AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®

u nesp Y&  40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Instituto de Bioclencias
de Botucaty - Unesp

Fluorometria, conteudo de agtcares, crescimento ¢ atividade de
enzimas antioxidantes em plantas de Solanum [ycopersicum cv. Micro-

Tom em resposta a subdoses de boro

Janaina Oliveira Cruz

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtenc¢do do
titulo de Doutor no Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias  Biolégicas  (Botanica), Area de

concentracdo Fisiologia e Bioquimica Vegetal.

BOTUCATU - SP
2019

Instituto de Biociéncias — Segdo de Pds-Graduagao
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 fax (14) 3815-3747 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®

u nesp Y&  40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Instituto de Bioclencias
de Botucaty - Unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Fluorometria, contetdo de aglicares, crescimento ¢ atividade de
enzimas antioxidantes em plantas de Solanum [ycopersicum cv. Micro-

Tom em resposta a subdoses de boro

JANAINA OLIVEIRA CRUZ

JOAO DOMINGOS RODRIGUES
ORIENTADOR

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtenc¢do do
titulo de Doutor no Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias  Biolégicas  (Botanica), Area de

concentracdo Fisiologia e Bioquimica Vegetal.

BOTUCATU - SP
2019
Instituto de Biociéncias — Segdo de Pds-Graduagao

Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-970 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 fax (14) 3815-3747 posgraduacao@ibb.unesp.br



Cruz, Janaina Oliveira
C957f Fluorometria, contetido de agtcares, crescimento e atividade de
enzimas antioxidantes em plantas de Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom em resposta a subdoses de boro / Janaina Oliveira Cruz. --
Botucatu, 2021
73 p. : il,, tabs., fotos

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias, Botucatu

Orientador: Jodo Domingos Rodrigues

1. Quimica vegetal. 2. Fotossintese. 3. A¢tcar. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Botucatu. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




iii

DEDICO

Ao meu esposo, pelo apoio e amor em todos os
momentos, e aos meus filhos, pela

compreensao e carinho.



AGRADECIMENTOS

Agradego a Deus, pela oportunidade e discernimento para chegar a esta etapa e por
todas as outras que ainda virao.

Agrade¢o aos meus filhos, Luca e Arthur pelo carinho, apoio, compreensao e
companheirismo em todos os momentos. E, em especial, ao Gustavo, meu companheiro e
amigo, por todas as vezes que me incentivou e me apoiou. Agradeco também ao meu sogro
Martim, minha mae Joana e meus irmaos, Jane e Jailton, por todas as palavras de carinho, apoio
e consolo em todos os momentos.

Agradego a Coordenadoria de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior, Capes,
pela bolsa concedida.

Agradeg¢o ao meu orientador, Prof. Dr. Jodo Domingos Rodrigues por me acolher,
orientar e me auxiliar durante todo o doutorado.

Agradeco a Profa. Dra. Elizabeth Orika Ono por ser uma pessoa solicita e me ajudar
quando foi necessario.

Agradego aos professores Dr. Jorge Miguel Luz Marques da Silva e Dra. Anabela
Bernardes da Silva da Universidade de Lisboa, Portugal, por me receber, orientar e auxiliar
durante o meu estagio no laboratorio de vocés.

Agradeco aos amigos que fiz pelo caminho, Carla, Prinscilla, Thais Arruda e Thayeme
pelo ombro amigo no momento de estresse, pela ajuda nas andlises e pelas risadas nos
momentos livres.

Agradego aos integrantes do grupo de pesquisa, Thais Torres, Geane, Zildélia e Rubia
pelo companheirismo no laboratério e fora dele também.

Agradeco aos funcionarios do Departamento de Botanica, Z¢ Du, Seu Auro, Heloisa
e Inara pela solicitude e auxilio para a instalacdo e conducdo do meu projeto.

Agradego também a todos que contribuiram direta, ou indiretamente, para meu
crescimento pessoal e profissional.



"O pensamento escolhe. A A¢do realiza. O homem conduz o barco da vida com os remos do
desejo e a vida conduz o homem ao porto que ele aspira a chegar. Eis porque, segundo as

n

Leis que nos regem, a cada um sera dado segundo suas proprias obras.

Emmanuel



vi

Sumario

RESUMO 9
ABSTRACT 11
INTRODUCAO 13
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oovuuriuriieiieiieeieeiseisseiss et 18
CAPITILO I 23
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e beesteenaee e 23
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et st et e st eebeesaneens 24
INTRODUGCAO ...ttt ettt e s e e s s s s s s s s s nnas 24
MATERIAL E METODOS ......coouiiiiieieeeeeeeeeeeee e s eeses s sesessenesss s sessesssasneseenees 27
AVvaliagOes DIOQUIMMICAS ..eeuvvieeiiieeiiieeeiieesieeeeieeesteeesetee e taeeesaeessaeeesseesnseeessseeessseeessseeennnes 28
EXIracao do MALerial................ccc..oooeiueiieeiiii e 28
Peroxidagao de LiDIdios................ccc..oovuiiiiiiiiciiieeiieecee ettt et aae e 29
ARGLISE PFOTGICA ...ttt ettt ettt ettt ettt e e 29
Determinagdo da atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) ............ccccceeevecvevvanenannen. 29
Determinagdo da atividade da enzima Catalase (CAT)............ccoeevvuveeciieciiiiiiieiiieeieeeeiee e 29
Determinagdo da atividade da enzima Peroxidase (POD) .............ccc.ccoovevieeiieeiiieiiieeieeeeeeens 30
Determinac@o do teor de AQUCATES ...............ccc.cccoueeciueieieeeeee e 30
Parametros fisiologicos da analise de CresCImento..........ccveeeveeeriieeriieeriee e 30
ANALISE dOS dAAOS ..ttt et 31
RESULTADOS ...ttt sttt et st st esteesaneeas 32
AValiagOes DIOQUIMICAS .....eeeuvieiieeiieeiieeieeite et etteeteeteestteeteesabeebeesaaeeseesnseenseessseenseennseens 32
TEOT de B fOlHAT.....iiiiiiiiiiie et e 34
Parametros fisiologicos de analise de CresCimento.........ccveeeveeeriieerieeeriee e 34
DISCUSSAD ...ttt 42
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oovuuiiiriiriieiieeiseiseisse st 45
CAPITULO IT 50
RESUMO ...ttt ettt ettt et sttt e esateenbee e 50
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et sate bt e st e beesaneens 50
INTRODUGAO ...ttt s s es s 51
MATERIAL E METODOS ......coouiiiiieieeeeeeeeeeee e senesss s sseesessanessessenees 53
AvAliAOES DIOGUIMMICAS ............ceeieieieei ettt ettt ettt 54
Fluorescéncia da clorofila @ (CRL @) .............cc.ocoveeieiiieiiiiiiii et 55
Parametros fisiologicos da anadlise de CreSCIMERnto ..................cccoccvvieeiiieciieieiiieeiieecee e 55
ANALISE AOS dAAOS ...ttt ettt 56
RESULTADOS ...ttt et ettt sttt e s it e be e st e e abeesateenbeenaee 57
DISCUSSAD ...ttt 62



CONSIDERAC()ES FINAIS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO

vii



viii

Lista de Figuras

Figura 1 — Producdo das mudas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. A) vasos com
vermiculita; B) bandejas com solucdo nutritiva e aeragdo constante. Botucatu, UNESP, 2019.

Figura 2 — Médias de : A- peroxidagdo lipidica (MDA, nmol g-1 de matéria fresca); B-
proteinas (mg.g); C - atividade de enzima superdxido dismutase (SOD, U g! proteina); D -
peroxidase (POD, umol de H20O2 consumido minuto-1 g-1 proteina); E - catalase (CAT, mKat.
ug! de proteina) aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas de
tomate cv. Micro-Tom submetidos a diferentes concentragdes de boro. Lé-se: (1) 0 pgL'; (2)
15,6 ngl'; (3) 31,12 pgLl; (4) 62,25 pgLl; (5) 124,4 pgL'; (6) 249 pgL; (7) 498 pgL .
Botucatu, UNESP, 2019, ...c.uioiiieeeeeee ettt sttt 33

Figura 3 - Teor de B foliar (mg kg!) de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom
submetidos a diferentes concentra¢des de boro aos 14, 21 ¢ 28 DAT. Botucatu, UNESP, 2019.
(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
de 5% de probabilidade. Letra maitscula aponta diferenca estatistica entre tratamentos e letra
minuscula para coletas. Lé-se: (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ngL'; (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 ugL'; (5)
124,4 pgl-!; (6) 249 ngL!; (7) 498 pgL!. Botucatu, UNESP, 2019........c..cccoevevevveerererrenn. 34

Figura 4 - Plantas de tomate Micro-Tom em vasos com perlite. Botucatu, UNESP, 2019. ...53

Figura 5 - Escala de flores consideradas para a contagem. Botucatu, UNESP, 20109............. 55



9

CRUZ, J. 0. FLUOROMETRIA, CONTEUDO DE ACUCARES, CRESCIMENTO E
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PLANTAS DE Solanum
Iycopersicum cv. MICRO-TOM EM RESPOSTA A SUBDOSES DE BORO. 2019. 71P.
TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU, UNESP —
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA.

RESUMO

O mineral boro (B) esté relacionado a uma série de processos fisioldgicos das plantas tais como:
estrutura da parede celular; respiracdo; metabolismo de carboidratos; metabolismo de RNA;
transporte de metabdlitos, entre outros. O B ¢ absorvido pelas raizes por difusdo na forma de
acido borico, sendo transportado em seguida via xilema pela taxa transpiratéria e pode formar
complexos estaveis com moléculas do grupo cis-hidroxila, formando complexos B-poliol que
podem se movimentar no interior vegetal. A deficiéncia de B ocasiona rapida inibicdo do
crescimento das raizes primadrias e laterais, limitando o crescimento e divisdo celular. Em vista
disso, esta pesquisa tem como objetivo elucidar melhor o papel do mineral boro no metabolismo
e transporte de acgticares em plantas de Solanum lycopericum cv. Micro-Tom. Para tal, foram
realizados dois experimentos, o primeiro instalado em casa de vegetacdo no Departamento de
Botanica do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, SP ¢ o outro em cadmara de
crescimento no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biociéncias, Universidade de
Lisboa, Portugal. O primeiro experimento foi conduzido com delineamento de blocos ao acaso
com trés repeti¢des, constituido de diferentes concentracdes de boro em hidroponia. O segundo
experimento foi conduzido em vasos com perlite em delineamento de blocos ao acaso com trés
repeticdes. As concentragdes utilizadas em todos os experimentos foram: 0; 15,6; 31,12; 62,25;
124,5; 249 ¢ 498 pg L'! (controle) de boro na forma de 4acido bérico. No primeiro experimento
foi avaliado a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase
(CAT); teor de proteinas totais soluveis; taxa da peroxidagdo lipidica (MDA); teores de
sacarose, agucares redutores e amido em folhas; produgdo de biomassa e teor de boro foliar. No
segundo experimento foi avaliado a produ¢do de biomassa, os teores de sacarose, agucares
redutores e amido em folhas e a fluorometria. No primeiro experimento foi observado que as
baixas concentragdes, 0 e 15,6 pg L' de B apresentaram os menores valores de produgio de
fitomassa de raiz, haste, folha, reducao do crescimento absoluto ¢ baixo teor de B foliar. Além
disso, ainda ocasionou maior atividade das enzimas peroxidase e superoxido dismutase, maior
taxa na produ¢do de MDA e variac¢des no contetido de amido aos 14 e 21 dias ap0s o inicio dos
tratamentos (DAT), acgtcares redutores aos 14 e 28 DAT, e sacarose aos 7 e 21 dias apos os

tratamentos. No segundo experimento foi observado a nao influéncia das diferentes
9



10

concentragdes de B na fluorometria; entretanto, a produ¢do de massa (raiz, haste, folha e flor)
foi maior no tratamento controle. Ja os teores de agucares, amido e aclicares redutores nos
tratamentos com auséncia de B e de menor concentragdo apresentaram maiores valores em
relacdo ao controle. Em geral, a variagdo da disponibilidade de B interferiu diretamente no
metabolismo e crescimento de plantas de tomate cv. Micro-Tom, em ambas as situagdes

avaliadas.

Palavras-chave: nutri¢cao; crescimento; enzimas; fotossintese; tomate.
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RUZ, J. O. FLUOROMETRY, SUGAR CONTENT, GROWTH AND ACTIVITY OF
ANTIOXIDANT ENZYMS IN PLANTS OF Solanum lycopersicum cv. MICRO-TOM IN
RESPONSE TO BORO SUBDOSES. 2019. 71P. TESE (DOCTORATE) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS DE BOTUCATU, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA.

ABSTRACT

he mineral boron (B) is related to a series of plant physiological processes such as: cell wall
structure; breath; carbohydrate metabolism; RNA metabolism; transport of metabolites, among
others. B is absorbed by the roots by boric acid diffusion and is then transported via the
transpiratory rate xylem and can form stable complexes with cis-hydroxyl group molecules,
forming B-polyol complexes that can move within the plant interior. B deficiency causes rapid
inhibition of primary and lateral root growth, limiting cell growth and division. Therefore, this
research aims to better elucidate the role of mineral boron in sugar metabolism and transport in
Solanum lycopericum cv. Micro-Tom. To this end, two experiments were carried out, the first
in a greenhouse in the Botany Department of Botucatu Bioscience Institute, UNESP, SP and
the other in a growth chamber in the Department of Plant Biology of the Institute of
Biosciences, University of Lisbon. Portugal. The first experiment was conducted with a
randomized block design with three replications, consisting of different boron concentrations
in hydroponics. The second experiment was conducted in perlite vessels in a randomized block
design with three replications. The concentrations used in all experiments were: 0; 15.6; 31.12;
62.25; 124.5; 249 and 498 png L-1 (control) of boron as boric acid. In the first experiment was
evaluated the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and
catalase (CAT); otal soluble protein content; lipid peroxidation rate (MDA); sucrose, reducing
sugars and leaf starch content; biomass production and leaf boron content. In the second
experiment, biomass production, sucrose, reducing sugars and starch in leaves and fluorometry
were evaluated. In the first experiment it was observed that the low concentrations, 0 and 15.6
ug L-1 of B presented the lowest values of root, stem, leaf phytomass production, reduction of
absolute growth and low leaf B content. In addition, it caused higher activity of the peroxidase
and superoxide dismutase enzymes, higher MDA production rate and starch content variations
at 14 and 21 days after the beginning of treatments (DAT), reducing sugars at 14 and 28 DAT,
and sucrose. at 7 and 21 days after the treatments. In the second experiment it was observed no
influence of different B concentrations on fluorometry; However, the mass production (root,
stem, leaf and flower) was higher in the control treatment. Already the contents of sugars, starch

and reducing sugars in the treatments without B and of lower concentration presented higher
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values in relation to the control. In general, the variation of B availability directly affected the

metabolism and growth of tomato cv. Micro-Tom in both situations evaluated.

