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RESUMO

A aplicacdo sucessiva de dejetos suinos além de incrementar os teores
de nutrientes no solo, P, K, Ca e Mg, principalmente, pode aumentar o0s
teores de cobre (Cu) e zinco (Zn). Esses elementos-trago, quando
adicionados em excesso, tendem a se distribuir em formas mais l4beis,
potencializando sua mobilidade e biodisponibilidade. O Cu e Zn, apesar
de serem essenciais ao crescimento das plantas, podem ser téxicos
guando em concentracfes elevadas. Entretanto, as plantas apresentam
diversos sistemas de defesa; a exsudacdo de compostos organicos e a
imobilizacdo de elementos-tragco pelas raizes sdo exemplos de
mecanismos de defesa desenvolvidos por espécies tolerantes. O objetivo
do trabalho foi avaliar, em um solo com elevados teores de elementos-
traco, a biodisponibilidade de Cu e Zn no solo rizosférico e néo
rizosférico e seus efeitos na fisiologia de plantas de milho, bem como os
mecanismos de defesa dessa espécie vegetal na presenca desses metais.
O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
em Floriandpolis (SC). Foram utilizadas para este estudo amostras de
solo Argissolo Vermelho Amarelo obtidas de um experimento em uma
propriedade particular situada no municipio de Brago do Norte (SC). A
area experimental foi submetida a adubagtes de 90 e 180 kg N ha™
como dejeto liquido de suino (DL) e adubagdo de 90 e 180 kg N ha™
como cama sobreposta (CS) de 2002 a 2012. O presente trabalho foi
dividido em dois estudos. No primeiro, foi realizado o cultivo de milho,
em dois cultivos, por um periodo de 25 dias apds a emergéncia (DAE)
das plantas utilizando-se amostras indeformadas de solo na camada de
0-20 cm de profundidade. No segundo estudo, foi realizado o cultivo de
milho até os 20 DAE em minirizobox, utilizando amostras deformadas
de solo. Ambos os estudos foram delineados em blocos casualisados
com 5 tratamentos e 5 repeticGes. No primeiro estudo foram avaliadas
variaveis enziméticas ligadas ao estresse oxidativo na parte aérea das
plantas de milho, no caso a atividade das enzimas catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX), o conteldo de clorofila a, b e total,
carotenodides totais, e proteinas e carboidratos solUveis totais, além dos
teores disponiveis de Cu e Zn no solo (EDTA e CaCl,). No segundo
estudo foram avaliados os atributos quimicos e disponibilidade de Cu e
Zn no solo rizosférico e ndo-rizosférico e 0 acimulo desses metais no



apoplasto e simplastos das raizes de milho. A utilizacdo de dejetos de
suinos e cama sobreposta promoveu o incremento dos teores disponiveis
de Cu e Zn (EDTA e CaCly) no solo. Contudo, apenas foi observado o
aumento da concentragdo de Zn no tecido das plantas de milho.
Adicionalmente, a producdo de biomassa ndo foi afetada pela aplicacdo
dos diferentes dejetos de suinos (DL e CS). Entretanto, foram
observadas pequenas alteracfes na densidade estomatica, nos
pardmetros fotoquimicos (clorofila a, b e total e carotendides totais) e no
sistema enzimatico antioxidante (catalase e APX), principalmente nas
folhas de milho cultivado nos tratamentos que foram adubados com 180
kg de N ha™ na forma de DL e de CS. A concentracéo de Cu nas raizes,
tanto na apoplasto como no simplasto, foi incrementada com aplicacéo
de dejeto liquido de suino e cama sobreposta com o tratamento
equivalente a 180 kg N ha™. Com relac&o ao Zn, as adubagdes de dejeto
liquido de suinos e cama sobreposta com o equivalente a 180 kg N ha™
aumentaram sua concentracdo nas raizes, promovendo maior acumulo
na regido do apoplasto. Apesar da aplicagdo de dejetos ter promovido
poucos efeitos sobre as plantas, a manutencéo das aplicacdes sucessivas
de dejetos suinos, sem critérios técnicos, ao longo do tempo podera
incrementar os teores destes elementos no solo e no tecido, aumentando
os efeitos dos agentes oxidantes observados no presente trabalho.

Termos de indexagdo: elementos-trago, sistema antioxidante,
minirizobox, apoplasto.



ABSTRACT

The successive application of manure as well as increase the levels of
nutrients in the soil, P, K, Ca and Mg, especially, can increase the levels
of copper (Cu) and zinc (Zn). These trace elements, when added in
excess, tend to spread in more labile forms, increasing their mobility and
bioavailability. The Cu and Zn, while being essential to plant growth,
can be toxic at high concentrations. However, plants have many defense
systems; the exudation of organic compounds and immobilization of
trace elements by the roots are examples of defensive mechanisms
developed by tolerant species. The aim of this study was to evaluate, in
a soil with high levels of trace elements, the bioavailability of Cu and
Zn in rhizosphere and non- rhizosphere soil and their effects on the
physiology of corn plants, as well as the defense mechanisms of this
plant species in presence of these metals. The work was conducted in
the greenhouse of the Department of Microbiology, Immunology and
Parasitology (MIP) of the Institute of Biology (CCB) of the Federal
University of Santa Catarina (UFSC). Samples of the Typic Hapludalf
soil were used from an experiment at a pig farm in the municipality of
Braco do Norte (SC ). The experimental area was subjected to
fertilization with 90 and 180 kg N ha™ as pig slurry (DL) and fertilizers
of 90 and 180 kg N ha™ as deep litter (CS) during the years 2002-2012.
This work was divided into two studies. At first, the cultivation of maize
was carried out in two cultivation, for a period of 25 days after plant
emergence (DAE) using undisturbed soil samples in the 0 - 20 cm depth.
In the second study maize cultivation was done up to 20 DAE in
minirhizobox using disturbed soil samples. Both studies, a randomized
block experimental with five treatments and five replications were used.
The first study was assessed enzymatic parameters related to oxidative
stress in shoots of maize plants, in case the catalase (CAT) and
ascorbate peroxidase (APX) activities, the content of chlorophyll a, b
and total and total carotenoids, and total soluble protein and
carbohydrates. Additionally, available contents of Cu and Zn (EDTA
and CaCl,) were assessed. In the second study, the chemical attributes
and availability Cu and Zn in rhizosphere and bulk soil and metal
accumulation in apoplast and simplast maize root were evaluated. The
use of pig slurry and deep litter promoted the increase of available
contents of Cu and Zn (EDTA and CacCl,) in soil. However, was only
observed increase concentration of Zn in the tissue of maize plants.



Additionally, biomass production was not affected by application of
different pig manure (DL and CS). Nevertheless, minor changes were
observed in stomatal density, photochemical parameters (chlorophyll a,
b and total and carotenoids) and enzymatic antioxidant system (CAT
and APX), especially in leaves of maize grown in soils that have been
fertilized with 180 kg N ha’ in the form of DL and CS. The
concentration of Cu in roots in both the apoplast and symplast was
enhanced by application of pig slurry and deep litter with the equivalent
of 180 kg N ha™. With respect to Zn, the fertilization of pig slurry and
deep litter with 180 kg N ha™ increased their concentration in the roots,
promoting greater accumulation in the apoplast region. Although the
application of manure have promoted little effect on the plants, the
maintenance of successive applications of pig manure, without technical
criteria, over time can increase the values of these elements in soil and
tissue, strengthening the effects of oxidizing agents observed in this
work.

Keywords: trace elements, antioxidant system, minirhizobox, apoplast.
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ESTRATEGIA DE ESTUDO

Procurando testar as hipéteses e alcancar os objetivos propostos
na dissertacdo, o presente trabalho foi divido em dois estudos, que seréo
apresentados na sequéncia.

Os solos utilizados nos estudo séo oriundos de um experimento
com aplicacdes sucessivas de dejeto liquido de suino e cama sobreposta,
localizado em uma propriedade particular de Braco do Norte (SC). O
experimento apresenta mais de 10 anos de aplicacdo de dejetos, sendo
conduzido entre os anos de 2002 e 2012. No primeiro estudo foram
coletadas amostras indeformadas de solo e cultivadas plantas de milho.
Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados no Artigo I:

- ARTIGO | - “RESPOSTA FOTOQUIMICA E SISTEMA
ENZIMATICO ANTIOXIDANTE EM PLANTAS DE MILHO
CULTIVADAS EM SOLO COM ACUMULO DE CU E ZN APOS 10
ANOS DE APLICACAO DE DEJETOS DE SUINOS”

O segundo estudo foi realizado a partir de amostras deformadas
de solo, sendo realizado o cultivo de milho em minirizobox. Os
resultados obtidos neste estudo sdo apresentados nos Artigo 11:

- ARTIGO Il - “ACUMULO DE Cu E Zn NA RIZOSFERA E
EM RAIZES DE MILHO (Zea mays) EM SOLO ADUBADO COM
DEJETO SUINO”
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1. INTRODUGAO GERAL

As unidades suinicolas nos Estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul se caracterizam por apresentar um elevado plantel de
animais produzidos em pequenas areas. O sistema de produgdo €
intensivo, gerando grandes quantidades de dejeto anualmente (Ceretta
et al., 2010). Nessas propriedades é comum o emprego desses dejetos
como adubo em éareas de cultivo de gréos e pastagem, 0 que permite a
ciclagem dos nutrientes dentro da unidade de producdo (Basso et al.,
2012). Contudo, ao contréario dos fertilizantes quimicos, os dejetos
suinos apresentam uma composi¢do varidvel e desbalanceada de
nutrientes em relacdo ao requerido pelas culturas. Além disso, em
virtude dos tamanhos reduzidos das propriedades suinicolas, aplicacGes
sucessivas sdo realizadas nas mesmas areas de cultivo (Ceretta et al.,
2010), e com isso, as quantidades de nutrientes adicionadas aos solos
podem superar a capacidade de absorcdo pelas plantas e de adsorgédo
pelo solo, promovendo o acimulo desses elementos.

Um grande problema de aplicagdes continuas de dejetos em
uma mesma area esta relacionado a presenca de elementos-traco, como
cobre e zinco. Esses elementos-trago estdo naturalmente presentes no
solo, adsorvidos principalmente as fragBes orgéanicas e inorgénicas do
solo, através de ligagcGes com alto grau de energia e, consequentemente,
indisponiveis as plantas. Contudo, as aplicacdes sucessivas de dejeto
suino tendem a aumentar os teores de Cu e Zn em formas mais labeis,
potencializando seus efeitos toxicos sobre as plantas e contaminagdo de
solos e aguas (Girotto et al., 2010a).

Desta forma, estudos sobre as formas e espécies de Cu e Zn
presentes nos solos contaminados por elementos-trago tornam-se
importantes, ja que a biodisponibilidade e a mobilidade desses
elementos quimicos sdo dependentes da capacidade do solo em adsorvé-
los (determinada principalmente pelo teor e qualidade da matéria
organica e tipo de argilominerais), da sua concentracdo na solugéo, do
tipo de associacdo com outras espécies idnicas sollveis, da condicdo
geoquimica da solucdo e da forca ibnica (Girotto et al., 2010a). Por
isso, a toxidade de elementos-tragco ndo pode ser atribuida unicamente a
concentracdo total presente na solucéo, ja que estes podem estar ligados
ou ndo a varios ligantes organicos e inorganicos, alterando sua
biodisponibilidade e mobilidade no perfil do solo (Sodré et al., 2004).

A presenca das raizes também pode modificar o comportamento
dos metais pesados no solo (Michaud et al., 2007). A liberacdo de
exsudados pode modificar as condi¢fes geoquimicas da rizosfera através
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da alteracdo de pH e, consequentemente, a quantidade de sitios de
ligagdo no solo (Chaignon et al., 2009). Do mesmo modo, a presenca
de compostos organicos de baixo peso molecular na regido da rizosfera,
liberados pelas raizes, estimula a complexacdo de metais na solucéo dos
solos, aumentando a concentracdo de espécies menos biodisponiveis as
plantas (Hinsinger et al., 2006). Desta forma, estudos que mostram 0s
efeitos da rizosfera sobre a distribuicdo das formas e espécies de metais
pesados no solo sdo importantes para melhor compreensdo do potencial
toxico e contaminante desses elementos-tracos.

As fracBes solucdo do solo e trocavel sdo consideradas as mais
moveis e disponiveis as plantas, representando seu potencial
contaminante e toxico. Adicionalmente, a utilizacdo de extratores como
agentes quelantes (EDTA e EDDS) ou sais (CaCl,, MgCl,) séao
amplamente usados para determinar a disponibilidade de elementos-
tragco (Cao et al., 2008; Wang et al., 2009).

O Cu e 0 Zn apesar de serem essenciais ao desenvolvimento da
planta, atuando como cofatores enzimaticos e participando e diversas
atividades cataliticas, quando presentes em altas concentracGes podem
ser toxicos (Yruela, 2005; Hansch & Mendel, 2009). Esses elementos-
traco em concentracdes toxicas podem causar reducdo dos pigmentos
fotoquimicos, inibicdo fotossintética, modificar os conteldos de
proteinas e carboidratos solUveis, alterar a funcdo e a densidade
estomatica e promover a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Panou-Filotheou et al., 2001; Bibi & Hussain, 2005; Zhang
et al., 2008; Jain et al., 2010). Para evitar ou reduzir os efeitos da
toxidez no tecido vegetal, as plantas apresentam um complexo sistema
de defesa (Apel & Hirt, 2004). A presenca de enzimas como a catalase
e ascorbato peroxidase sdo essenciais a defesa da planta, controlando a
concentracdo de EROs, principalmente quando da ocorréncia de agentes
estressantes (Kumar et al., 2008a;b). Da mesma forma, alterac6es nas
atividades enzimaticas podem indicar a presenca de concentracfes
elevadas de elementos-traco em niveis fitotdxicos.

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a biodisponibilidade de
cobre e zinco e alteragfes bioquimicas e fisiologicas em plantas de
milho (Zea mays L.) em solo adubado com dejetos suinos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contaminacao e dinamica de cobre e zinco em solos com
aplicacdo de dejetos suinos

O sistema de integracdo lavoura e pecudaria € um modelo viavel,
gue prevé como uma de suas estratégias a reciclagem de residuos (Basso
et al., 2005; Assmann et al., 2007). Nesse sentido, a utilizacdo de
dejetos de suinos para a producao de gréos e pastagens se confere como
alternativa aos fertilizantes quimicos e ao direcionamento desse residuo
(Dortzbach et al., 2012).

Os dejetos de suinos vém sendo utilizados como adubo em
virtude de serem um ricos em nutrientes em formas prontamente
disponiveis as culturas agricolas (Girotto, 2007). De acordo com
Perdomo et al. (2001), Mattias et al. (2003) e Assmann et al. (2007) os
dejetos suinos apresentam em sua composicdo elevados teores de
nitrogénio (N), fosforo (P) e potéassio (K), além de micronutrientes como
zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés (Mn). Entretanto, a composicdo
desses nutrientes nos dejetos é varidvel em funcdo do tipo de
alimentacdo oferecida e da idade dos animais, do manejo da &gua
empregado nas instalacdes e do armazenamento dos dejetos (Basso,
2003). Como resultado, os dejetos possuem nutrientes em proporcdes
desbalanceadas as demandas das plantas ou as recomendacGes de
adubagdo (CQFS-RS/SC, 2004).

A incorporagdo de nutrientes no solo em quantidades superiores
aos extraidos pelas culturas, através de adubacGes em excesso ou
continuas, provoca o acimulo desses elementos no solo (Girotto et al.,
2010a). Da mesma maneira, em areas onde as aplicacdes de dejetos de
suinos se estendem ao longo anos, pode se esperar alteracBes dos
atributos fisicos (Barilli, 2005) e quimicos dos solos (Couto et al.,
2010) e teores de alguns nutrientes acima da capacidade de adsor¢do do
solo (Girotto et al., 2010b). Nessas situagdes, podem ocorrer perdas de
nutrientes por escoamento superficial efou por percolacao,
potencializando a contaminacdo de 4guas superficiais e/ou
subsuperficiais (Ceretta et al., 2010).

Outro grande problema é o acumulo e contaminagdo por
elementos-traco em solos e dguas em funcdo das sucessivas aplicacdes
de dejetos de suinos (Basso et al., 2012; Graber et al., 2005). A
presenga de altos teores de Cu e Zn nos dejetos € consequéncia da
adicdo de quantidades excessivas desses elementos nas ragGes dos
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suinos além dos requerimentos fisiolégicos desses animais (Smanhotto
et al., 2010). De maneira geral, sdo adicionadas as ra¢fes dos suinos
250 mg kg™ de Cu na forma de sulfato de cobre (Ribeiro et al., 2008) e
até 100 mg kg™ de Zn na forma de 6xido ou sulfato de zinco (Gaudré &
Quiniou, 2009). O emprego desses elementos nas formulacBes das
racbes se deve as fungBes que apresentam no metabolismo suino
(Muniz et al., 2010). O sulfato de cobre (CuSQ,) é empregado na
suinocultura como promotor de crescimento, enquanto o 6xido de zinco
(Zn0O) atua como produto preventivo e curativo da diarréia (Ribeiro et
al., 2008; Lima et al., 2009).

Os elementos-traco, como Cu e Zn, apesar de serem
encontrados naturalmente no solo e essenciais ao crescimento das
plantas, podem ser téxicos quando em concentracdes elevadas (Mattias
et al., 2003). Assim, as aplicacbes sucessivas de dejetos suinos com
guantidades elevadas desses elementos apresentam alto potencial de
contaminacdo ambiental (Tiecher et al., 2013).

Os elementos-traco, em condi¢cdes naturais do solo, se
encontram principalmente adsorvidos as fragdes organica, inorganica e
residual, através de ligacfes com alto grau de energia, sendo poucos
disponiveis a absor¢do das plantas (Girotto et al., 2010b). Contudo,
adicOes sucessivas de dejeto tendem a aumentar a presenca de Cu e Zn
em formas mais labeis, como sollveis e trocaveis, potencializando seus
efeitos toxicos as plantas e organismos e sua movimentacao no perfil do
solo (Basso et al., 2012).

O Cu e Zn quando adicionados aos solos via dejeto suino se
distribuem nas formas preexistentes no solo, entretanto com menor
energia de adsor¢cdo ou em precipitados com maior solubilidade
(Tiecher et al., 2013). Em trabalho desenvolvido por estes autores, apds
17 aplicacBes com diferentes doses de dejeto liquido de suinos (0, 20, 40
e 80 m3 ha-1), foi observado que o Cu e 0 Zn sdo acumulados no solo
principalmente em formas biodisponiveis, nos quais 0s maiores teores
encontrados de Cu foram na forma organica e mineral do solo, e os de
Zn, na forma mineral. No mesmo estudo, 0s autores encontraram
incrementos de teores de Cu e Zn até as camadas de 12 e 10 cm,
respectivamente.

A capacidade dos solos em adsorver Cu e Zn é dependente da
natureza do material de origem do solo, do teor e composicao da fracéo
argila, do contetdo de matéria organica (MO) e das condi¢des fisico-
guimicas dos solos (Oliveira & Costa, 2004; Cotta et al., 2006).
Entretanto, o teor total desses elementos-trago no solo é um limitado
indicador de sua disponibilidade, haja vista as diferentes espécies e
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formas reativas que esses elementos podem se apresentar no solo (Mela
et al., 2008; March et al.,2009).

