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RESUMO

SANTOS, Ricardo Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2021.
Biofortificacao de feijao com zinco: efeitos de fontes, formas de aplicacao, doses, e do
fungo Pochonia chlamydosporia. Orientador: Renildes Lucio Ferreira Fontes. Coorientadores:
Leonardus Vergiitz e Cleberson Ribeiro.

O zinco desempenha importante papel para o adequado funcionamento do organismo humano.
O consumo de alimentos com baixos teores desse nutriente tem contribuido para o aparecimento
da desnutri¢do e diversos problemas de ordem fisioldgica na populagdo. Uma alternativa para
melhorar a qualidade nutricional dos produtos agricolas que compdem a dieta alimentar da
populacdo € o enriquecimento das partes comestiveis das culturas comerciais pelo manejo da
adubacdo, com a pratica chamada biofortificacdo agrondmica. Diante disso, objetivou-se neste
estudo avaliar os efeitos da aplicacio de doses de Zn via foliar, utilizando o Zn-EDTA e o Zn-
Aas (Zn-amino 4cido chelates)-FH-Amino como alternativas ao ZnSQOs, € a inoculacdo do
fungo P. chlamydosporia nas sementes, associada a aplica¢do de Zn via solo e via foliar para a
biofortificacdo de graos de feijao. Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacgao,
com a cultivar BRSMG Madrepérola. No experimento I avaliou-se a aplicacdo de doses de Zn
via foliar utilizando o Zn-EDTA, Zn-Aas e o ZnSO4 e foi realizado em esquema fatorial [(3 X
5+ 1)+ (1 x 3)], correspondendo a trés fontes de Zn, cinco doses de Zn (2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e
20,0 mg dm™) aplicadas via foliar, um controle, sem aplicacdo de Zn via foliar e trés doses de
KCl1 (0,05 0,2; 0,4 %) dentro da dose 5 mg dm de Zn via foliar do ZnSO4, em delineamento
em blocos casualizados com quatro repeticdes. O experimento II foi desenvolvido em esquema
fatorial 2 x 2 x 5, representado pela inoculagcdo do fungo P. chlamydosporia em sementes de
feijao (0 e 5 g kg'' de sementes), com aplicacdo de Zn via solo (0 e 2,5 mg dm™), e aplicacdo
de Zn via foliar (0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 mg dm™), em delineamento em blocos casualizados,
com quatro repeticdes. Apds a colheita de ambos os experimentos, foram contabilizados o
numero de vagens, a produtividade de graos por planta e o peso de 100 graos, determinou-se os
teores N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn e Zn, nos graos, realizou-se a andlise de mapas microquimicos
pela florescéncia de raios X com energia dispersiva (EDXRF), como também, apenas no
experimento II, foram determinadas as caracteristicas quimicas dos solos. As fontes de Zn
aumentaram os teores de Zn em graos de feijao melhorando a qualidade, com destaque para o

Zn-EDTA, este que também contribuiu para o aumento dos teores e conteidos de outros



nutrientes e menor redu¢do dos componentes da producdo de graos. A aplicacdo de doses de
KCl via foliar na dose de 5 mg dm de Zn da fonte de ZnSQO4, aumentou o teor e contetido de
S e conteido de K nos graos de feijdo. A colonizacdo de raizes de feijoeiro pelo P.
chlamydosporia nao foi efetiva para aumentar os teores de Zn nos graos de feijdo. Porém,
aumentou a absor¢do de P, K, Fe e Mn pelas raizes e também resultou no aumento nos teores
de N e de proteinas nos graos, entretanto, reduziu o peso de cem graos. A inoculacdo do
microrganismo nas sementes, associada a adi¢do ou ndo de Zn no solo e suplementada com
doses de Zn foliar, aumentou os teores de K, Fe e Mn nos grdos. A aplicacdo de doses de Zn
foliar, associada a adicdo ou ndo de Zn no solo, aumentou os teores do elemento nos graos,

principalmente, nas doses 10 e 20 mg dm™ de Zn via foliar, sem adi¢do de Zn no solo.

Palavras-Chave: Fontes de zinco. Qualidade nutricional de alimentos. Microrganismos.

Teores de nutrientes



ABSTRACT

SANTOS, Ricardo Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2021.
Biofortification of beans with zinc: effects of sources, forms of application, doses, and of
the fungus Pochonia chlamydosporia. Advisor: Renildes Lucio Ferreira Fontes. Co-advisors:
Leonardus Vergiitz and Cleberson Ribeiro.