Keywords: nutrition; growth; enzymes; photosynthesis; tomato.
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INTRODUCAO

O elemento boro (B) ¢ o unico nao metal pertencente ao grupo IIIA da tabela
periodica, apresentando 10,811 unidade de massa atdmica (u.m.a.) e valéncia de 3". Além
disso, apresenta também dois isétopos estaveis de forma natural, '°B e ''B (BIEVRE; BARNES,
1985). E encontrado em nascentes vulcanicas como 4cido ortoborico ou complexado a diversos
minerais, como o borax (NA2B407.10H20), colemanita (Ca;BsO11.5H20), boronatrocalcita
(CaB4sO7NaB02.8H>0), boracita (Mg7Cl2B16030) e kernita (Na;BsOs(OH)2.3H2O) (EPA,
1975). Os maiores depositos deste mineral estdo no Tibet, Turquia e Estados Unidos, sendo este
ultimo o maior exportador mundial dos compostos acido borico e borax (NA2B407.) (EISLER,
1990).

Na solugdo do solo, o boro encontra-se na forma solivel de acido boérico, que pode
ser lixiviado durante as chuvas, tornando sua disponibilidade limitante em varias regides do
mundo, como Japao, China e Brasil (SHORROCKS, 1997). Em regides aridas e semiaridas,
como Egito, Jordania, Chile, Australia e Turquia ocorre alta concentragao do mineral, podendo
provocar toxicidade nas plantas (YAU et al., 1995).

O B tem sido usado na industria e alimentagao por séculos, porém somente em 1808
que foi oficialmente descoberto e integrado a tabela periddica (EISLER, 1990). De acordo com
Gordon (1987), durante o século 19, o borato era usado como conservante para diversos tipos
de alimentos, exceto para leite. Atualmente, ¢ comumente utilizado para a producao de fibras
de vidro e vidro; esmaltes; fertilizantes; elemento-traco; produtos farmacéuticos e higiénicos;
inseticidas; ceramicas; emulsionantes e estabilizadores (PARRY; KODAMA, 1980;
SCHILLINGER et al., 1982; SIEGEL; WASON, 1986).

Os primeiros estudos verificando os efeitos de B nas plantas datam a partir de 1876
(BERGMAN, 1984; POWER; WOODS, 1997); porém as primeiras publicagdes sobre esse
elemento foram feitas por Warington (1923), afirmando ser o B um elemento essencial ao
desenvolvimento das plantas superiores, apesar de sua fun¢do primaria nao ter sido totalmente
esclarecida (MATOH, 1997). O mineral boro (B) estd relacionado a uma série de processos
fisiologicos das plantas, tais como: sintese da parede celular; lignificacdo; estrutura da parede
celular; respiragdo; metabolismo de carboidratos; metabolismo de RNA; metabolismo de acido
indolilacético; metabolismo de compostos fenolicos; metabolismo de ascorbato; fixa¢do de
nitrogénio; redugdo da toxidez de aluminio (DUGGER, 1983; SHKOLNIK, 1984; SHELP,
1993; POWER; WOODS, 1997; BROWN et al., 2002; DANNEL et al., 2002; MATSUNAGA;
ISHII, 2006).

13
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O B ¢ absorvido na forma de acido borico, sendo transportado, em seguida, via
xilema pela taxa transpiratoria, assim como os demais nutrientes (BROWN; SHELP, 1997;
MIWA; FUJIVARA, 2010). O acido borico ¢ uma molécula ndo carregada eletricamente e essa
caracteristica possibilita o transporte via membrana plasmatica de maneira passiva
(STANGOULIS et al., 2001; TANAKA et al., 2008). Além disso, esse elemento pode ser
transportado contra o gradiente de concentragdo, como em situacdes com concentragdes
limitantes ou excedentes de B, através de transportadores especificos, os BOR e NIP. A familia
de transportadores BOR est4 envolvida no transporte ativo do mineral nas células do periciclo
para o xilema em situacdes de déficit (TANAKA et al., 2010; MIWA et al., 2013), enquanto
que a familia de transportadores NIP atuam como um canal facilitador de transporte nas células
da endoderme, cortex e epiderme (WALLACE; ROBERTS, 2005; SOTTA et al., 2017).

O B pode formar complexos estdveis com moléculas do grupo cis-hidroxila,
formando complexos B-poliol que podem se movimentar no interior vegetal (BROWN et al,
1999). Dentre varios compostos formados, destacam-se os ésteres de borato com residuos de
ramnogalacturona II (RG-1I) (KOBAYASHI et al., 1996). A formacao deste complexo ¢
essencial para a estrutura da parede celular, pois contribui significativamente para o controle da
resisténcia e porosidade da mesma (FLEISCHER et al., 1999; RYDEN et al., 2003; O'NEILL
et al., 2004).

A deficiéncia de B ocasiona rapida inibi¢ao do crescimento das raizes primarias e
laterais, limitando o crescimento e divisdo celular na zona de crescimento da raiz primaria
(MARTIN-REJANO et al., 2011; LIU et al., 2014). Riaz et al. (2018) observaram que em
mudas de laranja com deficiéncia de B, o crescimento primario e lateral das raizes foi
rapidamente inibido, como também houve alteragdes e desorganizacdes na distribuicdo de RG
(IT) nas paredes celulares. Wu et al. (2017) sugerem que a rapida inibicdo do crescimento e
alongamento de raizes de mudas de laranjeiras estd diretamente relacionado a alteragdes na
composi¢ao das pectinas da parede celular dessas raizes sob condi¢des limitantes de B. As
pontes de hidrogénio sdo as ligacdes predominantes na estrutura da parede celular, ocorrendo
durante a caréncia de B o enfraquecimento das pontes entre O-H e N-H, ligacdes entre pectinas
e carboidratos presentes na parede celular (BURGERT; DUNLOP, 2011).

Diversas alteracdes fisiologicas e morfologicas provenientes da deficiéncia do B
podem ser respostas diretas ou indiretas a formacao de complexos B-poliodis semelhantes a
pectina da parede celular, membrana e o-difendis. Os principais polidis com configuracao
similar aos complexos estaveis sdo os acidos caféico, hidroxifertlico e acucares (ribose, apiose,
acucares redutores) (CAKMAK et al., 1995). O B pode formar complexos com acido 6-

fosfogluconico, inibindo a atividade da enzima 6-fosfogluconato dehidrogenase em condi¢des
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de deficiéncia, aumentando a atividade da rota das pentoses e, consequentemente, a sintese de
fenodis. A toxicidade gerada pelo acimulo de acidos fendlicos pode ocasionar a quebra dos
lipidios da membrana plasmatica e, consequentemente, a ruptura da mesma em condigdes de
deficiéncia de B (DUGGER, 1983; GOMEZ-RODRIGUEZ et al., 1987; CAKMAK et al.,
1995).

Kobayashi et al. (2004) propuseram que, apds estresse oxidativo ocasionado pela
deficiéncia de B, ocorra rapida sinalizacdo a partir da parede celular para o citoplasma,
induzindo a expressao de genes especificos. Gonzalez-Fontes et al. (2008) também tém
sugerido papel importante do B como sinalizador, capaz de interagir com os fatores de
transcricdo, o que poderia explicar por que a expressao de varios genes envolvidos em processos
fisiologicos diferentes sdo rapidamente afetados quando as plantas estdo sujeitas a deficiéncia
de B.

O desarranjo nutricional na planta pode provocar a produg¢do de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (ERO’s), devido a alteracdes de rotas metabolicas (GRATTAN;
GRIEVE, 1999). Todo 6rgao da planta ¢ afetado pelo estresse. A sinalizacdo desse distarbio
ocorre como uma resposta nao-especifica, que varia de acordo com a concentragdo do aparato
antioxidante (KAHKONEN et al., 1999; MELO et al., 2006) que, além dos fatores genéticos,
sdo influenciados pelas condigdes do ambiente e pelo balango interno de nutriente e a
disponibilidade do mesmo no meio (HUNT, 2003).

As ERO's sao importantes sinalizadoras para as plantas, uma vez que, diante de
qualquer alteragdo em alguma rota metabdlica ocorre a sintese dessas espécies, induzindo o
reparo e/ou controle desses radicais. Entretanto, a superproducdo desses radicais, como o
superoxido (Oy7), radicais hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H20>") e o oxigénio singleto
('02) podem desencadear respostas negativas, prejudicando o desenvolvimento da planta
(MITTLER, 2002). As plantas apresentam sistemas de defesa antioxidantes eficientes,
enzimaticos e ndo-enzimaticos, que permitem a eliminagao dessas espécies reativas de oxigénio
e a protecio contra os danos oxidativos (HERNANDEZ et al., 2001). As defesas ndo
enzimaticas incluem as vitaminas C e E, glutationa (GSH), B-caroteno, compostos fenolicos,
tocoferois e poliaminas. J& o sistema defensivo enzimatico envolve acdo de enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POD), glutationa peroxidase
(GPX), ascorbato peroxidase (APX), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase
(GSTs) (BLOKHINA et al., 2003; SCANDALIOS, 2005). O aparato fotossintético ¢ fortemente
afetado quando ocorre algum desequilibrio nutricional na planta, principalmente, quanto a
produgdo e distribuicdo de agucares. Os aglicares e amidos sdo a forma de armazenamento de

carboidratos na planta, sendo a sacarose a forma mais translocada via floema. Apos a producao
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dos acucares durante a fotossintese, os mesmos sao direcionados para células de carregamento
proximas ao floema, estabelecendo um gradiente osmdtico de pressao que ira determinar a
translocacdo dos produtos. Além da fase vegetativa do 6rgao, outros fatores também interferem
na distribuicdo dos fotoassimilados, pois o sistema vascular vegetal ¢ interconectado,
permitindo o fluxo para vérios tecidos-drenos. Porém, o volume de fluxo para cada dreno
especifico varia de acordo com a intensidade do mesmo (ZHU et al., 2007).

A sacarose € um agucar importante para o desenvolvimento de todo vegetal e esta
envolvida em diversos processos metabolicos celulares, podendo ser armazenada em diferentes
compartimentos celulares, como também participar na sintese de amido, componentes celulares
e da parede celular (PARK et al., 2010).

A sacarose ¢ degradada pela invertase e pode ser re-sintetizada pela UDP-glucose
pirofosforilase (UGPase), sacarose fosfato sintase (SPS) e sacarose sintase (SuSy) (DAI et al.,
2011). No entanto, SuSy também ¢ capaz de catalisar a clivagem da sacarose, que ¢ em grande
parte dependente dos requisitos metabdlicos (COLEMAN et al., 2010; CHEN et al., 2012). O
equilibrio entre os processos de degradacao e sintese determinam a concentracao de diversos
metabolitos, tais como UDP-glucose, glucose-1P, glucose-6P e fructose-6P. A variagdo entre
esses metabolitos regula a sintese da parede celular, a taxa de respiragao, concentragdo de amido
e producdo de outros metabolitos (NGUYEN-QUOC; FOYER; 2001).

A capacidade de transporte e acimulo de carboidratos contribui para o 6timo
crescimento e desenvolvimento da planta, além de fatores genéticos intrinsecos de cada espécie.
Aproximadamente 90%, em média, da massa seca acumulada pelas plantas ao longo do seu
crescimento, resulta da atividade fotossintética, tornando essa varidvel o componente
fisiologico de maior importancia neste tipo de estudo. O uso da andlise de crescimento permite
inferir a contribuigao de diferentes processos fisioldgicos sobre o desenvolvimento vegetal, pois
o crescimento ¢ avaliado através de variacdes em tamanho de algum aspecto da planta,
geralmente morfologico (MAGALHAES, 1979; BENINCASA, 2003).

Esse método descreve as condi¢des morfofisiologicas da planta em diferentes
intervalos de tempo, podendo ser usado para investigar o efeito de fendmenos ecologicos sobre
o crescimento e desenvolvimento da planta sob diversas condi¢gdes, como variacdo ambiental,
adaptabilidade de uma espécie vegetal em ecossistemas diversos, efeitos de competigdo,
diferengas genotipicas, desbalango nutricional, entre outros (MAGALHAES, 1979;
BENINCASA, 2003). A emissdo de fluorescéncia da clorofila ‘a’, outra medida pontual, ¢
utilizada como um mecanismo eficiente para medi¢des fotossintéticas (GENTY et al., 1989),
especialmente em ambientes ou situagdes que propiciam condigdes de estresse (ZHANG, et al.,

2003). Os métodos mais utilizados nos fornecem informagdes rapidas, ndo destrutivas e nao
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invasivas acerca da conversdo, transferéncia e dissipacdo da energia luminosa a nivel de
fotossistemas (ATUALIZAR, BAKER, 2008), sob condi¢des de laboratério, controladas e em
campo. A utilizagao de sistemas de fluxo aberto de trocas gasosas, como o IRGA (Infra-Red
Gas Analyser) pode complementar a avaliagdo, tornando as medi¢des pontuais desses processos
mais rapidas e precisas (HUNT, 2003). O estudo do metabolismo fisiologico em fun¢do da
aplicagdo de nutrientes, através de técnicas pontuais e bioquimicas, possibilita maior

compreensao dessa interacao e os efeitos que o mesmo provoca ao longo do ciclo do vegetal.
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo de subodoses de boro via
solucdo nutritiva ao longo do ciclo do tomate sobre:
1) atranslocagao e alocacao de agticares ao longo do ciclo do tomateiro cv. Micro-Tom;
2) a atividade das enzimas antioxidativas, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD);
3) aperoxidagdo lipidica e o teor de proteinas soluveis totais;
4) a parti¢do de biomassa nos 6rgaos e estadios vegetativos e reprodutivos do tomateiro
cv. Micro-Tom;

5) afluorescéncia da clorofila ‘a’.

22



23

CAPITILO I

SUBDOSES DE BORO NO CRESCIMENTO E NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EM PLANTAS DE TOMATE

Janaina Oliveira Cruz', Jodo Domingos Rodrigues', Prinscilla PAmela Nunes Chaves?,

Elizabeth Orika Ono'

nstituto de Biociéncias, R: Prof. Dr. Antonio Celso Wagner Zanin, 250, Rubido Junior, 18618-
689 - Botucatu, Brasil - jnoli.cruz@gmail.com
2 Faculdade de Ciéncias Agrondmicas. UNESP — Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho. Av. Universitaria, 3780 - Altos do Paraiso, 18610-034, Botucatu — SP.

RESUMO
O boro ¢ um micronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal, porém ainda existem lacunas
quanto a sua fung¢ao fisiologica. Além de atuar na parede celular e membrana plasmatica, outros
efeitos podem ser associados a sua func¢do, como divisdo celular, metabolismo de carboidratos,
transporte de nutrientes, entre outros. Em vista disso, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
acao do boro no crescimento e atividade de enzimas antioxidantes em plantas de tomate cv. Micro-
Tom. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento de blocos ao acaso com
trés repetigdes, constituido de diferentes concentracdes de boro em solu¢do nutritiva. As
concentragdes utilizadas foram: 0 ug L'; 15,6 ng L'; 31,12 pg LY 62,25 pg L'; 124,5 ug L'; 249
ug L' e 498 pug L' O efeito dos tratamentos foi avaliado através da atividade das enzimas
superoxido dismutase, peroxidase e catalase; teor de proteinas soliveis totais; taxa da
peroxidagdo lipidica; teores de sacarose, acucares redutores e amido em folhas; trocas gasosas;
produgdo de biomassa e teor de boro foliar. Observou-se que as menores concentragdes de B
diferiram para todas as avaliagcdes em relacao ao controle, demonstrando que o B interferiu no

crescimento e na atividade antioxidante de plantas de tomate cv. Micro-Tom.