De carater analitico, varios sdo os procedimentos laboratoriais
gue determinam a disponibilidade e mobilidade dos elementos-trago no
solo (Nachtigall et al., 2009). Os mais usados sdo as extracdes com
produtos quimicos realizados de forma isolada ou sequencialmente
(Chaignon et al., 2003; Girotto et al., 2010b). Assim, estudos que
determinam as diferentes formas desses elementos sdo de grande
relevancia para avaliar as formas em que o0s elementos-traco sdo
aplicados e armazenados nos solos, refletindo em seu potencial de
toxidez (Nyamangara, 1998; Mossop & Davidson, 2003; Girotto et
al., 2010b).

2.2. Alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em plantas ocasionadas
por Cue Zn

Os elementos-traco, também considerado micronutrientes,
como o Cu e Zn, embora requeridos em pequenas quantidades, séo
essenciais para o desenvolvimento das plantas (Luchese et al., 2004). O
Cu esta relacionado a muitos processos fisioldgicos e bioquimicos nas
plantas, devido a sua capacidade de apresentar maltiplos estados de
oxidac&o in vivo, estando em condic@es fisiologicas na forma de Cu?" e
Cu® (Yruela, 2005). O Cu é um cofator de vérias enzimas, tais como
superdxido dismutase (SOD), citocromo oxidase, amino oxidase,
lacases, plastocianinas e polifenol oxidase, também atuando, em nivel
molecular, na sinaliza¢do da transcri¢do, na fosforilacdo oxidativa e na
mobilizacdo de ferro (Fe) (Yruela, 2005; Silva et al., 2011). Esse
elemento também estd envolvido no fornecimento de resisténcia
estrutural as plantas através de lignificacdo (Moore, 1998).

Com relaco ao Zn, este metal é absorvido na forma de Zn®* na
solucdo dos solos (Stephan et al., 2008), apresentando variadas fung¢bes
nos organismos vegetais, participando na estrutura de proteinas e
garantindo o seu dobramento adequado e na atividade catalitica de
enzimas (p.e. anidrase carbdrica), além de estar presente em moléculas
de DNA/RNA (Broadley et al., 2007).

Entretanto, o acimulo de Cu e Zn no solo, principalmente em
formas sollveis e biodisponiveis na solugdo do solo, apresenta alto
potencial de toxidez as plantas e contaminacdo do ambiente (Girotto et
al., 2010b). Esses elementos-traco, quando absorvidos em excesso,
podem causar reducdo de biomassa, sintomas de clorose e afetar o
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desenvolvimento das raizes (Yadav et al., 2010). O acimulo de Cu na
parte aérea das plantas causa alteracGes na fotossintese, através de
distarbios no transporte de elétrons, reducdo no nimero de cloroplastos
e danos a estrutura da membrana dos tilacéides (Sandmann & Bager,
1980; Ciscato et al., 1997). O Cu também pode causar alteracdes no
metabolismo do N, reduzindo a atividade de enzimas de assimilagédo
desse nutriente, especialmente nas raizes, e 0s niveis de nitrogénio total,
nitrato e aminodacidos livres (Llorens et al., 2000). Além de seu
potencial toxico, esse elemento-traco também pode causar deficiéncia de
outros nutrientes na planta. Tal efeito é atribuido a interferéncia no
mecanismo de absorcdo desses elementos, quando em competicdo com
ions de Cu (Mantovani, 2009).

Com relacdo ao Zn, em altas concentragfes este provoca um
crescimento atrofiado das plantas, sintomas de clorose pela redugéo da
sintese de clorofila e degradacdo dos cloroplastos e interferéncias na
absorcao de nutrientes como o fosforo (P), magnésio (Mg) e manganés
(Mn) (Broadley et al., 2007).

A presenca de Cu e Zn em excesso causa estresse oxidativo na
planta devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Yruela, 2005). De acordo com Girotto (2010), em condi¢fes normais,
0 sistema de defesa antioxidante promove uma protecdo adequada
contra as EROs, mas em condicfes de estresse a produgdo de EROs
pode superar 0os mecanismos celulares antioxidantes, promovendo o
estresse oxidativo.

As espécies reativas de oxigénio se distribuem em diferentes
formas, com diferentes graus de reatividade. As principais formas de
EROs sdo o anion radical superoxido (O,'), o peroxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxila (OH") (Wang & Jiao, 2000; Schopfer et
al., 2001). Contudo os radicais singleto de oxigénio (10,),
hidroperéxido (HO,") e alcoxilo (RO’) também sdo citados
(Triantaphylidés et al., 2008; Delmondes et al., 2013). Apel & Hirt
(2004) consideram que apesar de algumas EROs atuarem como
importantes moléculas de sinalizacdo de estresse, que alteram a
expressdo génica e modulam a atividade de proteinas de defesa, todas
essas espécies podem ser extremamente prejudiciais para 0s organismos
qguando em concentragcOes elevadas. Os efeitos causados pelo estresse
oxidativo sdo amplamente discutidos na literatura, correlacionando a
atividade das EROs a oxidacéo de varios componentes celulares, como
proteinas, lipidios, carboidratos, pigmentos fotossintéticos e acidos
nucléicos, muitas vezes provocando alteragcBes na estrutura celular,
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mutagénese e até a destruicdo celular (Mittler, 2002; Pinto et al., 2003;
Halliwell, 2006; Halliwell & Whiteman, 2004).

Os mecanismos que promovem a formagdo de EROs nas
plantas sdo variados, sendo um dos mais frequentes a perda de elétrons
para 0 O, nas cadeias transportadoras de elétrons, que ocorre tanto nos
cloroplastos como nas mitocéndrias (Schopfer et al., 2001; Apel &
Hirt, 2004). O Cu em excesso € responsavel pela inibi¢do do transporte
de elétrons, reduzindo o fotossistema I (PSI) e oxidando o fotossistema
Il (PSII). A reducdo do PSI permite a transferéncia de elétrons para o
O,, formando o anion radical super6xido (O,') que rapidamente é
convertido a H,0O, através da enzima superoxido dismutase. O peroxido
de hidrogénio € menos reativo que 0 O,'Z, mas devido a presenca de
metais como o Cu %, o H,0, pode ser convertido a OH" pela reacéo de
Fenton. Essa espécie de oxigénio é uma das mais reativas dentre as
EROs, sendo a sua formacdo o principal mecanismo de toxidade do Cu
nas plantas (Sandmann & Bdger, 1980; Mittler, 2002; Pinto et al.,
2003; Halliwell, 2006; Halliwell & Whiteman, 2004). A
fotorrespiragdo nos peroxissomos via glicolato-oxidase € outra fonte de
EROs no tecido vegetal, mais precisamente de H,O,, (Van Breusegem
et al., 2001). Baptista (2009) ainda ressalta a acdo das peroxidases e
oxidases associadas a parede celular como fontes de EROs.

Em virtude dos efeitos negativos das EROs sobre os
componentes celulares, os organismos desenvolveram mecanismos de
defesa antioxidantes para removeé-las ou torna-las menos reativas (Hall,
2002; Apel & Hirt, 2004; Khatun et al., 2008; Sharma et al., 2012).
Entre os principais mecanismos se destacam as enzimas cataliticas de
alto peso molecular, que incluem: a superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) (Mittler, 2002), assim
como moléculas de baixo peso molecular solUveis em agua como &cido
ascarbico (AsA) e compostos organicos contendo grupos sulfidrila (SH),
denominados tiois (Ti) (Bulbovas et al., 2005).

As enzimas superdxido dismutase (SOD) catalisam o O,",
através de uma reacdo redox, convertendo o radical superéxido a um
H,0, e um O, (Sandmann & Bdger, 1980; Halliwell, 2006). A SOD
presente na matriz mitocondrial apresenta como cofator o manganés
(MnSOD), enguanto que no espaco mitocondrial intermembranar e no
resto da célula o Cu e 0 Zn exercem essa fun¢do (CuZnSOD), além da
presenca do ferro (FeSOD) nos cloroplastos (Halliwell, 2006)

A ascorbato peroxidase (APX) é encontrada em cloroplastos e
no citosol (Hu et al., 2005; Miyake et al., 2006. E uma enzima muito
importante do sistema de defesa antioxidante, reduzindo o H,O, (em
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baixas concentragdes na célula) em agua usando ascorbato como doador
de elétrons, formando dehidroascorbato. Este é reciclado a ascorbato
usando a GSH como doadora de elétrons e a glutationa oxidada (GSSG)
é convertida pela enzima glutationa redutase (Shi et al., 2006).

A catalase (CAT) é responsavel pela formacdo de éagua e
oxigénio molecular a partir de H,O,. Esta presente principalmente nos
peroxissomos/glioxissomos (DAT et al., 2000), mas pode ser encontrada
em menor quantidade na mitocondria, no cloroplasto e no reticulo
endoplasmatico (Rossato, 2010). A CAT esté envolvida na remocéo de
peroxidos toxicos nas células quando estes estdo em concentragdes altas,
pois apresenta baixa afinidade pelo H,O, (Mittler, 2002).

Desta forma, como ressaltado por Girotto (2010), o balango
entre as atividades da SOD, CAT e APX apresenta grande importancia
para determinar o estado estavel do radical O,e- e do H,0, nas células,
ja que a SOD seria o primeiro mecanismo de defesa a atuar, convertendo
0 O,+- a H,0, e, na sequéncia, a APX e a CAT atuariam na catalisacao
do H,0..

Os organismos, além do sistema de defesa antioxidante
enzimatico, também apresentam defesas ndo enzimaticas, atuando de
forma conjunta e efetiva contra os efeitos danosos das EROs. O acido
ascorbico e os grupos tidis ndo protéicos sdo componentes desse
sistema, juntamente com os carotendides (Rossato, 2010). Desta forma,
a determinacdo de alteracfes no sistema antioxidante enzimatico e nédo
enzimatico, como resultado do excesso de elementos-trago no
organismo vegetal, pode oferecer evidéncias precoces dos efeitos
deletérios de contaminantes sobre parametros fisiologicos e
morfoldgicos da planta (Caregnato, 2009).

2.3. Rizosfera e sua acdo sobre a cinética de elementos-traco

O Cu e Zn, apesar de desempenharem um papel importante em
muitos processos fisioldgicos nas plantas, podem ser tdxicos quando
presentes em elevada concentracdo (Santos et al., 2006). Contudo,
muitas plantas desenvolveram mecanismos de tolerancia aos elementos-
traco, permanecendo integras mesmo em solos com elevados teores
(Ernst et al., 2000).

A capacidade das plantas apresentarem tolerancia a presenca de
elementos-traco esta relacionada ao seu material genético, que
determina o tipo de “estratégia” a ser utilizado. Dentre alguns
mecanismos de defesa empregados pelas plantas, o controle da absorcéo
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e a acumulacdo de elementos-trago e a liberacdo de exsudatos séo
amplamente comentados na literatura (Santos et al., 2006). Ao mesmo
tempo, a participacao da atividade microbioldgica sobre a diminuicéo de
biodisponibilidade de metais pesados, como Cu e Zn, também merece
destaque (Lambers et al., 2009).

Os efeitos da atividade das raizes alteram as propriedades
fisico-quimicas do solo, assim como a atividade biol6gica (Neumann et
a., 2009). Essa regido de influéncia das raizes recebe o0 nome rizosfera, e
se estende da superficie da raiz até uma distancia de 3 mm (Su & Zhu
et al., 2008). Entretanto, conforme citado pelos mesmos autores, muitos
pesquisadores delimitam essa area até 0s 5 mm.

As mudangas das condi¢fes quimicas entre a regido da rizosfera
do restante do solo podem ser explicadas pela ocorréncia de varios
fatores como a absor¢do de &gua e nutrientes, mudangas de pH na
rizosfera e a exsudacdo de compostos organicos, assim como da
atividade microbioldgica (Braccini et al., 2000).

A liberacdo de fons H ou OH™ na solucéo do solo pelas raizes
esta relacionada ao balango de absorcéo entre cations e anions. Assim, a
maior absorcdo de anions (NOg) do que cétions (K*, NH,", Ca®" e
Mg®") induz & liberacdo de mais fons OH- & solucdo, aumentando o
valor de pH (Braccini et al., 2000; Hinsinger et al., 2003; Zonta et al.,
2006), e, consequentemente, diminui a mobilidade de alguns elementos-
traco.

Entretanto, sdo 0s compostos organicos que nos Ultimos anos
vém recebendo especial atencdo em pesquisas de nutricdo de plantas
(Zhou et al., 2011). Neste grupo, os acidos organicos (ex. malato,
citrato e oxalato) apresentam grande importancia como mecanismo de
defesa de plantas a presenca de altos teores de elementos-trago, assim
como no aumento da absorcdo de nutrientes e quelacdo de metais livres
no citosol (Ryan et al., 2001, Santos et al., 2006).

A liberacéo de 4cidos organicos na solugdo do solo na regido da
rizosfera influi diretamente e indiretamente sobre a dindmica dos
elementos-trago no solo, como o Cu (Ryan et al., 2001; Lambers et al.,
2009). Essa reacdo se explica pela alta afinidade que esse elemento
apresenta por grupos funcionais presentes nos compostos organicos, o
que provoca a sua complexacdo na solucdo do solo (Catanni et al.,
2006). Assim, a exsudacao de acidos organicos altera a distribuicdo das
espécies de elementos-trago na solugdo, reduzindo sua mobilidade e
biodisponibilidade.

Desta forma, estudos que abordem os efeitos bioldgicos e
guimicos da rizosfera sdo necessarios para avaliar a mobilidade das
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formas e espécies de elementos-trago no solo na interface solo-planta
(Cieslinski et al., 1998).

2.4. Acumulo de elementos-traco nas raizes

O aumento da concentragdo de elementos-trago na parte aérea
pode desencadear os efeitos de toxidez na planta, a partir da producéo de
espécies reatives de oxigénio e da peroxidacdo lipica (Gaetke & Chow,
2003; Zhang et al., 2010). Para prevenir esses efeitos, algumas plantas
desenvolveram estratégias para limitar a translocacdo de metais para a
parte aérea, acumulando-os nas raizes (Brunner et al., 2008). A
adsorcdo de metais no apoplasto, ligacdo por agentes quelantes e
acimulo no vaclolos sdo exemplos de mecanismos de defesa
responsaveis por acumular elementos-trago nas raizes (Hall, 2002).

A absorcéo e transporte de metais, dentre os quais Cu e Zn, nas
raizes pode ser realizada através da via apoplastica e simplastica (Zhao
et al., 2010). Na primeira via, 0 Cu e Zn sdo transportados por difusao
através da parede celular e espago intercelular (Stephan, 2002). O
apoplasto &€ um espaco descontinuo, sendo interrompido pela
endoderme, a camada de célula mais interna do cortex, através das
estrias de Casparian (Krishnamurthy et al., 2009). Este compartimento
radicular € rico em grupos carboxilicos (COO-) e sulfidrilicos (SH-),
principalmente, presentes na parede celular e compostos organicos,
capazes de adsorver ions (Boominathan & Doran, 2002; Herbette et
al., 2006). Esta regido é fortemente influenciada pelo pH, o qual
determina a carga resultante nestes grupamentos (JIN et al., 2007). A
promogdo de cargas negativas em fungdo do aumento de pH nesta regido
permite a ligagdo de catibns metalicos nesses sitios e,
consequentemente, seu acimulo (Wang et al., 2007). A via apoplastica
também é considerada uma via ndo-seletiva, sendo a principal
responsavel pela absor¢do de elementos-traco quando 0s mesmo estdo
presentes em elevados teores na solucéo do solo (Stephan, 2002). Zhao
et al. (2010) avaliando o efeito de agentes quelantes, como EDTA,
EDDS e IDSA, no aumento da disponibilidade de elementos-traco,
observaram maior acUmulo de metais no apoplasto. Entretanto, os
mesmos autores também observaram uma maior translocagdo para a
parte aérea, o que foi atribuido a forte ligacdo entre o0 metal e o quelante,
que ndo permitiu a adsor¢do de parte dos metais nos grupos funcionais
presentes na parede celular. Também tem sido relatado o efeito negativo
que pode ocorrer pela ligagdo do metal com os grupos funcionais da
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membrana plasmatica (Benavides et al., 2005). A saida do Ca®" ligado &
membrana e a adsor¢do de Cu, por exemplo, pode promover alteracdes
na conformacdo da membrana, afetando sua permeabilidade (Brunner
et al., 2008). Também é associado o atrofiamento de raizes em solos
contaminados como consequéncia da ligacdo dos metais na membrana
(Alves et al., 2004; Seregin et al., 2004).

Na via simplastica, a entrada de nutrientes é realizada de
maneira seletiva, através da membrana plasmatica (Zhao et al., 2010).
Os ions metalicos quando presentes no citoplasma séo transportados
através dos plasmodesmas até alcancarem o cortex (Stephan, 2002).
Contudo, no citosol os metais podem formar quelatos com ligantes de
alta afinidade, reduzindo sua mobilidade (Palmgren et al., 2008). A
quelatizacdo de metais € um mecanismo de defesa da planta para a
reducdo e tolerancia a presenca de elementos-traco (Milner & Kochian,
2008; Yadav, 2010). Os ligantes que apresentam destaque sdo 0s acidos
organicos e aminoacidos e duas classes de peptideos, as fitoquelatinas e
metalotioneinas (Hall, 2002). Adicionalmente, o0s elementos-traco
presentes no citosol das celulas das raizes podem ser transferidos ao
vacuolo, sendo entdo acumulados (Brunner et al., 2008).

Assim, a presenca de um grande nimero de grupamentos na
regido da raiz, tanto no simplasto como no apoplasto, sdo mecanismos
importantes para reducdo da mobilidade dos elementos-traco e o
aumento de tolerdncia nas plantas.
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3. HIPOTESES

As aplicacGes sucessivas de dejetos suino promovem o acimulo
de Cu e Zn nos solos e o aumento dos teores biodisponiveis. O
acréscimo da concentracdo desses metais na parte aérea promove
alteracBes no sistema antioxidante da planta como uma resposta ao
aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio nas células
vegetais.

As plantas sdo capazes de alterar a biodisponibilidade de metais
pesados no solo no nivel da rizosfera, além de promover seu acimulo
nas raizes evitando sua translocacdo para a parte aérea, prevenindo
efeitos de fitotoxidez.
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4. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a biodisponibilidade de cobre e zinco no solo rizosférico e
nado-rizosférico e alteragcBes bioquimicas e fisioldgicas em plantas de
milho em solo contaminado por metais pesados.

3.2. Objetivos especificos

a) determinar a disponibilidade de cobre e zinco no solo apés
cultivo de milho;

b) avaliar altera¢fes no sistema antioxidante enzimatico em folhas
de milho;

c) analisar as alteragBes quimicas do solo na regido da rizosfera;

d) avaliar a acumulagdo de Cu e Zn em plantas de milho;
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5. ARTIGO | - RESPOSTA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS DE MILHO (Zea mays L.) CULTIVADAS EM SOLO
COM ACUMULO DE Cu E Zn APOS 10 ANOS DE APLICACAO DE
DEJETOS DE SUINO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a resposta de enzimas antioxidantes
em plantas de milho cultivadas em solo com acumulo de Cu e Zn apds
10 anos de aplicacdes de dejeto suino. Para tanto, foi cultivado milho
em amostras indeformadas de solo coletadas de um experimento a
campo que recebeu a adubagio de 90 e 180 kg N ha™ na forma de dejeto
liquido de suino e adubacdo de 90 e 180 kg N ha™ de cama sobreposta.
As aplicagdes de dejeto, independente da forma, promoveram aumentos
na producdo de matéria seca das plantas de milho. Contudo, foi
observada uma diminui¢do da densidade estomatica das folhas de milho
cultivado em solo adubado com o tratamento CS 180; os contetdos de
clorofila a, b e total e carotendides apresentaram reducdo nas plantas
cultivadas no solo do tratamento CS 90; enquanto os teores de proteina e
carboidratos sollveis totais ndo foram influenciados pelas adubacdes.
As atividades das enzimas CAT e APX foram mais elevadas nas plantas
cultivadas no solo do tratamento DL 180 em comparagdo ao CS 180. Os
resultados do presente estudo indicam que as aplicacfes de dejetos
promoveram alteragdes no sistema antioxidante das plantas de milho.

