina (CLEMENS, 2014). Em
contrapartida, os antinutrientes, inibidores da biodisponibilidade do Zn, incluem o
acido fitico, o acido oxalico, alguns taninos e polifendis, e, também, alguns metais
pesados, especialmente o cadmio (HOTZ; BROWN, 2004; BOUIS; WELCH, 2010).

O acido fitico (AF) apresenta papel destacado como antinutriente para o Zn,
sendo que a analise dessa substancia tem sido utilizada recorrentemente na
avaliacdo da sua biodisponibilidade em alimentos (WESSELLS; BROWN, 2012;
POBLACIONES; RENGEL, 2016). O AF pode ser encontrado na forma de mio-
inositol-1,2,3,4,5,6-hexadiidrogéniofosfato, ou seja, pode apresentar até seis grupos
fosfatos esterificados com as hidroxilas do mio-inositol (SHEARS; TURNER, 2007), o
qual lhe confere grande capacidade de formar complexos altamente insollveis com
cations di e trivalentes como Zn?*, Fe2*3* Ca?*, entre outros (KUMAR et al., 2010)
no intestino, impedindo sua absorc¢éo pelo organismo humano.

A especiacao do AF varia entre as espécies, sendo que em frutas e hortalicas
a forma hexafosfatada (IPs) encontra-se em menor quantidade do que em cereais,
pois cabe salientar que o AF é o principal composto de reserva de grupos fosfato em
sementes (cerca de 80% do P presente em cereais e hortalicas encontram-se na
forma de AF) (BROADLEY et al., 2012). Por outro lado, hortalicas de raizes, bulbos
e tubérculos podem concentrar até 0,3% de IPs na massa seca, sendo a forma mais
predominante nesses alimentos (PHILLIPPY; LIN; RASCO, 2004).

Dessa forma, a razdo molar entre AF:Zn tem sido proposta como indicador
adequado da biodisponibilidade de Zn nos alimentos (HOTZ; BROWN, 2004), sendo
gue dietas com razdo molar AF:Zn acima de 15 apresentam baixa biodisponibilidade
de Zn (10% a 15%), entre 5 e 15 apresentam média biodisponibilidade de Zn

(~30%), e abaixo de 5 apresentam alta biodisponibilidade (~50%).
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Apesar do progresso realizado no suprimento de alimentos e energia a
populacdo mundial, a deficiéncia de Zn, como de outros nutrientes, prevalece na
maioria dos paises em desenvolvimento (WESSELLS; BROWN, 2012; JOY et al.,
2015). Segundo estudo realizado por Beal et al. (2017), a disponibilidade de energia
para a populacdo mundial tem incrementado em 26,6% desde 1961 a 2011, sendo
gue, nesse mesmo periodo, 0s autores estimaram que ainda existe em torno de 30%
de consumo inadequado de Zn. Para Zhao et al. (2009), isto seria, em grande parte,
atribuido a diminuicdo no fornecimento de nutrientes por culturas melhoradas
geneticamente. Os autores verificaram que com o lancamento de novas cultivares
de trigo ao mercado, o fornecimento de Se, Fe e, principalmente, Zn diminuiu
drasticamente, sendo que o Fe e 0 Zn tém sido considerados dentre os 20 maiores
fatores de risco a saude humana (STEIN, 2010).

Dessa forma, tanto a fortificacho como a biofortificacdo de alimentos,
atualmente, sdo consideradas a melhor alternativa para o combate a desnutricdo
(DIMKPA; BINDRABAN, 2016). Neste contexto, mais pesquisas em relagéo ao tema
devem ser desenvolvidas, visando o aumento da disponibilidade de nutrientes a
populacao, abrangendo a maior quantidade de produtos possiveis, e ndo, somente,
limitando-se ao enriquecimento de cereais e 0s seus derivados, pois, embora
existam grandes avan¢os nesta questdo (BOUIS; SALTZMAN, 2017; CAKMAK;
MCLAUGHLIN; WHITE, 2017), ainda falta um longo caminho para alcancar a meta
da biofortificagdo com Zn, que é de 40 mg kg* MS (CHEN et al., 2017b).

1.2.5 Impacto da biofortificagdo com Zn na nutricdo e salde humana

A enorme preocupacdo em aumentar a produtividade das culturas para
atender a demanda da populacdo mundial em constante expansdo (UNITED
NATIONS, 2017) tem provocado diminuicdo na qualidade nutricional das culturas
comestiveis, e esse fenbmeno veio a se tornar o principal responsavel pelo aumento
dos casos de desnutricdo em seres humanos no planeta (ZHAO et al., 2009). Entre
todos os micronutrientes para os humanos e animais, a deficiéncia de Zn tem sido

identificada como sendo a mais preocupante, gerando, em funcéo disto, grande
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interesse na comunidade cientifica e nas organizacfes de saude internacionais
(BOUIS; SALTZMAN, 2017; WHO, 2017).

O Zn, depois do ferro, € o segundo micronutriente mais abundante no corpo
humano, sendo considerado adequado o intervalo de 70 a 150 pg dL* no plasma
sanguineo (COMINETTI; COZZOLINO, 2009). Este € encontrado em todas as
principais classes enzimaticas, sendo constituinte de mais de 300 metaloenzimas,
com as quais o Zn desempenha papel importante nas reacdes enziméaticas
antioxidantes, agindo como fator de protecdo, mantendo a integridade estrutural e
funcional das membranas (BROADLEY et al., 2012). Contudo, ndo existe estoque do
micronutriente no organismo, uma vez que este € eliminado constantemente pelas
fezes. Assim, torna-se indispensavel o seu consumo adequado de forma
permanente.

A diminuicdo do teor de Zn no corpo humano prejudica uma vasta gama de
funcdes bioquimicas e fisiologicas, provocando: maior vulnerabilidade a diversos
tipos de cancer, infertilidade (hipogonadismo), diminuicdo de massa, queda de
cabelo, unhas deformadas, perda do paladar, atraso no desenvolvimento
esquelético, mental e na maturidade sexual, diminuicdo da capacidade de
aprendizagem, dermatites, diarreia persistente, diminuicdo da recuperacdo do
sistema imunoldgico e alta suscetibilidade a doencas infecciosas e dificuldade na
cicatrizagéo de feridas (COMINETTI; COZZOLINO, 2009; STEIN, 2010). Contudo, a
intoxicacdo com Zn € muito menos comum do que a sua deficiéncia, pois é
necessario o consumo de elevadas quantidades para provocar danos ao organismo
das pessoas. Estima-se que a dose na qual comecam a se apresentar sintomas de
intoxicagdo, como nauseas e vomitos, dor abdominal e diarreia persistente, esta
entre 225 a 400 mg Zn (PLUM; RINK, HAASE, 2010).

Diversas intervencdes tém sido aplicadas para diminuir a deficiéncia de Zn na
populacdo (WHO/FAO, 2017). Estas podem ser classificadas como: nutracéuticas,
que incluem a suplementacao farmacéutica e dietética e, também, a diversificacao
da dieta alimentar nas pessoas. Outra estratégia de intervencéo é a biofortificacao,
que, como explicado anteriormente, inclui a modificacdo genética dos cultivos e/ou a
adequacado das préaticas agronémicas com o intuito de aumentar o teor de Zn nas

partes comestiveis das plantas. As nutracéuticas sao intervencdes seguras, bem
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controladas e de acdo rapida no organismo humano, porém muito restritivas para
atingir areas rurais pobres, em funcdo da pouca assisténcia médica
(DEVELOPMENT INITIATIVES, 2017). Sendo assim, a biofortificagéo,
principalmente, agronémica é considerada a forma mais rapida e economicamente
viavel de superar os problemas relacionados a deficiéncia de Zn.

Dessa forma, para estimar o impacto da biofortificacdo com Zn na populacéo,
tem-se utilizado a abordagem sobre os anos de vida ajustada por incapacidade
(disability-adjusted life-years - DALYS) (FIEDLER et al., 2013). Os DALYs equivalem
aos anos de “vida saudavel” perdidos, ou seja, por meio de estudos de carga de
doencas, os DALYs resumem o impacto da mortalidade e incapacidade associada a
doencas especificas, mediante a somatdria dos anos de vida perdidos no caso de
morte prematura e os anos de vida perdidos devido a incapacidade (STEIN, 2010).

Nesse sentido, Joy et al. (2015), com base nos teores de Zn obtidos em 26
trabalhos de fertilizacdo com o micronutriente em diferentes cereais, estimaram o
potencial do enriquecimento de fertilizantes com Zn na diminuicdo da deficiéncia do
nutriente em paises africanos, calculando a redugéo dos DALYs devido a deficiéncia
de Zn. Os autores estimaram que em Malawi existe maior potencial com o uso de
fertilizantes granulados enriquecidos com Zn, sendo a reducdo estimada nos DALYs
pela deficiéncia de Zn de, aproximadamente, 15% e incremento de 4,5% nha
quantidade de Zn absorvivel na dieta das pessoas. Contudo, os autores estimaram
gue ainda existe em torno de 24 a 66% de pessoas que consomem quantidades
deficientes de Zn nos paises estudados.