Palavras-chave: fitomassa; estresse; hidroponia; folha; Solanum lycopersicum.
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ABSTRACT
Boron is an essential micronutrient for plant development, but there are still gaps in its physiological
function. In addition to acting on the cell wall and plasma membrane, other effects may be
associated with its function, such as cell division, carbohydrate metabolism, transport of nutrients,
and others. In view of this, this research aimed to evaluate the action of boron on the growth and
activity of antioxidant enzymes in tomato plants cv. Micro-Tom. The experiment was conducted in
a greenhouse, in a randomized block design with three replicates, consisting of different
concentrations of boron in nutrient solution. The concentrations used were: 0 pg L'; 15,6 pg L';
31,12 pg L' 62,25 ng LY 124,5 ng L 249 pg L' e 498 pg L. The effect of the treatments was
evaluated through the activity of the enzymes superoxide dismutase, peroxidase and catalase; total
soluble protein content; rate of lipid peroxidation; sucrose content, reducing sugars and leaf starch;
gas exchange; biomass production and foliar boron content. It was observed that the lower
concentrations of B differed for all evaluations in relation to the control, demonstrating that B

interfered in the growth and antioxidant activity of tomato plants cv. Micro-Tom.

Keywords: phytomass; stress; hydroponics; leaf.

INTRODUCAO

Como os demais micronutrientes, o B ¢ indispensavel para as plantas, pois tém
efeito direto na formagao de novos tecidos, sintese celular e produtividade, sendo importante o
conhecimento da redistribui¢do que ocorre dentro da planta e a variacao entre as espécies. O B
pode ser absorvido pelo sistema radicular vegetal através de transportadores especificos como
também por proteinas intrinsecas que podem ser ativadas de acordo com a disponibilidade do
nutriente (STANGOULIS et al., 2001; MIWA; FUJIVARA, 2010).

As espécies vegetais podem ser classificadas em duas categorias quanto a
redistribuicao do B: espécies com redistribuicao restrita e espécies com alta mobilidade de B
(BROWN; SHELP, 1997). Plantas que possuem a producdo de agucares especificos, como o
sorbitol, manitol e dulcitol (ZIMMERMANN; ZIEGLER 1975) estdo diretamente ligadas a
redistribuicao de B. Esses polidis formam complexos poliol-B-poliol nos tecidos fotossintéticos
que sao transportados pelo floema por toda planta, principalmente, em situacdes de
concentragoes limitantes do mineral (BROWN; HU, 1996; HU et al., 1997).

A formacao deste complexo € essencial para a estrutura da parede celular (O'NEILL
et al., 2004), pois contribui significativamente para o controle da resisténcia e porosidade da

parede celular (FLEISCHER et al., 1999; RYDEN et al., 2003). Por exemplo, paredes de c¢lulas
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normalmente distendidas e com forma¢ao menor de dimeros de RG-II estdo correlacionadas a
deficiéncia de B(MATOH, 1997; ISHII et al., 2001). Além disso, a essencialidade do complexo
RGII-borato para o crescimento normal de plantas tem sido mostrada através de sua baixa
concentracdo em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana, muri-1 e murl-2 (O'NEILL et al.,
2001). Noguchi et al. (2003) também relataram menor grau de reticulagdo nas paredes celulares
de Arabidopsis mutante borl-1, em comparagdo com as plantas do tipo selvagem sob baixa
disponibilidade de B.

A sacarose, molécula formada no citoplasma por trioses produzidas nos
cloroplastos, ¢ redistribuida através de um gradiente de pressdo de turgor nos elementos
crivados do floema. Essa molécula ¢ degradada nesses tecidos e novamente sintetizada pelas
enzimas UDP-glicose fosforilase (UGP-ase) e sacarose sintase (SuSy), enquanto que a sacarose
fosfato sintase (SPS) catalisa a quebra irreversivel de UDP-sacarose (BABB; HAIGLER, 2001;
PARK et al., 2010; WINTER, HUBER, 2010; CHEN et al., 2012). O boro ¢ essencial para a
redistribuicao desses produtos, pois o complexo borato influencia na transloca¢io de acucares
ao longo da planta, através da afinidade do borato com compostos OH", que possibilitaria a
formacgdo desses complexos ionizados que sdo rapidamente transportados (KHYM; ZILL,
1952). Gauch e Dugger (1952) demonstraram em seu trabalho que ocorre dependéncia entre o
transporte de agticar e boro. Segundo esses mesmos autores, o acicar pode ser rapidamente
translocado na presenca de boro a 10 mg L' quando comparado ao transporte de agticar sem
boro.

O desarranjo nutricional na planta pode provocar a produg¢do de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (ERO), devido a alteracdes de rotas metabolicas (GRATTAN;
GRIEVE, 1999). Todo 6rgao da planta ¢ afetado pelo estresse. A sinalizacao desse distarbio
ocorre como uma resposta nao-especifica, que varia de acordo com a concentragdo do aparato
antioxidante (KAHKONEN et al., 1999; MELO et al., 2006) que, além dos fatores genéticos,
sdo influenciados pelas condi¢des do ambiente, pelo balango interno de nutriente e a
disponibilidade do mesmo no meio (HUNT, 2003).

Kobayashi et al. (2004) propuseram que, apds o estresse oxidativo ocasionado pela
deficiéncia de B, ocorra rapida sinalizagdo a partir da membrana plasmatica para o citoplasma,
induzindo a expressdao de genes especificos. Gonzalez-Fontes et al. (2008) também tém
sugerido papel importante do B como sinalizador, capaz de interagir com os fatores de
transcri¢cdo, o que poderia explicar porque a expressao de varios genes envolvidos em processos
fisiologicos diferentes ¢ rapidamente afetada quando as plantas vasculares estdo sujeitas a

deficiéncia de B.
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As ERO sdo importantes sinalizadores para as plantas, uma vez que, diante de
qualquer alteracdo em alguma rota metabolica ocorre a formacao das mesmas, induzindo o
reparo e/ou controle desses radicais. Entretanto, a superprodu¢do desses radicais, como o
superoxido (Oy"), radicais hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H20>") e o oxigénio singleto
('02) podem desencadear respostas negativas, prejudicando o desenvolvimento da planta
(MITTLER, 2002).

As plantas apresentam sistemas de defesa antioxidantes eficientes, enzimaticos e
ndo-enzimaticos, que permitem a eliminagao dessas espécies reativas de oxigénio e a protecao
contra os danos oxidativos (HERNANDEZ et al., 2001). As defesas ndo enzimaticas incluem
as vitaminas C e E, glutationa (GSH), B-caroteno, compostos fenolicos, tocoferdis e poliaminas.
Ja o sistema defensivo enzimdtico envolve a acdo de enzimas como a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), glutationa peroxidase (GPX), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GSTs) (BLOKHINA et al., 2003).

Por isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das diferentes
concentracdes de boro no crescimento e na atividade antioxidante de plantas de Solanum

lycopericum cv. Micro-Tom em condi¢ao de hidroponia.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Botanica,
pertencente ao Instituto de Biociéncias de Botucatu, da Universidade Estadual Paulista-
UNESP, Campus de Botucatu-SP durante os meses de julho a setembro de 2017. As
coordenadas geograficas do local sdo 22° 53" 13” S de latitude e 48° 29" 50" W de longitude.
Conforme a classificacdo climatica de Kdppen, o clima da regido ¢ mesotérmico do tipo Cwa,
subtropical imido, com verdao chuvoso e inverno seco.

A planta modelo usada para o estudo foi Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom,
pertente a ordem Tubiflorae da familia Solanaceae . Essa variedade possui tamanho e ciclo
curto, apresentando todas as caracteristicas da espécie, sendo utilizado para varios estudos
genéticos de desenvolvimento das eudicotiledoneas (PINO et al., 2010; CARVALHO et al.,
2011). O tamanho reduzido ndo afeta as caracteristicas produtivas, pois 0 Micro-Tom apresenta
todas as fases do tomateiro, produzindo sementes viaveis num ciclo de 70-90 dias.

O delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso, com sete tratamentos
e trés repeticdes, constituidos por nove plantas por repeti¢do, totalizando 189 parcelas.
Inicialmente, as sementes foram semeadas em vasos de 250 mL contendo somente vermiculita
(Figura 1A). Até o inicio da germinagao e o momento do transplante, os vasos foram irrigados
com agua deionizada. Aos 21 dias apos a semeadura, as mudas foram transplantadas para
bandejas de oito litros com solugdo nutritiva n° 2 de Hoagland e Arnon (1950), sem adi¢do de

boro e com aeragdo constante (Figura 1B).

Figura 1 — Producao das mudas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. A) vasos com
vermiculita; B) bandejas com solucdo nutritiva e aeracao constante. Botucatu,
UNESP, 2019.

O boro foi adicionado a solugdo nutritiva em diferentes concentracdes, sendo

utilizado como referéncia a solugdo n° 2 proposta por Hoagland e Arnon (1950), sendo que
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100% do mineral corresponde a concentracdo utilizada pelos autores; desta foi realizada a

diluicao, de acordo com as porcentagens estabelecidas na Tabela 1. Avaliou-se o pH das

solucdes diariamente para manuten¢ao das trocas idnicas das solugoes.

Tabela 1 — Concentragdes (ug L) do mineral Boro adicionados na solugdo nutritiva em
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos | Concentra¢des aplicadas

1-0% OugL!

2-3% 15,6 ug L’
3-6,25% 31,12 ug L!
4-12,5% 62,25 ug L!

5-25% 124,5 pg L!

6-50% 249,0 ug L!

7 -100% 498.0 ug L!

O efeito dos tratamentos foi avaliado através das observagdes das seguintes

caracteristicas: atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase; taxa de

peroxidacdo lipidica; teor de proteinas soluveis; parametros fisiologicos da andlise de

crescimento; teor de sacarose, acucares redutores e amido em folhas; quantificacdo de boro

foliar e trocas gasosas.

Avaliacées bioquimicas

Extracdo do material

A extragdo do material vegetal para as analises enzimaticas foi realizada segundo

proposto por Kar e Mishra (1976). Foram coletadas folhas totalmente expandidas,

acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e embrulhados em papel aluminio

e, imediatamente, submergidas em nitrogénio liquido para paralisar as rea¢cdes metabolicas do

tecido vegetal. O tecido vegetal foi triturado em tampao fosfato de potassio 0,1 mol L! pH 6,7,

centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida foi coletado o sobrenadante,

identificado e armazenado para posterior determinacao da atividade.
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Peroxidacdo de Lipidios

A peroxidagao de lipidios foi determinada de acordo com técnica descrita por Heath
e Packer (1968). Pesou-se 200 mg de material vegetal e homogeneizou-se a amostra com acido
tiobarbittrico 0,25% e acido tricloroacético 10%. Em seguida, o material foi colocado em
banho-maria a 90°C por uma hora, depois resfriado e centrifugado a 10.000 rpm por dez
minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido a leituras de 560 ¢ 600 nm de comprimento

de onda em espectrofotometro MARCA.

Anadlise Protéica

As proteinas soluveis foram determinadas segundo a metodologia proposta por
Bradford (1976). Pipetou-se 50 puL de extrato enzimatico juntamente com 2,5 mL de Reativo
de Bradford. Apdés 15 minutos foi REALIZADA a leitura em espectrofotdometro a 595 nm e

comparada com curva-padrdo de caseina a 1%.

Determinacdo da atividade da enzima Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi estabelecida de acordo com
metodologia descrita por Giannopolitis e Ries (1977). Utilizou-se 30 puL de extrato enzimatico
em meio de reacdo contendo tampdo fosfato de sédio 100 mmol L' pH 7,8; azul de trazélio
(NBT) 75 uM; EDTA 0,1 uM; metionina 14 uM e riboflavina 2 pM. Os tubos foram envolvidos
em papel aluminio durante o preparo e, posteriormente, retirados para exposicao a luz. Foi
preparada uma camera de reagao sob iluminacao de lampada fluorescente de 15W a 25°C onde
os tubos preparados foram acondicionados por cinco minutos e a medida foi realizada pelo
método espectrofotométrico a 560 nm. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de

enzima capaz de inibir em 50% a fotorredug¢ao do NBT nas condi¢des de ensaio.

Determinacdo da atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pela metodologia descrita por
Peixoto et al. (1999). O sistema de reagao foi composto por 50 puL de extrato enzimatico, tampao
fosfato de s6dio 0,05 mol. L! pH 7,0 e peroxido de hidrogénio 12,5 mmol L. Observou-se a
variagdo da leitura de 20/20 segundos a 240 nm em temperatura ambiente até completar 80

segundos. O melhor intervalo de tempo foi utilizado para o calculo.
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Determinacdo da atividade da enzima Peroxidase (POD)

A atividade da enzima peroxidase (POD) foi determinada pelo método proposto por
Teisseire e Guy (2000). Para tal, foi pipetado 30 pL de extrato enzimatico juntamente com
tampao fosfato de potassio 50 nmol L™ pH 6,5; pirogalol 20 mmol L', peroxido de hidrogénio
5 mmol L7, aguardou-se cinco minutos em temperatura ambiente para leitura em

espectrofotometro a 430 nm.

Determinacdo do teor de acuicares

Para os teores de sacarose e agucares foram pesados 100mg de folhas em tubos de
eppendorf de 2 mL para a extragdo. Adicionou-se 1 mL de etanol 80% levando ao banho-maria
por 5 minutos a 80°C. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante para outro tubo. O “pellet”
inicial foi utilizado para o doseamento de amido e o sobrenadante, para os teores de sacarose e
agucares redutores.

O teor de sacarose foi determinado pela adicdo 100 pL de extrato, 250 pL de
resorcinol 1% em etanol a 95%, 750 pL de HC1 30% e aquecimento em banho-maria por oito
minutos a 80°C (ROE, 1934). Em seguida, centrifugou-se a 15000g por cinco minutos e
realizou-se a leitura em espectrofotometro a 420 nm.

Os teores de agucares redutores foram avaliados pelo método reativo D.N.S.
(MILLER, 1959). Adicionou-se 100 pL de extrato e ImL de reativo D.N.S, 1% e aquecimento
em banho-maria por nove minutos a 90°C. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 570
nm.

Para a extra¢do do amido foi realizada a hidrolise acida a quente. O “pellet” inicial
foi levado a estufa de circulagdo forgada de ar a 70°C por 24h para total desidratacdo do
material. As amostras foram trituradas e adicionado 250 pL. de HCI a 30%, agitadas e aquecidas
a 90°C por dez minutos. Em seguida, adicionou-se 350 uL de 10M KOH e centrifugou-se a
16000g por dez minutos. O sobrenadante foi utilizado para o doseamento da glucose (resultado

da hidrolise) pelo método reativo D.N.S. (MILLER, 1959).