Termos de indexacdo: metais pesados; toxidez; catalase; ascorbato

peroxidase.

1. Introducéo

A aplicacdo sucessiva de dejeto de suino em areas sob sistema de
plantio direto vem promovendo o acimulo de nutrientes no solo, como
N, P, K, Ca e Mg (Berwanger et al., 2008; Gatiboni et al., 2008;
Ceretta et al., 2010; Scherer et al., 2010; Guardini et al., 2012). Da
mesma forma, a utilizacdo de dejeto liquido de suino, obtidos a partir da
limpeza dos dejetos com elevados volumes de agua em baias com o piso
ripado e seu posterior armazenamento em lagoas de decanta¢do ou
esterqueiras (Hadlich & Scheibe, 2007), e de cama sobreposta, oriunda
da criacdo de suinos em leitos cobertos por material de alta relacdo C/N,
como maravalha ou palha de culturas agricolas (Konzen et al., 2003;
Morrison et al., 2003; Morrison et al., 2007), tem provocado o
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acumulo de elementos-traco como o Cu e Zn no solo (Girotto et al.,
2010; Tiecher et al., 2013).

O Cu e 0 Zn sédo essenciais para 0 desenvolvimento das plantas
por estarem envolvidos em diversas rea¢fes bioquimicas e metabdlicas
(Yruela, 2005; Alloway, 2009; Palmer & Guerinot, 2009; Lehmann
et al., 2014), mas quando presentes em elevadas concentragdes no solo e
acumulados no tecido vegetal podem apresentar efeitos deletérios ao
crescimento e sobrevivéncia das plantas (Brun et al., 2003; Alkorta et
al., 2004; Sagardoy et al., 2008; Chaves et al., 2011).

A presenca de zonas cloréticas, necroses e inibicdo do
crescimento das raizes e das plantas sdo sintomas caracteristicos da
toxidez por Cu (Yruela, 2005; Lin et al., 2008; Feigl et al., 2013). Em
elevadas concentracdes este elemento se liga aos grupos sulfidricos das
proteinas e inibe as suas funcdes, interfere na biossintese do maquinario
fotossintético através da alteracdo do pigmento e da composicdo de
proteinas das membranas fotossintéticas, além de diminuir o contetdo
de clorofila e alterar a estrutura de cloroplastos e a composigdo das
membranas tilacéides (Yruela, 2005; Tanyolag et al., 2007; Sanches-
Pardo et al., 2014). Os ciclos redox entre os dois estados oxidativos do
cobre (Cu* e Cu®") catalisam a formacéo de diferentes espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Feigl et al., 2013; Girotto et a., 2013; Sanches-
Pardo et al., 2014).

O Zn, mesmo ndo participando de reacdes redox (Marschner et
al.,, 2012), em elevadas concentragcdes pode afetar a integridade e a
permeabilidade das membranas e causar estresse oxidativo pela
formacéo de EROs e peroxidacdo lipidica (Michael & Krishnaswamy,
2011). Alguns dos mecanismos que envolvem a inibi¢do da fotossintese
por toxidez de Zn estdo associados a diminuicdo da atividade da
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco),
provavelmente causada pela competicdo do metal com o Mg, inibi¢do da
atividade do fotossistema Il (PSIl) pela substituicdo do Mn nas
membranas tilacdides e, no caso da beterraba acucareira, pela
diminuicdo de CO, na Rubisco como resultado da reducdo da
condutancia deste gés nos estdmatos e no meséfilo (Marschner et al.,
2012). Adicionalmente, a inibicdo na sintese de clorofila também est
relacionada ao acimulo de Zn, ao interferir no metabolismo do Fe?* no
PSII (Cherif et al., 2010; Samreen et al., 2013).

As plantas, de maneira geral, apresentam um eficiente e complexo
sistema de defesa antioxidante a producdo de EROs, através de
mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Rizhsky et al., 2002;
Tanyolag et al., 2007; Li et al., 2012). A reducdo da concentragdo de
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EROs a partir de mecanismos ndo enzimaticos é realizada por
componentes de baixo peso molecular como ascorbato, glutationa,
flavonoides e carotendides, enquanto para as enzimas se destacam
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase
(APX) (Collen et al., 2003; Yadav, 2010; Song et al., 2011; D’Souza
& Devara, 2012). A atividade da APX e da catalase é essencial nas
plantas para a desintoxicacdo por H,O, (Noctor et al, 2002). A CAT
catalisa a degradacdo de duas moléculas de perdxido em agua e
oxigénio, enquanto a APX utiliza redutores para converté-lo em &gua
(Noctor et al., 2000; Qiu et al.,, 2008; Ozdener & Aydin, 2010).
Contudo, quando do desbalanco entre a concentracdo de EROs na célula
vegetal e a capacidade de defesa do sistema antioxidante, a planta estara
sujeita a danos por estresse oxidativo (Girotto et al., 2013).

O trabalho objetivou avaliar a resposta de enzimas antioxidantes,
com énfase as enzimas catalase e ascorbato peroxidase, em plantas de
milho cultivadas em solo com acimulo de Cu e Zn apés 10 anos de
aplicacdes de dejeto liquido de suino e cama sobreposta.

2. Material e Métodos
2.1. Solo

Amostras indeformadas de um solo classificado como Argissolo
Vermelho Amarelo (Typic Hapludalf soil - Soil Survey Staff, 2006)
foram coletadas de um experimento que vem sendo conduzido desde
dezembro de 2002 em uma propriedade suinicola no municipio de Brago
do Norte, sul do estado de Santa Catarina (SC), na regido sul do Brasil
(Latitude 28°14°20.7”; Longitude 49°13°55.5”; altitude de 300m acima
do nivel do mar). Antes da instalacdo do experimento o solo apresentava
as seguintes propriedades na camada de 0-10 cm: argila 330 g kg™
matéria organica 33 (3; kg™: pH em é4gua de 5,1; indice SMP 5,5; P
disponivel 19 mg dm™; K trocavel 130 mg dm™ (ambos extraidos por
Mehlich™); Al, Ca e Mg trocveis 0.8, 3.0 e 0.8 cmol. kg™ (extraidos
por KCI 1 mol L™). O clima na regi&o, de acordo com a classificac&o de
Koppen-Geiger, é subtropical umido (Cfa), com temperatura média
anual de 18,7 °C e precipitacdo média de 1.471 mm.

O experimento a campo iniciou em Dezembro de 2002 sobre uma
pastagem naturalizada com predominio de Paspalum notatum,
Paspalum plicatulum, Eryngium ciliatum e Stylosanthes montevidensis,
com histérico de aplicagdes esporadicas de dejeto liquido de suino sobre
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a superficie do solo. Antes de iniciar o experimento foram aplicados 6
Mg ha™ de calcério (poder relativo de neutralizagdo total = 87,5%) sobre
a superficie do solo, sem incorporacdo, para elevar o pH para 6,0 (CFS-
RS/SC, Comisséo de Fertilidade do Solo — 1994). Em janeiro de 2003, a
pastagem foi dessecada com herbicida e os tratamentos foram aplicados
pela primeira vez. O experimento consistiu de blocos casualisados com
cinco tratamentos e trés repeticdes. Cada parcela possuia dimensdes de
4,5 m por 6,0 m (27 m2). Os cinco tratamentos aplicados anualmente de
2003 a 2011 foram: testemunha (T) sem adubacdo; adubacdo de 90 e
180 kg N ha™ como dejeto liquido de suino (DL90 e DL180) e adubac&o
de 90 e 180 kg N ha™ como cama sobreposta (CS90 e CS180)
(Comissao de Fertilidade do Solo (CFS-RS/SC, 1994) e a Comissao de
Quimica e Fertilidade do Solo (CQFS-RS/SC, 2004). As culturas milho
(Zea mays) seguida por aveia preta (Avena strigosa) foram cultivadas
em sucessdo em cada ano em sistema plantio direto (SPD). Do ano de
2003 a 2011, os tratamentos DL (DL90 e DL180) foram aplicados na
superficie do solo em quatro periodos equivalentes: 15, 51 e 95 dias
apos a semeadura do milho e 15 dias ap6s semeadura da aveia-preta. No
total, 36 aplicacdes foram realizadas de 2003 a 2011. Os tratamentos CS
(CS90 e CS180) foram aplicados de 2003 a 2011 na superficie do solo,
uma vez ao ano, 15 dias antes da semeadura do milho. Houve um total
de oito aplicagfes de CS entre 2003 e 2011. DL e CS foram o0s Unicos
nutrientes adicionados no experimento no periodo de 2003 e 2011. O
milho foi semeado em linha no més de novembro, com uma densidade
de 50.000 plantas por hectare e aveia foi semeada em cada ano a lango
em maio com 120 kg de sementes por hectare.

Em setembro de 2012 foram coletadas amostras indeformadas de
solo, na camada de 0-0,20 m de profundidade, nos tratamentos T,
DL90, DL180, CS90 e CS180. Para esta coleta utilizou-se um
amostrador que introduziu tubos de PVC de 0,20 m de diametro e 0,20
m de altura no solo, coletando-se um volume aproximado de 0,0063 m3.
Foram coletadas cinco amostras indeformadas oriundas das trés parcelas
de cada tratamento. Estas amostras foram recolhidas de tal maneira que
as camadas de solo foram preservadas, simulando o cultivo em SPD.
Apos a coleta, as amostras foram conservadas para o cultivo de milho
em casa de vegetacao.

2.2. Experimento em casa de vegetagao

Em outubro de 2013 iniciou-se o cultivo de milho em dois
cultivos distintos em casa de vegetagdo. Foram semeadas a uma
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profundidade de aproximadamente 0,03 m oito sementes de milho do
cultivar DKB 240, pré germinadas em laboratério, em cada amostra
indeformada de solo, deixando-se seis apds o raleio. As plantas, em
todos os tratamentos, foram adubadas com nitrato de amonio apenas aos
sete dias apds a emergéncia (DAE), momento no qual se aplicou o
equivalente a 30 kg ha™ de N diluido em &gua sobre o solo. A adubacéo
com P e K foi realizada apenas no solo do tratamento testemunha com o
equivalente a 20 kg ha™ de P na forma de superfosfato triplo e 10 kg ha™
de K na forma de cloreto de K, aos sete DAE. Os demais tratamentos
ndo foram adubados com P e K em funcdo dos altos valores encontrados
no solo. Cada cultivo de milho foi realizado durante 25 dias apo6s a
emergéncia.

A temperatura média no interior da casa de vegetacdo durante a
conducédo do experimento foi de 24,6 °C e a umidade relativa do ar foi
de 43,1%. Durante a vigéncia do experimento a umidade do solo foi
mantida a 80% da capacidade de campo, através da adicdo de dgua no
solo.

Aos 15 e 25 DAE a parte aérea de trés plantas foi cortada rente a
superficie do solo e pesada em balanca de precisdo para determinacdo da
massa fresca. Em seguida, aproximadamente cinco gramas de massa
fresca foram separadas e congeladas em N liquido e reservadas em
freezer -80°C para analises de carboidratos e proteinas sollveis e totais e
atividade das enzimas catalase e ascorbato peroxidase. Com 100 mg de
massa fresca foi realizada a andlise do contetdo de clorofila (a, b e
total), carotendides e densidade estomatica. Para determinacdo de
matéria seca, aproximadamente 10 g de massa fresca foram
acondicionadas em sacos de papel e submetidas a secagem em estufa
com circulacdo de ar forgado a 60 °C até atingir peso constante. Em
seguida, a matéria seca foi pesada em balanca de precisdo, moida e
reservada para a analise do teor total de nutrientes no tecido.

Ap0s a coleta das plantas aos 25 DAE, amostras de solo foram
coletadas na profundidade de 0-0,10 m nas amostras indeformadas com
auxilio de um trado calador. As amostras de solo foram secas em estufa
com circulagéo de ar for¢ado a 40 °C, moidas em gral e reservadas para
a andlise de pH, matéria organica, Ca, Mg e K trocaveis, P disponivel e
teores disponiveis de Cu e Zn (EDTA e CaCl,).

2.3. Anélise do solo

O solo reservado foi submetido & andlise de pH em A&gua, na
proporgdo 1:1 (Tedesco et al., 1995). O teor de carbono organico total
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do solo foi determinado de acordo com Embrapa (1999); o teor de P
disponivel e K" trocavel foram extraidos usando a solucéo de Mehlich 1
(HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol L") em uma relagéo
solo/solucdo 1:10; o P disponivel foi determinado em espectrofotémetro
e 0 K* trocavel em fotdmetro de chama (Tedesco et al., 1995); o Ca?",
Mg?* e AR foram extraidos usando solucio de KCI 1 mol L™; o AR* foi
determinado por titulagdo com acido-base, com uma solucdo de NaOH
0,0125 mol L™; e os teores de Ca®** e Mg?* foram determinados em
espectrofotdmetro de absorcdo atdmica (EAA) (Tedesco et al., 1995).

Os teores de Cu e Zn extraidos por EDTA foram obtidos de
acordo a metodologia proposta por Chaignon et al. (2009). Para tanto,
foram pesados 1,59 de solo e adicionados em tubos de polipropileno do
tipo Falcon (15 ml). Em seguida foram adicionados 10 mL de solucdo
extratora (Na,-EDTA 0,05mol L/acetato de aménio 1,0 mol L™, com
pH ajustado para 6,0), e agitado por uma hora em agitador end-over-end.
Por fim, a solucdo foi centrifugada por 15min a 3200 rpm e passada em
papel filtro. A fracdo extraida por CaCl, foi obtida de acordo com
Novozamsky et al. (1993). Foi pesado um grama de solo e adicionado
em tubos de polipropileno do tipo Falcon (15 mL). Em seguida, foram
adicionados 10 mL de solucdo extratora (CaCl, 0,01 mol L) e a
suspensdo foi agitada por duas horas. Ao final, as amostras foram
centrifugadas por 15min a 3200 rpm e passadas em papel filtro. Os
teores de Cu e Zn extraidos foram determinados em EEA.

2.3. Anélises no tecido
2.3.1. Andlises quimicas nas folhas

Para a analise do total de N, P, K, Ca e Mg nas folhas foi pesado
0,200 g de matéria seca moida e adicionado em tubos de digestdo de 100
mL. Em seguida, foi adicionado 1 mL de H,0,, 2 mL de H,SO4 e 0,7g
da mistura de digestdo (100 g de Na,SO4 + 10 g de CuSO45H,0 + 1 g
de selénio em pd) e os tubos foram aquecidos em bloco digestor a 170°C
por 20 min e, em seguida, a 360°C por uma hora. Ao final, o volume dos
extratos foi corrigido para 50 mL (Tedesco et al., 1995). A
determinacdo do N foi realizada através da adicdo de 10 mL do extrato
em tubos de digestdo de 100 mL e destilagdo com 5 ml de NaOH 10M
em um destilador de arraste a vapor. O destilado (35 a 40 mL) foi
recuperado em um erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de indicador
acido bérico. Posteriormente, essa solucdo coletada foi titulada com
H,SO, a 0,025 mol L™. O P nos extratos foi determinado a partir de
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leitura em espectrofotdmetro de acordo com Murphy & Riley (1977).
O K foi determinado em fotdmetro de chama. Os valores de Ca e Mg
foram obtidos a partir de leitura em EAA ap6s adicdo de Sr 0,3%
(Tedesco et al., 1995).

O contetdo de Fe, Cu e Zn nas folhas foi determinado a partir de
digestdo nitroperclérica (Tedesco et al., 1995). Foi pesado 0,5 g de
matéria seca e adicionado em tubos de digestdo de 100 mL. Em seguida
foram adicionados 6 mL de &cido nitrico (HNO3) concentrado nos tubos.
Os mesmos foram colocados em bloco digestor e aquecidos a 120°C até
restar apenas 1 mL do extrato. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
acido percldrico (HCIO,4) e os tubos foram aquecidos a 180°C por 2
horas. Apds o resfriamento, o volume dos extratos foi ajustado para 25
mL com auxilio de baldo volumétrico. Os teores de Cu, Zn e Fe foram
determinados em EAA.

2.3.2. Clorofila e carotendides totais

Foram pesados 100 mg de segmentos de massa fresca de folhas de
milho e colocados em tubos de ensaio (12 mm x 120 mm) contendo 7
mL de dimetilsulféxido (DMSQ). Os tubos foram envolvidos em filme
PVC e incubados em banho-maria por duas horas a 65 °C no escuro. Em
seguida, a solucdo extraida foi adicionada em proveta e seu volume
ajustado para 10 mL. Os valores de absorbancia dos carotendides totais
e de clorofila a e b foram obtidos por meio de espectrofotometria,
considerando-se a densidade 6tica medida a 480 nm, 649 nm e 665 nm,
respectivamente (Hiscox & Israelstam, 1979). Para determinacdo dos
teores de clorofila a e b e de carotendides totais foram utilizadas as
equacBes propostas por Wellburn (1994):
Clorofila A =[12,19 X (4665) — 3,45 X (4649)];
Clorofila B = [21,99 X (4649) — 5,32 x (4665)];
Clorofila total = Chla + Chl b;
Carotendides totais

= [1.000 X (A480) — 2,14 X (Chl a)— 70,16 X (Chl b)] + 220.

Ap6s, os contetidos dos pigmentos foram expressos em pg.mL™.
2.3.3. Densidade de estbmatos
A densidade de estbmatos foi determinada a partir da massa

fresca das folhas proveniente da andlise de clorofila e carotendides. Os
segmentos foliares sem clorofila foram fixados sobre laminas
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microscopicas, sendo as analises da determinacdo do nUmero de
estdbmatos por mm? e da densidade estomatica realizada em microscépio
6tico, com objetiva 100x e &rea de 0,17 mm2

2.3.4. Carboidratos solUveis totais

A determinacdo do teor de carboidratos totais foi realizada de
acordo com o método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956). Para a
extracdo foi macerado 1,0 g de massa fresca das folhas em cadinho de
porcelana com N liquido (-196 °C). Em seguida o extrato foi adicionado
em tubo falcon de 15 mL e foram adicionados 2,5 mL de etanol (80%).
Os tubos foram colocados em banho-maria a 100 °C por 5 minutos. Em
seguida, os extratos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min. e 0
sobrenadante filtrado com microfibra de vidro em proveta. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes. Ao final, o volume do extrato
foi ajustado para 10 mL com etanol (80%). Deste volume, foram
retirados 50 pL e adicionados 500 uL de agua destilada, 0,5 mL de fenol
(5%) e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado (96%). A absorbancia da
solucdo foi medida em espectrofotdmetro DB-20 Dynamica a 490 nm. O
teor de carboidratos sollveis totais foi determinado com base em uma
curva padrdo obtida a partir de glicose (10, 20, 40, 60, 80 e 100 ug de
glicose mL™).