E por isto que, para outorgar maior confiabilidade e impacto da biofortificacéo
agronbmica com Zn e outros nutrientes sobre a saude da populacdo, trabalhos
multidisciplinares devem ser desenvolvidos relacionando as areas do melhoramento
genético de plantas, praticas agronémicas e nutricdo humana, com o intuito de
esclarecer a relacéo da biofortificacdo com Zn dos cultivos e a nutricdo e estado de
saude das pessoas gque consomem esse tipo de alimentos, o qual ira contribuir,
indubitavelmente, na conquista do objetivo 2 para o desenvolvimento sustentavel,
aprovado na Assembleia Geral das Nag¢des Unidas em 2015, que busca erradicar a
fome, promover a seguranca alimentar, melhorar a nutricdo e promover a agricultura
sustentavel para o ano 2030 (FAO/OPS, 2017).
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CAPITULO 2 - Fortificacdo e biodisponibilidade de Zn em batata

RESUMO - A maioria dos solos no mundo apresentam baixo teor de Zn
disponivel as culturas, resultando em significativa reducdo de produtividade e
problemas de saude a populagdo. Contudo, o condicionamento osmoético de
tubérculos de batata em solucdes contendo Zn pode ser um efetivo método para a
sua fortificacdo. Para avaliar o efeito da concentracdo de Zn e do tempo de
condicionamento osmaotico sobre a fortificacdo e a biodisponibilidade de Zn,
tubérculos de batata foram completamente imersos em solu¢des com 0, 10, 20 e 30
mg mL? Zn durante 12, 16, 20 e 24 horas. A massa seca dos tubérculos e os teores
de Zn e de acido fitico (AF) foram avaliados para obter a razdo molar AF:Zn. O
aumento do tempo de condicionamento osmotico incrementou o teor de Zn no cortex
dos tubérculos. O aumento da concentracéo de Zn na solucao incrementou o teor do
nutriente de forma linear no cortex e na regido central dos tubérculos, enquanto na
periderme os teores ajustaram-se ao modelo matemético ndo linear logistico, com
saturacdo a partir de 10 mg mL?' Zn na solucdo. Verificou-se aumento da
biodisponibilidade de Zn com o aumento da concentracdo em solucdo. Substancial
incremento na biodisponibilidade de Zn foi obtido pelo condicionamento osmotico
dos tubérculos por 12 horas e com a concentragdo de 10 mg mL* Zn.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., biofortificacédo, acido fitico, micronutriente
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2.1 INTRODUCAO

O Zn é essencial ao homem. Mesmo requerido em pequenas quantidades,
participa de importantes processos metabolicos como ativador enzimatico, da
sintese de proteinas e carboidratos, da replicacdo do acido desoxirribonucleico
(ADN) e da transcricao do acido ribonucleico (ARN), além de fazer parte da estrutura
da cromatina (ALLOWAY, 2009; BROADLEY et al., 2012). Contudo, cerca de 30%
da populacdo mundial apresenta deficiéncia desse micronutriente, situagéo que leva
as pessoas a terem alta probabilidade de sofrerem doencas infecciosas, dano no
ADN, limitado crescimento e funcionamento do sistema imunologico (COMINETTI;
COZZOLINO, 2009; WHO, 2013).

A caréncia de Zn em grande parte da populacdo é consequéncia do baixo
consumo de alimentos de origem animal, principalmente, em paises de baixa renda
(WESSELLS; BROWN, 2012) e ao alto consumo de alimentos com baixos teores do
nutriente (CAKMAK et al.,, 2010; PINTO; FERREIRA, 2015). Como causa de
alimentos pobres em Zn, tem-se a grande quantidade de solos agricolas deficientes
no micronutriente, superando, em algumas regides do mundo, 49% das areas
agricultaveis (ALLOWAY, 2009). Tal condicdo motiva pesquisadores a desenvolver
métodos que permitam aumentar, em partes comestiveis das plantas, o teor
biodisponivel de elementos essenciais aos seres humanos e animais (WHITE;
BROADLEY, 2011; HUSSAIN et al., 2012; WHITE et al., 2012). Na agricultura, duas
possibilidades tém sido trabalhadas: a biofortificagdo agronémica (CAKMAK, 2009;
LIU et al.,, 2016) e a biofortificacdo genética (WHITE; BROADLEY, 2009; BOUIS;
SALTZMAN, 2017).

Do Zn presente nos alimentos consumidos pelos humanos, somente uma
parte encontra-se biodisponivel e pode ser prontamente absorvida pelo trato
gastrointestinal. Existem componentes organicos, intrinsecos aos vegetais, que
podem diminuir a sua biodisponibilidade, como o AF (LAZARTE et al., 2015). Esse
composto vem-se tornando de grande importancia para a saude publica e a nutricao
humana, uma vez que a sua estrutura quimica lhe confere forte capacidade para
formar sais altamente insol(veis com cétions divalentes e trivalentes como o Zn?*, o
Fe?*3* e 0 Ca?* (KUMAR et al., 2010). Assim, a razdo molar entre AF:Zn tem sido
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proposta como indicador adequado da biodisponibilidade de Zn nos alimentos
(HOTZ; BROWN, 2004) e amplamente utilizada na literatura (HUSSAIN et al., 2012;
WESSELLS; BROWN, 2012; POBLACIONES; RENGEL, 2016).

Por ser uma cultura altamente produtiva, estar presente na dieta da maioria
da populacdo mundial e ser um alimento de boa digestibilidade (PHILLIPPY; LIN;
RASCO, 2004; BURLINGAME; MOUILLE; CHARRONDIERE, 2009; SUBRAMANIAN
et al., 2011), a batata tem excelente potencial para a biofortificagdo agronémica.
Contudo, aumentar o teor de Zn nos tubérculos por meio de praticas agronémicas
tem sido um desafio, principalmente, devido a baixa mobilidade desse micronutriente
no floema (BROADLEY et al., 2012; WHITE et al., 2012; KROMANN et al., 2017) e a
forte adsorcdo do Zn aos constituintes do solo (HAN et al., 2011), tornando-se a
fortificacdo em pds-colheita em uma alternativa a ser considerada (DIMKPA;
BINDRABAN, 2016).

Dessa forma, para aumentar o teor de Zn em tubérculos de batata e a sua
biodisponibilidade para o organismo humano, testou-se a hipétese que o
condicionamento osmético de tubérculos em solu¢cdes com Zn pode ser uma efetiva
estratégia para a sua fortificacdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da concentracéo de Zn e o tempo de condicionamento osmético de tubérculos sobre

a fortificacéo e a biodisponibilidade de Zn.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Localizac&o da &area experimental

O experimento foi realizado em laboratério da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Jaboticabal-SP, Brasil.

2.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Tubérculos de batata (Solanum tuberosum L. ‘Agata’) com massa média de
85 + 5 g foram usados. Inicialmente, foram lavados em agua corrente e em agua

deionizada e deixados sobre a bancada para secar durante 12 horas.
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Os tubérculos foram totalmente imersos em solucdes preparadas com agua
deionizada (pH = 7,0) e ZnS04.7H20 (Synth®: 22,7% Zn - 11,1% S), com
concentracdes de 0, 10, 20 e 30 mg mL? Zn (0Zn, 10Zn, 20Zn e 30Zn,
respectivamente), durante 12, 16, 20 e 24 horas, permanecendo durante o
tratamento, no laboratorio, sob temperatura ambiente (21 a 27°) e auséncia de luz.
Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 4, com cinco repeticdes. Cada unidade experimental foi constituida por
dez tubérculos imersos em um litro de solug¢é@o. Ao fim do tempo de condicionamento
osmotico, os tubérculos foram retirados das solucdes, e novamente submetidos a
lavagem em agua corrente, solucdo de 0,1M HCI, solucdo de detergente neutro
(3mL L), e agua deionizada (BOARETTO et al.,, 2009). Em seguida, foram
colocados sobre a bancada forrada com papel toalha por 12 horas para secar.

2.2.3 Determinacé&o do teor de Zn

Trés tubérculos de cada unidade experimental foram separados em
periderme, cortex (aproximadamente um centimetro de profundidade) e em regido
central. Foram colocados em estufa com circulagdo forcada de ar, a 65°C, até
atingirem massa constante. O material seco foi pesado em balanca de precisao, e
determinada a massa seca (MS) de cada parte dos tubérculos. Posteriormente, o
material foi moido em moinho tipo Wiley e passado por peneira de 2 mm, para ser
submetido a digestéo nitroperclérica para a determinacédo do teor de Zn (MIYAZAWA
et al., 2009). O teor de Zn e a MS foram utilizadas para calcular o acimulo de Zn em

cada parte analisada dos tubérculos.