Zinc is very important for the proper functioning of the human body. The consumption of foods
with low levels of this nutrient has contributed to the emergence of malnutrition and several
physiological problems in the population. An alternative to improve the nutritional quality of
agricultural products that composes the diet of the population is the enrichment of the edible
parts of commercial crops through fertilizer management, which is known as agronomic
biofortification. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effects of applying
doses of Zn in the leaves, using Zn-EDTA and Zn-AAs (Zn-amino acid chelates)-FH-Amino
as alternatives to ZnSQOs, and the inoculation of fungus P. chlamydosporia in seeds, associated
with soil and foliar Zn application for biofortification of bean grains. Two experiments were
carried out in a greenhouse, with the cultivar BRSMG Madrepérola. In experiment I, the
application of Zn doses was evaluated using Zn-EDTA, Zn-AAs and ZnSO4 and it was carried
out in a factorial scheme [(3 x 5 + 1) + (1 x 3)], corresponding to three sources of Zn, five doses
of Zn (2.5; 5.0; 10.0; 15.0 and 20.0 mg dm™), a control, without application of Zn and three
doses of KCl (0.0; 0.2; 0.4 %) within the dose of 5 mg dm? of Zn, in a randomized block design
with four replications. Experiment II was developed in a 2 x 2 x 5 factorial scheme, represented
by the inoculation of the fungus P. chlamydosporia in bean seeds (0 and 5 g kg™! of seeds), with
soil application of Zn (0 and 2.5 mg dm™), and foliar application of Zn (0, 2.5, 5.0, 10.0 and
20.0 mg dm™), in a randomized block design, with four replications. After harvesting in both
experiments, the number of pods, grain yield per plant and the weight of 100 grains were
counted. Afterwards, N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn and Zn contents in the grains were determined,
microchemical maps were analyzed by energy dispersive X-ray flowering (EDXRF), as well
as, only in experiment II, the chemical characteristics of the soils were determined. The Zn
sources increased the nutrient contents in the beans, improving quality, with emphasis on Zn-
EDTA, which also contributed to the increase in the contents of other nutrients and less
reduction in the components of grain production. The application of KCI doses in the leaves at

a dose of 5 mg dm™ of Zn from the ZnSOs source increased the S and K content in bean grains.



The colonization of bean roots by P. chlamydosporia was not effective in increasing Zn
contents in bean grains. However, it increased the uptake of P, K, Fe and Mn by the roots and
also resulted in an increase in N contents and protein in the grains, nonetheless, it reduced the
weight of one hundred grains. The inoculation of the microorganism in the seeds, associated
with the addition or not of Zn in the soil and supplemented with foliar doses of Zn, increased
the contents of K, Fe and Mn in the grains. The foliar application of Zn doses, associated with
the addition or not of Zn in the soil, increased the contents of the element in the grains, mainly

in the doses of 10 and 20 mg dm™ of Zn, without addition of Zn in the soil.

Keywords: Zinc sources. Nutritional food quality. Microorganisms. Nutrient content
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Introducao Geral

O aumento da populacdo mundial, aliada a melhoria da renda das pessoas, em alguns
paises, vem aumentando a pressao pela produgdo de alimentos (Rask e Rask, 2011; Tran et al.,
2019). A introducdo de tecnologias na agricultura teve um importante papel no aumento da
producdo de alimentos (Fess et al., 2011). Por outro lado, essas tecnologias tém gerado alguns
impactos, como aumento da erosdo do solo, poluicdo ambiental, emissdes de gases de efeito
estufa e reducdo da biodiversidade (Tilman et al., 2002; Pellegrini e Fernandez, 2017; Timsina,
2018). Isso, ao longo do tempo, poderd diminuir a disponibilidade de recursos para a producao
de alimentos e colocar em risco o sistema de produgdo agricola (Fess et al., 2011; Rask e Rask,
2011).

H4 uma necessidade urgente de buscar alternativas para producdo de alimentos, de
forma sustentdvel e que atenda a demanda da populacio. Para isso, deve haver ajuste das
tecnologias ja existentes, ou o desenvolvimento de novas tecnologias que aumentem a produgdo
de alimentos, sem comprometer os recursos naturais (Timsina, 2018). Dentre estes desafios, o
foco na producgdo de alimentos que possuam boa qualidade nutricional € fundamental, associado
ao melhoramento de plantas, que tem focado no aumento da produtividade das culturas, mas
que tem dado pouca atencdo a melhorias na composi¢ao nutricional (Dwivedi et al., 2017). Os
alimentos tendem a possuir quantidade de calorias necessdrias para atender as exigéncias didrias
das pessoas. Porém, o fornecimento de micronutrientes essenciais ao organismo humano, como
vitamina A, ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e iodo (I), podem estar abaixo dos teores
adequados, nao atendendo as exigéncias diarias da populagdo (Tran et al., 2019).