2.3.5. Extracdo de enzimas antioxidantes e proteinas sollveis
totais

Aproximadamente 500 mg de massa fresca de folhas de milho
congelados foram macerados com 1,5 mL de tampdo fosfato de sddio
100 mmol L™ (pH 7,5), contendo 1mmol L™ de &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), 3 mmol L™ de ditiotreitol (DTT) e 2% (p/v) de
polivinilpirrolidona (PVP) (Azevedo et al., 1998 com modificagdes). O
homogeneizado foi centrifugado a 4000 rpm por 30 min a 4 °C e 0
sobrenadante foi armazenado em microtubos de 2 mL e guardado em
ultrafreezer -80 °C. A partir desse extrato foram quantificadas as
proteinas soluveis totais e as atividades das enzimas catalase e ascorbato
peroxidase. A concentracdo de proteinas sollveis totais foi determinada
de acordo com a metodologia descrita por Bradford (1976), utilizando
soro bovino e tendo a albumina como proteina padréo.

2.3.5.1. Atividades enziméticas
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A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada por
espectrofotdbmetro monitorando o desaparecimento do H,O,, durante 2
minutos, medindo a diminuicdo na absorbancia em 240 nm, a 25 °C, em
uma mistura de reacdo contendo 15 mmol L* de H,0, em um tampéo
fosfato de so6dio (100 mmol Lt em pH 7,5) e 30 uL do extrato, com um
volume final de 2 mL conforme descrito por Gomes-Junior et al.
(2007).

A atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX) foi
determinada de acordo com Nakano & Asada (1981). A mistura de
reacdo consistiu de um volume total de 2 mL de tampdo fosfato de s6dio
(50 mmol L™, em pH 7,0) contendo 0,1 mmol L™ de EDTA, 0,5 mmol
L™ de 4cido ascérbico, 0,1 mmol L™ de H,0, ¢ 100 pL do extrato. O
H,0, dependente da oxidagdo de ascorbato foi determinado por uma
diminuicdo do valor de absorbéncia em 290 nm (durante 2 minutos, a 30
°C), usando o coeficiente de extingdo molar 2,8 mmol L™ cm™

2.4. Analises estatisticas

Os valores de Cu e Zn no solo e no tecido, matéria seca,
densidade estomatica, teores de clorofilas e carotendides e atividades
das enzimas antioxidantes foram submetidos a andlise de variéncia
ANOVA. A hipétese de normalidade dos resultados foi testada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov, por meio do programa computacional
ASSISTAT. Quando os resultados foram significativos, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3. Resultados e discussédo

3.1. Caracteristicas do solo e teores totais de N, P, K, Ca, Mg, Fe,
Cu e Zn em folhas de milho

O solo submetido a aplicacdo do tratamento CS 180 apresentou 0s
maiores teores de carbono orgénico total (COT), P, K, Ca e Mg em
comparagdo aos demais tratamentos (Tabela 1). Em adigdo, o maior
valor do pH também foi obtido nesse tratamento, assim como nos
tratamentos DL 90 e CS 90. O valor de pH obtido no tratamento DL 180
ndo diferiu da testemunha. Resultado semelhante foi encontrado em
trabalho conduzido por Shen & Shen (2001), que utilizaram dejeto
suino na forma solida para a adubagdo da cultura de feijdo verde e
observaram alteragdes nos atributos da solugdo do solo, com aumento
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dos teores de K, P e Mg. Este resultado pode ser explicado em funcédo
dos elevados teores de nutrientes presentes na cama sobreposta
(Sommer, 2001; Higarashi et al., 2008; Guardini et al., 2012). Além
disso, a alta relagdo C/N e teor de lignina da cama, em fungédo da mistura
das fezes com a maravalha, promovem uma lenta decomposi¢do do
material organico (Shen & Shen, 2001). Giacomini et al. (2008)
observaram uma mineralizacdo da cama sobreposta equivalente a 23%
do C aplicado ao solo, evidenciando uma baixa taxa de decomposicéo e
liberacdo mais lenta de nutrientes ao solo, 0 que pode promover uma
melhor ciclagem dos nutrientes nas camadas superficiais.
Adicionalmente, a permanéncia mais prolongada da cama na superficie
no solo pela utilizacdo do sistema plantio direto também contribui para
que grande parte dos nutrientes aplicados se mantenha nas camadas mais
superficiais.

Os maiores teores de Cu extraidos por EDTA (0,05 mol L™)
foram obtidos nos solos submetidos a aplicacdo do tratamento CS 180
(Tabela 1). O tratamento DL 180 ndo exibiu diferencas com os
tratamentos CS 90 e DL 90, mas foi superior a testemunha. Resultado
semelhante foi observado com os teores de Zn extraidos por EDTA,
onde o tratamento CS 180 apresentou o maior teor, seguido dos
tratamentos CS 90 e DL 180. Estes diferiram da testemunha. Com
relacéo aos teores de Cu extraidos por CaCl, (0,01 mol L™), o solo do
tratamento CS 180 apresentou 0s maiores teores em comparacao aos
demais tratamentos. Os tratamentos DL 180 e CS 90 diferiram da
testemunha. Os maiores teores de Zn foram obtidos no solo do
tratamento DL180, que foi seguido por CS 90. Os tratamentos CS 180 e
DL 90 ndao diferiram da testemunha. Esses resultados foram similares
aos encontrados por Xu et al. (2013), que observaram aumento
gradativo nos teores disponiveis de Cu e Zn no solo ao longo de 10 anos
de aplicacdo de dejetos suinos. Esses mesmos autores ainda observaram
que as doses mais elevadas de dejeto (500 kg N ha™ ano™) apresentaram
0s maiores incrementos de Cu e Zn disponiveis. Quando o Cu e Zn sdo
adicionados aos solos, sdo adsorvidos primeiramente pelos sitios mais
avidos e de maior energia de ligacdo, porém, em seguida, esses
elementos-traco remanescentes sdo distribuidos em fracfes onde séo
retidos por ligagBes de menor energia e, consequentemente, de maior
mobilidade e disponibilidade (Tiecher et al., 2013), o que explica o
aumento dos teores disponiveis de Cu e Zn no solo.
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Tabela 1. Atributos quimicos do solo aos 25 dias apds a emergéncia (DAE)
de sementes de milho Zea mays cultivar DKB 240, depois de submetido a
aplicacdo de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS) para suprir
90 e 180 kg de N ha™.

T DL90 DL180 CS90 CS180
Carbono Organico Total, gkg? 24,7 b® 281b 31,9b 30,8b 4244
pH em &gua 55b 6,0a 5,9 ab 6,0a 6,3a
Al trocavel, cmol, dm™® _ns _ns ns s ns
Ca trocavel, cmol, dm™ 6,74 c 7,27¢c 7,47 be 10,11 b 13,04 a
Mg trocavel, cmol, dm 1,00c 3,10b 3,47b 2,98b 483 a
P disponivel, mg dm 19,7d 201,8¢ 5424 b 267,1c 776,0 a
K trocavel, mg dm® 58,4 ¢ 98,7 ¢ 99,4 c 361,4b 594,0 a
CTCpr7,, cmol; dm 1251¢c 13,67 bc 14,60 bc 16,69 b 22,19a
CTC efetiva, cmol; dm™® 7,89 ¢ 10,62 bc 11,20 be 14,01b 19,39a
Saturagao por bases (%) 62,78 ¢ 77,68 b 76,43 b 83,8la 87,26 a
CuEDTA, mg kg™ 2,43d 11,57 cd 2721b 18,54 be 5242a
Zn EDTA, mg kg 465c 32,81 be 68,52 b 72,60 b 147,01 a
Cu CaCl,, mg kg 0,12d 0,18 cd 0,25b 0,21 bc 042a
Zn CaCly, mg kg™ 1,68 ¢ 2,62 bc 10,36 a 3,82b 2,0 bc

W Médias (+ desvio padréo) seguidas pela mesma letra na linha ndo séo diferentes
significativamente (Teste Tukey, p<0,05).

Adicionalmente, a diferenca entre os teores de Cu e Zn extraidos
por EDTA em relacdo aos extraidos por CaCl, decorrem principalmente
das caracteristicas destes extratores. O CaCl, é um sal neutro que
promove a substituicdo entre o Ca e 0 metal nos complexos de troca,
utilizado para determinar os teores biodisponiveis de micronutrientes
catibnicos no solo (Gupta & Sinha 2007). Considerando que
elementos-traco estdo principalmente localizados nas superficies dos
minerais e podem ser deslocados por outros ions, a extracdo ocorre pela
saturacdo do solo pelo sal, o que promove a dessor¢ao desses elementos,
além da complexa¢do com o anion CI" (Menzies et al., 2007). Os
agentes quelantes, como o EDTA, formam complexos estaveis com uma
alta variedade de metais (Barona et al., 2001), sendo utilizados na
biorremediagdo de solos contaminados (Thayalakumaran et al., 2003;
Meers et al., 2005), o que explica os maiores teores obtidos com este
extrator.
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A aplicagdo de dejeto suino promoveu principalmente o aumento
da concentracdo de P e K nas folhas de milho aos 15 e 25 DAE, em
comparacgdo a testemunha (Tabela 2). Aos 15 DAE a concentracdo de
Cu no tecido foi maior nos tratamentos CS 180 e DL 180 que diferiram
de CS 90 e DL 90, mas sem apresentar diferencas em relacdo a T. Aos
25 dias ndo foram verificadas diferencas entre tratamentos, a exce¢do do
tratamento CS 90 que apresentou uma concentracdo de Cu nos tecidos
inferior aquela do tratamento T. Em relacdo ao Zn, aos 15 DAE
verificaram-se as maiores concentragdes nas folhas das plantas
cultivadas nos tratamentos DL 180 e CS 180, mas somente DL 180
diferiu dos tratamentos CS 90, DL 90 e T. Aos 25 DAE as maiores
concentraces de Zn foram encontradas nos tratamentos DL 180 e CS
90, mas as diferencas de concentracdes foram entre DL 180 em relagédo
aos tratamentos CS 180, DL 90 e T. Os dados sugerem que o Cu esta
sendo pouco acumulado nas folhas de milho apesar do aumento dos seus
teores no solo devido as aplicagcbes com dejeto suino, 0 mesmo nao
ocorrendo com o Zn. Este resultado pode ser explicado devido a
competicdo na absorcdo e pelos sitios de ligagdo presentes na parede
celular entre esses elementos como descrito por Fulani et al. (2005).
Estes autores observaram uma diminuicdo gradativa na concentragdo de
Mg, Cu e Fe em 24 cultivares comerciais de milho quando cultivadas
em doses crescentes de Zn, o que apdia os resultados do presente estudo.

3.2. Producédo de biomassa, densidade estomética e contelido de
clorofila, carotendides, proteinas e carboidratos sollveis totais.

A maior producdo de matéria seca foi observada nas plantas de
milho cultivadas no solo dos tratamentos DL 90, DL180, CS 90 e CS
180 em comparacdo a testemunha, tanto aos 15 como aos 25 DAE (Fig.
1a). Verifica-se que as aplicagcdes de maiores doses de N, tanto na forma
de dejetos liquidos como em cama sobreposta, ndo promoveram
incrementos na producédo de biomassa das plantas.
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Tabela 2. Concentracdo de nutrientes em folhas de milho Zea mays cultivar
DKB 240, aos 15 e 25 dias ap6s a emergéncia (DAE), cultivado em solo
sem adubacgdo e com a adubacéo de 90 e 180 kg de N na forma de dejeto
liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS).

Dias apds a
emergéncia N P K Ca Mg Fe Cu Zn
(DAE)
gkg* mg kg™
15 T 236 62 227 63 63 1174 9,3 64,4
a® b c a a b ab b
DL90 208 63 383 45 58 89,6 75 61,5
ab b b bc a b b b
DL180 234 77 38 49 78 1941 109 933
a a b ab a a a a
CS90 194 67 506 31 22 96,6 79 77,1
b ab a c b b b b
CS180 205 67 532 30 20 1286 108 80,0
b ab a c b b a ab
25 T 202 41 215 50 55 1231 8,8 42,8
a c c a a b a b
DL90 236 52 343 39 47 186,5 75 49,5
a b b bc a a ab b
DL180 213 63 344 41 54 118,1 8,0 66,4
a a b ab a b ab a
CS90 205 58 460 30 26 106,0 7,2 55,5
a ab a cd b b b ab
CS180 223 57 458 26 20 91,8 7,6 44,6
a ab a c b b ab b

) Médias (% desvio padrdo) seguidas pela mesma letra em cada coluna néo
sdo diferentes significativamente na mesma data de amostragem (15 e 25
DAE) (Teste Tukey, p<0.05).
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Fig. 1. Matéria seca (a) e nimero de estdbmatos em folhas (b) de Zea mays
cultivar DKB 240, aos 15 e 25 dias ap6s a emergéncia (DAE), cultivadas
em solo sem adubacéo e com a adubacdo de 90 e 180 kg de N na forma de
dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS). Médias (+ desvio
padrdo) seguidas pela mesma letra ndo indicam diferencas significativas
entre os tratamentos na mesma data de amostragem (15 e 25 DAE) (Teste
Tukey, p<0,05).

A maior densidade estomética foi observada nas folhas do milho
cultivado no solo sem adubacéo (T) (Fig. 1b), resultado que foi superior
ao das plantas cultivadas nos tratamentos DL 90 e CS 180, aos 15 DAE.
Aos 25 DAE, as folhas de milho cultivado no solo do tratamento DL
180 apresentaram a maior densidade estomatica, porém diferenciando
apenas do tratamento CS 180. A diminuicdo da densidade estomética no
tratamento CS 180 pode ser atribuida a uma resposta adaptativa das
plantas para diminuir a absorcdo de Aagua e, consequentemente,
nutrientes, com destaque aos elementos-traco, através da falta de
gradiente de pressao (Di Baccio et al., 2009). Outra explicagdo pode ser
o desbalanco entre K*/Ca** nas células guarda ou alteracio na
concentracdo de &cido abscisico, que controla o movimento dos
estdbmatos (Vaillant et al., 2005). Contudo, ao observar a producéo de
matéria seca das plantas cultivadas no solo adubado com CS 180, nota-
se que esta variavel ndo foi influenciada pelo menor nimero de
estdmatos, tanto aos 15 quanto aos 25 DAE. Em rela¢do ao aumento na
densidade estomética nas folhas de milho cultivado no solo adubado
com DL 180, o resultado pode indicar uma resposta a um agente
estressante, como metal pesado. A presenga de uma maior densidade
estomética e nas folhas promove uma maior assimilacdo de CO; e,
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consequentemente, uma maior produgdo de fotoassimilados, o que
permite a sintese das moléculas organicas necessarias ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como de compostos envolvidos nos
mecanismos de desintoxicacdo, como fitoquelatinas, taninos e
compostos fendlicos (Roitto et al., 2005; Azmat et al., 2009; Shi &
Caia, 2009).

Tabela 3. Clorofila a, b, a/b e total e carotenoides totais em folhas de milho
Zea mays cultivar DKB 240 aos 15 e 25 dias ap6s a emergéncia (DAE),
cultivado em solo sem adubacgéo e com a adubacdo de 90 e 180 kg de N na
forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS).

Tratamentos
i;%gi?;?;ticos P T DL 90 DL 180 CS 90 CS 180
15 dias
Clorofila a 16,188 a¥ 14,633 a 15,761 a 14,086 a 14,258 a
Clorofila b 3,980 a 3/41lab 3,542 ab 3,036 b 3,198 b
Clorofila a/b 4,083 b 4,299 ab 4,466 ab 4,634 a 4,465 ab
Clorofila total 20,168 a 18,045ab 18,786 ab 17,122 b 17,456 ab
Carotenoides totais 2,868 a 2,673 a 2,862 a 2,517 a 2,632 a
25 dias
Clorofila a 17,613 a 15,537 a 16,407 a 11,160 b 15,888 a
Clorofila b 4,672a 3,969 a 3,926 a 2,606 b 4,075a
Clorofila a/b 3,786 ¢ 3,914 be 4,179 ab 4,274 a 3,924 be
Clorofila total 22,284 a 19,745 a 20,333a 13,766 b 20,284 a
Carotenoides totais 3,443 a 3,146 a 3,205 a 2,232b 3,341 a

W Médias (+ desvio padrdo) seguidas pela mesma letra em cada linha ndo séo
diferentes significativamente na mesma data de amostragem (15 e 25 DAE) (Teste
Tukey, p<0.05).

Aos 15 DAE, o contetdo de clorofila a e carotendides totais nas
folhas de milho ndo foram influenciados pelos diferentes tratamentos,
ndo apresentando diferencas com o conteldo das folhas de milho
cultivadas no solo do tratamento testemunha (Tabela 3). Nesta mesma
data de avaliacdo, o contedo de clorofila b e total foi maior nas folhas
de milho do tratamento testemunha, que diferiu do contetido de clorofila
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b nas folhas dos tratamentos CS 90 e CS 180, e do contetdo de clorofila
total do tratamento CS 90. A relacdo clorofila a/b foi incrementada no
tratamento CS 90, sendo o Unico que apresentou diferencas com a
testemunha. Aos 25 DAE a aplicacdo de 90 kg de N ha™ na forma de
cama sobreposta no solo (CS 90) promoveu uma diminuicdo nos
contetidos de clorofila (a, b e total) e carotendides totais nas folhas de
milho em comparagdo aos demais tratamentos (Tabela 3). O tratamento
CS 90 também promoveu incrementos na relacéo entre clorofila a/b em
comparacgdo aos tratamentos DL 90, CS 180 e T, ndo diferindo apenas
do tratamento DL 180. A diminuicdo dos teores de clorofila pode ser
atribuida a uma resposta fisiol6gica da planta a presenca de elevados
teores de elementos-traco no tecido vegetal (Borghi et al., 2007).
Elementos como o Cu e Zn interferem na biossintese de clorofila através
da inibi¢do do acido a-aminolevulinico (ALA), provocam mudancgas na
cadeia de transporte de elétrons na etapa fotoquimica da fotossintese,
peroxidacdo lipidica das membranas tilacoides e podem inibir a
atividade da enzima Rubisco pela substituicdo do Mg?* ou ligagdo com
0s grupos SH- (Vinit-Dunand et al., 2002; Couée et al., 2006; Gomes
et al., 2011), e, por consequéncia, pode afetar a produgdo de
fotoassimilados e o desenvolvimento da planta. Adicionalmente, a
diminuicdo no conteudo de carotendides nas folhas pode estar
relacionada & agdo das espécies reativas de oxigénio (EROs),
interferindo em sua biossintese ou aumentando sua degradacéo, visto
gue 0s mesmos atuam na protecdo das clorofilas, eliminando oxigénio
singletos (10;) (Kholov4 et al., 2009). Em somatério, 0 aumento na
relacdo entre clorofila a/b, que é um indicador de estresse, nos
tratamentos CS 90 e DL 180 aos 25 DAE pode também indicar um
maior efeito inibidor sobre a clorofila b. Este resultado pode indicar um
efeito sobre a eficiéncia fotoquimica do PS I, como reflexo da acdo de
metais no tecido ou pela presenca de EROs (Oncel et al., 2000; Zengin
and Munzuroglu, 2005; Tanyolag, et al., 2007).