2.2.4 Determinacdo da biodisponibilidade de Zn

Foi realizada a avaliagdo da biodisponibilidade de Zn através da raz&o molar
AF:Zn (POBLACIONES; RENGEL, 2016) nas partes principalmente consumidas dos
tubérculos, ou seja, cortex e regiao central. Para a extracdo e determinacédo de AF,
foi utilizada a metodologia descrita por Haug e Lantzsch (1983) modificada. As

amostras de batata foram colocadas em tubos de polipropileno, contendo 2 mL de
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meio de extracdo (solucdo de 0,2M HCI), e agitadas por, aproximadamente, trés
horas a temperatura ambiente. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 4.500 x g
por 20 minutos. Para a precipitacdo com Fe, uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante de cada amostra foi colocada em tubo de vidro com tampa rosca, ao
qual se agregou 1 mL de solucéo &cida de Fe3* (0,067 g de FeCls diluido em 1 L de
0,2M HCI) e, posteriormente, colocados em banho de agua a ebulicdo durante 30
minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada
novamente a 4.500 x g por 20 minutos. Finalmente, foi pipetado 1 mL do
sobrenadante e misturado com 1,5 mL de solucdo de bipiridina a 1% (5 g de
bipiridina e 5 mL de acido tioglicolico diluido em 500 mL de agua deionizada).
Realizou-se a leitura em espectrofotometro a 519 nm, sendo o0s valores
transformados em mg de AF por 100 g MS, com o uso de uma curva de calibracéo
externa, construida a partir de solucbes de concentracdes de fitato de sodio

(SIGMA), que passaram pelo mesmo procedimento supradito.

2.2.5 Anéalise estatistica

Foi realizada analise de variancia dos dados. Para o teor de Zn em cada parte
do tubérculo, realizou-se o estudo de regressédo polinomial e ndo linear para ajustes
de modelos matematicos em funcdo da concentracdo de Zn e do tempo de
condicionamento osmotico, escolhendo-se a equacao significativa e com maior
coeficiente de determinacéo (R?). Para cada tempo de condicionamento osmético, a
biodisponibilidade de Zn foi comparada pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade, em cada regido (cértex e central) do tubérculo.

2.3 RESULTADOS

O teor de Zn foi afetado pela concentragdo do micronutriente nas trés partes
do tubérculo, enquanto o tempo de condicionamento osmaotico somente teve efeito
no teor de Zn no cortex do tubérculo. Nado houve efeito da interacdo dos fatores

avaliados sobre essa caracteristica.
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O tratamento que promoveu 0s maiores teores de Zn nas diferentes partes do
tubérculo foi o 30Zn, sendo a periderme da batata a regido que apresentou 0s
maiores valores (Figura 1), aproximadamente, 26 e 74% maior que o verificado no

cortex e na regiao central, respectivamente.

ggg | y(®)=435,6/(1+exp(-(x-0,6493)/2,9732))
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Figura 1. Teor de Zn (média £ EP., n = 3) em periderme (o), em cortex (0) e em
regido central (V) de tubérculo de batata ‘Agata’ em fungdo da
concentracdo de Zn em solugdo. ** denota significancia a 1% de
probabilidade pelo teste F.

O aumento no teor de Zn na periderme do tubérculo de batata ajustou-se ao
modelo matematico nédo linear logistico de trés parametros, pois esse representa de
forma eficiente (R?=0,99) a resposta da variavel em funcdo das concentraces do
micronutriente na solucdo. Dessa forma, pode-se observar que a partir do
tratamento 10Zn ndo houve incremento do teor de Zn na periderme, com saturacao
em, aproximadamente, 435 mg kg' MS (Figura 1). Por outro lado, o ponto de
inflexdo da curva foi obtido com a concentracdo estimada de 0,65 mg mL™* Zn, ou
seja, com essa concentracdo o 50% do maximo teor na periderme foi alcancado
(217,7 mg kgt MS).

No cortex dos tubérculos observou-se incremento linear do teor de Zn
motivado pelo aumento das concentragcdes do micronutriente em solucdo. Assim,

pode-se verificar mais de seis vezes de incremento entre o valor obtido com o
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tratamento 30Zn (323,7 mg kg* MS) em relacdo ao tratamento 0Zn (50,6 mg kg*
MS).

Semelhante ao observado no cértex do tubérculo, houve incremento linear
nos teores de Zn na regido central, obtendo-se 111,6 mg kg* MS com o tratamento
30Zn (Figura 1), valor que € cerca de seis vezes maior ao verificado com o
tratamento 0Zn.

No cortex dos tubérculos, houve incremento linear do teor de Zn em funcéo
do tempo de condicionamento osmético (Figura 2). Maior teor de Zn foi observado
nos tubérculos imersos por 24 horas (204,2 mg kg MS), valor 16,6% superior ao
menor tempo de imersdo (170,2 mg kg MS), que, por sua vez, foi cerca de 9%
menor que o verificado para os tempos de 16 e 20 horas, 0s quais nédo se
diferencaram significativamente entre si (Figura 2).

220 -
y=2,84x+136,08

R?=0,85*
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o
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140 T T T :
12 16 20 24
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Figura 2. Teor de Zn (média = EP., n = 3) no cértex de tubérculos de batata ‘Agata’
imersos em solucdes enriquecidas com Zn em funcdo do tempo de
condicionamento osmatico. * denota significancia a 5% de probabilidade
pelo teste F.

Com relacao a biodisponibilidade, os valores obtidos variaram de moderado a
alto, principalmente em funcdo da auséncia ou presenca de Zn na solugcédo. De
acordo com a classificacdo de Hotz e Brown (2004), tanto no cortex como na regiao
central do tubérculo observou-se biodisponibilidade moderada com o tratamento
0Zn, independentemente do tempo de condicionamento osmotico utilizado, sendo
gue com a adicdo do micronutriente em solucdo a biodisponibilidade passou a ser

alta para todos os tratamentos (Figura 3).
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Figura 3. Biodisponibilidade de Zn no cértex (barras brancas, letras minasculas) e
na regido central (barras negras, letras mailsculas) em tubérculos de
batata ‘Agata’ submetidos a condicionamento osmético com Zn por 12 (a);
16 (b); 20 (c) e 24 (d) horas. Valores acima e abaixo da linea ponteada
indicam biodisponibilidade moderada (Razdo molar 5-15) e alta (Razéo
molar <5), respectivamente (HOTZ; BROWN, 2004).

Verificou-se diferenca na quantidade de Zn acumulada entre as partes do
tubérculo. De forma geral, o cortex foi a parte que apresentou o maior acimulo do
micronutriente, em funcdo da sua maior MS, seguida pela periderme, que
apresentou substancial diferenca quanto ao teor de Zn alcancado (Tabela 1).

Com a presenca de Zn em solucdo, incrementou-se a quantidade total do
micronutriente acumulada nos tubérculos, sendo que os valores verificados nos
tratamentos 10Zn, 20Zn e 30Zn foram 3,6; 4,7 e 5,3 vezes maiores aos do
tratamento 0Zn, respectivamente (Tabela 1), com o qual é possivel determinar que a
guantidade necesséaria para suprir o requerimento diario de um homem adulto,

alimentado somente de batata (incluindo a periderme), diminui em mais de 70%.
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Tabela 1. Teor de Zn, massa seca (MS), acimulo de Zn e quantidade de batata
necessaria para suprir o requerimento diario de Zn, em diferentes partes
de tubérculos de batata ‘Agata’ submetidos a condicionamento osmotico

com Zn.
Tratamentos Teorde Zn  MS do tubérculo  Acumulo de Zn Quantidade de
no tubérculo batata®
mg kg* g mg kg
0Zn
Periderme 125,0 4,5 0,56
Cortex 50,6 11,2 0,57
Regido central 17,2 10,0 0,17
Total 25,7 1,30 1,04
10Zn
Periderme 435,6 4,9 2,13
Cortex 141,7 15,9 2,25
Regiado central 48,7 5,2 0,25
Total 26,0 4,63 0,29
20Zn
Periderme 435,6 5,0 2,18
Cortex 232,7 14,7 3,42
Regiado central 80,1 6,1 0,49
Total 25,8 6,09 0,22
30Zn
Periderme 435,6 4,8 2,08
Cértex 323,7 12,3 3,98
Regiéo central 111,6 7,4 0,83
Total 24,5 6,89 0,19

@ Requerimento de 11 mg dia* Zn (WHITE et al., 2012).

2.4 DISCUSSAO

A fortificacdo mostrou-se viavel pelo condicionamento osmético com Zn em
tubérculos de batata, pois o método foi direto e rapido em comparagdo aos
resultados obtidos com biofortificacdo agronémica na cultura (WHITE et al., 2012;
KROMANN et al., 2017). O elevado teor de P disponivel no meio de cultivo tem sido
associado a diminui¢do do teor de Zn em tubérculos de batata (FERNANDES et al.,
2017), o qual é agravado com a aplicacdo de fertilizantes fosforados nestas
condi¢cBes, 0 que por sua vez, nessa cultura, muitas vezes é realizada sem seguir
recomendacdes técnicas.