Parametros fisiolégicos da analise de crescimento
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O efeito dos tratamentos no crescimento vegetal foi avaliado através das
observagoes das seguintes caracteristicas: massa seca de folhas, cales e raizes; area foliar; taxa
de crescimento absoluto.

Foram coletas trés plantas a cada sete dias ap6s o inicio dos tratamentos (DAT),
totalizando quatro coletas. Apos a retirada das plantas da solu¢do nutritiva, estas foram
separadas em folhas, caule e raiz e colocadas em sacos de papel devidamente identificados e
armazenados em estufa com circulagdo forcada de ar a 70° C, por 48 horas para secagem e,
posterior, pesagem.

A area foliar foi determinada usando o integrador de area foliar LI-3100C Area
Meter (LI-COR®- Nebraska, Estados Unidos) em cm? e depois convertidos para dm?.

A taxa de crescimento absoluto (TCA) determina o aumento da matéria em relagao
ao material pré-existente (RODRIGUES et al., 1993), expressada em g.planta’'dia! de acordo

com a expressao:

_ MST1— MST2
 T1-T2

Onde:
TCA = taxa crescimento absoluto
MST = massa seca total
T1 =tempo da coleta

Os parametros avaliados foram definidos durante trés intervalos: (I) entre a primeira
e segunda coleta (7 a 14 DAT); (II) entre a segunda e terceira coleta (14 a 21 DAT) e (III) entre
a terceira e quarta coleta (21 a 28 DAT).

O teor foliar de B foi quantificado através de amostras secas e previamente moidas
de folhas, em espectrofotometro de absor¢ao atdomica ap6s a digestdo das mesmas em solucao
acida nitrico-perclorica, conforme Malavolta et al. (1997), pelo método da azometina-H em

extrato obtido por digestao via seca (TEDESCO et al., 1995).
Analise dos dados
Para a analise estatistica, os resultados foram submetidos a analise de dois fatores
de variancia (Two Way ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade. Para os valores bioquimicos empregou-se a analise de regressdo quadratica.

Todas as analises foram realizadas no programa Sisvar (FERREIRA, 1998).
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RESULTADOS

Avaliacoes bioquimicas

Entre os 14 e 35 DAT, as plantas do T1 (auséncia de B) tiveram maior valor de
peroxidagdo lipidica entre todos os tratamentos (Figura 2 — A; ver Anexo pag.68), seguido das
plantas da menor concentragio de B (T2 - 15,6 pg L!). Aos 35 DAT, as plantas do T1
apresentaram aumento de aproximadamente 50% em relacdo as plantas do tratamento controle
(T7-498 ug L.

Os valores de proteinas soluveis (Figura 2 — B; ver Anexo pag.67) apresentaram efeito
significativo em todas as coletas e entre os tratamentos. A partir de 21 DAT as plantas
submetidas a auséncia de boro apresentaram menor teor de proteinas soluveis totais em todas
as etapas analisadas em relagdo as plantas do tratamento controle (T7 - 498 ug L).

Para SOD (Figura 2 — C; ver Anexo pag.69) os resultados foram significativos em
todas as coletas e entre os tratamentos. Verificou-se que ao longo das coletas os valores decaem
para as plantas dos tratamentos com B; entretanto, 0 mesmo nao acontece nas plantas com
déficit do mineral. As plantas do tratamento com déficit (T1) apresentaram menor valor para
essa enzima em todos os pontos avaliados.

Para a atividade da enzima POD (Figura 2 — D; ver Anexo pag.70) houve efeito
significativo em todas as coletas e entre os tratamentos. Em todos os pontos avaliados (7-35
DAT), as plantas do tratamento com auséncia de B (T1) apresentaram os maiores valores
quando comparadas com as plantas do controle (T7 - 498 pug L.

Para a enzima CAT (Figura 2 — E; ver Anexo pag.70), aos 7 DAT nao houve
diferenca entre os tratamentos e aos 14 DAT as plantas do tratamento controle (T7)
apresentaram o maior valor (2,70 mKat. pg™ de proteina). Entre o periodo de 21 a 35 DAT, as
plantas do tratamento com auséncia de B (T1) apresentaram os maiores valores para a enzima

em relagdo ao controle (T7 - 498 pg L.
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Figura 2 — A- Peroxidacio lipidica (MDA, nmol g! de matéria fresca); B- proteinas (mg.g); C
- atividade de enzima superéxido dismutase (SOD, U g'! proteina); D — atividade
da peroxidase (POD, pmol de H202 consumido minuto-1 g-1 proteina); E
atividade da catalase (CAT, mKat. pg™!' de proteina) aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds
o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas de tomate cv. Micro-Tom submetidos a
diferentes concentragdes de boro. (1) 0 pgL'; (2) 15,6 pgL™’; (3) 31,12 ugl’; (4)
62,25 ugL!; (5) 124,4 ugL!; (6) 249 pgL'; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.
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Teor de B foliar

Devido ao tamanho reduzido das folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom,

ndo houve material suficiente para a analise de teor de B aos sete dias, correspondente a primeira

coleta (Figura 3; ver Anexo pag.71). Aos 14 DAT foi observado que os teores de B foliar

aumentam de acordo com o aumento da disponibilidade do nutriente na solu¢do nutritiva,

mantendo essa mesma variacao aos 21 e 28 DAT. Os valores encontrados nas demais coletas

para essa variavel ficaram proéximos do esperado para a espécie em geral, com acimulo do

nutriente para todas as concentragdes, com excecao para o tratamento com auséncia do mineral,

onde houve reducio do teor ao longo das avaliagdes, com 46,86 mg kg™ aos 14 DAT e 32,27

mg kg! aos 28 DAT.
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Figura 3 - Teor de B foliar (mg kg!) em plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom

submetidos a diferentes concentracdes de boro aos 14, 21 ¢ 28 DAT. Botucatu,
UNESP, 2019. (*) Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra maitscula
aponta diferenca estatistica entre tratamentos e letra minuscula para coletas. (1) 0
ngll; (2) 15,6 pgL'; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 ugl!; (5) 124,4 ugl!; (6) 249
ngL!; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Parametros fisiologicos de analise de crescimento

A massa seca total de plantas (MST, Tabela 2) ndo houve diferenga significativa

entre os tratamentos nas duas primeiras coletas, com diferenca significativa somente entre as

coletas. Aos 7 DAT, as plantas do T2 (15,6 pg L) apresentaram a maior massa, com 0,39
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g/planta, enquanto aos 14 DAT, as plantas do tratamento sem B (T1) apresentaram maior massa,
com 0,79 g/planta. Nos outros pontos avaliados, aos 21 e 28 DAT, houve incremento da
fitomassa para todos os tratamentos, inclusive para as plantas com déficit de boro (T1),
entretanto, ainda foram menores em relagdo as plantas do tratamento controle (T7, 498 ug L™!
de B).

Tabela 2 — Valores médios de massa seca total (MST, g'planta) de plantas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom aos 7, 14, 21 e 28 dias apds o inicio dos tratamentos
com B (DAT). (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ngLt; (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 pgL'; (5) 124,4
ngL!; (6) 249 ugL™'; (7) 498 nglL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,24 +0,04* 0,79+0,10* 0,83 +0,02C 0,84 +0,02D
2 0,39+0,05* 0,62+0,11* 0,88+0,47 BC 1,22 +£ 0,08 CD
3 0,33+0,12* 0,46 £0,06* 1,66+0,39 AB 1,92+ 0,39 AB
4 0,31+0,04* 0,71+£0,19* 1,39+0,57 BC 1,58 £ 0,57 BC
5 0,24 +£0,02* 0,51 +£0,10* 1,53+0,11 ABC 1,80+0,40 AB
6 0,23+0,08b 0,51 +£0,08ab 1,83+0,41 ABab 2,12+0,41 ABa

7 0,26+0,02c 0,69+0,13bc 2,12+0,34 Aab 2,48 £0,34 Aa
(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

Para massa seca de folhas (MSF, Tabela 3) foi obsevado que aos 7 DAT as plantas
do T2 (15,6 pg L) apresentaram maior massa, com 0,14 g 'planta, enquanto que aos 14 DAT,
as plantas do tratamento sem B (T1) apresentaram maior massa, com 0,3 g''planta. Aos 21 ¢ 28
DAT, as plantas do T3 (31,12 pug L") apresentaram maiores valores de massa (0,6 ¢ 0,68g"
Iplanta) em relacdo ao controle (T7, 498 pg L!). Para as plantas do T1 (auséncia de B), em
todos os pontos avaliados os valores de massa foram inferiores em relacdo aos demais

tratamentos.
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Tabela 3 — Valores médios de massa seca de folhas (MSF, g'planta) de plantas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom aos 7, 14, 21 e 28 dias apds o inicio dos tratamentos
com B (DAT). (1) 0 pgL%; (2) 15,6 ngLt; (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 pgL'; (5) 124,4
ngL!; (6) 249 ugL™'; (7) 498 ugl!. Botucatu, UNESP, 20109.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,06 + 0,02* 0,30+£0,07* 0,22=+0,09 C 0,18 £0,09 C
2 0,14 +£0,07* 0,17 £0,05 0,29+ 0,01 BC 0,25+0,01C
3 0,09+0,05b 0,15+0,06b 0,6+0,15Aa 0,68 £0,15 Aa
4 0,08 +0,02* 0,23 £0,05 0,32+ 0,15 BC 0,39+ 0,15 BC
5 0,06+0,01c 0,13+0,02 bc 0,55=+0,05 Aab 0,59+0,11 ABa
6 0,06+0,01b 0,12+0,02ab 0,47 +0,08 ABab 0,55+ 0,08 ABa
7 0,05+£0,03b 0,29+0,10ab 0,48+0,19 ABab 0,56+0,19 ABa

(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

Os valores médios de massa seca de caule (MSC, Tabela 4) e raizes (MSR, Tabela
5) ndo diferiram aos 7 e 14 DAT, respectivamente; entretanto, os ultimos pontos avaliados
apresentaram aumento significativo para todos os tratamentos. As plantas submetidas ao T7
(498 pg L), que corresponde a concentragdo controle de B disponivel na solu¢do nutritiva n°2
de Hoagland e Arnon (1950) apresentaram os maiores valores em relagdo aos demais
tratamentos. Houve também aumento da fitomassa de caule para as plantas do tratamento sem
boro (T1), porém os valores foram aproximadamente duas vezes menores em relagdo ao

controle (T7, 498 ug L.

Tabela 4 — Valores médios de massa seca de caule (MSC, g-1planta) de plantas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o inicio dos tratamentos
com B (DAT). (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ngL'; (3) 31,12 pugL!; (4) 62,25 pgL'; (5) 124,4
ngLl; (6) 249 ugL!; (7) 498 pgL™!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,14 +0,02* 0,31 £0,03* 0,49+0,08 B 0,45+0,08 C
2 0,2 +0,06* 0,35 £0,06 0,56 +0,35B 0,38 +0,09 C
3 0,19 £0,06* 0,24 £0,02 0,64+0,15B 0,72 +0,15 BC
4 0,18 £ 0,05* 0,37+0,12 0,65+0,30B 0,73 +£0,30 BC
5 0,1 £0,01* 0,29 £0,07 0,71 £0,13 AB 0,69 £0,17 BC
6 0,12+0,06b 0,31 +£0,05ab 0,84 +0,27 ABab 0,92+0,27 ABa
7 0,17+0,02b 031+0,15b 1,06+0,22 Aa 1,14 +£ 0,22 Aa

(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.
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Tabela 5 — Valores médios de massa seca de raizes (MSR, g-1planta) de plantas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom aos 7, 14, 21 e 28 dias apds o inicio dos tratamentos
comB (DAT). (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 pgLt; (4) 62,25 ugL!; (5) 124,4
ngL!; (6) 249 ugL'; (7) 498 ugl-!. Botucatu, UNESP, 20109.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,04 +0,02* 0,17+0,07* 0,26=+0,01 C 0,21+0,01 D
2 0,05 +0,02* 0,1+0,02 0,32+0,10 BC 0,31+0,05CD
3 0,05 +0,02%* 0,07+0,01 0,42+0,11 ABC 0,49+0,11 ABC
4 0,05+0,001* 0,11=+0,02 0,38 0,17 BC 0,46+ 0,17 CD
5 0,07 £ 0,02* 0,09+ 0,01 0,29 + 0,08 BC 0,5+ 0,17 ABC
6 0,04+0,02b 0,08+0,03ab 0,45+0,11 ABab 0,53+0,11 ABa

7 0,04+001b 0,1+0,01b 0,58+0,07 Aa 0,65 +£0,07 Aa
(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.
Assim como observado para MSF, os valores médios de area foliar (AF, Tabela 6)

ndo diferiram aos 7 DAT e dos 14 aos 28 DAT diferiram entre si. Houve aumento da area foliar
para todas as plantas avaliadas e aquelas submetidas ao tratamento controle (T7) tiveram os
maiores valores (3,46; 5,79 e 10.37 cm?g’!, respectivamente). As plantas pertencentes ao
tratamento com auséncia de B (T1) apresentaram pequeno aumento de area foliar ao longo das

coletas, porém inferiores ao controle (T7, 498 pg L.

Tabela 6 — Valores médios de area foliar (AF, cm?g™!) de folhas de Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom aos 7, 14, 21 e 28 dias apos o inicio dos tratamentos com B (DAT). (1)
0 ugll; (2) 15,6 pgL'; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 ugl’; (5) 124,4 ugL'; (6) 249
ngL!; (7) 498 ugl!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 1,15+£0,24* 1,30+ 0,19B 2,02+0,28 C 2,23+0,28 D
2 1,51 £0,16* 2,55+0,06 AB 3,76 + 0,48 BC 5,74+0,48 B
3 1,65+£0,55b 2,05+0,12ABb  4,83+0,14 ABab 10,38+ 0,07 Aa
4 1,67 £0,19% 2,07+0,13 AB 4,18+0,16 ABC 6,93 +0,16 BC
5 1,84+0,13b 2,88+0,13 ABab 6,28 0,25 Aab 9,03 £0,25 ABa
6 1,22+0,29b 2,41+0,02ABb  3,93+£0,24BCab 9,49+0,20 Aa
7 1,43+0,15b 3,46+0,06 Ab 5,79+£0,23 ABab 10,37+ 0,09 Aa

(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maitscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

A taxa de crescimento absoluto (TCA, Tabela 7) diferiu entre os intervalos
avaliados e os tratamentos. Observou-se que no Intervalo I, as plantas do tratamento 1 (auséncia
de boro) apresentaram valor de 0,042 g.planta'dia™, enquanto o controle (T7, 498 ug L) teve
0,06 g.planta’'dia’’. No Intervalo II, as plantas com auséncia de boro apresentaram valor de

0,042 g.planta’'dia!, enquanto o controle (T7, 498 nug L") apresentou 0,205 g.planta'dia. No
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ultimo Intervalo (III), as plantas com auséncia de boro (T1) apresentaram o menor valor em
relacdo ao controle, de 0,019 g.planta’'dia’ e 0,051 g.planta'dia’ respectivamente. O

tratamento 3 (31,12 ug L!) apresentou maior crescimento, com valor de 0,08 g.planta'dia™!.