Os teores de proteinas e carboidratos sollveis totais nas folhas de
milho aos 15 e 25 DAE ndo diferiram estatisticamente entre o0s
tratamentos (Figs. 2a, b), indicando que a presenca dos elementos-trago
nas plantas, provenientes das aplicacGes de dejeto suino, ndo influenciou
a biossintese do maquindrio fotossintético e componentes da sua
membrana, e, consequentemente, a produgdo de carboidratos (Al-
Hakimi & Hamada, 2011). Essa conclusdo também tem validade com
relacdo as proteinas, cuja reducdo estd associada a sua ligacdo com
metais, principalmente na presenca de grupos tidis, 0 que promove sua
alteragdo ou inativacdo, além do dano oxidativo (Letelier et al., 2004;
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Qi et al., 2006; Jain et al., 2010), efeito que ndo ocorreu no presente
estudo.
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Fig. 2. Carboidratos (a) e proteinas sollveis totais (b) em folhas de Zea
mays cultivar DKB 240, aos 15 e 25 dias apds a emergéncia (DAE),
cultivado em solo sem adubacgéo e com a adubacéo de 90 e 180 kg de N na
forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS). Médias (+
desvio padrdo) seguidas pela mesma letra ndo indicam diferencas
significativas entre os tratamentos na mesma data de amostragem (15 e 25
DAE) (Teste Tukey, p<0,05).

3.3. Atividade das enzimas catalase e APX

A atividade da enzima catalase (CAT), apresentou poucas
variagfes nas folhas de milho dos tratamentos adubados com dejeto
suino (DL e CS) e do tratamento testemunha, aos 15 e 25 DAE (Fig. 3a).
Contudo, em ambas as datas de avaliagdo, a atividade da CAT foi maior
nas folhas de milho cultivadas no solo do tratamento DL 180 em
comparacao ao tratamento CS 180. Aos 15 DAE, a maior atividade da
enzima ascorbato peroxidase (APX) foi observada nas folhas das plantas
cultivadas no solo dos tratamentos testemunha, DL 90 e DL 180 (Fig.
3b), mas somente a testemunha diferiu dos tratamentos CS 90 e CS 180.
Aos 25 DAE, a atividade da APX das folhas de milho dos tratamentos
DL 90 e CS 90 foi superior aquela do tratamento CS 180. A APX é
encontrada em cloroplastos e no citosol e reduz o H,O, em agua usando
ascorbato como doador de elétrons (Hu et al., 2005; Mikaye et al.,
2006). A diminuicdo na atividade da APX mostra o efeito oxidante na
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planta, mas também revela a baixa concentracao de H,0, no tecido, uma
vez que a APX apresenta alta afinidade com esta espécie de EROs
(Panchuk et al., 2005). Da mesma forma, a diminuigédo na atividade da
CAT permite inferir um aumento na concentragdo de H,O, em
determinadas organelas na célula. A CAT é encontrada principalmente
nos peroxissomos/glioxissomos (Mittler et al., 2004) e estd envolvida
na remocao de perdxidos toxicos nas células quando estes estdo em altas
concentracdes, ja que a catalase apresenta baixa afinidade pelo H,0,
(Mittler, 2002). A diminuicdo na atividade das enzimas APX e CAT
pode estar relacionada com a concentracdo de H,O, presente nas células
das folhas de milho, visto que a exposi¢do prolongada da CAT a
presencga de EROs, por exemplo, pode causar a metilacdo de CpG island
I, um promotor desta enzima, reduzindo sua expressdo e atividade (Min
et al., 2010). Adicionalmente, os resultados obtidos sdo semelhantes aos
encontrados no estudo de Girotto et al (2013), que avaliaram o efeito
do acumulo de Cu e Zn em um solo submetido a mais de oito anos de
aplicacdes sucessivas de diferentes doses de dejeto liquido suino (0, 20,
40 e 80m?3 ha') sobre as respostas fisiolégicas e o desenvolvimento de
plantas de milho. Esses autores observaram que mesmo em doses mais
elevadas de dejeto liquido houve pequenos efeitos sobre as atividades
das enzimas CAT e APX, principalmente. Os autores atribuiram esse
comportamento tanto a baixa disponibilidade de Cu e Zn no solo como
ao complexo sistema de defesa presente na planta, onde outros
mecanismos podem atuar para diminuir a atividade das enzimas CAT e
APX. A reacéo de Fenton, catalisada por metais como Fe** e Cu*, e a
reacdo de Haber-Weiss, por exemplo, reduzem a concentragdo de H,0,,
convertendo-o em moléculas como OH’, OH™ e O, (Mithdfer et al.,
2004), o que também pode ter ocorrido no presente estudo.

5.4. Conclusao

A utilizacdo de dejeto liquido suino e cama sobreposta promoveu
0 incremento dos teores disponiveis de Cu e Zn (EDTA e CaCly) no
solo, mas apenas foi observado o aumento da concentracdo de Zn no
tecido das plantas de milho. No entanto, a producéo de matéria seca nao
foi afetada pela aplicacdo dos diferentes dejetos suinos (DL e CS).
Foram observadas pequenas alteracdes nos contetdos de clorofila a, b e
total e carotendides totais e no sistema enzimatico antioxidante (catalase
e APX), além da densidade estomatica, principalmente nas folhas de
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milho cultivado nos solos que foram adubados com 180 kg de N ha™
tanto na forma de dejeto liquido como de cama sobreposta (DL 180 e
CS 180). O aumento dos teores de Cu e Zn no solo e no tecido das
plantas de milho provocou alteracBes nos mecanismos de defesa
antioxidante. Assim, a manutencdo das aplicacGes de dejetos suinos,
com base no critério do fornecimento de N as culturas, podera
incrementar os valores destes elementos no solo e no tecido,
aumentando os efeitos dos agentes oxidantes observados no presente
trabalho.
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Fig. 3. Atividade da catalase (a) e ascorbato peroxidase (b) em folhas de
Zea mays cultivar DKB 240, aos 15 e 25 dias apds a emergéncia (DAE),
cultivado em solo sem adubacgéo e com a adubacéo de 90 e 180 kg de N na
forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS). Médias (+
desvio padrdo) seguidas pela mesma letra ndo indicam diferencas
significativas entre os tratamentos na mesma data de amostragem (15 e 25
DAE) (Teste Tukey, p<0,05).
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6. ARTIGO Il - ACUMULO DE Cu E Zn NA RIZOSFERA E EM
RAIZES DE MILHO (Zea mays) EM SOLO ADUBADO COM
DEJETO SUINO

RESUMO

As plantas podem modificar a disponibilidade de Cu e Zn no solo e
promover seu acUmulo nas raizes, mantendo adequadas suas
concentragdes na parte aérea. O trabalho avaliou os teores de Cu e Zn no
solo rizosférico e ndo rizosférico e seu acimulo em raizes de plantas de
milho cultivadas em solo com histérico de aplicacdo de dejetos suinos.
Foi cultivado milho em minirizobox contendo solo coletado de um
experimento a campo que recebeu a adubacéo de 90 e 180 kg N ha™
como dejeto liquido suino e adubagéo de 90 e 180 kg N ha™* como cama
sobreposta. O solo adubado com o tratamento CS 180 apresentou 0s
maiores teores de Cu extraido por EDTA e CaCl, e de Zn extraido por
EDTA, enquanto o tratamento DL 180 promoveu o maior teor de Zn
extraido por CaCl,. A concentragdo de Cu e Zn nas raizes foi
incrementada com aplicagdo dos tratamentos DL 180 e CS 180, tanto na
apoplasto como no simplasto. As concentragdes de Zn foram superiores
na regido do apoplasto em todos os tratamentos. O acimulo de Cu e Zn
nas raizes é um mecanismo importante para a manutencdo das
concentracBes desses metais em niveis adequados na parte aérea.

Termos de indexacdo: elementos-trago, biodisponibiliade, apoplasto,

simplasto.

6.1. Introducéo

O Cu e Zn séo elementos-trago presentes naturalmente nos solos,
sendo seus teores dependentes do material de origem e dos processos de
formacdo do solo, principalmente (Fadigas et al., 2002). Contudo,
acles antropicas como indUstrias e agricultura podem elevar os teores
desses elementos, alterando sua labilidade (Corbi et al., 2006).

A disponibilidade dos elementos-traco é determinada pelo pH,
potencial redox, forga i6nica, ions competidores e pelos constituintes do
solo (minerais e organicos), além do proprio potencial ibnico do metal,
ou seja, a relagdo da sua carga e raio iénico (z3/r) (Amaral Sobrinho et
al., 2009; Costa et al., 2012). Komy et al. (2013), ao avaliar a adsor¢do
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de Cu em diferentes minerais e condi¢es geoquimicas (forca idnica,
pH e presenca de acidos humicos, por exemplo), observaram uma maior
capacidade de adsorcdo de Cu em hematita e caulinita em maior valor de
pH, menor forga ibnica e na presenca de cations monovalentes (K*)
como eletrélito dominante. Este comportamento é explicado em funcgéo
da diminuicdo das cargas positivas presentes nos minerais, menor
competicdo de cations como Ca’* e K* com o Cu®* pelos sitios de
adsorcdo e a maior capacidade do K" em se dissociar dos sitios de
adsorcdo, permitindo a sorcdo do Cu?*, respectivamente. A presenca de
matéria organica no solo também apresenta influéncia sobre a
mobilidade de metais, no caso, principalmente, o Cu (Tiecher et al.,
2013). Neaman et al. (2009) ao avaliarem a mobilidade de Cu em solo
contaminado na costa do Chile, observaram diminuic¢do na atividade de
fons livre de Cu?* com o aumento da matéria organica no solo e pH,
devido a elevada afinidade deste metal aos ligantes orgéanicos. A
presenca de anions, como os fosfatados (PO,*), pode também
influenciar a disponibilidade dos elementos-traco através da formacao
de complexos entre o P e ions metalicos nas superficies dos coldides
organicos e inorganicos (Perez-Novo et al., 2009; 2011).

Foi evidenciada a influéncia das raizes sobre a disponibilidade de
elementos-traco na regido da rizosfera decorrente de mecanismo das
plantas para aumentar absor¢do de micronutrientes, assim como defesa a
toxidez (Chaignon et al., 2009). A liberacdo de exsudatos pelas raizes
promove alteragBes de determinados atributos do solo, como pH e
concentracdo de compostos organicos dissolvidos (COD), influenciando
diretamente a mobilidade desses metais (Bravin et al., 2012).
Adicionalmente, a presenca de COD na rizosfera tem apresentado
efeitos contrastantes sobre a disponibilidade de elementos-traco,
principalmente Cu, onde em solos contaminados a complexacdo com
COD atua para reduzir a biodisponibilidade deste metal, mas em
situacBes de deficiéncia desse elemento, esta complexagdo pode
aumentar a mobilidade e favorecer a sua absor¢do (Cattani et al., 2006).

Adicionalmente, as plantas apresentam mecanismos capazes de
acumular o Cu e Zn nas raizes, controlando a sua translocacéo para a
parte aérea (Chaignon et al., 2009). A absor¢do destes metais pode ser
realizada por meio de duas vias distintas, através do simplasto ou
apoplasto (Redjala et al., 2010; Li et al., 2012). Recentemente, varios
estudos passaram a abordar o papel da raiz, com énfase a regido do
apoplasto, como mecanismo de resisténcia das plantas a solos
contaminados, bem como na promocdo de plantas biorremediadoras
(Chaignon et al., 2009; Zhao et al., 2010; Vaculik et al., 2012).
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Contudo, séo escassos os trabalhos que abordam este assunto em solos
submetidos a adubac@es de dejeto suino.

O objetivo do trabalho é avaliar os teores de Cu e Zn no solo
rizosférico e nado rizosférico e seu acimulo em raizes de plantas de
milho cultivadas em solo com historico de aplicagdo de dejeto liquido e
cama sobreposta de suino.

6.2. Material e Métodos
6.2.1. Solo

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), em Florianépolis — SC. Amostras de um solo Argissolo
Vermelho Amarelo (Typic Hapludalf soil - Soil Survey Staff, 2006)
foram coletadas de um experimento conduzido em uma propriedade
suinicola no municipio de Brago do Norte, sul do estado de Santa
Catarina (SC), na regido sul do Brasil (Latitude 28°14°20.7’; Longitude
49°13°55.57; altitude de 300m acima do nivel do mar). Antes da
instalacdo do experimento o solo apresentava as seguintes propriedades
na camada de 0-10 cm: argila 330 g kg™*; matéria organica 33 g kg™; pH
em &gua de 5,1; indice SMP 5,5; P disponivel 19 mg dm™; K trocével
130 mg dm™ (ambos extraidos por Mehlich™); Al, Ca e Mg trocaveis
0.8, 3.0 e 0.8 cmol, kg™ (extraidos por KCI 1 mol LY. O clima na
regido, de acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger, é subtropical
Umido (Cfa), com temperatura média anual de 18,7 °C e precipitagio
média de 1,471 mm.

O experimento iniciou em Dezembro de 2002 sobre uma
pastagem naturalizada com predominio de Paspalum notatum,
Paspalum plicatulum, Eryngium ciliatum e Stylosanthes montevidensis,
com histdrico de aplicacBes esporadicas de dejeto liquido suino sobre a
superficie do solo. Antes de iniciar o experimento 6 Mg ha™ de calcério
foram aplicados (poder relativo de neutralizacdo total = 87,5%) sobre a
superficie do solo, sem incorporacdo, para elevar o pH para 6,0 (CFS-
RS/SC, Comisséo de Fertilidade do Solo — 1994). Em janeiro de 2003, a
pastagem foi dessecada com herbicida. Os tratamentos foram aplicados
pela primeira vez em janeiro de 2003. O experimento consistia de blocos
casualisados com cinco tratamentos e trés repeticGes. Cada parcela
possuia dimensdes de 4,5 m por 6,0 m (27 m2). Os cinco tratamentos
aplicados anualmente de 2003 a 2011 foram: testemunha (T); adubacéo
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de 90 e 180 kg N ha™ como dejeto liquido suino (DL90 e DL180) e
adubacao de 90 e 180 kg N ha™ como cama sobreposta (CS90 e CS180).
Duas culturas foram cultivadas em sucessdo em cada ano, milho (Zea
mays) seguido por aveia-preta (Avena strigosa). Do ano de 2003 a 2011,
os tratamentos DL (DL90 e DL180) foram aplicados na superficie do
solo em quatro periodos equivalentes: 15, 51 e 95 dias apds a semeadura
do milho, e 15 dias ap6s semeadura da aveia-preta. Um total de 36
aplicacdes foi realizado de 2003 a 2011. Os tratamentos CS (CS90 e
CS180) foram aplicados de 2003 a 2011 na superficie do solo apenas
uma vez ao ano aos 15 dias antes da semeadura do milho. Houve um
total de oito aplicagdes de CS entre 2003 e 2011. Noventa kg de N ha™
ano € o recomendado a ser aplicado de DL e CS para o cultivo de milho
em rotagdo com aveia-preta em cada ano em SPD (Comissdo de
Fertilidade do Solo, CFS-RS/SC, 1994; Comissdao de Quimica e
Fertilidade do Solo, CQFS-RS/SC, 2004). DL e CS foram os Unicos
nutrientes adicionados no experimento no periodo de 2003 e 2011. O
milho foi semeado em linha no més de novembro, com uma densidade
de 50.000 plantas por hectare. A aveia-preta foi semeada em cada ano
em linha em maio com 90 kg de sementes por hectare.

Em setembro de 2012 foram abertas trincheiras e coletadas
amostras de solos, na profundidade de 0-10 cm, nos tratamentos T,
DL90, DL180, CS90 e CS180. As amostras de solo foram secas,
destorroadas e reservadas para o cultivo de milho em minirizobox.

6.2.2. Experimento em casa de vegetacao

Os minirizobox foram construidos previamente, apresentando
dimensfes externas de 20 cm x 30 cm e 4 c¢cm. As laterais foram
constituidas por ripas de madeira, sendo as partes frontais formadas por
duas chapas de acrilico (20 x 30 cm). Essas estruturas transparentes
permitem observar o comportamento de crescimento das raizes de
milho. Além disso, uma das chapas de acrilico era fixada através de
parafusos e porcas do tipo borboleta, permitindo assim sua remocao,
além do manuseio e a coleta das raizes e do solo para as anélises. No
interior dos minirizobox foram colocadas chapas de acrilico de maneira
a impedir o contato do solo com a madeira. O interior dos minirizobox
também foi vedado através do uso de silicone.

As amostras de solo foram previamente umedecidas a 50% da
capacidade de campo antes de serem colocadas no interior dos
minirizobox. Adicionalmente, durante a montagem dos minirizobox
foram realizadas leves compactagdes do solo de maneira a se aproximar
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da densidade natural do solo. Em cada minirizobox foram adicionados
aproximadamente 2,5 kg de solo. Durante toda a condugdo do
experimento, os minirizobox foram mantidos sobre bancadas levemente
inclinados (= 45°) e mantidos distantes entre si por 10 cm.

Em janeiro de 2013 se iniciou o cultivo de milho nos minirizobox
em casa de vegetacdo. Foram colocadas duas sementes em cada
minirizobox, deixando apenas uma plantula de milho ap6s o desbaste. A
semeadura foi realizada a uma profundidade de aproximadamente 3 cm.
Em todos os tratamentos, as plantas foram irrigadas com solugdo de
nitrato de amdnio, de modo a fornecer 30 kg N ha™, aos cinco DAE das
plantas. Com relacdo ao P e K, as plantas ndo receberam nenhuma
adubagdo em virtude dos valores encontrados no solo serem
considerados muito altos (CQFS-RS/SC, 2004). O cultivo do milho foi
realizado durante 20 dias ap6s a emergéncia. A temperatura média
durante a conducdo do experimento no interior da casa de vegetacao foi
de 27,0 °C e umidade relativa do ar média de 32,1% e ao longo do
experimento a umidade do solo foi mantida a 80% da capacidade de
campo, através da adicdo de agua no solo.

O delineamento experimental utilizado consistiu de blocos
casualisados com cinco tratamentos e cinco repeti¢fes, onde cada caixa
de minirizobox representou uma unidade experimental.

6.2.3. Coleta do solo rizosférico e ndo-rizosférico e de parte aérea
e raizes

Aos 20 DAE das plantulas de milho, quando as raizes passaram a
ocupar todo o espago existente no minirizobox, foi realizada a coleta de
solo e das plantas para anélise. A parte aérea das plantas foi cortada
rente a superficie do solo e pesada em balanca de precisdo para
determinacdo da massa fresca. Em seguida, a parte aérea foi seca em
estufa com circulagdo de ar for¢ado a 60°C, pesada para determinagdo
da matéria seca, moida e reservada para a analise do teor total de
nutrientes no tecido. Para a coleta do solo rizosférico e néo-rizosférico
foi realizada a abertura dos minirizobox e a retirada das raizes com o
solo aderido, de maneira cuidadosa para ndo provocar o rompimento das
mesmas. Em seguida, este material foi colocado sobre uma bandeja
plastica para a obtengdo do solo ndo-rizosférico, a partir de sua agitacao.
Para padronizacdo da metodologia foram realizadas trés agitagdes
rapidas e vigorosas para cada amostra retirada dos minirizobox. O solo
gue permaneceu aderido as raizes foi considerado como rizosférico. Em
seguida, as raizes com o solo rizosférico foram colocadas dentro de
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outra bandeja, sendo realizada a sua limpeza e a retirada do solo de
maneira cuidadosa, com o auxilio de um pincel. As amostras de solo
rizosférico e ndo-rizosférico foram secas ao ar até atingir massa
constante, moidas em gral e armazenadas para analise do pH, COT, P
disponivel, K, Ca, Mg e Al trocavel e Cu e Zn extraidos por diferentes
extratores (EDTA e CaCly).