Efeitos positivos da concentracdo e do tempo de condicionamento osmotico
foram verificados, pois mostraram-se eficientes em elevar o teor de Zn no tubérculo
da batata. O condicionamento osmaético por 12 horas proporcionou grande
incremento no teor de Zn (Figura 2), em comparagdo aos valores apresentados na
literatura (WHITE et al.,, 2012; LAZARTE et al., 2015; FERNANDES et al., 2017).
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Contudo, considerando o ajuste linear obtido no cortex do tubérculo (Figura 2) e em
funcdo de ser um trabalho inédito na implementacdo dessa metodologia em batata,
provavelmente, o condicionamento osmatico com Zn possa ser efetivo na fortificagéo
do alimento utilizando-se tempos menores e concentragdes maiores as testadas no
presente trabalho.

Verificou-se que ao colocar tubérculos em solugdes com Zn, o micronutriente
foi absorvido e acumulado em tecidos de diferentes regiées, com menor teor a
medida que mais se aproxima do centro do tubérculo (Figura 1). Diferencas na
particdo de minerais e compostos organicos tém sido verificados em tubérculos de
batata (PHILLIPPY; LIN; RASCO, 2004; SUBRAMANIAN et al., 2011). Com base na
massa seca, Subramanian et al. (2011) observaram que 0s tecidos mais externos
dos tubérculos apresentam maior teor de fosforo e cloro que as por¢des mais
internas. A presenca desses minerais pode ter obstruido a difusdo do Zn através dos
tecidos do tubérculo, atuando como uma barreira quimica devido a sua carga
negativa.

A partir do tratamento 10Zn, conseguiu-se biodisponibilizar 50% do Zn
presente no tubérculo (biodisponibilidade alta) em funcdo da diminuicdo da razéo
molar AF:Zn, sem serem verificadas diferencas em relacdo aos tratamentos 20Zn e
30Zn (Figura 3). Além disso, com dito tratamento, incrementou-se o teor de Zn em
mais de 64% em comparacdo aos teores alcancados com o tratamento 0Zn em
todas as partes dos tubérculos analisadas (Figura 1). Portanto, pode-se afirmar que
a presenca de Zn em solucdo incrementou a biodisponibilidade do micronutriente
nos tubérculos, passando de moderada a alta, independentemente do tempo
utilizado para o condicionamento osmético (Figura 3). Dessa forma, a fortificacao foi
alcancada, pois o individuo alimenta-se do tubérculo como um todo e nédo s6 de
determinada parte dele. Por outro lado, o maior teor de Zn na periderme confirma a
importancia de se consumir o tubérculo por inteiro, inclusive com a casca. De acordo
com Subramanian et al. (2011), a casca ou periderme da batata € a porgcédo do
tubérculo mais rica em Zn.

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com os verificados por
Subramanian et al. (2011), que observaram maior teor de Zn na periderme de

tubérculos de batata, pois a suberizagcédo natural da mesma em tubérculos maduros
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limita, em parte, a passagem de ions, ficando, portanto, concentrados nas porc¢des
mais externas. Assim, explica-se a grande diferenca no teor de Zn verificado na
periderme do tubérculo em relacdo ao cortex e a regido central (Figura 1).

Considerando a necessidade de consumir diariamente 11 mg de Zn e que 0
maximo teor do micronutriente obtido em trabalhos de biofortificacdo agronémica em
batata chegou a 30 mg kg* MS (WHITE et al., 2012; KROMANN et al., 2017), uma
pessoa que se alimenta com 200 g dessa batata biofortificada teria seu requerimento
atendido em 11,5%, ou dito de outra forma, a pessoa precisaria consumir
diariamente 8,7 porcdes de batata (1,74 kg) para atender o seu requerimento total
de Zn, o qual €, no minimo, inviavel. No entanto, com os resultados obtidos no
presente trabalho (Tabela 1), seria necesséario consumir 40; 83; 87 e 89% menos
batata para atender o requerimento da pessoa, com os tratamentos 0Zn; 10Zn; 20Zn
e 30Zn, respectivamente.

Com esses resultados fica demonstrado o impacto e os beneficios que pode
trazer a fortificacdo de tubérculos de batata mediante o condicionamento osmotico,
uma vez que a partir do tratamento 10Zn, o consumo de, aproximadamente, 200 g
de batata seria suficiente para garantir o requerimento diario de Zn (Tabela 1).
Contudo, cabe salientar que o processamento dos alimentos (p.e. batata cozida),
muitas vezes, diminui o seu valor nutritivo para a saude humana (LAZARTE et al.,
2015), o que pode aumentar a quantidade de batata a ser consumida para atender a
demanda no micronutriente. Também h& necessidade de avangcos em
biomarcadores e definicdo de padrées (COMINETTI; COZZOLINO, 2009), que
permitam identificar valores mais apropriados de Zn na populacdo (RUOCCO et al.,
2017).

Dessa forma, considerando que a batata é um alimento produzido e
consumido mundialmente (KROMANN et al.,, 2017) e que para o seu cultivo, de
forma geral, sdo utilizados tubérculos sementes, frente aos resultados obtidos, o
condicionamento osmotico com Zn pode ser usado como um método de
biofortificacdo agrondmica. Contudo, € necessario a condugdo de mais trabalhos
para testar a efetividade desse método sobre a biofortificagdo e biodisponibilidade

de Zn em tubérculos de batata.
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2.5 CONCLUSAO

Substancial incremento na biodisponibilidade de 2Zn é obtida pelo
condicionamento osmético de tubérculos de batata durante 12 horas e com a
concentracdo de 10 mg mL* Zn, constituindo-se em efetiva estratégia para a sua

fortificacao.
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CAPITULO 3 - Biofortificacdo agronémica da beterraba com Zn via

condicionamento osmaotico de utriculos.

RESUMO - Um ter¢o da populacdo mundial consome quantidades deficitarias
de Zn e as medidas adotadas, ainda ndo sao suficientes para resolver o problema. O
presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o condicionamento osmatico
de utriculos de beterraba em solucfes enriquecidas com Zn sobre o desempenho
agronomico, fisioldgico e capacidade de biofortificacdo da raiz. Para isto, foram
realizados dois experimentos em casa de vegetacdo, em primavera de 2015 e em
outono de 2016. Foram testadas todas as combinacdes de concentracdo de Zn (O,
10, e 30 mg mL?), fonte do micronutriente (sulfato e cloreto) e tempos de
condicionamento (12, 16, 20 e 24 horas) de utriculos de beterraba. As plantas foram
cultivadas em vasos preenchidos com fibra de casca de coco e fertirrigadas com
solugdo nutritiva sem Zn. A concentracdo de Zn em solugéo, principalmente como
sulfato, afetou todas as caracteristicas avaliadas nas plantas de beterraba, sendo
que com 30 mg mL* Zn foi possivel obter o maior teor de Zn na raiz, enquanto o
tempo de condicionamento osmoético influenciou somente caracteristicas de
crescimento, sendo 16 horas o tratamento mais recomendavel. Dessa forma, pode-
se concluir que a imersao de utriculos de beterraba em solucfes enriquecidas com
Zn pode ser considerada em programas de biofortificacdo agronémica da cultura.

Palavras-chave: Beta vulgaris var. vulgaris, valor nutricional, tratamento de
sementes, micronutriente
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3.1 INTRODUCAO

Nas Ultimas seis décadas, a populacdo mundial triplicou-se (FAOSTAT,
2017), e espera-se que, nas proximas trés, o planeta abrigue mais de 9 bilhdes de
pessoas (UNITED NATIONS, 2017). Com isto, os problemas relacionados a
desnutricdo, que ja séo recorrentes e de grande preocupacdo para as autoridades
internacionais, podem aumentar drasticamente (IFPRI, 2017; WHO, 2017).

Dentre as estratégias propostas para combater a desnutricdo, a biofortificacao
tem sido muito importante para melhorar a saude da populacdo mundial (BOUIS;
SALTZMAN, 2017), aumentando tanto a concentracdo de nutrientes nas partes
comestiveis dos alimentos como também a produtividade das culturas (HUSSAIN et
al., 2012; WHITE et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2017), beneficiando, assim, a
consumidores e a produtores.

A adequacéo da fertilizacao, seja por meio de aplicacdes no solo e/ou foliares,
tém apresentado resultados positivos em diferentes culturas (WHITE; BROADLEY,
2011; LIU et al.,, 2016). No entanto, no caso do Zn, existem alguns fatores que
podem causar menor impacto das intervencdes, podendo-se mencionar o alto grau
de adsorcdo do mineral a constituintes do solo (HAN et al., 2011), a baixa
mobilidade no floema das plantas (BROADLEY et al., 2012), além da sua elevada
regulacdo genética (WHITE; BROADLEY, 2011).