Tabela 7 — Taxa de Crescimento Absoluto (TCA - g.planta'dia’!) de plantas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom o inicio dos tratamentos com B (DAT). Intervalos: (I)
correspondente entre 7 e 14 dias; (I) periodo entre 14 e 21 dias; (III) periodo 21 e 28
dias. (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ngL'; (3) 31,12 ugL'; (4) 62,25 ugl'; (5) 124,4 pgl!;
(6) 249 ugL!; (7) 498 pgL !, Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos I 11 111
1 0,042 + 0,02* 0,042+0,02B 0,019 +0,001*
2 0,032 + 0,02* 0,037+0,02 B 0,049 + 0,04
3 0,041 £+ 0,02* 0,113 +0,02 ABa 0,084 +0,05b
4 0,051 + 0,02* 0,103 +£0,07 AB 0,026 = 0,02
5 0,038 £ 0,01* 0,145+ 0,03 AB 0,038 £0,03
6 0,039+0,02b 0,189 £0,03 Aa 0,041 £0,007b

7 0,06+0,01b 0,205+ 0,05 Aa 0,051 +£0,008b
(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

Os valores médios de sacarose em folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom
diferiram entre as coletas e os tratamentos (Tabela 8). Aos 7 DAT, as plantas do T1 (auséncia
de boro) apresentaram 1,24 mg.g™!.mf enquanto as plantas do controle (T7) apresentaram 0,71
mg g'mf. Aos 14 DAT, as plantas do controle (T7) apresentaram o maior valor com 1,4 mg g
'mf, enquanto que as plantas sem B (T1) apresentaram 1,08 mg g'mf. Ao 21 DAT, as plantas
submetidas as menores concentracdes de B apresentaram valores entre 1 e 1,5 mg g''mf,
enquanto que as plantas do controle (T7) foi de 0,82 mg g'mf. Entretanto, aos 28 DAT, as
plantas submetidas ao tratamento 7 (controle) apresentaram 0,86 mg g-1 mf, aproximadamente
30% a mais que as demais concentragdes, e as plantas sem B (T1) tiveram 0,57 mg g"'mf. Aos
35 DAT, as plantas do controle (T7) apresentaram 0,44 mg g 'mf e as plantas sem B (T1), 0,59
mg g 'mf.
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Tabela 8 — Médias dos teores de sacarose (mg g'mf) em folhas de Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom submetidos a diferentes concentracdes de boro aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias
apos o inicio dos tratamentos com B (DAT). (1) 0 ugL'; (2) 15,6 pgL'; (3) 31,12
ngLl; (4) 62,25 pgl'; (5) 124,4 pgL!; (6) 249 ugL'; (7) 498 ugL!. Botucatu,

UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT
1 1,24 £0,08*b 1,08 £0,14 ABb 1,09+0,12 ABa  0,57+0,06*b 0,59 +0,03*b
2 0,81 +0,07ab 0,91 +0,07 ABab 1,45+0,14 Aa 0,58+0,02b 0,57+0,11Db
3 0,53 £0,03* 1,1+£0,12 AB 1,13+0,11 AB 0,54 £0,02 0,56 £ 0,22
4 0,52+0,04b 1,47+0,14 Aa 0,95+0,18 ABab 0,46+0,08b 0,53+0,02b
5 1,L13+0,09bc 1,42+0,17 Aa 0,6 £0,02 Cbc 0,38+0,06¢c 0,55+0,04 bc
6 0,96 £0,12* 0,5+0,007B 0,57+0,07C 0,5+ 0,01 0,52 + 0,05
7 0,71+£0,02b 1,4+0,16 Aa 0,82+0,02BCab 0,86+0,02ab 0,44 +0,01 b

(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

Os valores médios de acucares redutores em folhas de Solanum lycopersicum cv.
Micro-Tom diferiram entre as coletas e os tratamentos (Tabela 9). Aos 7 DAT, as plantas do
tratamento 6 (249 pgL™!) apresentaram o maior valor, com 0,26 mg g'mf e, tanto as plantas do
controle (T7) quanto as plantas com auséncia de B (T1) apresentaram 0,14 mg g'mf
respectivamente. Aos 14 DAT, as plantas do tratamento controle (T7) apresentaram o maior
valor com 0,37 mg g 'mf, seguido das plantas do tratamento sem B (T1), com 0,23 mg g"'mf.
Aos 21 DAT, as plantas do controle (T7) apresentaram o maior valor de acticares redutores em
relagdo aos outros tratamentos, com 0,23 mg g'mf. Entretanto, aos 28 DAT, as plantas do
controle (T7) apresentaram 0,15 mg g'mf, enquanto que as plantas do tratamento sem B (T1)
apresentaram os maiores valores, com 0,24 mg g''mf. Aos 35 DAT, as plantas do tratamento
controle (T7) apresentaram 0,14 mg g"'mf, e as plantas do tratamento 4 (62,25 ugL™!) tiveram

o maior valor, com 0,19 mg g''mf.
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Tabela 9 — Médias dos teores de acutcares redutores (mg g'mf) em folhas de Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a diferentes concentragdes de boro aos 7,
14,21, 28 e 35 dias apds o inicio dos tratamentos. Lé-se: (1) 0 pgL™!; (2) 15,6 pgL’;
(3) 31,12 pugL; (4) 62,25 pugll; (5) 124,4 ugll; (6) 249 pgL!; (7) 498 ugL™.
Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos

7 DAT

14 DAT

21 DAT

28 DAT

35 DAT

1

~N N R W N

0,14 + 0,004 BCb

0,16 = 0,007 BCab

0,2+ 0,003 ABa
0,12+ 0,004 Cb
0,19+ 0,012 ABb
0,26 £ 0,012 Aa
0,14 £ 0,009 BCc

0,23 + 0,004 Ba
0,14+ 0,01 Cab
0,14+ 0,01 Cab
0,17 £ 0,03 ABab
0,13 + 0,004 Cab
0,13 +£ 0,002 Cc
0,37+ 0,01 Aa

0,13 £ 0,003 Bb
0,13 + 0,003 Bab
0,13 +£ 0,008 Bb
0,12 £ 0,05 Bb

0,16 = 0,05 ABab

0,2+ 0,09 Aab
0,23 £ 0,02 Ab

0,24 +£0,02 Aa
0,19+ 0,008 Aba
0,12 +0,003 Cb
0,13+ 0,03 BCb
0,16 = 0,02 BCab
0,16 + 0,01 BCbc
0,15+0,01 BCc

0,12 + 0,004 Bb
0,12 + 0,004 Bb
0,15+ 0,07 Bb
0,19 £0,07 Aa
0,11 + 0,0006 Bb
0,12+ 0,01 Bc
0,14+ 0,01 Bc

(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

Os valores médios dos teores de amido em folhas de Solanum lycopersicum cv.

Micro-Tom diferiram entre as coletas e os tratamentos (Tabela 10). Aos 7 DAT, as plantas do

controle (T7) apresentaram 1,41 mg g'mf, seguido das plantas do tratamento T3 (31,12 pgL

1, com 1,39 mg g'mf, enquanto que as plantas do tratamento 1(auséncia de B) apresentaram

0,88 mg g''mf. Aos 14 DAT, as plantas do controle (T7) e as plantas do T1 (auséncia de B)

apresentaram os maiores valores, com 1,26 e 1,29 mg g 'mf, respectivamente. Aos 21 DAT, as

plantas do controle (T7) apresentaram 0,74 mg g 'mf, enquanto que as plantas do tratamento 3

(31,12 pugL!) apresentaram os maiores valores, com 1,26 mg g”'mf. Aos 28 DAT, as plantas do

controle (T7) e o T1 (auséncia de B) apresentaram os mesmos valores, com 0,82 mg g'mf,

enquanto que as plantas do tratamento 6 (249 ugL') apresentaram o maior valor, com 1,02 mg

g'mf. Aos 35 DAT, as plantas do controle (T7) apresentaram 0,88 mg g''mf, entretanto, as

plantas do tratamento 4 (62,25 pgL!) apresentaram os maiores valores, com 0,98 mg g™'mf.
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Tabela 10 — Médias dos teores de amido (mg g-1 mf) em folhas de Solanum lycopersicum cv.

Micro-Tom submetidos a diferentes concentracdes de boro aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias
apos o inicio dos tratamentos com B (DAT). (1) 0 ugL'; (2) 15,6 pgL'; (3) 31,12
ngLl; (4) 62,25 pgl'; (5) 124,4 pgL!; (6) 249 ugL'; (7) 498 ugL!. Botucatu,

UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT
1 0,88+ 0,02B* 1,29+0,06 A 1,23+0,02AB  0,82+0,02* 0,79+0,03B
2 1,01 £0,07Ba  0,68+0,02BCb 0,89+0,03Cab 0,92+0,05ab 0,86+ 0,11 Bab
3 1,39+0,13 Aa 0,79 +0,06 Bb 1,26 +0,02Aa 0,92+0,03b 0,83 +0,05 ABb
4 0,79 +0,07 BC* 0,73+0,09BC 0,85+0,27C 0,97 £ 0,07 0,98 £ 0,20 AB
5 0,55+0,10Cb  0,5+0,04 Cb 1,22+0,16 Aba 1,02+0,02a 0,97=+0,16 Aa
6 0,90+0,07Ba  0,47=+0,02Cb 0,97 £0,06 Aba 0,96+0,16a 0,82+0,05Ba
7 1,41+004Aa 126+0,05Aa 0,74+0,04 Cb 0,82+0,03b 0,88+0,03 ABb

(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

41



42

DISCUSSAO

O estresse gerado pelo desbalango nutricional pode acarretar variagdes na produgao
diéria de radicais livres, sinalizando mecanismos metabolicos intrinsecos para minimizarem ou
impedirem o acimulo desses radicais (KARABAL et al., 2003). A peroxidagdo lipidica foi
maior para o tratamento sem B (T1) em relagdao ao controle (T7) entre os 14 ¢ 35 DAT (Figura
2 — A; ver Anexo pag. 59). Han et al. (2008) também observaram aumento de MDA e do
gradiente elétrico em folhas de citros em condi¢des de deficiéncia de B. Estudos afirmam que
a auséncia de B pode interferir na atividade da H'-ATPase, influenciando diretamente no
gradiente eletroquimico da membrana (POLLARD et al., 1977; BLASER-GRILL et al., 1989;
SCHON et al., 1990; FERROL; DONAIRE, 1992; CAKMAK et al., 1995; CAMACHO-
CRISTOBAL; GONZALEZ-FONTE, 1999), sugerindo relagdo direta entre esse mineral € o
fluxo de ions pela membrana plasmatica.

A produgdo de radicais livres ocorre normalmente durante o ciclo didrio em uma
planta, mas alteragdes bidticas ou abidticas podem interferir nesse equilibrio. Oiwa et al. (2013)
observaram que a deficiéncia de B em Arabidopsis aumentou a taxa de ERO, podendo aumentar
a atividade das enzimas antioxidantes, assim como foi encontrado nos resultados deste trabalho.
O mesmo também foi observado em plantas de tabaco (Koshiba et al., 2009) e raizes de
Arabidopsis (CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2015).

Neste trabalho observou-se que plantas do tomateiro Micro-Tom que nao
receberam boro (T1) e aquelas com concentracio minima (T2, 15,6 pgL™') apresentaram os
menores valores para MSR, MSH, MSF e MST (Tabelas 2, 3, 4, ¢ 5), como também para TCA
(Tabela 7), corroborando com os trabalhos de Camacho-Cristébal e Gonzalez-Fontes (1999),
Sutinen et al. (2006); Tewari et al. (2010); Martim-Rejano et al. (2011); Hajiboland et al. (2012)
e Wu et al. (2017). Acredita-se que a baixa produgdo de fitomassa esteja relacionada a
desestruturacao da parede celular e diminui¢do da area de contato das raizes, ocasionando
redugdo da absorcao e transporte de dgua e nutrientes.

A variagdo na disponibilidade de B, tanto o excesso quanto na auséncia, podem
acarretar alteragdes no crescimento e desenvolvimento de plantas durante todo o ciclo vegetal.
O tomate ¢ uma planta com alta demanda nutricional, sendo sua absorcao lenta no inicio do
desenvolvimento e intensa no periodo de floracao e frutificacdo (ALVARENGA, 2011). Em
situagdes de deficiéncia, o crescimento radicular ¢ o primeiro a ser afetado, diminuindo
consideravelmente o seu desenvolvimento. Isso ocorre porque na auséncia do mineral a parede
celular torna-se comprometida devido a reducdo das ligacdes diésteres de borato com residuos

de ramnogalacturano 11 (WIMMER et al., 2009). Além disso, o B também esta associado ao
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alongamento das raizes, e, em baixas concentracdes, esse processo ¢ reduzido pelo desbalango
entre auxina e etileno (MARTIM-REJANO et al., 2011; CAMACHO-CRITOBAL et al., 2015;
GONZALEZ-FONTES et al., 2016).

Segundo Malavolta (1997), os valores médios do teor de boro em folhas de
tomateiro estdo entre 50-70 mg kg™'. Aos 14 DAT, observou-se que plantas sem aplicagio de B
apresentaram 46,89 (= 3,19) mg kg! de teor foliar de B, enquanto que plantas do tratamento
controle (7) apresentaram 56,65 (£ 2,75) mg kg™! (Figura 3, Anexo I — pag. 63). Aos 21 DAT,
o tratamento 1 apresentou redugio de 20% (37,5 + 2,17 mg kg'') em relacdo a coleta anterior,
enquanto que o tratamento controle teve incremento de 10% (62,29 + 1,8 mg kg'!). Aos 28 DAT
foi observado que o tratamento sem B reduziu mais 10% (32,27 + 4,0 mg kg!) o teor de B
aproximadamente, em relacdo a coleta anterior € o controle teve aumento de 20% (75,69 + 2,29
mg kg!). Acredita-se que o teor inicial de B encontrado nessas plantas correspondem as suas
reservas do cotilédone e a redugdo posterior, significaria a mobilizagdo do mineral como forma
de equilibrar o balango interno. Diversos trabalhos t€ém demonstrado que em condigdes
limitantes de boro ocorre a ativagdo de proteinas e transportadores especificos que auxiliam na
remobiliza¢ao do mineral (TAKANO et al., 2006; TANAKA et al., 2008; KATO et al., 2009).

O actmulo de massa durante o desenvolvimento vegetal estd diretamente
relacionado a capacidade fotossintética do vegetal e, em situagdes de déficit ou baixa
disponibilidade de B, ocorre redugdo da atividade fotossintética como efeito secundario. Devido
amodificagdo do sistema radicular em resposta ao B, o transporte de solutos ¢ afetado, alterando
o teor dos demais nutrientes como também a taxa transpiratéria. Como consequéncia, a
permeabilidade da cuticula pode ser modificada e reduzida, ocasionando o fechamento
estomatico precoce, que, ird interferir na taxa de trocas gasosas na camara subestomatica como
também na entrada de CO, (BAKER; GAUCH, 1956; MOTTONEN et al., 2001; DIHLLON et
al, 2018). Outro fator relevante ¢ o desbalango osmotico nas células do floema e citosol, devido
ao acumulo de acucares redutores e variacdo do teor de sacarose nesses compartimentos
(CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2004; HAN et al., 2008).