As raizes ap6s a retirada do solo rizosférico foram lavadas
cuidadosamente com 4gua destilada e secas com a utilizacdo de papel-
toalha por 10 minutos. Em seguida, foram pesadas e conservadas em
freezer -80°C para posterior analise do teor de Cu e Zn no simplasto e
apoplasto. Uma parte das raizes foi seca em estufa a 65° C e pesada para
quantificacdo da matéria seca.

6.2.4. Analise do solo rizosférico e ndo-rizosférico

O pH do solo foi determinado em 4&gua, na proporcdo 1:1
(Tedesco et al., 1995); o teor de carbono organico total do solo foi
determinado de acordo com Embrapa (1999); os teores de fosforo (P)
disponivel e potassio (K') trocavel foram extraidos em solucdo de
Mehlich 1 (HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol L™) em uma relaco
solo/solucéo 1:10; os teores de P disponivel foram determinados em
espectrofotdmetro e de K trocavel em fotbmetro de chama (Tedesco et
al., 1995), os cations trocaveis Ca2*, Mg?" e A" foram extraidos em
solugdo de KCI 1 mol L™; o teor de AR" foi determinado por titulacéo
4cido-base, com uma solucéo de NaOH 0,0125 mol L™; e os teores de
Ca’* e Mg®* foram determinados em espectrofotdmetro de absorcéo
atdbmica (EAA) (Tedesco et al., 1995).

Os teores de Cu e Zn foram obtidos a partir do extrator EDTA em
1,59 de solo, aos quais foram adicionados 10 mL de solucdo extratora
(Na,-EDTA 0,05mol L/acetato de aménio 1,0 mol L™, com pH
ajustado para 6,0) (Chaignon et al., 2009). A solugdo foi adicionada em
tubos de polipropileno do tipo Falcon (15 ml), agitada em agitador end-
over-end por 1h. Por fim a solucdo foi centrifugada por 15min a 3200
RPM e filtrada em papel filtro. A fragdo extraida por CaCl, foi obtida de
acordo com Novozamsky et al. (1993). Foi pesado um grama de solo e
adicionado em tubos do tipo Falcon (15 mL). Apés, foram adicionados
10 ml de solucdo extratora (CaCl, 0,01 mol L™) e agitado por duas
horas. Ao final, as amostras foram centrifugadas por 15min a 3200 rpm
e filtradas em papel filtro. Os teores de Cu e Zn de todos os extratores
foram determinados em EEA.
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6.2.5. Anélise da planta
6.2.5.1. Andlise dos teores de Cu e Zn nas raizes

O Cu e 0 Zn presentes no apoplasto e no simplasto foram
determinados de acordo com a metodologia proposta por Chaignon &
Hinsinger (2003). Para determinacdo dos teores de Cu e Zn no
apoplasto, amostras de 0,8 g de raizes foram agitados por trés minutos
com 40 mL da solucdo HCI 0,001 mol L™ em Snap-cap Logo em
seguida foram adicionados 360 uL™ da solugdo HCI 1 mol L™, atingindo
assim a concentracéo de 0,01 mol L™, e agitado por mais cinco minutos.
Imediatamente apds o término do periodo da extragdo, o extrato foi
separado por filtragem em papel filtro e reservado. Em seguida as raizes
foram secas em estufa a 65°C, pesadas e submetidas a digestdo
nitroperclérica (Embrapa, 1999) para determinacdo de Cu e Zn no
simplasto. A concentracdo de Cu e Zn extraido com a solucdo de HCI
(apoplasto) e extratos da digestdo nitroperclérica (simplasto) foram
determinados em Espectrofotdmetro de Absorcdo Atémica (EAA).

6.2.5.2. Determinacdo do teor de nutrientes na parte aérea

Para a analise de N, P, K, Ca e Mg nas folhas foram pesadas
0,200 g de matéria seca moidos e adicionados em tubos de digestdo de
100 ml. Em seguida, foi adicionado 1 mL de H,0,, 2 mL de H,SO, e
0,7g da mistura de digestéo (100 g de Na,SO, + 10 g de CuS0O,.5H,0 +
1 g de selénio em pod) e os tubos foram aquecidos em bloco digestor a
170°C por 20 min e, em seguida, aquecidos por 360°C por uma hora. Ao
final, o volume dos extratos foi corrigido para 50 mL (Tedesco et al.,
1995). A determinacdo do N foi realizada através da adicdo de 10 mL do
extrato em tubos de digestdo de 100 mL e destilacdo com 5 ml de NaOH
10M em um destilador de arraste a vapor. O destilado (35 a 40 mL) foi
recuperado em um erlenmeyer de 125 mL contendo 5 mL de indicador
acido boérico. Posteriormente, essa solucdo coletada foi titulada com
H,SO, a 0,025 mol L™. O P nos extratos foi determinado a partir de
leitura em espectrofotdmetro de acordo com Murphy & Riley (1962).
O K foi determinado em fotbmetro de chama. Os valores de Ca e Mg
foram obtidos a partir de leitura em EAA ap6s adicdo de Sr 0,3%
(Tedesco et al., 1995).

O conteido de Fe, Cu e Zn nas folhas foi determinado a partir de
digestdo nitroperclérica (Tedesco et al., 1995). Foi pesado 0,5 g de
matéria seca e adicionado em tubos de digestdo de 100 mL. Em seguida
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foram adicionados 6 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado nos tubos.
Os mesmos foram colocados em bloco digestor e aquecidos a 120°C até
restar apenas 1 mL do extrato. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
acido perclérico (HCIO,4) e os tubos foram aquecidos a 180°C por 2
horas. Apds o resfriamento, o volume dos extratos foi ajustado para 25
mL com auxilio de baldo volumétrico. Os teores de Cu, Zn e Fe foram
determinados em EAA.

6.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos de Cu e Zn obtidos no solo rizosférico e néo-
rizosférico e acumulados no apoplasto e simplasto e os valores de
matéria fresca e seca da parte aérea e raiz foram submetidos a analise de
variancia ANOVA. A hipdtese de normalidade dos dados foi testada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, por meio do programa
computacional ASSISTAT. Quando os dados apresentaram efeitos
significativos dos tratamentos, foram submetidos ao teste de
comparacdo de médias de Tukey, tomando como base os niveis de
significAncia maiores que 95 % (p<0,05).

6.3. Resultados e Discussédo

6.3.1. Teores de nutrientes e de Cu e Zn em solo rizosférico e
nao-rizosférico

A aplicacdo de dejetos suinos promoveu significativas alteracdes
nos atributos do solo rizosférico e ndo-rizosférico (Tabela 4). Em
comparagdo a testemunha, o tratamento CS 180 apresentou 0os maiores
valores de pH, Ca, Mg, P, K, CTC 4 7, CTC efetiva e saturagéo por
bases. Os elevados teores de P e K no solo podem ser explicados pela
composi¢do da cama sobreposta, que apresenta e altos teores desses
nutrientes, matéria seca e sua relagdo C/N (Sommer, 2001; Giacomini
et al., 2008; Higarashi et al., 2008). Guardini et al. (2012) que
avaliaram o acimulo de diferentes fragcdes de fosforo na mesma area
experimental de onde foram obtidas as amostras de solo do presente
estudo, determinaram o contetido de P e a quantidade de dejeto aplicado,
para ambos os tipos de dejeto durante os anos de 2003 até 2010, e
verificaram que houve uma adicéo total de 500 kg ha™ de P a mais no
tratamento CS 90 em comparacdo ao DL 90. Considerando as aplicacGes
realizadas no tratamento CS 180 serem duas vezes mais elevadas que
em CS 90, isso pode explicar os teores mais elevados de P no tratamento
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CS 180. Esse mesmo comportamento pode ser esperado para o0 K.
Adicionalmente, a baixa mineralizagdo que a cama sobreposta apresenta
em funcdo da sua alta relagdo C/N e teor de lignina, e o histérico de
mais de 10 anos de aplicacfes deste composto organico sobre a
superficie do solo manejado sob SPD também contribuem para o maior
incremento desses nutrientes no solo (Giacomini & Aita, 2008a;b).

A comparacao dos atributos quimicos do solo rizosférico e o néo-
rizosférico (Tabela 4) permite observar que o tratamento CS 180
apresentou uma diminuicdo no pH do solo rizosférico em comparacédo
ao solo ndo-rizosférico e um aumento nos valores de Ca, Mg, CTC
(efetiva e em pH7,0) e saturacdo por bases (V%). A liberagdo de 4cidos
organicos de baixo peso molecular e de fons H* pelas raizes das plantas
sdo alguns dos mecanismos que as plantas possuem para alterar o pH do
solo (Cattani et al., 2006). A principal fonte de H" na rizosfera esta
relacionada com a diferenca na absorcéo de cations e anions pelas raizes
(Hinsinger et al., 2003). Estes autores descrevem que o ion H* pode ser
liberado para compensar o excesso de entrada de cations no interior das
células das raizes, e assim ocorre a diminui¢do do pH na rizosfera. Na
situacdo oposta, quando ha absorcdo elevada de anions, pode haver
liberacdo de ions OH ou HCOj5" (resultante da carbonatagdo do OH") ou
absorgdo de H* para compensar o excesso de carga negativa no interior
da célula. No caso do presente estudo, os elevados teores de cations e de
ions metalicos disponiveis (Tabela 5 e 6) encontrados na rizosfera, além
da maior concentragdo de K na parte aérea (Tabela 7) fortalecem a
hipotese da liberagio de H' pelas raizes. Estes resultados estio de
acordo aos observados por Cattani et al. (2006) que avaliaram a
biodisponibilidade de Cu na rizosfera de plantas de milho a partir de
solos oriundos de mata nativa e de um vinhedo na Italia e observaram
reducdo do valor do pH e aumento do valor de carbono orgénico
dissolvido para ambos os solos. A mudanca de pH foi atribuida ao
balanco de absorgdo entre cations e anions.
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Tabela 4. Atributos quimicos do solo rizosférico e nao-rizosférico aos 20
dias ap6s a emergéncia (DAE) do milho, depois de submetido a aplicacdo
de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS) para suprir 90 e 180 kg
de N ha™.

Tratamentos
Atributos Solo Rizosférico Solo Né&o-rizosférico
T DL9 DL18 CS90 CS18 DL9 DL18 CS18
0 0 0 T 0 0 CS90 0
Carbono 25,9 24,

24,5 20,7 26,8 43,4 24,2 27,6 30,9 45,6

A (@
organico, AT pa B bB aA 4 A bcA  bA  aA
gKg cA
pH - H,0 4,8 6,1 57 59 51 6,6 54 6,3
@ bA  aA  abA  an  O1B [ A aA pea apa  B7EA
Q‘ng mol. r?sg, Ons Ons Ons 0ns Ons Ons Ons Ons 0ns
Ca, cmol, 5,8 8,9 8,9 13,9 5,6 8,2 8,8 13,4
dm?® dA  ba  OBCA A A [ A B B4CA A B
Mg, cmol, 12 3,7 2,6 1,1 3,7 2,7
dm?® eA bA 2,3dA A 5,3aA A bA 2,4 dA A 4,9 aB
p 33,

341 212;2 272,6 210, 732,5 2258 261,9 205, 7489

disponivel "' e bA  7cA  aA 8 heA  bA  5cA  aA

, mgdm dA

K 65,

trocavel 62,5 89,5 86,3 253, 847,9 3 90,5 76,5 282, 891,1
3 cA cA cA 1bA aA cA cA 7bA aA

mg dm cA

CTC pn70, 11,8 15,9 13,1 14,9 24,2 l;" 15,2 12,4 14,9 23,4

cmol, dm™ cA bA cA bA aA A bA cA bA aB

CTC eoina, 75 129 122 214 | 73 122 122 206

emolodm®  dA  bA  PTCA pA aAa | da ba  90CA ha @B

Sﬁtr“gzggs 60,7 809 739 820 884 53* 800 725 819 880

P dA  bA cA bA aA cA dA bA aB

(%) eA

Saturagao 4,0 55

por Al (%) ns 0ns 0ns 0ns 0ns ns 0ns 0ns 0ns 0ns

W Mmédias seguidas pela mesma letra minlscula em cada linha ndo séo
diferentes significativamente entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo
solo. Médias seguidas pela mesma letra mailscula em cada linha ndo séo
diferentes significativamente entre os mesmos tratamentos em diferentes
solos (Teste Tukey, p<0,05). @ Ndo significativo.

A utilizacdo de dejeto liquido e cama sobreposta de suino

promoveu o incremento dos teores de Cu e Zn no solo (Tabela 5 e 6). Os
teores de Cu e Zn extraidos por EDTA e CaCl, apresentaram diferencas
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entre os tratamentos, bem como entre o solo rizosférico e néo-
rizosférico. O tratamento CS 180, em comparacdo aos demais
tratamentos, proporcionou 0s maiores teores de Cu e Zn extraidos por
EDTA tanto na regido da rizosfera como no restante do solo. Os teores
de Cu extraidos por EDTA no tratamento CS 180 foram 16 e 21 vezes
superiores a testemunha no solo rizosférico e ndo-rizosférico,
respectivamente. Resultado semelhante foi observado com os teores de
Zn extraidos por EDTA, onde o tratamento CS 180 promoveu um
aumento de 27 vezes aos obtidos na testemunha para os solos rizosférico
e ndo-rizosférico. Apesar de alguns autores considerarem os valores
obtidos por EDTA como um indicador da disponibilidade de Cu e Zn no
solo e do seu potencial efeito toxico as plantas (Chaignon et al., 2003),
no presente estudo os teores obtidos com esse extrator ndo apresentaram
correlagdo com as concentracGes destes elementos-traco na parte aérea
da planta (dados ndo apresentados). Da mesma forma, ndo foi observada
correlagdo entre os teores de Cu e Zn no solo e nas raizes, resultado que
estd em desacordo aos obtidos por Brun et al. (2001). Esses autores
avaliaram a disponibilidade de Cu para plantas de milho cultivadas em
solos de vinhedos contaminados e observaram correlagcdo entre o
conteido de Cu presente nas raizes e o extraido por EDTA, mas, assim
como no presente estudo, eles ndo observaram correlacdo para a parte
aérea. Os teores de Cu e Zn extraidos por EDTA no presente estudo
apresentaram correlacdo com o conteido de C organico na rizosfera
(r=0,8993 e r=0,9337, respectivamente) e no solo ndo rizosférico
(r=0,9611 e r=0,9570, respectivamente). Chaignon et al. (2003),
trabalhando com solos de vinhedos contaminados, também observaram
correlagdo positiva entre os teores disponiveis de Cu (Cu-EDTA) com
os de matéria organica e argumentaram que quanto maior os valores de
C organico no solo, maior sera a adsorcdo de elementos-traco no solo,
principalmente o Cu, e, por consequéncia, maiores serdo 0s teores
potencialmente biodisponiveis, uma vez que a degradacdo destes
compostos organicos pode promover a disponibilizacdo e a consequente
absorcao destes metais. Isso também explica os maiores valores obtidos
com o extrator EDTA, principalmente no tratamento CS 180, pois como
esse extrator forma quelatos estaveis com o Cu e Zn removendo-0s tanto
de ligacbes com Oxidos e compostos organicos, ele provavelmente
retirou maiores teores destes metais ligados ao C organico, presente em
maior teor neste tratamento (Paya-Perez et al., 1993).
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Tabela 5. Teores de Cu extraidos por EDTA e CaCl,, ao final do cultivo do
milho (20 DAE), em solo rizosférico e ndo rizosférico com a adubacdo de
90 e 180 kg de N na forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta
(CS).

Tratamentos
Solo
T DL 90 DL 180 CS90 CS 180
Extrator EDTA
mg kg™
Rizosférico 338dA®  1081cA 16,86 bA 15,92 bA 55,77 aA
Nao-rizosférico 2,40 dB 8,93 cB 14,50 bB 13,92 bB 51,02 aB
Extrator CaCl,
mg kg
Rizosférico 0,11dA 0,16 cdA 0,28 bA 0,23 bcA 0,58 aA
Nao-rizosférico 0,02 cB 0,06 bcB 0,07 bcB 0,16 bA 0,37 aB

" Medias seguidas pela mesma letra mindscula em cada linha ndo sdo
diferentes significativamente entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo
solo. Médias seguidas pela mesma letra mailscula em cada coluna ndo séo
diferentes significativamente entre 0os mesmos tratamentos em diferentes
solos (Teste Tukey, p<0,05).
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Tabela 6. Teores de Zn extraidos por EDTA e CaCl,, ao final do cultivo do
milho (20 DAE), em solo rizosférico e ndo rizosférico com a adubacdo de
90 e 180 kg de N na forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta
(CS).

Tratamentos
Solo
T DL 90 DL 180 CS 90 CS 180
Extrator EDTA
mg kg
Rizosférico 7,08 dA® 24,82 cA 37,37 bA 37,06 bA 192,85 aA
Nao-rizosférico 6,71 dA 22,27 cB 34,76 bB 36,15 bA 183,92 aA
Extrator CaCl,
mg kg™
Rizosférico 2,33bA 1,54 bA 541 aA 2,31 bA 2,24 bA
Né&o-rizosférico 1,39bB 1,87 bA 5,85 aA 2,40 bA 2,79 bA

" Medias seguidas pela mesma letra mindscula em cada linha ndo sdo
diferentes significativamente entre os diferentes tratamentos para 0 mesmo
solo. Médias seguidas pela mesma letra maitscula em cada coluna ndo séo
diferentes significativamente entre 0os mesmos tratamentos em diferentes
solos (Teste Tukey, p<0,05).

Os teores de Cu e Zn extraidos por CaCl, também foram
influenciados pela aplicacdo de dejeto liquido e cama sobreposta
(Tabela 5 e 6), mas os teores obtidos foram muito inferiores aqueles
com o extrator EDTA. O solo adubado com o tratamento CS 180
apresentou os maiores teores de Cu em comparacdo aos demais
tratamentos, tanto na rizosfera quanto no solo néo rizosférico Entretanto,
0 solo do tratamento DL 180 apresentou teores de Zn extraidos por
CaCl, superiores aos demais tratamentos, sendo o Unico que diferiu da
testemunha. A explicacdo para os resultados obtidos com o extrator
CaCl, pode estar relacionada aos teores de C organico e pH nos
tratamentos CS 180 e DL 180, respectivamente. Como a disponibilidade
do Zn estd mais dependente dos componentes minerais do solo, como
teor e tipo de argila, os teores de Zn na solucdo do solo sdo mais
sensiveis ao pH (Qiao et al., 2003; Marcato et al., 2009;
Heemsbergen et al., 2010). A ocorréncia de valor de pH nos tratamento
DL 180 e CS 180 de 5,4 e 6,7, respectivamente, além do valor de CTC
de 9,4 e 20,8, respectivamente, permite considerar a maior presenca de
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cargas positivas no solo, em funcdo do pH (Degen & Kosek, 2000)
como uma das razdes para 0 maior teor de Zn disponivel no tratamento
DL 180. No caso do Cu, este apresenta alta afinidade pelos grupamentos
quimicos dos compostos organicos (Agbenin et al., 2004) e o maior teor
de C organico no solo do tratamento CS 180 pode ter influenciado a sua
disponibilidade, além do préprio pH (Chaignon et al., 2003). Esta
conclusdo é reforcada ao se analisar a correlagdo existente entre os
teores de Cu extraidos por CaCl, e de C organico presentes no solo ndo
rizosférico (r=0,9926). Contudo, esta correlacdo ndo é observada no
solo da rizosfera, o que indica que outros efeitos, como a diminui¢do do
pH no tratamento CS 180 pode estar influenciando a disponibilidade de
Cu, além de um aumento nos teores de Ca e Mg na rizosfera. O aumento
da forca ibnica na solucdo do solo e a diminuicdo do pH poderiam
reduzir a influéncia do C organico sobre os teores de Cu-CaCl,
(Heemsbergen et al., 2010).