O Zn € um elemento que possui importantes fungdes em diversos processos bioldgicos,
sendo de extrema importancia para o crescimento e desenvolvimento adequado de plantas, além
do importante papel na saude humana. Os teores de Zn presentes na maioria das plantas estao
entre 30 e 100 mg kg™!, e teores superiores a 300 mg kg!' podem causar fitotoxidez as plantas
(Noulas et al., 2018). Esse micronutriente desempenha importante funcdo nas plantas,
participando do metabolismo de carboidratos, fotossintese, sintese de proteinas, manutengao da
integridade de membranas celulares, ajudando na orientac@o estrutural das macromoléculas e
manutencao dos sistemas de transportes de ions, regulacdo na sintese de auxina e formagao de
polen (Noulas et al., 2018; Rudani et al., 2018; Suganya et al., 2020). A deficiéncia de Zn pode
afetar o desenvolvimento das plantas, como também comprometer a saide humana, visto a
propor¢do significativa de fontes nutricionais humanas provenientes das culturas

(Hacisalihoglu, 2020).
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O Zn é encontrado no solo e nas rochas como Zn?* e est4 presente na fracio mineral dos
solos, principal nos minerais ferromagnéticos, dentre eles, a biotita, magnetita, horblenda e,
também, nos minerais contendo sulfeto, sulfatos, carbonatos e fosfatos de Zn (Dechen e
Nachtigall, 2006; Sturikova et al., 2018). Esses minerais ao passarem pelo processo de
intemperismo, liberam o Zn como um cétion divalente (Zn>*), podendo este ser adsorvido aos
coldides do solo ou formar complexo com a matéria organica (Dechen e Nachtigall, 2006;
Sadeghzadeh, 2013). A concentracdo total de Zn no solo ndo pode ser usada como indicativo
da disponibilidade de Zn para as plantas, pois uma pequena parte desse Zn € trocavel ou solivel
(Sadeghzadeh, 2013). O Zn possui baixa mobilidade no solo, devido a sua alta reacdo com os
minerais silicatados, 6xidos e hidréxidos de Fe e a matéria orgéanica. No solo, o Zn pode estar
em trés formas, como Zn na solucdo do solo, Zn trocavel, adsorvido aos coloides do solo e o
Zn fixado aos minerais do solo (Dechen e Nachtigall, 2006).

O pH € o principal fator que influenciam a disponibilidade de Zn no solo, afetado sua
mobilidade e distribuicdo no solo (Sturikova et al., 2018). O aumento do pH reduz a
disponibilidade de Zn no solo (Rudani et al., 2018), sendo que os solos dcidos apresentam maior
disponibilidade de Zn e acima do pH 7,0 a disponibilidade do nutriente € severamente reduzida
(Dechen e Nachtigall, 2006). Outros fatores, como altos niveis de P e matéria organica no solo
diminui a disponibilidade o Zn no solo, como também, elevada umidade no solo reduz a
absor¢do do elemento pelas plantas (Rudani et al., 2018).

A deficiéncia de Zn atinge 49 % dos solos agricolas no mundo (Suganya et al., 2020),
contribuindo para a baixa produtividade e qualidade das culturas. Em muitos casos de
deficiéncia de Zn nas plantas, os sintomas nao aparecem, sendo esse fendmeno conhecido como
deficiéncia oculta (Alloway, 2009). A deficiéncia de Zn nos solos e nos alimentos, estd
relacionado ao uso de cultivares com alta produtividade e alta demanda nutricional, a aplicagdo
de fertilizantes nos solos a base de macronutrientes e a super calagem, que eleva o pH do solo,
diminuindo a disponibilidade de Zn as plantas. Com o cultivo intenso do solo, visando o
aumento de produtividades e a qualidade nutricional do produto colhido, € necesséria a
aplicacdo de fontes de Zn no solo ou adubos que ja contenham esse micronutriente na sua
composi¢cao (Cakmak e Hoffland, 2012).