Além disso, a variacdo na disponibilidade de B pode ocasionar maior acimulo de
acucares nas células do floema, como também a formagao de moléculas de amido nos 6rgdos
produtores e redugdo da concentragdo de agucares redutores (BROWN; HU, 1996; HU et al.,
1997, WILL et al., 2011). Neste trabalho foi observado que a auséncia de B aumentou o
conteudo de amido foliar e de acgticares redutores aos 14 DAT, entretanto, aos 21 DAT houve
reducdo dos aglicares redutores, porém o teor de amido se manteve superior aos demais
tratamentos com B. E possivel deduzir que, tendo em consideragio que todas as plantas foram

cultivadas desde a semeadura sem a aplicagdo de boro, a variedade utilizada, cv. Micro-Tom,
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deve possuir niveis mais elevados do mineral, pois as plantas do tratamento 1 mantiveram o
transporte de agucares de acordo com a disponibilidade interna do mineral até o periodo de
floragdo, que ocorreu entre 7 ¢ 14 DAT, o que explicaria o aumento do teor de agucares
redutores nesse periodo. O mesmo comportamento foi observado aos 28 DAT, que corresponde
ao periodo da emissdo de frutos. Resultados semelhantes foram encontrados em fumo
(CAMACHO- CRISTOVAL et al., 2004), folhas de citros (HAN et al., 2008) ¢ laranja (LIU et
al., 2014).

O B pode formar complexos estdveis com moléculas que tenham o grupo cis-
hidroxila, como os agticares e compostos fendlicos (SHELP, 1993). Todavia, em situacdes de
deficiéncia do nutriente ocorre acimulo desses fendis e a oxidacdo desses metabodlitos pode
levar a produgao de ERO, que podem desencadear diversas alteragdes metabolicas e
morfologicas na planta (CAKMAK; ROMHELD, 1997; NAKAGAWA et al., 2007; KOSHIBA
etal., 2009; OIWA etal., 2013). Apesar de ndo ter sido avaliado o teor de fenois nesse trabalho,
sugere-se que a atividade das enzimas antioxidantes avaliadas seja um efeito secundario as
alteragdes metabodlicas que o mesmo pode causar, como a oxida¢do de provaveis compostos
fenodlicos oriundos das diferentes concentragdes do mineral.

Nas condigdes que este trabalho foi realizado, conclui-se que a auséncia da
aplicacdo de B e baixas concentragdes do mineral (15,6 ugL™') resultaram em baixa produgio
de fitomassa de raiz, caule, folha, redu¢ao do crescimento e baixo teor de B foliar. Além disso,
ainda ocasionou maior taxa na produg¢ao de MDA, maior atividade das enzimas SOD e POD e
variagdes no conteido de amido aos 14 e 21 DAT, agucares redutores aos 14 e 28 DAT e

sacarose aos 7 € 21 DAT.
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CAPITULO II

BORO NA FLUOROMETRIA E CONTEUDO DE ACUCAR FOLIAR EM PLANTAS
DE Solanum lycopersicum cv. MICRO TOM

RESUMO

O B ¢ absorvido pelas raizes na forma de 4cido boérico, sendo transportado em seguida via
xilema pela taxa transpiratéria e pode formar complexos B-poliol que podem se movimentar
no interior vegetal. A deficiéncia de B pode ocasionar limitagdes no crescimento e
desenvolvimento do vegetal. Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o papel
do boro na fenologia e metabolismo de acticares em plantas de Solanum lycopericum cv. Micro-
Tom. O experimento foi realizado em camara de crescimento em vasos com perlite em
delineamento de blocos ao acaso com trés repeticdes. As concentra¢des de B utilizadas foram:
0; 15,6; 31,12; 62,25; 124,5; 249 e 498 pg L' na forma de 4cido bérico, sendo o ultimo
considerado o tratamento controle. Avaliou-se a producdo de biomassa e fenologia; teor de
sacarose, acgucares redutores e amido em folhas ¢ fluorometria em uma unica coleta, aos 35
DAT. Nao houve diferenca entre as concentracdes de B para fluorometria, entretanto a
produgdo de massa (raiz, caule, folha e flor) foi maior no tratamento controle. Para os teores de
acgucares, amido e agucares redutores as plantas no tratamento com deficiéncia € na menor

concentracdo de B apresentaram os maiores valores em relagdo ao controle.

Palavras-chave: amido; flor; solu¢ao nutritiva; clorofila.

ABSTRACT
B is absorbed by the roots in the form of boric acid, then transported via xylem by the
transpiratory rate, and can form B-polyol complexes that can move in the plant interior. B
deficiency may cause limitations in plant growth and development. The objective of this
research was to evaluate the role of boron mineral in the phenology and metabolism of sugars
in plants of Solanum lycopericum cv. Micro-Tom. The experiment was carried out in a potted
growth chamber with perlite, with a randomized block design with three replicates. The
concentrations used in all the experiments were: 0; 15.6; 31.12; 62.25; 124.5; 249 and 498 pug
L-1 of boron in the form of boric acid, the latter being considered the control treatment. Biomass

production and phenology were evaluated; sucrose content, reducing sugars and starch in leaves
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and fluorometry in a single collection at 35 DAT. It was observed that there was no difference
between the concentrations for fluorometry, however for the mass production (root, stem, leaf
and flower), it was higher for the control treatment. For sugar, starch and reducing sugar
contents, the treatment with deficit and the lowest concentration had higher values in relation

to the control.

Keywords: starch; flower; nutritive solution; chlorophyll.

INTRODUCAO

Os primeiros estudos verificando os efeitos de B nas plantas datam de 1876
(BERGMAN, 1984; POWER; WOODS, 1997), porém as primeiras publicagdes sobre esse
elemento foram feitas por Warington (1923). Logo, h4a muito ja se estabeleceu que o B € um
elemento essencial ao desenvolvimento das plantas superiores, apesar de sua funcdo primaria
ndo ter sido totalmente esclarecida (MATOH, 1997).

O movimento do B nas plantas ocorre pelo xilema, sendo absorvido pelas plantas
como acido borico e, predominantemente, transportado via fluxo de transpiragdo, envolvendo
processos passivos (GUPTA, 1979; HU et al., 1997) e ativos que regulam o movimento do boro
pelas membranas (SHELP, 1993). Uma das principais fun¢des do elemento B em plantas se
constitui na sua capacidade para formar ésteres de borato com residuos de ramnogalaturonano
I (RG-II) (KOBAYASHI et al., 1996).

A formagao deste complexo ¢ essencial para a estrutura da parede celular (O'NEILL et
al., 2004), uma vez que, contribui significativamente para o controle da resisténcia e porosidade
da parede celular (FLEISCHER et al., 1999). Por exemplo, paredes de células normalmente
inchadas e com formagdo menor de dimeros RG-II estao correlacionadas a deficiéncia de B
(ISHII et al., 2001). Além disso, a essencialidade do complexo RGII-borato para o crescimento
normal de plantas tem sido mostrada através de sua baixa concentragdo em plantas mutantes de
Arabidopsis thaliana, murl-1 e murl-2 (O'NEILL et al., 2001). Noguchi et al. (2003) também
relataram menor grau de reticulacao nas paredes celulares de Arabidopsis mutante borl-1, em
comparagdo com as plantas do tipo selvagem sob baixa disponibilidade de B.

Kobayashi et al. (2004) propuseram que, ap6s o estresse oxidativo ocasionado pela
deficiéncia de B, ocorra rapida sinalizacdo a partir da parede celular para o citoplasma,
induzindo a expressao de genes especificos. Gonzalez-Fontes et al. (2008) também tem

sugerido papel importante do B como sinalizador, capaz de interagir com os fatores de
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transcricdo, o que poderia explicar por que a expressao de varios genes envolvidos em processos
fisiologicos diferentes sdo rapidamente afetados, quando as plantas vasculares estao sujeitas a
deficiéncia de B (BOLANOS et al., 2002).

Como os demais micronutrientes, o0 B ¢ indispensavel para as plantas, pois teqm
efeito direto na formagdo de novos tecidos e na produtividade, sendo importante o
conhecimento da redistribuicdo que ocorre dentro da planta e a variacdo entre as espécies.
Plantas que possuem producgdo de agucares especificos, como o sorbitol, manitol e dulcitol
(ZIMMERMANN; ZIEGLER 1975), estao diretamente ligadas a redistribuicao de B.

Esses polidis formam complexos poliol-B-poliol nos tecidos fotossintéticos que sdo
transportados pelo floema até os drenos ativos, como meristemas vegetativos e reprodutivos
(BROWN; HU, 1996; HU et al., 1997). As espécies vegetais podem ser classificadas em duas
categorias quanto a redistribuicao do B: espécies com redistribuicao restrita e espécies com alta
mobilidade de B (BROWN; SHELP, 1997). O conhecimento sobre a fisiologia da absor¢ao,
mobilidade e redistribuicdo deste nutriente durante o ciclo da planta, possibilita elucidar ainda
mais a essencialidade desse mineral.

Portanto, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de boro no crescimento, contetido de agucar foliar ¢ fluorescéncia da clorofila

‘a’ em plantas de tomate cv. Micro-Tom.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante os meses de julho a setembro de 2018 no
Departamento de Biologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias, pertencente a Universidade de
Lisboa, Lisboa/Portugal.

A planta usada para o estudo foi Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom selvagem.
Essa planta possui tamanho e ciclo curto, apresentando todas as caracteristicas da espécie, sendo
utilizada para varios estudos genéticos do desenvolvimento das eudicotiledoneas (PINO et al.,
2010; CARVALHO et al., 2011). O tamanho reduzido ndo afeta as caracteristicas produtivas,
pois o Micro-Tom apresenta todas as fases do tomateiro, produzindo sementes viaveis num
ciclo de 70-90 dias.

As plantas foram cultivadas em camara de crescimento (Phytotron EDPA 700,
Aralab, Rio de Mouro, Portugal) com fotoperiodo de 16 h, irradidncia de 400 pmol m? s’
(lampada fluorescente branca fria), temperatura dia / noite de 24/27°C e umidade relativa de
50/60% (Figura 4). Para melhor desenvolvimento das mesmas, foi realizado um ajuste de altura

em relagdo a luminosidade.

Figura 4 - Plantas de tomate Micro-Tom em vasos com perlite na caAmara climatica. Lisboa,
UNESP, 2019.

O delineamento experimental adotado foi de blocos ao acaso, com sete tratamentos
e seis repetigdes, constituidos por uma planta por parcela. Inicialmente, as sementes foram
semeadas aleatoriamente em bandejas contendo perlite. Até o inicio da germinacdo e o
momento do transplante, as bandejas foram irrigadas com agua deionizada. Aos 28 dias apds a
semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos de cinco litros contendo perlite e irrigada
durante sete dias com solu¢ao nutritiva sem adi¢do de boro para aclimatagao.

O boro foi adicionado a soluc¢dao nutritiva em diferentes concentragdes, sendo

utilizado como concentracdo padrdo a solucdo tipo 2 proposta por Hoagland e Arnon (1950),
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onde a concentracdo sugerida pelos autores foi usada como controle e, desta, foi feita a diluigao
de acordo com as porcentagens estabelecidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Tratamentos com B via solugdo nutritiva em Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.
Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos | Concentracdes aplicadas

1-0% OpgL!

2-3% 15,6 ug L*!
3-6,25% 31,12 ug L!
4-12,5% 62,25 ug L!

5-25% 124,5 pg L!

6 - 50% 249,0 pg L
7 -100% 498,0 g L!

O efeito dos tratamentos foi avaliado aos 40 dias apos os tratamentos (DAT)
através das seguintes caracteristicas: produgdo de biomassa e fenologia; teor de sacarose,

agucares redutores e amido em folhas e fluorometria.

Avaliacées bioquimicas

Para os teores de sacarose e agucares, 100mg de folhas foram pesados em tubos de
eppendorf de 2mL para a extragdo. Adicionou-se 1 mL de etanol 80% e levou-se ao banho-
maria por 5 minutos a 80°C. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante para outro tubo. O
“pellet” inicial foi utilizado para o doseamento de amido e o sobrenadante, para os teores de
sacarose e acucares redutores.

O teor de sacarose foi determinado pela adicdo de 100 pL de extrato, 250 pL de
resorcinol 1% em etanol a 95%, 750 uL de HCIl 30% e aqueceu em banho-maria por oito
minutos a 80°C (ROE, 1934). Em seguida, agitou-se a 15000g por cinco minutos e realizou-se
a leitura em espectrofotometro a 420 nm.

Os teores de acticares redutores foram estabelecidos pelo método reativo D.N.S.
(MILLER, 1959). Adicionou-se 100 pL de extrato e ImL de reativo D.N.S, 1% e aqueceu-se
em banho-maria por nove minutos a 90°C. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 570
nm.

Para a extragdao do amido foi realizada a hidrdlise acida a quente. O “pellet” inicial
foi levado a estufa de circulagdo forgada de ar a 70°C por 24h para total desidratacdo do
material. As amostras foram trituradas e adicionado 250 pL. de HCI a 30%, agitadas e aquecidas

a 90°C por dez minutos. Em seguida, adicionou-se 350 uL de 10M KOH e centrifugou-se a
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16000g por dez minutos. O sobrenadante foi utilizado para o doseamento da glucose (resultado

da hidroélise) pelo método reativo D.N.S. (MILLER, 1959).

Fluorescéncia da clorofila a (Chl a)

A fluorescéncia da clorofila a (Chl a) foi avaliada com medidor modulado de
fluorescéncia portatil HAndyPAM Plus (Hansatech Instruments /Inglaterra — Reino Unido).
Com o uso deste aparelho foram obtidas as seguintes caracteristicas fotoquimicas da
fotossintese nas folhas dos diferentes tratamentos: rendimento quantico efetivo do fotossistema
IT (@ PSII = AF/FM") (GENTY et al.,1989), taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/FM'%
DFFF x 0.5 x 0.84), dissipagao fotoquimica [qP = (FM'"-FS)/(FM "-F0")] e dissipagao nao-
fotoquimica [NPQ = (FMFM’)/FM '] (MAXWELL; JOHNSON, 2000). Para estimar o ETR foi
utilizado o valor de 0.5 como fragdo de energia de excitagdo distribuida entre os fotossistemas,
e 0.84 como fragdo de absor¢dao de luz (BAKER, 2008). Os tecidos foram previamente

aclimatados no escuro por 30 minutos antes de dar inicio as medigdes.

Parametros fisiolégicos da analise de crescimento

O efeito dos tratamentos sobre os tratamentos foi avaliado através das observagoes
das seguintes caracteristicas: massa seca de folhas, caule, raizes e flores. Inicialmente, foi
realizada a separacdo e pesagem dos o6rgaos vegetais. Também foram contados flores, folhas e

foliolos. Foram considerados para contagem os foliolos totalmente expandidos e para as flores,

considerou-se desde a emissao do botdo floral até os tamanhos de acordo com a Figura 5.