Dessa forma, existe controvérsia entre os resultados da biofortificacao
agrondmica com Zn em cultivos cujas partes comestiveis ndo sao folhas, pois
existem pesquisas onde verificou-se grande incremento do teor com a aplicacédo do
micronutriente (HUSSAIN et al., 2012; POBLACIONES; RENGEL, 2016), enquanto
em outras 0s teores necessarios para alcancar o objetivo da biofortificagdo (40 mg
kg?l) ndo sdo atingidos (CHEN et al., 2017). Em batata, por exemplo, mesmo
aumentando o teor de Zn nos tubérculos, por meio de elevadas aplicacdes foliares e
ao solo, os valores obtidos ndo superaram as 30 mg kg* (WHITE et al., 2012;
KROMANN et al., 2017), e em alguns casos com perda de produtividade. Por outro
lado, a beterraba, embora haja pouca informacdo ao respeito, pode ser uma
excelente opcdo para combater a desnutrigdo com Zn, pois além das suas

comprovadas propriedades antioxidantes (CHEN et al.,, 2015), tem-se verificado
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grande incremento no teor de Zn, tanto na folha como na raiz, com a aplicacdo de
fertilizantes organicos (GARTLER et al., 2013).

O condicionamento osmoético de sementes em solugdes enriquecidas com
sais inorganicos tem sido utilizado em diversas culturas agricolas na busca de
melhorar a germinacédo, emergéncia e no estabelecimento inicial das plantulas em
regides sob condicbes ambientais desfavoraveis (FOTI et al.,, 2008; MUNAWAR et
al., 2013). Contudo, essa técnica pode vir a contribuir também para o aumento na
qualidade dos produtos agricolas, uma vez que € possivel aumentar o teor de
nutrientes nas partes comestiveis das plantas (HARRIS et al., 2007; FAROOQ;
WAMHID; SIDDIQUE, 2012). Por tanto, no presente trabalho, testou-se a hipotese que
o condicionamento osmoético de utriculos de beterraba pode ser util para a sua
biofortificacdo agrondmica com Zn.

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
determinar a melhor concentracdo de Zn, fonte do micronutriente e tempo de
condicionamento osmoético de utriculos de beterraba sobre o desempenho
agrondmico, fisiolégico e capacidade de biofortificacdo da raiz.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo nao climatizada
da UNESP, no municipio de Jaboticabal, SP, situada a 21°15’22” Sul, 48°18’58”
Oeste e altitude de 575 metros. As temperaturas médias dentro da casa de
vegetacdo e a umidade relativa do ar, durante os periodos experimentais, oscilaram
entre 21,4 a 30,4°C e 20 a 70% em 2015 (setembro a novembro), e de 14,7 a 26,1°C

e 53 a 91% em 2016 (maio a julho), respectivamente.

3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Em cada experimento foram avaliados 24 tratamentos resultantes da

combinacéo de trés fatores: concentragéo de Zn (0, 10 e 30 mg mL* Zn), fontes do
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micronutriente (sulfato e cloreto de Zn p.a.) e tempo de condicionamento osmaotico
dos utriculos (12, 16, 20 e 24 horas). Cada experimento foi instalado em
delineamento experimental de blocos casualizados, com os tratamentos arranjados

em esquema fatorial 3 x 2 x 4, com quatro repeti¢oes.

3.2.3 Instalacdo e conducao dos experimentos

A completa imersao dos utriculos de beterraba (Beta vulgaris L.), cultivar Tall
Top Early Wonder, foi realizada em sacos de polietileno, mantidos na auséncia de
luz & temperatura ambiente (~24°C) durante o tempo requerido para cada
tratamento. Utilizou-se a propor¢cdo de 2 g de utriculos (aproximadamente 15
utriculos) para 10 mL de solucdo (MUNAWAR et al., 2013), preparada com agua
deionizada (pH = 7,0), e quantidades calculadas de ZnS04.7H20 (Synth®: 22,7% Zn
—11,1% S) e ZnCl2 (Dinamica®: 48% Zn) para 0s respectivos tratamentos.

Os utriculos tratados foram semeados em bandejas de polietieno de 200
células, utilizando-se vermiculita como substrato. As bandejas foram mantidas em
casa de vegetacdo para o crescimento inicial das plantulas. As mudas foram
irrigadas periodicamente com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950),
preparada com agua deionizada, sem fornecimento de Zn e com 50% da forca
iGnica.

O transplante das mudas foi realizado, 18 dias ap0s a semeadura (DAS), em
vasos com capacidade de seis dm3, preenchidos com fibra de casca de coco
(AMAFIBRA, Golden Mix 98), sem fertilizantes, e previamente umedecida com agua
deionizada. Foram colocadas duas mudas por vaso, com 10 cm de distancia entre
elas. Os vasos foram separados entre siem 5 cm.

A partir de 24 e 30 DAS, em 2015 e 2016, respectivamente, até o final do
experimento, as plantas foram fertirrigadas com solugdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950), preparada com agua deionizada (pH = 5,8 - 6,2), sem fornecimento de
Zn e com 100% da forca idnica. A fertirrigacdo foi realizada até se observar
drenagem da solugéo. Alternou-se, diariamente, a fertirrigagdo com irrigacao de
agua deionizada, para evitar salinizacdo do substrato. Os experimentos foram

concluidos aos 66 DAS.
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3.2.4 Caracteristicas analisadas

a) Trocas gasosas: a taxa fotossintética (A), a condutancia estomatica (gs) e a
taxa transpiratéria (E) de uma folha completamente desenvolvida e sem presenca de
injurias de todas as plantas foram avaliadas, aos 47 e 55 DAS em 2015 e 2016,
respectivamente, utilizando-se um analisador de gases infravermelho portatil (IRGA,
LCPro System, ADC), sob concentracédo de CO2 ambiente (370 = 10 pmol m2s?) e
fluxo de fétons fotossinteticamente ativo (FFFA) de 1000 pmol m=2 s,

b) Teor de Zn foliar ([ZnF]): logo apds a realizacdo da analise de trocas
gasosas, foi coletada uma folha recém-desenvolvida de cada planta de beterraba,
conforme método proposto por Trani et al. (1997). As folhas foram lavadas em agua
corrente, logo com solucao de 0,1M de HCI e lavagem em detergente neutro (3 mL
L1), enxague em agua corrente e, finalmente, em agua deionizada (BOARETTO et
al., 2009). Posteriormente, as amostras foram secas sobre papel toalha, embaladas
e identificadas, para a desidratacdo a 65°C em estufa com circulacédo forcada de ar
até atingirem massa constante. A seguir, o material foi moido em moinho tipo Wiley
e passado por peneira de 2 mm, para a determinagdo do teor de Zn (mg kg*), no
Laboratorio Central da FCAV-UNESP, conforme método descrito por Miyazawa et al.
(2009).

c) Caracteristicas de crescimento: em ambos 0s experimentos, aos 66 DAS, a
area foliar (AF) de todas as plantas foi avaliada em medidor eletronico LI-COR 3100®
(cm? por planta). Logo apés a medicdo da area foliar, as folhas foram secas até
atingirem massa constante, como descrito para o teor foliar de Zn, e foi quantificada
a massa seca da parte aérea (MSPA) em g por planta. Imediatamente apés a
colheita das plantas, foi obtida a massa fresca da raiz (MFR) em balanca de
precisdo. As raizes foram fatiadas e secas em estufa de circulacdo forcada de ar,
conforme j& descrito para a quantificacdo da MSPA, e quantificou-se a massa seca
da raiz (MSR).

d) Biofortificagdo com Zn: apos a colheita dos experimentos, avaliou-se o teor
do micronutriente (mg kg*) na massa seca da raiz ([ZnR]). Os procedimentos para
preparo das amostras de raizes para avaliagdo do Zn seguiram 0s mesmos descritos

para o teor de Zn foliar.
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3.2.5 Analise estatistica

Foi realizada andlise de variancia dos dados para cada experimento. Quando
a razao entre quadrados médios dos residuos de uma determinada caracteristica foi
menor que sete (PIMENTEL GOMES, 2000), foi realizada a analise conjunta dos
experimentos para essa caracteristica. Quando na analise conjunta verificou-se
efeito significativo para experimentos, realizou-se a interpretacdo do efeito dos
tratamentos separadamente para cada experimento na caracteristica analisada.
Para os fatores concentracao de Zn e tempo de condicionamento osmético realizou-
se estudo de regressao polinomial e optou-se pela equacao significativa e com maior
coeficiente de determinacdo (R?). O efeito do fator fonte de Zn foi avaliado pelo teste

F da andlise de variancia.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Trocas gasosas

Tanto para as caracteristicas fisiolégicas relacionadas as trocas gasosas das
plantas de beterraba, quanto para o [ZnF], de acordo com a andlise conjunta, houve
efeito dos experimentos e nao foi verificada interacdo entre os tratamentos e 0s
experimentos, a excecdo da A (Tabela 1). Portanto, as épocas de cultivo da

beterraba causaram diferencas nas caracteristicas analisadas.