Tabela 7. Concentracdo de nutrientes na parte aérea de plantas de milho
cultivadas em minirizobox aos 20 (DAE). As plantas foram cultivadas em
solo submetido a aplicacdo de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta
(CS) para suprir 90 e 180 kg de N ha™.

Nutrientes
N P K Ca Mg Fe Cu Zn
Tratamentos g/kg ma/kg
T 324ns  45b®  424b  44a 4lab 1832a  122a 457b
DL90 269ns 54ab 449b 37b  49a 1643ab  90b  401b
DL180 273ns  59a 411b 32bc 43ab 1196c  104ab 728a
CS90 279ns 55ab 666a 36b 33bc 152,3abc  96b  486b
CS180 281ns 59b 66la 27c 30c 1241bc  108ab 713a

W Médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo sdo diferentes
significativamente (Teste Tukey, p<0.05).

Os teores de Zn extraidos por CaCl, na rizosfera apresentaram
correlagdo com os valores de Zn presentes nas raizes, tanto na regido do
simplasto, do apoplasto e total (r=0,9069, r=0,9429 e r=0,9349,
respectivamente). Assim, apesar dos valores encontrados com CaCl, ndo
apresentarem correlagcdo com a concentracdo de Zn na parte aérea, este

81



extrator mostrou ser um bom indicador da quantidade de Zn que é
absorvido do solo pelas raizes, ou seja, dos teores que realmente sdo
biodisponiveis (Brun et al., 2001). Estes autores ainda ressaltam que
apesar dos valores de determinados elementos-traco nas raizes nado
estarem efetivamente relacionados com a sua concentracdo na parte
aérea, em virtude do acumulo de metais na regido do apoplasto
funcionar como mecanismo de defesa, eles podem ser relevantes e
sensiveis indicadores do risco de fitotoxidez. Adicionalmente, o fato do
extrator CaCl, apresentar apenas correlagdo com o solo rizosférico e a
concentragdo na raiz, sendo 0 mesmo ndo observado com o solo nédo
rizosférico, reforca a hipGtese da acdo das raizes sobre a disponibilidade
de elementos-traco (Bravin et al., 2012).

A regido da rizosfera também promoveu mudancas nos teores de
Cu e Zn extraidos por EDTA. Houve um aumento dos teores de Cu em
todos os tratamentos em comparagdo ao restante do volume de solo
(solo ndo-rizosférico). Resultado semelhante foi observado para os
teores de Zn, onde apenas a testemunha e CS 90 ndo apresentaram
incrementos na regido da rizosfera. Ao se utilizar o CaCl, como extrator
ndo foi possivel observar diferencas nos teores de Zn entre o solo
rizosférico e nao-rizosférico, com excecdo da testemunha. Contudo, ao
se analisar os teores de Cu na rizosfera, todos os tratamentos
apresentaram aumento, com excecdo de CS 90 que ndo apresentou
diferencas em relacdo ao solo ndo-rizosférico. A explicacdo para o
aumento dos teores disponiveis, principalmente de Cu, pode estar
relacionada com a presenga de compostos orgéanicos dissolvidos na
regido da rizosfera (COD) (Rdmkens et al., 1999), pois o0s
fitosideroforos, que sdo liberados pelas raizes por exsudagdo ou
rizodeposicdo e podem complexar os elementos-trago presentes no solo
e na solucdo do solo, alteram sua mobilidade (R6mkens et al., 1999).
Resultado semelhante foi encontrado por Cattani et al. (2006), que
trabalhando com milho em solos contaminados observaram
significativos aumentos dos teores de Cu disponivel na regido da
rizosfera e atribuiram esse resultado a presenca de COD, que também
foi incrementado pela presenca das raizes. Os autores ainda salientam o
efeito positivo do COD sobre a mobilidade de metais no solo,
principalmente os bivalentes, como o Cu.

6.3.2. Produgdo de massa fresca e seca

A aplicacdo de dejeto liquido e cama sobreposta influenciou
positivamente o desenvolvimento das plantas de milho (Fig. 4). As
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plantas cultivadas em solo adubado com o tratamento CS 180
apresentaram a maior producdo de massa fresca da parte aérea em
comparacao a testemunha, mas ndo apresentaram diferencas em relacdo
as plantas dos tratamentos DL 90 e CS 90 (Fig. 4a). A produgdo de
massa fresca de raizes foi incrementada apenas no tratamento CS 180
em comparagdo a testemunha, porém sem apresentar diferencas com os
demais tratamentos.

A producdo de matéria seca da parte aérea apresentou
incrementos em todos os tratamentos com aplicacdo de dejeto liquido e
cama sobreposta em comparacdo a testemunha (Fig. 4b). Entretanto, o
mesmo resultado ndo foi observado com a producdo de massa seca da
raiz, onde ndo houve diferengas entre os tratamentos avaliados. O
aumento da producdo de massa fresca e seca como efeito da adubacéo
de dejeto suino é amplamente conhecido na literatura mundial
(Berenguer et al., 2008; Giacomini & Aita, 2008; Neto & Mello,
2010; Cavanagh et al., 2011; Cela et al., 2011; Biau et al., 2012), o
que foi reforgado pelos resultados do presente estudo.
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Fig. 4. Massa fresca (a) e matéria seca (b) na parte aérea e raiz de plantas de
milho cultivadas em minirizobox aos 20 dias apds a emergéncia (DAE). As
plantas foram cultivadas em solo sem adubacdo e com a adubacdo de 90 e
180 kg de N na forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta (CS).
Médias seguidas pela mesma letra ndo indicam diferengas significativas
entre os tratamentos em uma mesma parte da planta (Teste Tukey, p<0,05).

6.3.3. Acumulo de Cu e Zn nas raizes

83



A aplicacdo dos tratamentos DL 180 e CS 180 aumentou a
concentracdo de Cu no apoplasto e simplasto das raizes das plantas de
milho em comparagdo a testemunha (Fig. 2a). Os demais tratamentos,
DL90 e CS 90, ndo apresentaram diferengas em comparacdo a
testemunha. Resultado semelhante foi encontrado para as concentracGes
de Zn, porém o tratamento DL 180 apresentou 0 maior teor na regido do
apoplasto em comparacdo aos demais tratamentos (Fig. 2b). O
tratamento CS 180, apesar de apresentar uma concentracdo de Zn menor
gue o DL 180, também foi superior aos demais tratamentos. Em relagdo
a testemunha, DL 90 e CS 90 ndo apresentaram diferencas. Na regido do
simplasto, o tratamento DL 180 também apresentou a maior
concentracdo de Zn em relagdo aos demais tratamentos. A concentracdo
de Zn também foi superior no tratamento CS 180, porém sem apresentar
diferenga com CS 90. Os demais tratamentos néo diferiram em relagéo a
testemunha. O aumento da concentragdo de Cu e Zn nas raizes,
principalmente nos tratamentos CS 180 e DL 180, pode ser decorrente
de um mecanismo de tolerancia da planta, pela acumulac¢do de metais ou
compostos orgénicos toxicos nas raizes, atraves de ligagdes na parede
celular e controle da translocacdo dos mesmos para a parte aérea
(Redjala et al., 2010; Zhao et al., 2014). Esta hipdtese é fortalecida
pela correlagdo observada entre as concentracfes de Zn nas raizes e
parte aérea (r=0,9291), o que esta de acordo com os resultados obtidos
por Chaignon et al. (2003), que encontram correlacdo entre a
concentracdo de Cu nas raizes e parte aérea em plantas de milho
cultivadas em solos contaminados. A partir destes resultados, os
mesmos autores estabelecem que a concentracdo do metal na raiz é um
excelente indicador para avaliar a sua acumulacdo na planta, e,
consequentemente, a sua biodisponibilidade.
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Fig. 5. Concentracdo de Cu (a) e Zn (b) no apoplasto e simplasto em plantas
de milho cultivadas em minirizobox aos 20 dias ap6s a emergéncia (DAE).
As plantas foram cultivadas em solo sem adubacdo e com a adubag&o de 90
e 180 kg de N na forma de dejeto liquido suino (DL) e cama sobreposta
(CS). Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo indicam diferencas
significativas entre os tratamentos em um mesmo compartimento radicular.
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo indicam diferencas
significativas entre os mesmos tratamentos em diferentes compartimentos
radiculares (Teste Tukey, p<0,05).

Ao se comparar as concentragdes de Cu entre a regido do
apoplasto e simplasto, apenas o tratamento CS 90 apresentou diferencgas,
onde houve um aumento na regido do simplasto (Fig. 5a). Com relacéo
ao Zn, em contraste, as concentracdes no apoplasto foram superioras as
encontradas no simplasto para todos os tratamentos (Fig. 5b). A
diferenca na concentragdio de Cu e Zn nas raizes em seus
compartimentos, pode ser explicada pelos teores presentes na solugéo do
solo que podem estar influenciando a via de absor¢do preferencial na
raiz (White et al., 2002). Quando os teores na solu¢do do solo sdo
baixos, a via de absorcéo e transporte até o xilema ocorre principalmente
pelo simplasto (Zhao et al., 2010). Neste caso, a entrada dos elementos-
traco é seletiva, sendo seu transporte realizado através de ligagbes com
agentes quelantes ou na forma reduzida, atravessando os plasmodesmas
até chegar ao cortex (Stephan, 2002). Contudo, quando sua
concentracao é elevada, o transporte ocorre pela via apopléstica, onde a
entrada dos elementos nao é seletiva, sendo seu transporte realizado por
difusdo (Stephan, 2002; White et al., 2002). Esta é uma via
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descontinua preenchida por uma solugdo com sais minerais do solo e
compostos organicos, como aminoacidos, aglcares, compostos fenolicos
e fitosider6foros (Zhao et al., 2010). Este argumento é fortalecido
guando sdo comparados os teores de Cu e Zn obtidos por EDTA e
CacCl,, onde se percebe que o0s teores de Zn estdo muito mais elevados, 0
gue provavelmente pode estar promovendo maiores concentragdes de Zn
na solucdo do solo. Como na via apoplastica a entrada de um
determinado ion é controlada principalmente por sua concentra¢do na
solucdo, o aumento dos teores de Zn no solo pode ter favorecido sua
absorcdo (White et al., 2002). Adicionalmente, a maior concentracdo de
Zn no apoplasto em comparacdo ao simplasto pode estar relacionada
com a presenca dos diversos sitios de ligacdo presentes nas paredes
celulares, além da presenca de compostos organicos, principalmente
polissacarideos (ricos em grupos carboxilicos) capazes reterem 0s
elementos-traco nesta regido, acumulando-os (Colzi et al., 2012).

Recentemente também foi discutida a importante participacdo da
via apoplastica na translocagdo de nutrientes para a parte aérea, pois 0s
nutrientes presentes no apoplasto devem entrar na via simplastica para
alcancarem o cortex, ja que as Estrias de Casparian formam uma
barreira para controlar o fluxo desses ions (Geldner, 2013). Contudo,
durante a formacgdo das raizes laterais ocorre a ruptura de certos
segmentos dessa estrutura, 0 que permite a passagem de nutrientes ao
cortex através da via apoplastica (Stephan, 2002). Tal evento pode
ajudar a explicar, juntamente com as concentragdes de Zn no simplasto,
0 aumento da concentracdo na parte aérea das plantas cultivadas nos
tratamentos DL 180 e CS 180 em comparacdo aos demais tratamentos
(Tabela 7).

6.4. Conclusao

1. A aplicacdo de doses de cama sobreposta com o equivalente a
180 kg N ha™ promoveu o aumento dos teores disponiveis de Cu e Zn
extraidos por EDTA 0,05M e de Cu por CaCl, 0,01M tanto na rizosfera
quanto no solo ndo rizosférico.

2. Os teores de Zn extraidos por CaCl, 0,01M foram mais
pronunciados com a dose de dejeto liquido suino o equivalente a 180 kg
N ha-1, para ambos os solos.

3. A concentracdo de Cu nas raizes foi incrementada com
aplicacdo de dejeto liquido suino e cama sobreposta com o equivalente a
180 kg N ha™, tanto na apoplasto como no simplasto.

86



4. As adubac6es de dejeto liquido suino e cama sobreposta com o
equivalente a 180 kg N ha™ aumentaram a concentragdo de Zn nas
raizes, promovendo maior acumulo na regido do apoplasto.
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7. DISCUSSAO GERAL

As aplicagBes de dejeto liquido suino e cama sobreposta
aumentaram os teores de Cu e Zn disponiveis em ambos os estudos, em
especial no solo adubado com 180 kg de N ha™ em forma de cama
sobreposta. O Cu e Zn quando em concentragdes elevadas, decorrentes
de sucessivas aplicacbes de dejetos tendem a ocupar os sitios mais
avidos com ligacBes de alta energia, mas também se distribuir em
formas mais labeis, ou seja, de menor energia de ligagdo e
consequentemente mais facilmente dessorvidas e disponiveis para as
plantas.

Com o0 aumento dos teores disponiveis desses elementos-traco
também se esperava que as plantas apresentassem mecanismos capazes
de reduzi-los, como por exemplo, a liberacdo de exsudatos pelas raizes,
mecanismo ndo avaliado na presente dissertacdo. No entanto, ao se
realizar um comparativo entre os atributos quimicos e teores de Cu e Zn
presentes no solo rizosférico e ndo-rizosférico, ndo se observaram
alteragdes pronunciadas, o que pode indicar pequeno efeito das raizes
sobre os atributos do solo, ou até limites do método utilizado para esse
fim.

O aumento nos teores disponiveis de Cu e Zn resultaram no
acumulo desses metais nas raizes de plantas de milho, em especial, nos
tratamentos DL 180 e CS 180. A concentracao de Zn nas raizes foi a que
mais apresentou incrementos, principalmente na regido do apoplasto.
Tal efeito é resultado dos maiores teores disponiveis no solo, das
caracteristicas distintas entre o Cu e Zn e da influéncia da atividade de
um sobre o outro. O Cu ¢ adsorvido principalmente pelos sitios de
adsorcdo presentes na matéria organica, ja que apresenta alta afinidade
com estes grupamentos, enquanto o Zn é principalmente adsorvido pela
fracdo mineral do solo. Entretanto, 0 Cu e Zn podem competir por
determinados sitios de adsorcdo, situacdo onde o Cu tende a ter
preferéncia em ocupar estes sitios. Este fato, além do préprio conteldo
de carbono orgénico total (COT) no solo, pode ter favorecido a maior
adsor¢do de Cu, refletindo em menores teores disponiveis em
comparacao ao Zn, em ambos os estudos. Os maiores teores disponiveis
de Zn podem ter favorecido a sua entrada nas raizes através da via
apoplastica, ja que esta é uma via ndo seletiva e é influenciada
principalmente pela concentragdo de um determinado elemento na
solucdo do solo. O maior acimulo de Zn no apoplasto em comparagdo
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ao simplasto fortalece a afirmacgéo anterior, evidenciando a maior acao
do apoplasto na acumulacdo deste metal.

Também foi observado aumento na concentracdo de Zn na regido
do simplasto nas plantas de milho cultivadas no solo submetido a
adubacdo de 180 kg de N ha™ de dejeto liquido e cama sobreposta. Esta
concentragcdo merece especial atencdo, ja que nesta regido da raiz o Zn
pode ser mais facilmente translocado para a parte aérea e causar
fitotoxidez. Entretanto, a ligagdo entre 0 Zn e agentes quelantes e seu
transporte ao vacuolo pode promover a sua acumulacdo nas raizes.
Considerando as concentragdes de Zn presentes na parte aérea das
plantas de milho, em ambos os estudos, pode-se inferir que houve uma
maior translocacdo de Zn as folhas de milho, principalmente no
tratamento DL 180. Com relagdo ao Cu, também foi observado nos
tratamentos DL 180 e CS 180 um acumulo tanto no apoplasto como no
simplasto, mas a concentragdo encontrada foi mais baixa que aquela de
Zn. Assim, as alteragdes nos parametros fisiol6gicos e enzimaticos
antioxidantes avaliados no estudo | podem ter sido provocadas
principalmente pela maior concentracdo de Zn na parte aérea, ja que a
concentracdo de Cu na planta ndo foi influenciada pelas adubacGes.

Em ambos os estudos, a aplicacdo de dejeto liquido e cama
sobreposta promoveram incrementos de matéria seca de plantas de
milho, mesmo com a observagdo de alteracbes em determinados
parametros fisiologicos e enzimaticos das plantas, o que mostra que
apesar da presenca desses metais estar influenciando alguns mecanismos
da planta, ndo comprometeram o seu desenvolvimento. De maneira
geral, todos os tratamentos com aplicacdo de dejeto liquido e cama
sobreposta influenciaram ao menos um dos parametros avaliados
(densidade estomatica, clorofila e carotenoides, proteinas e carboidratos
sollveis totais e atividade das enzimas CAT e APX), mas foram as
plantas cultivadas em solo adubado com os tratamentos DL 180 e
CS180 que apresentaram as maiores alteracdes, com destaque para as
atividades das enzimas antioxidantes CAT e APX. A presenca de
alteracBes mais pronunciadas aos 25 dias de cultivo na atividade da
catalase pode indicar um aumento na concentracdo de H,O, durante o
cultivo do milho, pois a enzima atua principalmente quando a
concentracdo de H,0, é alta. No entanto, para confirmar essa suposicao,
seria necessaria a realizacdo de coletas em datas subsequentes aos 25
DAE, permitindo assim o acompanhamento dos teores de H,O, na
planta durante todo o seu cultivo. Apesar de ndo se diferenciaram da
testemunha, os tratamentos DL 180 e CS 180 apresentavam diferencas
entre si na atividade das enzimas, revelando que a composi¢do dos
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dejetos, as relacGes existentes entre os diferentes nutrientes que
compdem esses dejetos e a concentracao de nutrientes no tecido vegetal
também podem estar relacionadas com as alteracbes enzimaticas e
fisiolégicas nas plantas. A avaliacdo de outros parametros do sistema
antioxidante da planta poderia promover avangos no estudo. Como o
sistema antioxidante é muito complexo, composto por um sistema
enzimatico e ndo enzimatico, outros mecanismos podem estar atuando
na planta, o que teria resultado em leves alteracdes na atividade da APX
e CAT. A andlise da enzima superoxido dismutase, acido ascorbico e os
grupos tidis ndo protéicos, além da estimacdo da peroxidacao lipidica e
concentracao de H,O, podem fazer o trabalho avancar.