Figura S - Escala de flores consideradas para a contagem. Lisboa, UNESP, 2019.

As plantas foram coletas aos 40 DAT, sendo estas separadas em folhas, caule, raiz
e flores, pesadas e colocadas em sacos de papel aluminio devidamente identificadas e
armazenadas em estufa com circulacdo forcada de ar a 70° C por 48 horas para secagem e,

posterior, pesagem.
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Analise dos dados

Para a analise estatistica, inicialmente os resultados foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-Wilk. P <0,05), analise de dois fatores de variancia (Two Way ANOVA)
para fluorometria e de um fator (One Way ANOVA) para os demais dados, sendo as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Todas as andlises foram realizadas no

programa Sisvar (FERREIRA, 1998).
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RESULTADOS

Para todos os pardmetros avaliados, tanto de crescimento quanto de fluorescéncia
da clorofila ‘a’, ndo houve intera¢ao entre as coletas, somente entre os tratamentos. Os valores
para o rendimento quantico efetivo do Fotossistema II foram constantes entre todas as

concentragdes aplicadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios do rendimento quantico efetivo do PSII (¢PSII) aos 7, 14, 21 e 28
DAT em folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a diferentes
concentragdes de boro. (1) 0 ugL'; (2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 pgl-
L (5) 124,4 pgL'; (6) 249 pgl!; (7) 498 uglL™!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,81 +0,002* 0,82+ 0,005* 0,82+ 0,005* 0,81+ 0,009*
2 0,81 £0,003* 0,82+0,006 0,82+0,001 0,81=+0,009
3 0,81 +0,005* 0,81 +0,003 0,82+0,003 0,80+ 0,001
4 0,8 +0,003* 0,82+0,003 0,82+0,008 0,81+ 0,002
5 0,8 +£0,005* 0,82+0,005 0,82+0,002 0,81 +0,005
6 0,81 +0,001* 0,81+0,003 0,82+0,005 0,81 =+0,008
7 0,81 £0,004* 0,82+0,006 0,82+0,007 0,80=+0,007

(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

O fluxo de transferéncia de elétrons (E7TR, Tabela 2) ndao variou entre os
tratamentos, apenas entre as coletas. Aos 7 DAT verificou-se que plantas sem B (T1)
apresentaram 0,92 e as plantas do controle (T7) 0,96, entretanto, as plantas do T2 (15,6 pgL™!)
apresentaram maiores valores com 1,06. Aos 14 DAT, as plantas sem B (T1) apresentaram 1,04
enquanto que as plantas do controle foi de 1,03, porém as plantas do tratamento 3 (31,12 pgL”
1) apresentaram 0,99, o menor valor deste ponto avaliado. Aos 21 DAT, as plantas submetidas
a auséncia de B tiveram o menor valor, com 0,97, enquanto que as plantas do tratamento
controle (T7) apresentaram 1,04. Na ultima coleta, aos 28 DAT, as plantas do tratamento

controle (T7) apresentaram 1,09 e as plantas submetidas a auséncia de B, 1,08.
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Tabela 2 —Valores médios do fluxo de transferéncia de elétrons (ETR) aos 7, 14, 21 e 28 DAT
em folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a diferentes
concentragdes de boro (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 ugl!; (4) 62,25 pglL
1 (5) 124,4 pgL'; (6) 249 pgL!; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,92+ 0,05*b 1,04 £0,02*ab 0,97 +0,07*ab 1,08 + 0,04*a
2 1,06 £ 0,07* 1,03 +0,06 1,03 +£ 0,05 1,05 £+ 0,02
3 0,92 +0,07* 0,99+0,1 0,99 +0,11 1,06 = 0,07
4 091+0,08b 1,06+0,03ab 0,98+0,06ab 1,07+0,03 a
5 0,98 £ 0,06* 1,06+ 0,03 0,98 = 0,05 1,08 0,03
6 0,96 £ 0,05* 1,03+ 0,05 0,96+ 0,11 1,07 £ 0,05

7 0,96 £ 0,05* 1,03 +0,02 1,04 + 0,06 1,09 £ 0,02
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
1% de probabilidade. Lé-se letra maitscula para coluna e minuscula para linha.

Na Tabela 3 observa-se que para a dissipagdo nao fotoquimica (NPQ), ndo houve
diferenca entre os tratamentos, apenas entre as coletas. Aos 7 DAT, verificou-se que plantas em
auséncia de boro (T1) apresentaram 1,55 e as plantas do controle (T7) 1,57, entretanto, as
plantas do T2 (15,6 pgL™!) apresentaram os maiores valores com 1,62. Aos 14 DAT, as plantas
sem B (T1) apresentaram 1,54, enquanto, que as plantas do controle foi de 1,57, porém as
plantas do tratamento 4 (62,25 ugL™!) apresentaram 1,61, superando o valor das plantas do
controle. Aos 21 DAT, as plantas do tratamento controle (T7) apresentaram 1,59 e as plantas
submetidas a auséncia de B tiveram 1,48. Na ultima coleta, aos 28 DAT, as plantas do
tratamento 3 (31,12 pugL™') apresentaram maior valor, com 1,68, enquanto, que as plantas do

tratamento controle (T7) apresentaram 1,6 e as plantas submetidas a auséncia de B tiveram 1,62.

Tabela 3 — Valores médios da capacidade de dissipacdo nao fotoquimica (NPQ) aos 7, 14, 21
e 28 DAT em folhas de Solanum Ilycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a
diferentes concentragdes de boro. (1) 0 pgL'; (2) 15,6 pgL™'; (3) 31,12 ugl’; (4)
62,25 ugL!; (5) 124,4 ugL!; (6) 249 pgL'; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 1,55 +£0,02*ab 1,54 £0,03*ab 1,48 +0,06*b 1,62 + 0,04*a
2 1,62 + 0,04* 1,56 £ 0,08 1,53+ 0,06 1,64 + 0,04
3 1,56 +£0,05ab  1,54+0,09b 1,58+0,09ab 1,68+0,03a
4 1,57 £ 0,04* 1,61 +0,06 1,5+0,07 1,59 + 0,04
5 1,58 +0,03* 1,6 + 0,05 1,5+ 0,06 1,62 + 0,04
6 1,56 +0,04* 1,56 = 0,06 1,51 +0,1 1,62 +£ 0,01
7 1,57 £ 0,04* 1,57 £ 0,04 1,59 +£ 0,07 1,6 £ 0,03

(*) Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maiuscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.
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Para a capacidade de dissipagdo fotoquimica (¢P, Tabela 4) as coletas nao diferiram
entre si. Aos 7 DAT verificou-se que plantas em auséncia de boro (T1) apresentaram 0,35 e as
plantas do controle (T7) 0,36. Aos 14 DAT, as plantas sem B (T1) apresentaram 0,35, enquanto
que as plantas do controle foi de 0,34. Aos 21 DAT, as plantas do tratamento controle (T7)
apresentaram 0,34 e as plantas submetidas a auséncia de B tiveram 0,3. Na ultima coleta, aos
28 DAT, as plantas do tratamento 3 (31,12 pgL') apresentaram maior valor, com 0,39,
enquanto que as plantas do tratamento controle (T7) apresentaram 0,37 e as plantas submetidas

a auséncia de B tiveram 0,36.

Tabela 4 — Médias da capacidade de dissipagdo fotoquimica (¢P) aos 7, 14, 21 e 28 DAT em
folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a diferentes
concentragdes de boro. Lé-se: (1) 0 ugL'; (2) 15,6 pgL'; (3) 31,12 pglL-'; (4) 62,25
ugL!; (5) 124,4 pgL™'; (6) 249 pgL!; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 0,35+ 0,005* 0,35+0,008* 0,3+0,02* 0,36+0,03*
2 0,37+0,01* 0,34+ 0,03 0,31+£0,01 0,36 +0,02
3 0,36 +0,0lab 0,35+0,02ab 0,33+0,02b 0,39+0,03 a
4 0,37 £0,008* 0,34 £ 0,01 0,31+0,01 0,36+0,01
5 0,37+0,02a 0,35+0,01ab 0,31 £0,01b 0,37+0,02 a
6 0,35+0,01* 0,34 + 0,09 0,31 +£0,03 0,36+0,02

7 0,36 £0,01* 0,34 + 0,02 0,34+0,03 0,37+0,02
(*) Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade. Letra maitscula aponta diferenca estatistica entre tratamento e letra
minuscula para coleta.

As Tabelas 5 e 6 demonstram os valores médios de massa fresca e seca,
respectivamente, de raiz, caule, folha e flor aos 40 dias apds a semeadura. Para massa fresca,
apenas a variavel da raiz apresentou diferenga entre os tratamentos e as plantas submetidas ao

tratamento 7 (controle) apresentaram maiores massas em relacao as outras plantas avaliadas.
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Tabela 5 — Valores médios de massa fresca de raiz, caule, folha e flor (g''planta) de plantas de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom aos 40 dias apos a semeadura. (1) 0 pgL!;
(2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 pgLt; (5) 124,4 pgL'; (6) 249 pgl'; (7)
498 nglL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos Raiz Haste Folha Flor
1 222+04D 3,240,1%* 3,12+0,1* 0,8 £0,1*
2 2,65+0,4CD 3,2+0,6 2,87+0,9 0,7+0,001
3 3,12+ 0,4 BCD 2,9+0,1 2,5+1,3 0,7 £0,55
4 29+0,1 BCD 3,8 £1,5 2,35+0,7 1,0+0,4
5 447+0,05AB 3,5+1,05 3,65+0,5 0,8=+0,1
6 4,02+ 0,03 ABC 4,5+04 3,92+0,5 1,0+0,2

7 52+03A 4,6 £0,7 335+40,5 1,5+04
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

Para massa seca (Tabela 6), somente a massa de flor ndo diferiu entre si. Para raiz,
as plantas do tratamento controle (7) apresentaram 2,02 g''planta enquanto que as plantas sem
B (T1) apresentaram 0,82 g”'planta. Para haste ¢ folha, as plantas do tratamento 3 (31,12 ugL-
1) apresentaram os menores valores, com 0, 54 e 0,63 g 'planta respectivamente. As plantas do

tratamento controle (7) apresentaram 1,05 g 'planta para caule e 1,21 g"'planta para folha.

Tabela 6 — Valores médios de massa seca de raiz, haste, folha e flor (g-1planta) de plantas de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom aos 40 DAT. (1) 0 ugL™!; (2) 15,6 ugL™!; (3)
31,12 pgLt; (4) 62,25 pgL!; (5) 124,4 ugL!; (6) 249 pgL!; (7) 498 pgL.
Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos Raiz Haste Folha Flor
1 0,82+0,1 D 0,65+0,04 AB 0,76 £0,04 AB 0,28 £0,04*
2 0,85+ 0,1 CD 0,68+0,1 AB 0,72+0,1 B 0,32 +0,1
3 0,86+0,05CD 0,54+0,1B 0,63+0,1 B 0,29 +0,1
4 1,05+0,1 BCD 0,7+0,1 AB 0,70£0,1B 0,35+ 0,08
5 1,04 +0,02AB 0,77+£0,1AB 120=£0,1 A 0,39 + 0,05
6 1,34+0,04 ABC 081+0,1AB 1,07+0,1 AB 0,42+0,02
7 2,02+0,04 A 1,05+0,1 A 1,21+0,1 A 0,46 + 0,08

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

A Tabela 7 apresenta a contagem do nimero de folhas, foliolos e flores por planta
avaliada. Para folhas observou-se que as plantas do tratamento controle (T7) apresentaram os
maiores valores, enquanto que as plantas na auséncia de B (T1) apresentaram os menores, com
24, 3 e 15,3 respectivamente. Para foliolos, as plantas do tratamento 4 (62,25 ugL™)
apresentaram maiores médias, com 63, e as plantas sem B (T1) tiveram os menores, com 25,6.
Para ntimero de flores, as plantas do controle (T7) apresentaram valores médios de 46,6 ¢ as

plantas sem B (T1) apresentaram os menores valores, com 21,6.
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Tabela 7 — Valores médios quantidade de folhas, foliolos e flores (g'planta) de plantas de
Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom aos 40 DAT. (1) 0 ugL™'; (2) 15,6 ugL'; (3)
31,12 pgLt; (4) 62,25 pgL!; (5) 124,4 ugl!; (6) 249 pgL!; (7) 498 pgL.
Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos n° folhas n° foliolos n° flores
1 15,3 25,6 21,6
2 21,6 33,6 35
3 17,6 343 30,6
4 20 63 37
5 19,6 49 45
6 24 46 51
7 24,3 47,6 46,6

Para os teores médios de acticares redutores, sacarose e amido (Tabela 8) observou-
se que o tratamento com déficit de B apresentou maiores valores em relagdo ao controle para
sacarose e aglicares redutores, com 1,214 ¢ 1,143 mg. g'!, respectivamente. Para amido, nio
houve diferenga entre as plantas avaliadas, porém as plantas sem B (T1) apresentaram maior

teor em relagfio as plantas do controle (T7), 0,947 e 0,806 mg. g'! respectivamente.

Tabela 8 — Médias dos teores de sacarose (mg. g!) aglicares redutores (AR, mg. g'!) e amido
(mg.g') em folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidos a
diferentes concentragdes de boro aos 40 DAT. (1) 0 pgL'; (2) 15,6 ngL'; (3) 31,12
ngLl; (4) 62,25 ngll; (5) 124,4 pgl!; (6) 249 ugL!; (7) 498 ugL!. Botucatu,

UNESP, 2019.
Tratamentos SACAROSE AR AMIDO
1 1,214 a 1,143 a 0,947*
2 0,928 ab 0,909 ab 0,934
3 0,667 b 0,66 Ob 0,965
4 0,859 ab 0,825 ab 0,929
5 0,873 ab 0,873 ab 0,893
6 0,665 b 0,677 b 0,678
7 0,744 ab 0,744 ab 0,806
CV (%) 48,2 49 354

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a
1% de probabilidade.
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DISCUSSAO

As plantas precisam de suprimento constante de B para manter o crescimento e
desenvolvimento, sendo a morte das células meristematicas um dos sinais mais evidentes de
deficiéncia de B, devido a sua importancia para constitui¢do da parece celular. Situacdes de
déficit ou toxicidade desse mineral podem acarretar em alteragdes morfologicas e bioquimicas,
afetando diversos processos metabodlicos (O’NEIL et al., 2004; WIMMER et al., 2009).
Hajiboland e Farhanghi (2010) observaram que em condi¢des de deficiéncia de B houve
reducdo dos contetidos de clorofilas e carotenoides e alteracdo da taxa de fluorescéncia em
plantas de Brassica rapa L. Dhillon et al. (2018) também observaram o mesmo comportamento
em plantas de Helianthus annuus L.