Tabela 1. Resumo da analise conjunta de experimentos (2015 e 2016) para as

caracteristicas avaliadas em plantas de beterraba ‘Tall Top Early Wonder'.
Tratamento (T) Experimento (E) TXE CV (%)

Taxa transpiratoria (E) 1,73 487,06™ 1,540 17,0
Condutancia estomatica (gs) 2,89" 156,3" 1,340 19,5
Taxa fotossintética (A) 3,43" 10,85™ 2,23" 9,8
Teor de Zn foliar ([ZnF]) 1,48"s 639,99" 1,230 14,8
Area foliar (AF) 5,36" 31,59 1,227 29,6
Massa seca da parte aérea (MSPA) 3,65™ 780,53™ 0,66"s 19,9
Massa fresca da raiz (MFR) 4,47 83,84" 1,42ns 23,7
Massa seca da raiz (MSR) 4,60™ 124,80™ 0,87"s 25,3
Teor de Zn na raiz ([ZnR]) 1,50"s 688,02" 1,46" 18,0

** @ ns denotam significAncia a 1% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.

No experimento de 2015, observou-se efeito da interagdo entre a

concentracdo de Zn em solucédo e as fontes do micronutriente utilizadas para o
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condicionamento osmoético dos utriculos de beterraba, sobre a E, gs e A (Tabela 2),
enquanto em 2016, a concentracdo de Zn e a fonte do micronutriente agiram
separadamente sobre a E e sobre a gs das plantas. Por outro lado, em 2016, houve
interacdo entre a concentracdo de Zn e a fonte utlizada e, também, entre a
concentracdo de Zn e o tempo de condicionamento osmoético dos utriculos sobre a A
(Tabela 3). Em ambos os experimentos, somente a concentracdo de Zn em solucéo
causou efeito sobre o [ZnF].

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as caracteristicas avaliadas em
plantas de beterraba ‘Tall Top Early Wonder’ cultivadas em 2015 em
funcdo da concentracéo, fonte e tempo de condicionamento osmaotico de

utriculos em solucdes enriquecidas com Zn.
Concentracdo (C) Fonte(F) Tempo(T) CxF CxT FxT CxFxT CV (%)

E 10,8" 10,5 0,3 6,0” 0,7ms 1,4 0,97 13,5
gs 8,6 8,9" 1,5m 5,4 0,6ms 1,1m 1,0m 18,3
A 21,37 51,8 1,4ms 26,8" 0,4 1,0m 0,8 7,2
[ZnF] 5,6 2,4m 4,6" 15 0,8 1,4ms 0,5 10,9
AF 30,2 1,3 0,7 0,1~ 0,6™ 0,5 0,7 29,2
MSPA 7,77 1,3 3,2 o, 1,0m 1,5m 0,9 15,3
MFR 9,4 0,1ms 3,1 o6"  1,0m 0,97 0,8" 20,7
MSR 10,4" 0,8 1,97 18"~ 0,8 1,4 0,7ms 21,3
[ZnR] 10,3" 2,9m 1,778 16" 14" 1,0m 1,2m 13,8

* * @ ns denotam significancia a 5%, 1% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F,
respectivamente.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para os parametros avaliados em plantas
de beterraba ‘Tall Top Early Wonder' cultivadas em 2016 em fungdo da
concentracdo, fonte e tempo de imersdo de utriculos em solucdes

enriquecidas com Zn.
Concentracéo (C) Fonte(F) Tempo(T) CxF CxT FxT CxFxT CV (%)

E 3,2 4,3 2,5M 1,1 1,5™ 0,8m 0,1ms 24,6
gs 7,17 17,8 1,1 0,8 0,6 1,5™ 1,0m 20,6
A 21,6™ 3,6 2,9° 4,7 2,3 1,3 0,5 12,1
[ZnF] 55" 0,6 0,7 o0,8™ 0,8m™ 1,6m 0,5 23,1
AF 38,8™ 0,3" 1,8" o,7 0,7™ 1,3 0,9 29,3
MSPA 6,5" 1,9 2,1m 08" 0,2m 0,7 0,1ns 29,7
MFR 54,5™ 3,3™ 5,3" 2,7m 1,1m 0,4 1,3" 28,2
MSR 23,1" 0,1m 2,0m 1,2 1,1m 0,0m 1,5m 31,6
[ZnR] 4,1 0,2 0,6" 2,5M 1,3™ 0,5m 0,6™ 29,3

* * @ ns denotam significancia a 5%, 1% de probabilidade e n&o significativo pelo teste F,
respectivamente.

Em 2015, quando se utilizou sulfato como fonte do micronutriente, houve
resposta linear da E das plantas (Figura 1a), sendo que plantas cujos utriculos foram
condicionados em solucdo contendo 30 mg mL* Zn tiveram 13,2% maior E do que

as plantas que n&o receberam Zn. Por outro lado, quando a fonte utilizada foi
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cloreto, observou-se resposta quadratica dessa caracteristica, com o valor maximo

obtido na concentracdo estimada de 21 mg mL™? Zn, equivalente a 45,3% de

incremento.
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Figura 1. Efeito da concentragao e da fonte de Zn (Sulfato (o) e Cloreto (e)) utilizada
em solugdo de imersdo de utriculos sobre a taxa transpiratéria (E),
condutancia estomatica (gs) e taxa fotossintética (A) de plantas de
beterraba ‘Tall Top Early Wonder’, cultivadas em 2015 (a, c, €) e em 2016
(b, d, f). *, ** e ™ denotam significancia a 5%, 1% de probabilidade e ndo
significativo pelo teste F, respectivamente.
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Diferentemente do verificado em 2015, em 2016, houve resposta da E das
plantas somente quando se utilizou a fonte sulfato. Com a utilizacdo dessa fonte, a
concentracdo de Zn em solucdo promoveu aumento com ajuste quadratico na
variavel (Figura 1b). Verificou-se que com a concentracdo estimada de 17 mg mL™*
Zn em solucdo, a E das plantas aumentou cerca de 31,6% em relacdo a plantas sem
Zn na solucéo de imerséo.

Em 2015, a aplicagéo de cloreto de Zn em solugédo promoveu o aumento da
gs em plantas de beterraba, em funcdo da concentracdo do micronutriente em
solucédo, enquanto com sulfato ndo foi verificada resposta significativa (Figura 1c).
Incremento de, aproximadamente, 65% foi verificado na gs com a concentracao
estimada de 19 mg mL* Zn na fonte cloreto. Por outro lado, conforme o aumentou a
concentracdo do micronutriente em solucao, a gs aumentou linearmente nas plantas
cultivadas em 2016 (Figura 1d). Com a utilizacdo da fonte sulfato de Zn, os valores
observados foram maiores, em todas as concentracdes de Zn, aos verificados
quando se utilizou cloreto como fonte do micronutriente, sendo que na méaxima
concentracdo de Zn houve incremento de 24,1 e 19,5% respectivamente para as
fontes sulfato e cloreto, em relacdo ao controle.

No cultivo da beterraba em 2015, a A das plantas foi alterada apenas quando
se utilizou a fonte cloreto de Zn, sendo encontrado maior A na maior concentracao
estimada de 20 mg mL* Zn, que incrementou em 40,2% o valor de A em relacdo ao
controle (Figura 1e).

Em 2016, a A das plantas respondeu de forma quadratica em funcdo da
concentracdo de Zn em solucdo, em ambas as fontes do micronutriente (Figura 1f).
Quando se utilizou sulfato como fonte de Zn, o méximo valor para a caracteristica foi
obtido com a concentragéo estimada de 16 mg mL* Zn, enquanto para o cloreto o
maximo valor foi obtido com a concentracéo aproximada de 20 mg mL* Zn. Além
disso, é possivel observar que o incremento da A em plantas que receberam o Zn na
forma de cloreto (46%) foi maior que em plantas que receberam o micronutriente na
forma de sulfato (20%).

Ao analisar o efeito da interacdo entre a concentracdo de Zn e o tempo de
condicionamento osmotico sobre a A, em plantas cultivadas em 2016 (Tabela 3), é

possivel verificar que as plantas, cujos utriculos permaneceram por 16, 20 e 24
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horas, apresentaram A com ajuste quadratico a concentracdo de Zn em solucéo,
enquanto o condicionamento por 12 horas ndo promoveu resposta significativa
(Figura 2).
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Figura 2. Efeito da concentracdo e do tempo de condicionamento osmotico (12(A),
16('V), 20(o) e 24(e) horas) de utriculos sobre a taxa fotossintética (A) de
plantas de beterraba ‘Tall Top Early Wonder’ cultivadas em 2016, aos 55
dias apés a semeadura. ** e " denotam significAncia a 1% de
probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.