A deficiéncia de Zn, juntamente com as deficiéncias de vitamina A e Fe, é um dos
grandes problemas de satide publica, especialmente, em paises em desenvolvimento (Welch e
Graham, 2005). Essa deficiéncia retarda o crescimento humano, aumenta os riscos de doengas
infecciosas, de partos prematuros e afeta o sistema imunoldgico das pessoas (Yakoob et al.,

2011).
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A ingestdo didria de Zn para atender a necessidade de uma pessoa € pequena, sendo de
8 mg d! para mulheres e de 11 mg d!' para homens (Maret e Sandstead, 2006). No entanto,
grande parte da populagdo no mundo tem a ingestdo do elemento abaixo do necessirio para
suprir sua necessidade metabdlica, com isso, aproximadamente 17 % da populacdo mundial
corre risco de apresentar deficiéncia de Zn (Wessells e Brown, 2013). Outro fator que agrava a
deficiéncia de Zn, é a produ¢do de compostos antinutricionais, como o fitato, pelos alimentos a
base de cereais e leguminosas, que forma complexo com o Zn, reduzindo a absor¢do do
elemento no intestino humano (Gibson et al., 2010).

Para minimizar a deficiéncia de Zn, o ideal seria que toda populacdo possuisse acesso a
uma variedade de alimentos para o consumo. Porém, é fato que isso ndo ocorre, principalmente,
em populacdo de baixa renda (Groote et al., 2021). Alternativas para reduzir a defici€éncia de
Zn tém sido implementadas, como o uso da suplementagdo e a fortificacdo dos alimentos. No
entanto, essas alternativas frequentemente ndo chegam a populacdo rural, onde estd a maior
incidéncia de pessoas com deficiéncia de Zn (Nestel et al., 2006). Para solucionar esse
problema, a biofortificagdo dos alimentos basicos com Zn vem se destacando como uma 6tima
alternativa para reduzir a deficiéncia do elemento da populacdo na zona rural, que tem
dificuldade de acesso a outras alternativas (Nestel et al., 2006; Bouis e Saltzman, 2017).

A biofortificacdo agrondmica pode ser uma 6tima ferramenta para reduzir a deficiéncia
de Zn, principalmente, em regides onde os solos sdo deficientes no elemento. Para isso, é
necessario a aplicacdo de Zn no solo e que o nutriente seja incrementado nos alimentos colhidos,
aumentando sua disponibilidade para os consumidores (Groote et al., 2021). A biofortificagao
agrondmica com Zn € alcancada por meio do manejo da adubacdo, sendo o nutriente aplicado
via solo ou foliar (Valenga et al., 2018).

Visando melhorar a efici€éncia do Zn aplicado ao solo, com o objetivo de aumentar os
teores do elemento nas partes comestiveis das culturas, tem-se utilizado da inoculacdo de
microrganismos solubilizadores de Zn no solo. O mecanismo que explica o aumento da
disponibilidade do Zn no solo, por meio da inocula¢do de microrganismos, estd relacionado a
reducdo do pH na regido da rizosfera, pela producdo de 4cidos organicos. Esses dcidos
organicos ao reduzirem o pH do solo, tornam o Zn mais soluvel, aumentando sua
disponibilidade na solucao do solo, bem como, atuam reduzindo a fixacdo do elemento aplicado
ao solo (Suganya et al., 2020). Além disso, a inoculacdo de microrganismo promove alteragdes
anatomica e morfoldgica nas raizes melhorando a absorc¢do de Zn pelas plantas (Singh et al.,

2018).
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Diversas culturas t€ém sido pesquisadas, com a associacdo de Zn e a inoculacdo de
fungos no solo, obtendo resultados satisfatorios no aumento do teor do elemento nas partes
comestiveis (Kumar e Singh, 2017; Watts-Williams e Cavagnaro, 2018; Ma et al., 2019;
Suganya et al., 2020). No entanto, pesquisas com feijoeiro, que tem um grande potencial de
combater a defici€éncia de nutrientes na populacdo (Basavaraja et al., 2021), sdo escassas, sendo
necessdrio a realizacdo de pesquisas com a inoculagao de fungos, visando aumentar o teor de
Zn nos grados. O grande potencial dessa cultura no combate a deficiéncia de Zn deve-se ao seu
alto teor do elemento acumulado nos graos, que pode chegar a 51 ppm, com média de 35 ppm,
quando comparada a outras culturas, tal como os cereais (Beebe et al., 2000). Além disso, como
observado em 2013, os paises com maior consumo per capita de feijao estdo localizados em
regides com predominio de deficiéncia de Zn. Dentre esses paises, Ruanda se destaca como
maior consumidor (34,13 kg hab™!). Nesse mesmo ano, o consumo de feijdo per capita no Brasil
foi de 16,07 kg hab™! (Wander et al., 2021).