No presente estudo néo foi possivel obter e analisar os exsudatos
das plantas de milho cultivadas nas amostras indeformadas e em
minirizobox, o que poderia ajudar na avaliacdo de um dos mecanismos
que as plantas possuem para se defender de condicbes adversas no solo.
Para este determinado fim, metodologias mais refinadas precisam ser
adotadas, podendo fornecer dados adicionais e relevantes ao presente
estudo. A analise da solugdo do solo pode ajudar a verificar o efeito das
raizes sobre o solo, ja que a liberacdo de exsudatos promove tanto a
maior disponibilidade de nutrientes como pode impedir a absorcdo de
outros quando em altas concentragbes na solucéo do solo. A técnica de
especiacao idnica também permitird avaliar as relagGes existentes entre
os diferentes nutrientes presentes no solo. A partir da caracterizacéo
completa da solucdo, com as concentragdes de ions e das principais
moléculas organicas podem ser determinadas as diferentes espécies de
um elemento quimico e a sua atividade na solucdo do solo através de
softwares especificos. De posse desses dados sera possivel determinar o
guanto um determinado elemento, nesse caso Cu e/ou Zn, esta
disponivel para ser absorvido pela planta.
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9. ANEXOS

ESTUDO 1.
Tabelas ANOVA para Cu e Zn extraidos por EDTA e CaCl, no solo das amostras
indeformadas.
Zn EDTA

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 106011,7 1|106011,7 | 190,1808 | 0,000000
tratamento | 57370,9 4| 14342,7| 25,7303 | 0,000001
bloco 13739 4 3435| 0,6162|0,657273
Erro 89188 16 557,4
CuEDTA

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 12581,62 1| 12581,62 | 314,4808 | 0,000000
tratamento | 7276,89 4| 1819,22 | 45,4719 | 0,000000
bloco 147,96 4 36,99 | 10,9246 | 0,474038
Erro 640,12 16 40,01
Zn CaCl,

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 419,3649 1419,3649 | 346,5195 | 0,000000
tratamento | 258,5233 4| 64,6308 | 53,4042 | 0,000000
bloco 3,7220 4| 09305 0,7689 |0,560991
Erro 19,3635 16| 1,2102
Cu CaCl,

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 1,391338 111,391338 | 1348,863 | 0,000000
tratamento | 0,258649 410,064662 | 62,688 | 0,000000
bloco 0,004053 410,001013 0,982 | 0,444785
Erro 0,016504 16 | 0,001031

Tabelas ANOVA para MS, densidade estomatica, clorofila, carotendides totais, proteinas e
carboidratos solUveis totais e atividades das enzimas CAT e APX.

Clorofila a, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 5558,543 1| 5558,543 | 3347,485 | 0,000000
tratamento 21,447 4 5,362 3,229 | 0,040187
bloco 8,924 4 2,231 1,344 | 0,296884
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Erro | 26568 16] 1661
Clorofila a, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 5868,241 1|5868,241 | 1582,007 | 0,000000
tratamento | 120,569 4 30,142 8,126 | 0,000892
bloco 2,941 4 0,735 0,198 | 0,935653
Erro 59,350 16 3,709
Clorofila b, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 294,8069 1| 294,8069 | 1896,351 | 0,000000
tratamento |  2,6151 4| 0,6538 4,205 | 0,016266
bloco 0,5173 41 0,1293 0,832 | 0,524391
Erro 2,4874 16 0,1555
Clorofila b, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 370,4624 1| 370,4624 | 1235,487 | 0,000000
tratamento | 11,4602 4| 28651 9,555 | 0,000382
bloco 0,2558 4 0,0640 0,213 | 0,927221
Erro 4,7976 16| 0,2999
Clorofila total, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 8318,939 1|8318,939 | 3743,017 | 0,000000
tratamento | 34,411 4 8,603 3,871 | 0,021958
bloco 20,285 4 5,071 2,282 | 0,105579
Erro 35,560 16 2,223
Clorofila total, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 9295284 1 9295,284 | 1568,471 | 0,000000
tratamento | 208,797 4| 52,199 8,808 | 0,000588
bloco 2,088 4 0,522 0,088 | 0,984895
Erro 94,821 16 5,926
Carotendides totais, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 183,3469 1183,3469 | 2394,166 | 0,000000
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tratamento |  0.4877 4|1 01219 1,592 | 0,224635
bloco 0,5105 4| 01276 1,666 | 0,206718
Erro 1,2253 16 0,0766
Carotendides totais, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 236,1314 11 236,1314 | 1373,318 | 0,000000
tratamento |  4,6930 4 1,1732 6,823 | 0,002103
bloco 0,1095 41 0,0274 0,159 | 0,955913
Erro 2,7511 16 0,1719
N° de estdmatos, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 207974,2 1|207974,2 | 3996,488 | 0,000000
tratamento 1301,4 4 3253 6,252 | 0,003157
bloco 37,6 4 9,4 0,181 | 0,945086
Erro 832,6 16 52,0
N° de estdmatos, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 271284,1 11(271284,1 | 2944,105 | 0,000000
tratamento 1600,6 4 400,1 4,343 | 0,014424
bloco 3457 4 86,4 0,938 | 0,467140
Erro 14743 16 92,1
Proteinas sollveis totais, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 1326,529 1 1326,529 | 1742,413 | 0,000000
tratamento 3,047 4 0,762 1,001 | 0,435922
bloco 3,601 4 0,923 1,212 | 0,344198
Erro 12,181 16 0,761
Proteinas sollveis totais, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 1041,220 1 1041,220 | 1455,860 | 0,000000
tratamento 3,273 4 0,818 1,144 | 0,371518
bloco 2,271 4 0,568 0,794 | 0,546272
Erro 11,443 16 0,715

Carboidratos solUveis totais, 15 DAE
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SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 2302,770 1 2302,770 | 1144,266 | 0,000000
tratamento 4,763 4 1,101 0,592 | 0,673573
bloco 6,941 4 1,735 0,862 | 0,507388
Erro 32,199 16 2,012
Carboidratos solUveis totais, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 5364,237 1|5364,237 | 2202,472 | 0,000000
tratamento | 30,209 4 7,552 3,101 | 0,045560
bloco 41,116 4| 10,279 4,220 | 0,016052
Erro 38,969 16 2,436
Atividade APX, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 3,879095 1 3,879095 | 1857,845 | 0,000000
tratamento | 0,075048 40,018762 8,986 | 0,000530
bloco 0,012723 410,003181 1,523 | 0,242584
Erro 0,033407 16 | 0,002088
Atividade APX, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 5425346 1|5,425346 | 761,7604 | 0,000000
tratamento | 0,091546 410,022886 | 3,2134 | 0,040801
bloco 0,006859 410,001715| 0,2408 | 0,911058
Erro 0,113954 16 | 0,007122
Atividade CAT, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 625,1568 1]625,1568 | 3290,220 | 0,000000
tratamento | 2,4149 4| 0,6037 3,177 | 0,042263
bloco 0,6544 4| 0,1636 0,861 | 0,508113
Erro 3,0401 16| 0,1900
Atividade CAT, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 718,0966 1| 718,0966 | 1101,352 | 0,000000
tratamento | 10,0305 41 25076 3,846 | 0,022460
bloco 2,4262 4| 0,6065 0,930 | 0,471092
Erro 10,4322 16| 0,6520
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Matéria seca, 15 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 3544897 1| 35,44897 | 1127,715 | 0,000000
tratamento | 2,46289 4| 0,61572 19,588 | 0,000005
bloco 0,25948 4| 0,06487 2,064 | 0,133487
Erro 0,50295 16| 0,03143

Matéria seca, 25 DAE

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 1554400 1 | 155,4400 | 7468,931 | 0,000000
tratamento |  2,6317 4| 06579 31,614 |0,000000
bloco 0,1756 4| 0,0439 2,110 | 0,127003
Erro 0,3330 16| 0,0208

ESTUDO 2.
Tabelas ANOVA para Cu e Zn extraidos por EDTA e CaCl, no solo rizosférico e néo-
rizosférico.

Zn EDTA rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 89511,1 1|89511,07 | 10198,59 | 0,000000
tratamento | 113630,2 4| 28407,55 | 3236,66 | 0,000000
bloco 23,7 4 5,92 0,67 | 0,619558
Erro 1404 16 8,78
Zn EDTA ndo-rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 80550,8 1| 80550,77 | 14629,07 | 0,000000
tratamento | 103870,5 4 25967,63 | 4716,06 | 0,000000
bloco 233 4 5,83 1,06 | 0,408355
Erro 88,1 16 5,51
Cu EDTA rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 10556,48 1| 10556,48 | 7590,536 | 0,000000
tratamento | 8323,46 4| 2080,86 | 1496,226 | 0,000000
bloco 1,48 4 0,37 0,266 | 0,895435
Erro 22,25 16 1,39

Cu EDTA ndo-rizosférico

SS |Degr. ofFreedom| MS | F | p |
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Intercept | 8240,169 1| 8240,169 | 7792,740 | 0,000000
tratamento | 7224,420 4| 1806,105 | 1708,036 | 0,000000
bloco 4,212 4 1,053 0,996 | 0,438212
Erro 16,919 16 1,057
Zn CaClj, rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 190,9427 1 190,9427 | 285,4491 | 0,000000
tratamento | 45,7830 4| 11,4458 | 17,1108 | 0,000012
bloco 2,1458 4| 05365 0,8020 | 0,541509
Erro 10,7027 16| 0,6689
Zn CaCl, ndo-rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 204,5510 1| 204,5510 | 316,9934 | 0,000000
tratamento | 61,3206 4| 15,3301 | 23,7572 | 0,000001
bloco 2,4490 4| 06123 | 10,9488 | 0,461573
Erro 10,3246 16| 0,6453
Cu CaCl, rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 1,855453 11 1,855453 | 900,2943 | 0,000000
tratamento | 0,664204 410,166051 | 80,5705 | 0,000000
bloco 0,018279 410,004570 | 12,2174 | 0,113096
Erro 0,032975 16 | 0,002061
Cu CaCl, ndo-rizosférico

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 0,460209 11 0,460209 | 129,8367 | 0,000000
tratamento | 0,405719 410,101430 | 28,6159 | 0,000000
bloco 0,008583 410,002146 | 10,6053 | 0,664451
Erro 0,056712 16 | 0,003545

Tabelas ANOVA para Cu e Zn no simplasto e apoplasto de raizes de milho.

Zn apoplasto

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 6251,828 1|6251,828 | 447,5853 | 0,000000
tratamento | 1559,321 4| 389,830 | 27,9090 | 0,000000
bloco 23,086 4 5,771 0,4132 | 0,796617
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Erro | 223486 | 16] 13968 | |

Zn simplasto

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept 1089,908 111089,908 | 332,2292 | 0,000000
tratamento | 171,956 4 42,989 | 13,1040 | 0,000064
bloco 22,154 4 5,538 | 11,6882 |0,201767
Erro 52,489 16 3,281
Cu apoplasto

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 346,4810 1| 346,4810 | 607,6281 | 0,000000
tratamento | 58,1140 4| 14,5285| 25,4788 |0,000001
bloco 0,9808 4| 0,2452| 10,4300 | 0,784899
Erro 9,1235 16| 0,5702
Cu simplasto

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 376,2630 1 376,2630 | 290,9757 | 0,000000
tratamento | 39,8293 4| 99573 | 7,7003 |0,001169
bloco 1,8815 4| 044704 | 0,3638 |0,830797
Erro 20,6897 16| 11,2931

Tabelas ANOVA comparando o Cu e Zn em solo rizosférico e ndo-rizosférico extraidos por
EDTA e CaCl,

Testemunha — Zn EDTA (rizosf X ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 475,3643 1| 475,3643 | 2099,295 | 0,000001
tratamento |  0,3410 1| 0,3410 1,506 | 0,287038
bloco 1,1207 41 0,2802 1,237 | 0,420750
Erro 0,9058 4| 0,2264
DL 90 — Zn EDTA (rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 5542,258 1|5542,258 | 2861,941 | 0,000001
tratamento 16,282 1 16,282 8,408 | 0,044136
bloco 4,884 4 1,221 0,631 | 0,667039
Erro 7,746 4 1,937

DL 180 — Zn EDTA (rizosf x n&o-rizosf)
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SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 13008,05 1| 13008,05 | 18827,26 | 0,000000
tratamento 17,06 1 17,06 24,69 | 0,007659
bloco 7,15 4 1,79 2,59 | 0,189785
Erro 2,76 4 0,69
CS90 — Zn EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 13401,46 1| 13401,46 | 4849,014 | 0,000000
tratamento 2,06 1 2,06 0,746 | 0,436522
bloco 29,60 4 7,40 2,677 | 0,181630
Erro 11,05 4 2,76
CS 180 — Zn EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 354900,4 1| 354900,4 | 23136,58 | 0,000000
tratamento 199,3 1 199,3 12,99 | 0,022671
bloco 148,9 4 37,2 2,43 | 0,205695
Erro 61,4 4 15,3
Testemunha — Cu EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 83,50182 1|83,50182 | 3262,636 | 0,000001
tratamento | 2.44036 1| 2,44036| 95,351 |0,000616
bloco 0,35967 4| 0,08992 3,513 | 0,125520
Erro 0,10237 4] 0,02559
DL 90 — Cu EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 974,8939 1|974,8939 | 11303,25 | 0,000000
tratamento | 8.8235 1| 8,8235| 102,30 |0,000538
bloco 0,0940 4] 10,0235 0,27 | 0,882038
Erro 0,3450 4| 0,0862
DL 180 — Cu EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 2458,313 1| 2458,313 | 10832,00 | 0,000000
tratamento | 13,908 1| 13,908 61,28 | 0,001438
bloco 11,621 4 2,905 12,80 | 0,014988
Erro 0,908 4 0,227
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CS90 — Cu EDTA (rizosf x néo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 2227,160 1 2227,160 | 5575,795 | 0,000000
tratamento 10,000 1 10,000 25,035 | 0,007472
bloco 4,072 4 1,018 2,548 | 0,193498
Erro 1,598 4 0,399
CS 180 — Cu EDTA (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 28509,22 1| 28509,22 | 5796,153 | 0,000000
tratamento 56,26 1 56,26 11,439 | 0,027730
bloco 6,09 4 1,52 0,309 | 0,858842
Erro 19,67 4 4,92
Testemunha — Zn CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 34,57368 11 34,57368 | 257,5732 | 0,000088
tratamento | 2.16783 1| 2,16783| 16,1503 | 0,015881
bloco 0,68035 41 0,17009 1,2672 | 0,412031
Erro 0,53691 41 0,13423
DL 90 - Zn CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 29,17264 11 29,17264 | 14,49500 | 0,018985
tratamento | 0,27225 1| 0,27225| 0,13527 | 0,731662
bloco 9,07676 41 2,26919 | 1,12749 | 0,455109
Erro 8,05040 41 2,01260
DL 180 - Zn CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 316,6313 1 316,6313 | 2075,250 | 0,000001
tratamento 0,4840 1 0,4840 3,172 | 0,149498
bloco 2,1729 4| 05432 3,560 | 0,123167
Erro 0,6103 41 0,1526
CS90 - Zn CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)
SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 55,37864 1| 55,37864 | 684,6680 | 0,000013
tratamento | 0,02031 1| 0,02031| 0,2511 |0,642621
bloco 1,09874 4| 027468 | 13,3960 | 0,131697
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Erro

| 0.32354]

4] 0,08088 |

CS 180 - Zn CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 63,12656 1| 63,12656 | 173,1630 | 0,000193
tratamento | 0,77006 1| 0,77006 | 2,1124 | 0,219778
bloco 1,61410 4] 0,40353 | 11,1069 | 0,461975
Erro 1,45820 41 0,36455
Testemunha — Cu CaCl, (rizosf x néo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 0,041227 11 0,041227 | 381,5056 | 0,000041
tratamento | 0,023485 11 0,023485 | 217,3230 | 0,000123
bloco 0,000492 410,000123 | 11,1380 | 0,451669
Erro 0,000432 41 0,000108
DL 90 - Cu CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 0,121771 10,121771 | 160,7957 | 0,000223
tratamento | 0,028644 10,028644 | 37,8235 | 0,003546
bloco 0,007058 410,001764 | 2,3299 | 0,216393
Erro 0,003029 4 0,000757
DL 180 - Cu CaCly(rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 0,307196 110,307196 | 680,5399 | 0,000013
tratamento | 0,107744 1 0,107744 | 238,6894 | 0,000102
bloco 0,021810 410,005453 | 12,0793 | 0,016643
Erro 0,001806 4 0,000451
CS90 - Cu CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 0,382085 11 0,382085 | 84,84372 | 0,000772
tratamento | 0,010758 10,010758 | 2,38895 | 0,197090
bloco 0,008078 410,002019 | 0,44842 | 0,771807
Erro 0,018014 41 0,004503
CS 180 - Cu CaCl, (rizosf x ndo-rizosf)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 2,255965 11 2,255965 | 793,9625 | 0,000009
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tratamento | 0,106709 1(0,106709 | 37,5550 | 0,003593
bloco 0,044466 410011116 | 13,9123 | 0,107451
Erro 0,011366 40,002841

Tabelas ANOVA comparando a concentragdo de Cu e Zn no apoplasto e simplasto para cada

tratamento.

Testemunha — Zn (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 299,3458 1] 299,3458 | 560,6977 | 0,000019
tratamento | 34,5031 1| 34,5031 | 64,6269 | 0,001300
bloco 6,1971 4| 1,5493| 2,9019|0,163379
Erro 2,1355 41 05339
DL 90 — Zn (APQ/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 581,1394 1581,1394 | 812,4711 | 0,000009
tratamento | 80,7696 1| 80,7696 | 112,9213 | 0,000444
bloco 29,2830 4| 73208 | 10,2349 |0,022357
Erro 2,8611 4 0,7153
DL 180 — Zn (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 3901,267 1 3901,267 | 664,3971 | 0,000013
tratamento | 834,094 1| 834,094 | 142,0486 | 0,000284
bloco 106,112 4| 26528| 4,5178|0,086630
Erro 23,488 4 5,872
CS90 - Zn (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 724,9032 1|724,9032 | 286,7039 | 0,000071
tratamento | 102,5040 1|102,5040 | 40,5410 | 0,003120
bloco 15,1983 4| 3,7996 | 1,5028 | 0,351367
Erro 10,1136 4 2,5284
CS 180 — Zn (APO/SIM

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 2155,281 1| 2155,281 | 305,4506 | 0,000063
tratamento | 359,205 1| 359,205 | 50,9073 | 0,002041
bloco 97,603 4| 24,401 | 3,4581|0,128373
Erro 28,224 4 7,056
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Testemunha — Cu (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 67,98404 1| 67,98404 | 3521,107 | 0,000000
tratamento | 0,00015 1| 0,00015 0,008 | 0,933966
bloco 1,72735 4| 043184 | 22,366 | 0,005338
Erro 0,07723 4| 0,01931
DL 90 — Cu (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 75,79697 1| 75,79697 | 644,2667 | 0,000014
tratamento | 0,07766 1| 0,07766| 0,6601 | 0,462110
bloco 1,65319 4] 041330 | 13,5130 | 0,125538
Erro 0,47059 4| 0,11765
DL 180 — Cu (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 278,8843 1| 278,8843 | 315,2050 | 0,000059
tratamento |  0,0027 1| 0,0027| 0,0031 |0,958297
bloco 10,5484 41 26371 2,9806 | 0,157626
Erro 3,5391 41 10,8848
CS90 — Cu (APO/SIM)

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 71,26230 1]71,26230 | 1168,441 | 0,000004
tratamento | 2,07480 1| 2,07480| 34,019 | 0,004306
bloco 1,96724 4| 0,49181 8,064 | 0,033831
Erro 0,24396 4| 0,06099
CS 180 — Cu (APO/SIM

SS Degr. of Freedom MS F p
Intercept | 324,3075 1 324,3075 | 531,1158 | 0,000021
tratamento |  0,2969 1| 0,2969| 0,4862 | 0,524035
bloco 10,0060 4| 25015 | 4,0967 | 0,100383
Erro 2,4425 4| 10,6106
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