Os tempos de 20 e 24 horas apresentaram o maior valor para a caracteristica
analisada com a concentracéo estimada de 20 mg mL"! Zn, atingindo incrementos de
50 e 46%, respectivamente. No caso do condicionamento por 16 horas dos utriculos
de beterraba, a maior A foi obtida com a concentragdo de 18 mg mL Zn, o qual foi

equivalente a 37% de incremento em comparac¢ao as plantas sem Zn na solugao.

3.3.2 Teor de Zn foliar ([ZnF])

O [ZnF] em plantas de beterraba foi afetado apenas pela concentragcao do
micronutriente na solugéo, em ambos os experimentos (Tabelas 2 e 3).

No experimento de 2015, o [ZnF] aumentou de forma linear conforme o
aumento da concentragdo de Zn, sendo a solugéo enriquecida com 30 mg mL*Zn a
que proporcionou aumento de, aproximadamente, 9% em relacdo as plantas
controle (Figura 3). Por outro lado, em 2016, o [ZnF] teve ajuste quadratico, com

valor maximo de 50,3 mg kg, na concentracdo estimada de 18 mg mL?t Zn,
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equivalente a 41,6% de incremento no teor de Zn em relacdo a imersao sem Zn.
Dessa forma, como média geral, pode-se observar que o [ZnF] foi maior em 2015,

na ordem de, aproximadamente, 112% em relacdo ao verificado em 2016.
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Figura 3. Teor de Zn foliar na beterraba ‘Tall Top Early Wonder’ em fungdo do
condicionamento osmotico de utriculos em solu¢cdes com Zn, cultivadas
em 2015 (o) e em 2016 (o). ** denota significancia a 1% de probabilidade
pelo teste F.

3.3.3 Crescimento e biofortificacdo com Zn ([ZnR])

Tanto as caracteristicas de crescimento como a biofortificacdo da raiz de
beterraba ([ZnR]), de acordo com a andlise conjunta, foram afetadas pelo fator
experimentos e nao foi verificada interacdo entre os tratamentos e 0s experimentos
(Tabela 1). Portanto, as épocas de cultivo da beterraba causaram diferencas nessas
caracteristicas também.

Em ambos os experimentos, a concentragdo de Zn em solucao teve efeito
sobre a AF, a MSPA, a MFR, a MSR e sobre a biofortificacdo com Zn da raiz de
beterraba (Tabelas 2 e 3). As caracteristicas MSPA e MFR foram influenciadas pelo
tempo de condicionamento osmético em 2015, enquanto em 2016, percebeu-se
efeito, somente, na producdo de MFR. N&o houve interacdo entre os fatores sobre
as caracteristicas analisadas.

No experimento de 2015, verificou-se ajuste quadratico da AF com o0 aumento
da concentracdo de Zn em solucgéo (Figura 4a). O maximo valor da caracteristica foi

obtido com a concentracédo estimada de 19 mg mL! Zn, atingindo-se 2.112 cm? por
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planta, o qual equivale a 125% de incremento em relacdo a AF de plantas cujos
utriculos nao foram tratados com Zn. Por outro lado, a producdo de MSPA das

plantas teve incremento linear em funcdo do aumento da concentragcdo de Zn

(Figura 4a).
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Figura 4. Area foliar (o) e massa seca da parte aérea (o) de beterraba ‘Tall Top
Early Wonder’ em fungdo do condicionamento osmaético de utriculos em
solucBes enriquecidas com Zn, cultivadas em 2015 (a) e em 2016 (b). *e
** denotam significancia a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

Aumento linear da AF com o incremento da concentracdo de Zn em solucao
foi constatado no cultivo das plantas em 2016 (Figura 4b), verificando-se incremento
de 86% em relacdo ao valor verificado em plantas cujos utriculos ndo receberam Zn.
Por outro lado, houve resposta quadratica da MSPA conforme o aumento da
concentracdo de Zn em solucao (Figura 4b). Observou-se que o ponto de maior
producdo estimada se obteve em concentracdo de 18 mg mL? Zn com 14,6 g por

planta, o qual equivale a 44% de maior produgédo em relagéo as plantas controle.
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Com o aumento do tempo de condicionamento osmatico, verificou-se
diminuicao linear na producdo de MSPA das plantas de beterraba cultivadas em
2015 (Figura 5). Dessa forma, a maxima producdo foi obtida com 12 horas de
condicionamento (28,5 g), valor 11% maior a producéo obtida com 24 horas.
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Figura 5. Efeito do tempo de condicionamento osmoético com Zn em utriculos de
beterraba ‘Tall Top Early Wonder’ cultivada em 2015 sobre a massa seca
da parte aérea. * denota significancia a 5% de probabilidade pelo teste F.
Tanto em 2015 como em 2016, houve resposta quadratica da MFR para a
concentragédo de Zn em solugéo, enquanto a MSR teve ajuste linear (Figura 6). Em
ambos os experimentos, o maior valor da MFR foi obtido com a concentracao
estimada de 18 mg mL"! Zn, verificando-se valores de 283 e 242 g, respectivamente,
com incrementos de 37% (76 g) e 196% (160 g) em relacdo as plantas do
tratamento controle.
Semelhante ao verificado com o [ZnF] (Figura 3), em 2015, houve cerca de
55% maior producao de beterraba que em 2016 (Figura 6). No entanto, em 2016, o
aumento de producdo foi maior conforme o aumento da concentracdo de Zn em
solucéo.

A maior produgdo de MSR, em ambos os experimentos, foi obtida com a
concentracdo de 30 mg mL? Zn em solucdo, atingindo-se valores de 23,6 e 17,3 g
por planta, respectivamente em 2015 e 2016 (Figura 6), o qual equivale a aumentos
de, aproximadamente, 27 e 68% em relacdo a massa seca de raiz obtida em plantas

controle.
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Figura 6. Massa fresca (e) e seca (o) de raiz de beterraba ‘Tall Top Early Wonder’
em funcdo da imerséo de utriculos em solu¢gdes com Zn (0, 10 e 30 mg
mLt Zn), cultivadas em 2015 (a) e em 2016 (b). * e ** denotam
significancia a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

O tempo de condicionamento osmoético dos utriculos de beterraba
proporcionou incremento com ajuste quadratico da producdo de MFR, em ambos os
experimentos (Figura 7). Dessa forma, observou-se que com o tempo estimado de,
aproximadamente, 18 horas foi possivel alcancar a maior producdo de 275 e 181 ¢
por planta em 2015 e 2016, respectivamente.

Ajuste linear foi obtido para o [ZnR] da beterraba em 2015 (Figura 8). O valor
maximo estimado foi de 122,8 mg kg?, quando os utriculos foram imersos em
solucéo contendo 30 mg mL* do micronutriente, valor 19% maior em comparacéo ao
verificado em plantas que ndo receberam Zn em solucdo. Por outro lado, em 2016,

verificou-se resposta quadratica do [ZnR] em relacdo a concentracdo do
micronutriente em solucdo (Figura 8), atingindo-se 45 mg kg' com a concentragdo
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estimada de 19 mg mL* Zn, equivalente a 33% de incremento em relacdo as plantas

controle.
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Figura 7. Efeito do tempo de condicionamento osmético de utriculos em solugéo
enriquecida com Zn sobre a massa fresca da raiz de beterraba ‘Tall Top

Early Wonder cultivada em 2015 (e) e em 2016 (o). ** denota
significancia a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Figura 8. Teor de Zn em raiz de beterraba ‘Tall Top Early Wonder’ em fun¢ao do
condicionamento osmatico de utriculos em solugdes enriquecidas com Zn,
cultivada em 2015 (o) e em 2016 (o). * e ** denotam significancia a 5% e
1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

De forma geral, em 2015, percebe-se que a raiz apresentou maior teor de Zn
(Figura 8) em comparacéo ao verificado na folha das plantas (Figura 3), para todas
as concentracdes do micronutriente em solugcéao, enquanto, em 2016, verificaram-se

teores do micronutriente semelhantes nos tecidos da parte aérea e raiz. Além disso,
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como para o observado no [ZnF], em 2015, houve em média, aproximadamente,

182% maior [ZnR] do que o verificado em 2016.

3.4 DISCUSSAO

Embora a concentracdo do micronutriente em solucdo promoveu o aumento
do [ZnF] em plantas de beterraba em ambos os experimentos (Figura 3), os teores
verificados nas plantas sem tratamento de Zn nos utriculos mantiveram-se dentro da
faixa considerada adequada para a cultura, de 20 a 100 mg kg* (TRANI et al.,
1997). Contudo, o condicionamento osmotico de utriculos de beterraba em solugbes
contendo Zn aumentou, de forma geral, os valores obtidos em todas as
caracteristicas analisadas, em comparacao ao tratamento controle.