A biofortificacdo agrondmica tem-se difundido em todo mundo, como uma forma de
aumentar os teores de nutrientes, a exemplo do Zn, nas culturas basicas, como o feijao. Esforcos
para aumentar os teores de Zn no feijao estdo em andamento (Basavaraja et al., 2021), por
tratar-se da leguminosa mais consumida no mundo e possuir grande potencial de minimizar a
deficiéncia desse elemento, principalmente, em populacido de baixa renda (Broughton et al.,
2003). Além disso, os graos de feijao, com altos teores de Zn podem chegar mais facilmente as
pessoas que vivem em locais remotos do planeta, onde outras intervencodes, como a fortificagdao

de alimentos e a suplementacdo, t€ém dificuldades de implementagado (Philipo et al., 2020).
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Capitulo 1

Biofortificacao agronomica do feijao (Phaseolus vulgaris L.), com zinco aplicado via solo
e via foliar

Resumo
O zinco (Zn) desempenha importante papel para o adequado funcionamento do organismo

humano. O consumo de alimentos com baixos teores desse elemento tem contribuido para o
aparecimento da desnutricdo e diversos problemas de ordem fisiol6gica na populacdo,
principalmente aquelas localizadas em paises em desenvolvimento. A fonte de Zn mais
utilizada na biofortificacdo € o ZnSOg, porém, a aplicacdo de doses elevadas pode induzir
fitotoxicidade, resultando em reducdo na produtividade. Diante disso, € importante pesquisar
diferentes doses e fontes de Zn para a biofortificacdo na cultura do feijoeiro. O objetivo deste
estudo foi avaliar Zn-EDTA e Zn-AAs (Zn-amino dcido chelates)-FH-Amino, como
alternativas para ZnSOQOys, na aplicacdo via foliar, para melhorar a qualidade nutricional da
cultivar de feijjado BRSMG Madrepérola. Um experimento foi realizado em casa de vegetacgao,
em esquema fatorial [(3 x5 + 1) + (1 x 3)], correspondendo a trés fontes de Zn (Zn-EDTA, Zn-
AAs e ZnS0Oy), cinco doses de Zn (2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg dm™) aplicadas via foliar, um
controle, sem aplicacdo de Zn via foliar e trés doses de KCl (0,0; 0,2; 0,4 %), dentro da dose 5
mg dm? de Zn, via foliar, de ZnSOs, em delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes. Uma dose de 2,5 mg dm™ de Zn via solo foi aplicada para todos os tratamentos. As
doses de 16,27, 14,88 e 14,12 mg dm> de Zn das fontes Zn-EDTA, ZnSO4 e Zn-Amino,
respectivamente, promoveram maior teor desse elemento nos graos de feijao, com destaque
para o Zn-EDTA, que apresentou incremento de 164,5 % e a menor reducdo na produtividade
de graos (6,2 %). Além disso, a fonte Zn-EDTA promoveu incrementos de 16,0, 16,4, 14,0,
16,4, 20,0 e 96,4 % nos teores de P, K, Mg, S, Fe e Mn, respectivamente, e 13,4, 14,0, 12,8,
86,0 e 195,2 %, nos contetdos de P, K, Mg, Mn e Zn nos graos de feijao, em relacao ao controle.
As fontes de Zn aumentaram os teores do nutriente nos graos de feijao, melhorando sua
qualidade, com destaque para o Zn-EDTA, que também contribuiu para o aumento dos teores
e contetdos de outros nutrientes € menor reducdo dos componentes de produgdo de graos. A
aplicacdo de doses de KCl via foliar na dose de 5 mg dm™ de Zn da fonte de ZnSQO4, aumentou

o teor e contetido de S e contetudo de K nos graos de feijao.