O efeito do B nos processos fotossintéticos ocorre de maneira indireta, através da
peroxidac¢do das membranas plasmaticas devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (TEWARI et al., 2010). Isso justifica-se pela participag@o estrutural desse mineral nas
paredes celulares, porém em situagdes de deficiéncia ocorre desestruturacdo das mesmas,
interferindo no fluxo de entrada e saida de solutos e aumentando a producdo de radicais livres
(PUZYNSKA et al., 2018). Outro efeito negativo decorrente da deficiéncia desse mineral € o
acumulo de agucares e amidos no citosol e cloroplastos, respectivamente (BABB; HAIGLER,
2001; PARK et al., 2010; WINTER; HUBER, 2010; CHEN et al., 2012).0 boro ¢ essencial
para a redistribuicao desses produtos, pois o complexo borato influencia na translocagdo de
acucares ao longo da planta, através da afinidade do borato com compostos OH (BROWN;
SHELP, 1997; HAJIBOLAND; FARHANGHI, 2010). Nas condi¢des em que esse trabalho foi
realizado, a auséncia de boro na solu¢do nutritiva ndo interferiu nos parametros da fluorescéncia
da clorofila ‘a’ das plantas de Solanum [lycopersicum cv. Micro-Tom (Tabelas 1-4). O
rendimento quantico efetivo do PSII (¢PSII) foi constante em todos os pontos avaliados e para
todas as concentragdes utilizadas, sugerindo que as plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom conseguem suportar o estresse causado pela deficiéncia de B. Os valores do fluxo de
transferéncia de elétrons (E7TR), da dissipacao fotoquimica (¢P) como também da capacidade
de dissipagdo ndo fotoquimica (NPQ) corroboram com esta hipotese.

Todavia, o mesmo ndo foi observado para a producdo de massa fresca e seca
(Tabelas 5 e 6). Para massa fresca, as plantas submetidas ao tratamento com deficiéncia de B
(T1) apresentaram maior massa de folhas em relacao ao controle, porém para os demais 6rgaos,
foi o menor valor. Para massa seca, as plantas sem B (T1) apresentaram a menor producao de
massa em todos os orgdos avaliados. A inibi¢do do crescimento radicular ¢ um dos principais

fatores que afetam o crescimento 6timo da planta (WU et al., 2017), acarretando menor
62



63

produgdo de massa dos 6rgaos, o que foi observado neste trabalho. Segundo Riaz et al. (2018),
a auséncia de B reduz o alongamento da raiz primaria e lateral com sintomas visiveis de clorose
foliar em mudas de laranjeira.

Durante o crescimento vegetativo, a produgdo e reparticdo de agucares ocorre de
acordo com a fase fenoldgica da planta, além de fatores ambientais e intrinsecos da mesma. O
boro atua no transporte de acucares através da formacdo de complexos estdveis no floema,
contribuindo para o desenvolvimento de 6érgaos drenos, como folhas jovens, emissao de flores
e frutos (HEGAZI et al., 2018), corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, em
que a quantidade de folhas, foliolos e flores foram maiores para as plantas do tratamento
controle (T7, Tabela 7).

Diversas alteracoes fisiologicas e morfologicas provenientes da deficiéncia de B
podem ser respostas diretas ou indiretas a formagdo de complexos B-polidis, semelhantes a
pectina da parede celular, membrana e o-difendis. Os principais polidis com configuracao
similar aos complexos estaveis sdo os acidos caféico e hidroxiferulico e agtcares (ribose,
apiose) e agucares redutores (CAKMAK; KURZ; MARSCHNER, 1995; HEGAZI et al., 2018).

Em geral, nas condi¢des em que foram realizadas este trabalho, a auséncia de B
reduziu a producdo de massa seca para todos os 6rgaos, como também a emissdo de folhas e
flores, porém apresentou maior teor de agtcar foliar em relagdo ao controle. Liu et al. (2015)
também encontraram maiores valores de agucar foliar em condigdes de deficiéncia de B em
mudas de laranja. Isso acontece porque a deficiéncia de B reduz a quantidade de complexos
estaveis formados entre B-polidis que sdo transportados pelo floema para os 6rgaos drenos
(FLEISCHER et al., 1999; RYDEN et al., 2003; O'NEILL et al., 2004). Dessa forma, ocorre
aumento do teor desses acticares redutores no citosol, alterando o potencial quimico do mesmo
(SCHON et al., 1990; FERROL; DONAIRE, 1992; CAKMAK et al., 1995; HAN et al., 2008).
Esse desbalanco por sua vez, ir4 interferir no fluxo de bombardeio de trioses para o citosol,
acarretando no acumulo de trioses no interior do cloroplasto, induzindo a formagdo de

moléculas de amido em seu interior (CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2004; HAN et al., 2008).
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CONSIDERACOES FINAIS

O boro (B) esta relacionado a uma série de processos metabolicos e bioquimicos
importantes para o vegetal, e, este trabalho demonstrou que a deficiéncia de boro afetou o
crescimento e desenvolvimento de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom nos dois
capitulos discutidos.

Apesar disso, as plantas avaliadas em condic¢des de estresse desenvolveram-se até
a floracao (Caitulo II) e frutificacdo (Capitulo I), inferindo que: (i) a variedade cv. Micro-Tom
pode apresentar maior teor do mineral na semente capaz de se manter até o final do ciclo; ou
(11) pode apresentar maior tolerancia a deficiéncia de B. Sugere-se experimentos futuros para
melhor compreensdo da resposta de plantas de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom a

deficiéncia de boro.
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Meédias do teor de peroxidacdo lipidica (MDA, nmol g de matéria fresca) ao 7, 14, 21, 28 e 35 DAT em folhas de Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom submetidas a diferentes concentragdes de boro. (1) 0 pgL™'; (2) 15,6 ngL'; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 ugl'; (5) 124,4 pgL!; (6) 249
ugLt; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT
1 10,86 (£0,38)c* 13,15 (+£0,65)Aab 13,79 (£0,95)Aa 13,20 (£0,67)Aab 12,07 (+0,89)ABc
2 9,30 (+0,80)c 9,77 (£0,68)Bbc 9,73 (+0,88)Bbc 12,13 (+0,58)ABa 11,22 (+0,48)ABab
3 9,92 (£0,66)ab 11,40 (+1,08)ABa 8,28 (+0,51)Bc 8,77 (£0,60)Cbc 9,20 (+0,75)BCbc
4 10,42 (+0,76)a 10,10 (+0,64)ABa 8,84 (+0,61)Bb 8,19 (+0,27)Cb 7,40 (+£0,58)CDb
5 9,53 (£1,05)a 10,08 (+0,67)Ba 8,96 (+0,23)Ba 9,22 (+0,72)Ca 6,85 (+0,61)CDb
6 9,63 (£0,61)ab 10,39 (+0,58)Bab 8,74 (+0,71)Bbc 10,11 (£0,55)BCab 8,00 (£0,70)CDc
7 11,05 (£0,66)a 9,43 (+0,53)Bb 7,14 (£0,83)Bcd 8,48 (+0,80)Cbc 6,46 (+0,45)Dd

(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra

maiuscula para coluna e mintscula para linha.
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Médias dos valores de proteinas totais soluveis (PROT, mg.g) aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas de Solanum
Iycopersicum cv. Micro-Tom submetidas a diferentes concentracdes de boro. (1) 0 ugL'; (2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 ugL'; (5)
124,4 ugl'!; (6) 249 pgL™'; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT
1 0,00057 (+2,8E-05)Ba  0,00044 (£0,7,9E-05)Cab 0,0005 (+0,0001)Cab  0,0006 (+7,4E-05)Da 0,00037 (£0,0003)Cb
2 0,00054 (£0,0001)Bd  0,00084 (x0,0005)Bbc  0,0011 (+0,0003)Aba  0,00098 (0,0005)ABCab 0,00067 (0,0004)Bcd
3 0,00079 (£9,5E-05)Ac  0,00091 (0,0004)Abc  0,0011 (0,0003)ABa  0,0010 (0,0002)Abab  0,00087 (£0,0003)Abc
4 0,00068 (£0,0001)Ac  0,0011 (+0,0003)Aab 0,0012 (£0,0002)Aa  0,0011 (+8,E-05)Aab 0,00095 (£0,0004)Ab
5 0,00079 (£0,0002)Ab  0,00093 (+0,0004)Abab  0,00093 (£0,0002)Bab 0,0011 (+0, 0001)Aa 0,00099 (+0,0001)Aab
6 0,00086 (+0,0003)A*  0,00087 (+0,0006)B 0,0098 (+0,0004)AB  0,00085 (+0,0002)BC 0,00083 (+8,8E-05)AB
7 0,00051 (£7,5E-05)Bc  0,00055 (+:0,0002)Cc 0,00067 (0,0003)Cab 0,00078 (£0,0002)Cda  0,00104 (+2,8E-05)Aa

(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra
maiuscula para coluna e mintiscula para linha.
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Médias da atividade de enzima superdxido dismutase (SOD, U g'! proteina), aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap6s o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas
de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidas a diferentes concentragdes de boro. (1) 0 pgL™; (2) 15,6 pgL!; (3) 31,12 pugL!; (4)
62,25 pgL'; (5) 124,4 ugL'; (6) 249 pgL'; (7) 498 ugL!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT
1 591,7 (£5,92)F*  1049,7 (£6,2)G  965,2 (£3,6) 660,9 (+7,03)G 753,9 (£2,43)G
2 568,9 (£2,76)Gb  1527,8 (£5,61)Fa 1261,5 (£3,72)ab 981,1 (£1,99)Fab 11249 (£3,37)Dab
3 998.4 (£5,81)Eb  2076,4 (£5,41)Ca 1128,7 (£1,69)b  1030,9 (£3,94)Eb  1089,5 (+0,92)Eb
4 988.9 (£3,1)Db 2159,7 (£1,73)Ba 1150,7 (£1,14)b  1066,2 (£2,48)Db  1150,7 (+1,64)Cb
5 1057,9 (£2,32)Cb 2063,4 (£3,73)Da 1563,6 (£2,72)ab 1097,3 (£3,3)Cb 1253,8 (£1,29)Bab
6 1206,3(£3,0)B*  2033,6 (£3,04)E  1515,6 (£1,71) 1315 (£3,7)B 1396,7 (£2,64)A

7

1413 (x1,17)Ab

2449,5 (£1,76)Aa 16378 (+0,83)ab

15178 (£2,03)Ab

1056,5 (+1,7)Fb

(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra
maiuscula para coluna e mintscula para linha.
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Médias da atividade da enzima peroxidase (POD, pmol de H,O, consumido minuto! g
proteina) aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas
de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom submetidas a diferentes concentragdes de
boro. (1) 0 pgL'; (2) 15,6 pgL’; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 ugl'; (5) 124,4 pgl!;
(6) 249 ugL"; (7) 498 ugL'. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT

1 19,12 (£1,57) Aa 13,59 (+1,39)Ab 13,67 (+0,8)Ab 14,70 (£1,62)Ab 14,50 (£1,6)Ab
2 13,26 (+1,73)Ba 9,46 (+0,73)Bb 12,30 (£1,5)ABab 10,53 (+0,7)Bab 12,53 (+1,1)ABa
3 8,96 (+0,79)C* 9,98 (+1,1)B 10,61 (+0,8)ABC 9,83 (+1,5)B 11,06 (+1,7)BC
4 9,67 (£0,92)C* 11,08 (+0,4)AB 10,39 (+1,00)0BC 9,73 (+1,0)B 10,40 (+1,5)BC
5 7,82 (£1,94)Cb 11,05 (£1,76)ABa 8,20 (=1,1)Cab 9,30 (+0,75)Bab 9,70 (+1,2)BCab
6 7,96 (+£1,66)C* 10,42 (£1,22)B 9,56 (+=1,0)BC 9,65 (+1,5)B 9,69 (+0,9)BC

7 6,67 (£1,95)Cb 9,75 (£1,7)Ba 9,92 (+0,8)BCa 10,50 (+1,00Ba 9,25 (+0,7)Cab

(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha ndo diferem significativamente
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra maiiscula para coluna e minuscula para
linha.

Médias da atividade da enzima catalase (CAT, mKat. pg'l de proteina) aos 7, 14, 21, 28 e 35
dias ap6s o inicio dos tratamentos (DAT) em folhas de Solanum Ilycopersicum cv.
Micro-Tom submetidas a diferentes concentragdes de boro. (1) 0 ugL!; (2) 15,6 pgL-
1 (3) 31,12 pgL!; (4) 62,25 pugL!; (5) 124,4 ugL!; (6) 249 pgL'; (7) 498 ugL.
Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 7 DAT 14 DAT 21 DAT 28 DAT 35 DAT

1 3,99 (£0,4)*a 1,8 (x0,4)*c 2,92 (x0,4)*b 2,46 (£0,3)*bc 2,85 (+0,07)*b

3,47 (0,3)a 2,31 (#0,4)b 1,44 (x0,2)c 1,00 (£0,1)c 0,9 (£0,3)c

3,28 (£0,7)a 2,59 (#0,4)a 0,58 (x0,1)c 1,11 (£0,3)bc 1,48 (£0,2)b

2,68 (£0,4)c 1,80 (+0,2)b 0,8 (£0,1)c 1,0 (£0,2)c 1,80 (+0,3)b

3,84 (£0,4)a 1,74 (£0,3)bc 1,08 (£0,2)c 1,07 (£0,3)c 1,95 (£0,3)b

4,40 (£0,6)a 2,16 (x0,4)c 0,7 (£0,4)c 1,12 (0,4)c 1,86 (£0,2)b

7 3,75(£0,3)a 2,70 (0,5)b 1,45 (£0,5)c 1,93 (£0,5) ¢ 1,42 (£0,04)c

(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha nao diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra maitiscula para coluna e minascula para

linha.
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Médias do teor foliar de boro aos 14, 21 e 28 dias apos o inicio dos tratamentos (DAT) em
folhas de Solanum Iycopersicum cv. Micro-Tom submetidas a diferentes
concentragdes de boro. (1) 0 ngL'; (2) 15,6 ugL'; (3) 31,12 pgL'; (4) 62,25 pgL!;
(5) 124.,4 ugL™'; (6) 249 pgL!; (7) 498 ugl™!. Botucatu, UNESP, 2019.

Tratamentos 14 DAT 21 DAT 28 DAT
1 46,89 (£ 3,19)BC** 37,5 (£2,17)E 32,27 (+4,0)E

40,32 (= 1,57)Db 51,09 (= 3,50)CDab 61,02 (£ 2,06)Da

43,68 (£2,28)CDb 47,33 (£ 0,82)Db 67,44 (£ 0,6)Ca

46,82 (= 1,50)BCb 56,22 (£ 3,15)BCab 70,36 (+ 2,15)BCa

57,6 (£ 1,94)A** 62,29 (= 1,97)AB 71,30 (= 2,57)BC

49,93 (+2,17)Bb 67,42 (£2,23)Aa 79,79 (£ 3,16)Aa

7 56,65 (£ 2,75)Ab 62,29 (= 1,80)ABab 75,69 (+ 2,29)ABa
(*) Médias seguidas pela mesma letra na coluna e (**) na linha nao diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Letra maitiscula para coluna e minuscula para
linha.

AN D AW

73