A concentracdo da solugéo foi o fator mais determinante na resposta da
cultura, independente da época de cultivo (Tabelas 2 e 3), o que se deve ao Zn ser
micronutriente de plantas, com participacdo na ativacdo de iniUmeras enzimas, estar
envolvido na tolerancia ao estresse, participar do crescimento reprodutivo e ser
constituinte de estruturas celulares (BROADLEY et al., 2012). Dessa forma, a sua
maior presenca melhora o desempenho agronémico das culturas (FOTI et al., 2008;
MUNAWAR et al., 2013), desde que nao haja toxicidade nas plantas (SAGARDOY et
al., 2009; 2010).

O tempo de condicionamento teve funcdo secundaria no presente trabalho,
uma vez que afetou somente caracteristicas de crescimento das plantas (MSPA e
MFR) e ndo foram verificados efeitos sobre a biofortificacdo ou sobre o [ZnF].
Entretanto, esses resultados deixam em evidéncia que, para a aplicacdo do método
de condicionamento osmotico com Zn, é necesséria a determinacao do periodo ideal
de tratamento, segundo o objetivo desejado, que faca mais efetivo e eficaz o0 método
(FAROOQ; WAHID; SIDDIQUE, 2012). Dessa forma, na literatura existem diversos
trabalhos de condicionamento osmoético de sementes em diferentes culturas
(HARRIS et al., 2007; FOTI et al., 2008; MUNAWAR et al., 2013), cada um deles
com resultados conclusivos quanto ao tempo requerido. Contudo, o seu efeito sobre

a biofortificacdo agronémica ainda permanece pouco explorado.
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No presente trabalho, mesmo ndo obtendo efeito do tempo de
condicionamento sobre a biofortificacdo da raiz de beterraba, o tratamento por 16
horas seria 0 mais recomendado, uma vez que proporcionou maior MFR da cultura
(Figura 7).

O aumento da AF considera-se como fator chave para a producdo da
beterraba (JAGGARD; QI, 2006). Zeinab, Soudi e El-Shenawy (2011) verificaram
aumento da AF em plantas de beterraba sob aplicacdo foliar de Zn, com
consequente aumento de produtividade. Esse efeito do Zn nas plantas tem sido
atribuido a sua participacdo no metabolismo do acido indolacético (BROADLEY et
al., 2012). Dessa forma, uma série de respostas sdo explicadas, uma vez que o
aumento do tamanho da area fotossintética implica maior intercep¢do de luz pelas
plantas, com o qual a A e, consequentemente, a E, a gs e a produtividade das
culturas podem ser incrementadas. Para Engels, Kirkby e White (2012), o aumento
de produtividade das culturas agricolas pode ser conseguido através do aumento da
atividade fotossintética foliar e/ou através do aumento da AF.

Tanto a transpiracdo como a gs das plantas sdo processos que participam na
perda de agua na forma de vapor através das fendas estomaticas foliares, e a
temperatura tem forte influéncia sobre tais processos (TAIZ et al., 2017). Além disso,
cabe salientar que o0s nutrientes sdo translocados, principalmente, pela via
transpiratoria através do xilema das plantas (WHITE, 2012). Nesse sentido, quando
se trata de nutrientes com pouca mobilidade dentro das plantas, como o Zn, pode-se
esperar que 6rgdos com maior E apresentem maior concentracdo do micronutriente
do que aqueles com menor (KABATA-PENDIAS, 2011). Dessa forma, explica-se o
verificado na Figura 3 do presente trabalho, onde plantas cultivadas em 2015
apresentaram [ZnF] maior ao verificado em plantas cultivadas em 2016, em funcao
da maior E verificada em 2015, uma vez que nesse experimento, tanto a
temperatura ambiente como a temperatura foliar foram, em média, 5,5 e 8,0°C mais
elevadas do que em 2016, respectivamente.

A A das plantas tem relacdo direta com os processos fisiolégicos antes
mencionados, pois considera-se que a perda de 4gua através da transpiragdo é
necessaria para conseguir a absorcdo e posterior assimilagdo do carbono
atmosférico, ou seja, para realizar a fotossintese (ARAUJO; FERNIE; NUNES-NESI,
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2011; TAIZ et al., 2017), além de ser o principal mecanismo de regulacdo térmico.
Assim, 0 aumento da E e da gs tém sido relacionadas ao aumento da fotossintese
em plantas cultivadas sob condi¢cdes adequadas (SAGARDOY et al.,, 2009), de
acordo com o verificado nesse trabalho. Dessa forma, o aumento da A melhorou a
producdo em beterraba em funcéo da aplicacdo de Zn nos utriculos (Figura 6). Com
isto, é possivel explicar que a MFR da beterraba cultivada em época de maior
temperatura (primavera de 2015) foi mais elevada que quando cultivada em
condicdo mais amena (outono-inverno de 2016), considerada ideal para o cultivo de
beterraba (TIVELLI et al., 2011; TULLIO et al., 2013).

Aumentos de produtividade sdo atribuidos a aplicacdo de Zn em diversos
cultivos (WHITE et al., 2012; FIGUEIREDO et al.,, 2017). No entanto, para a
beterraba tem-se afirmado que é pouco responsiva ao suprimento do micronutriente,
sendo que os sintomas de deficiéncia sdo incomuns (CHRISTENSON; DRAYCOTT,
2006). Contudo, trabalhos mais recentes demonstram que com a aplicacdo de Zn
houve aumento significativo na produtividade e qualidade da beterraba (GOBARAH
et al., 2014; BARLOG; NOWACKA; BLASZYK, 2016).

No presente trabalho, de forma geral, o condicionamento osmotico de
utriculos de beterraba em solucdes contendo sulfato de Zn foi 0 que proporcionou
melhor desempenho nas plantas. Os sulfatos sédo as formas quimicas mais utilizadas
para aplicacdo de micronutrientes, em funcdo da sua alta solubilidade em agua e
baixo custo, podendo ser utilizados em cultivos hidroponicos, como fertilizantes
foliares e/ou ao solo e para o tratamento de sementes (FAROOQ; WAHID;
SIDDIQUE, 2012). Além disso, o menor tamanho das moléculas e a maior
solubilidade do sulfato em comparacéo a outras fontes do micronutriente, resulta em
maior disponibilidade e penetracao nos tecidos (PRADO; NATALE; MOURO, 2007).

No experimento de 2015, houve elevado [ZnR], quase trés vezes mais Zn do
gue em 2016, o qual pode estar relacionado a grande quantidade de fotoassimilados
formados nas folhas das plantas, que possivelmente, puderam ter sido alocados no
orgéo de reserva. Embora nédo tenha sido quantificado o [ZnF] na colheita da raiz de
beterraba, podemos inferir que o maior [ZnR] obtido em plantas cultivadas em 2015
deveu-se a redistribuicdo do micronutriente na planta. Salienta-se que a beterraba é

cultura que apresenta dois estadios bem marcados, o vegetativo e o reprodutivo,
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portanto, durante o primeiro, a planta desenvolve as suas estruturas vegetativas,
com intensivo acumulo de fotoassimilados na sua raiz, que desde a sua formacao
tornam-se no principal dreno da cultura (GRANGEIRO et al., 2007; GONDIM et al.,
2011), para dessa forma, no seguinte estagio, dar inicio a formacédo das estruturas
reprodutivas (MILFORD, 2006). Portanto, embora a mobilidade do Zn no floema seja
geralmente considerada baixa, isto ndo pode ser aceito como regra geral, pois ha
translocacdo do Zn dentro das plantas, direcionada, principalmente, aos pontos de
crescimento.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, a MSR equivale a
10% da MFR. Com isto, e considerando o consumo de 160 g de beterraba crua por
um adulto, cujo requerimento diario é de 11 mg dia! Zn (WHITE et al., 2012), em
funcéo dos valores obtidos nas raizes biofortificadas com 30 mg mL* Zn (Figura 8),
a pessoa, alimentando-se com beterrabas dos experimentos de 2015 e 2016, teria
atendida a sua demanda diaria pelo micronutriente em, aproximadamente, 17 e 6%,
respectivamente. Portanto, pode-se afirmar que a biofortificacdo de beterraba a
partir do condicionamento osmaético de utriculos com Zn é uma estratégia com

potencial para ser considerada em programas de biofortificacdo agronémica.

3.5 CONCLUSOES

O condicionamento osmaotico com Zn beneficia as respostas fisiolégicas nas
plantas de beterraba promovendo o crescimento, a producao e a biofortificacdo da
raiz, sendo o tratamento de 16 horas o mais eficiente para aumentar a MFR, e o
condicionamento dos utriculos em 30 mg mL' Zn como sulfato resulta em maior
producdo de beterraba e incremento do [ZnR] em comparacdo ao tratamento

controle, podendo ser considerado em programas de biofortificagdo agrondémica.
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