Palavras-chaves: Fontes de zinco. Qualidade nutricional de alimentos. Aumento dos teores de

Zinco nos graos.
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Agronomic biofortification of beans (Phaseoulus vulgaris L.), with zinc applied via soil
and leaf

Abstract
Zinc (Zn) is very important in the proper functioning of the human body. The consumption of

foods with low levels of this element has contributed to the emergence of malnutrition and
various physiological problems in the population, especially those located in developing
countries. The Zn source most used in biofortification is ZnSQO4, however, the application of
high doses can induce phytotoxicity, resulting in reduced productivity. Therefore, it is important
to research different doses and sources of Zn for biofortification in the bean crop. The aim of
the present study was to evaluate Zn-EDTA and Zn-AAs (Zn-amino acid chelates)-FH-Amino,
as alternatives to ZnSOs, in foliar application, to improve the nutritional quality of the bean
cultivar BRSMG Madrepérola. The experiment was carried out in a greenhouse, in a factorial
scheme [(3 x5 + 1) + (1 x 3)], corresponding to three sources of Zn (Zn-EDTA, Zn-AAs and
ZnS0y), five doses of Zn (2.5; 5.0; 10.0; 15.0 and 20.0 mg dm?) applied in the leaves, a control,
without application of Zn and three doses of KC1 (0.0; 0, 2; 0.4 %), within a dose of 5 mg dm"
3 of Zn, from ZnSO4, in a randomized block design with four replications. A dose of 2.5 mg
dm? of Zn was applied in the soil to all treatments. The doses of 16.27, 14.88 and 14.12 mg
dm? of Zn from Zn-EDTA, ZnSO.4 and Zn-Amino sources, respectively, promoted a higher
content of this element in bean grains, with emphasis on Zn- EDTA, which presented an
increase of 164.5 % and the smallest reduction in grain yield (6.2 %). Furthermore, the Zn-
EDTA source promoted increments of 16.0, 16.4, 14.0, 16.4, 20.0 and 96.4 % in the contents
of P, K, Mg, S, Fe and Mn, respectively, and 13.4, 14.0, 12.8, 86.0 and 195.2 %, in the contents
of P, K, Mg, Mn and Zn in bean grains, when compared to the control. The sources of Zn
increased the nutrient contents in the beans, improving their quality, with emphasis on the Zn-
EDTA, which also contributed to the increase in the contents of other nutrients and less
reduction in the grain production components. The application of KCI doses in the leaves at a
dose of 5 mg dm™ of Zn from the ZnSO4 source increased the contents of S and K in bean

grains.

Keywords: Zinc sources. Nutritional food quality. Increase in grain zinc contents.
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1. Introducao

O aumento na producdo de alimentos tornou-se uma necessidade para atender as
exigéncias caldricas e proteicas da crescente populagdo mundial, que deve chegar a 8,5 bilhdes
em 2030, 9,7 bilhdes em 2050 e 10,9 bilhdes em 2100 (United Nations, 2019). O atendimento
a essa necessidade teve um avango apoés a “revolugdo verde”, que acarretou o uso de insumos e
o melhoramento genético de plantas, desenvolvendo cultivares mais produtivas (Welch et al.,
2013). Por outro lado, o efeito da dilui¢do nutricional foi favorecido, visto que em plantas com
altas produtividades os nutrientes ficam diluidos em uma grande biomassa (Klikocka e Marks,
2018), resultando que menos nutrientes sejam disponibilizados por unidade de alimento
ingerido.

Embora o aumento na produtividade das culturas seja de grande importincia para suprir
a demanda mundial por alimentos, além da quantidade, também deve-se priorizar a qualidade
nutricional dos alimentos, visando atender as exigéncias didrias de nutrientes da populacio e,
com isso, evitar o aparecimento de problemas de saide causados pela desnutricdo (Miller e
Welch, 2013). O consumo de alimentos com baixos teores de micronutrientes na dieta
alimentar, tais como ferro (Fe), zinco (Zn), iodo (I) e vitamina A, pode levar a desnutri¢do da
populacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento (Stein, 2010). Essas deficiéncias,
denominadas “fome oculta”, atingiam metade da populacao mundial no inicio dessa década
(Miller e Welch, 2013). Desse grupo, dados mais recentes indicam prevaléncia, especialmente,
entre mulheres e criangas nos paises em desenvolvimento (Klikocka e Marks, 2018).

Os micronutrientes sdo essenciais para o adequando funcionamento do organismo
humano, sendo os produtos agricolas fonte importante de sua entrada na dieta alimentar da
populacdo. Porém, os alimentos vegetais podem ndo fornecer a quantidade adequada desses
nutrientes para a populacao, seja devido aos baixos teores presentes, seja devido a presencga de
acido fitico em alguns alimentos, uma vez que formam complexos com nutrientes, os fitatos,
que diminuem a biodisponibilidade para o organismo humano (Grahamet et al., 2007; Gibson,
2012; Miller & Welch, 2013; Krebs et al., 2014).

Entre os micronutrientes, o Zn tem causado preocupacdes entre nutricionistas, médicos
e até mesmo economistas (Cakmak, 2009). A deficiéncia desse nutriente, principalmente na
populacdo de paises em desenvolvimento, pode causar problemas como crescimento retardado
e comprometimento no desenvolvimento cerebral de criangas, desenvolvimento de doencgas
infecciosas como diarreia, pneumonia e problemas em gestantes (Gibson, 2012; Krebs et al.,

2014). Ha cerca de 10 anos, Wessells e Brown (2012) estimavam que um terco da populacdo
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mundial poderia apresentar deficiéncia de Zn, especialmente criancas com idade inferior a cinco
anos.

Nos tltimos anos, tém-se buscado alternativas para minimizar os problemas causados
pela deficiéncia de micronutrientes (Pla et al., 2020; Saha e Roy, 2020). Entre as alternativas
estdo a suplementacdo, a fortificagdo dos alimentos e, mais recentemente, a biofortificagao de
culturas, sendo que essa ultima vem ganhando destaque por atender especialmente as
populacdes mais carentes, as quais nao tem acesso aos suplementos e aos alimentos fortificados
(Hussain et al., 2010; Gibson, 2012). A biofortificagdo agrondmica € uma técnica que objetiva
aumentar os teores de nutrientes, como o Zn, nas partes comestiveis das culturas, por meio do
manejo da adubagdo (Saltzman et al., 2017). Varias culturas como arroz, trigo, milho e feijao
estdo sendo biofortificadas em vdarios paises em desenvolvimento como alternativa para
minimizar os problemas causados pela desnutricao (Shivay e Prasad, 2014; Liu et al., 2015;
Zaman et al., 2017; Cambraia et al., 2019).

O feijao € uma das leguminosas mais produzida em todo mundo e a mais importante
para o consumo humano direto (Broughton et al., 2003; Rawal e Navarro, 2019). E também a
leguminosa mais dominantes na dieta humana (Broughton et al., 2003), sendo altamente
consumida em todo mundo (Olmedilla-Alonso et al., 2013; Sathe, 2016), especialmente na
América Latina e Africa (Beebe et al., 2013; Ram et al., 2016). Além disso, € uma importante
fonte de proteinas, aminodcidos, minerais, carboidratos, vitaminas e fibras (Hayat et al., 2014).
A drea cultivada e a produgdo de feijdo no mundo vém crescendo nos ultimos anos,
especialmente em paises da Asia, América Latina e Africa (FAQ, 2019), justamente em regides
na qual a populacdo apresenta problemas de deficiéncia de Zn (Wessells e Brown, 2012). Sendo
assim, essa cultura merece uma atencao especial para ser usada na biofortificacdo agrondmica,
apresentando-se como uma alternativa de minimizar os problemas relacionado a desnutricao
causada pela deficiéncia de nutrientes como, por exemplo, o0 Zn.

Aplicacdo de Zn via solo durante a semeadura ndo tem apresentado aumento satisfatério
nos teores de Zn nos graos (Welch et al., 2013; Cakmak & Kutman, 2018). Isso pode estar
relacionado a baixa mobilidade do Zn no solo, que pode levar a uma redu¢do do elemento no
solo e, consequentemente, para as plantas (Tran et al., 2019). Além disso, o Zn tem alta
afinidade de adsor¢do nas superficies de vdrios constituintes do solo, como os 6xidos e os
minerais de argilas silicatadas e também, a forma¢do de complexos com a matéria organica do
solo (Sadeghzadeh, 2013). Porém, quando o Zn € aplicado via solo e via foliar, ou somente via
foliar, hd aumento no teor de Zn nos graos, com superioridade com a aplicacdo via solo e via

foliar (Zou et al., 2012; Zhao et al., 2014). Esses aumentos estdo relacionados com a fase
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fenoldgica de aplicagdo do Zn via foliar (Welch et al., 2013). Para o feijoeiro, a aplicacdo de
Zn na fase R8 (formagdo dos graos) resultou em aumentos nos teores desse elemento nos graos
(Cambraia et al., 2019).

O consumo de alimentos com altos teores de Zn e baixos teores de dcido fitico
contribuird para minimizar os problemas de desnutricdo em humanos, especialmente nos
paises em desenvolvimento. A fonte de Zn mais utilizada na adubac¢do € o ZnSO4 (Xu et al.,
2022), porém, a aplicacdo de doses elevadas tem provocado fitotoxidez, causando lesdes em
folhas e reducdo nas varidveis de produgao (Qiao et al., 2014; Drissi et al., 2015; Kirmani et al.,
2018; Du et al., 2019; Xu et al., 2022). Isso tem contribuido para a busca de outras fontes de
Zn como alternativa ao ZnSQOys, sendo as fontes quelada tendo um grande potencial de minimizar
os efeitos fitotoxicos, como queimas de folhas induzida pelo ZnSO4 e também, aumentar os
teores do nutriente nos graos (Xu et al., 2022). A aplicacio de fontes de Zn quelada, como o
Zn-glicina e Zn-EDTA, apresentaram menor efeito fit6toxico, quando comparado ao ZnSO4
(Golden et al., 2016; Xu et al., 2022). Diante disso, é importante pesquisar diferentes doses e
novas fontes de Zn para a biofortificacao na cultura do feijoeiro.

Baseado na hipétese de que fontes organicas de Zn sdo mais eficientes no aumento desse
elemento nos graos e na minimizacao de possiveis efeitos fitotoxicos, objetivou-se avaliar Zn-
EDTA e Zn-AAs (Zn-amino acido chelates)-FH-Amino, como alternativas ao ZnSQOa, na
aplicacdo via foliar, para melhorar a qualidade nutricional da cultivar de feijio BRSMG

Madrepérola.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado em vasos com solo, no periodo de abril a junho de 2019,
em casa de vegetacao do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, localizada
no municipio de Vigosa-MG, com as coordenadas geograficas 20° 45’ de latitude Sul e 42° 50°
de longitude Oeste e altitude de 672 m (Alencar et al., 2011). De acordo K&ppen, a classificagdo
climatica do municipio € temperado quente, com verdo chuvoso e inverno frio e seco (Cwb),
com temperatura média anual de 20 °C (Lorenzo et al., 2013).

O solo utilizado no experimento foi um Latossolo Vermelho-Amarelo, coletado na
camada de 20 — 40 cm e peneirado em peneira de 2 mm de didmetro e analisado quimicamente
antes da calagem e aplicacdo dos tratamentos (Tabela 1). Para o ajuste do pH do solo, foi

13+

utilizado o método de neutralizaciio do Al**, e elevacio dos teores de Ca®* e Mg?* para correcdo

da acidez do solo (Alvarez et al., 1999), utilizando CaCO3 e o MgCO3 com incubac¢do durante
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30 d. Antes do plantio, foi realizada adubacao em todo volume de solo, como recomendado por

Novais et al. (1991), incluindo a adicdo de 2,5 mg dm™ de Zn da fonte ZnSOs.

Tabela 1 — Resultados da andlise quimica e fisica do Latossolo Vermelho-Amarelo

pH pH P K Ca* Mg>* AP H+Al SB t T V. m

H,O0 KCl mgdm? ------------- cmoledm™------------- ---% - - -
444 422 05 70 024 0,09 0,77 266 035 1,12 295 11,9 6838
MO P-Rem S B Cu Mn Fe Zn
dag kg! mgL! oo mgdm>--------o-o -
0,53 21,5 18,5 0,10 0,32 2,9 16,2 1,02

gf)ilsz Areia fina Silte Argila EU Ds
———————————————————— kg/kg-------------------- --gem>- -
0,217 0,169 0,142 0,472 0,27 1,09

pH em HO, relagdo 1:2,5; pH em KCI 1,0 mol L, relagio 1:2,5; P, K, Cu, Mn, Fe e Zn (extrator Mehlich-1);
Ca’ e Mg?* (extrator KCI 1,0 mol L''); Matéria organica (Walkley e Black); Fésforo remanescente (extrator
Mehlich-1); AI** = acidez trocével (extrator KCI 1,0 mol L'); H+Al = acidez potencial (extrator Ca(OAc), 0,5
mol L); SB = soma de bases (Ca?*, Mg?*, K* e Na*); t = capacidade efetiva de troca de cétion (t = SB + AI**); T
= capacidade de troca de cations (CTC pH 7 = T = SB = (H+Al); V = saturacdo por bases (V = 100 SB/T) e m =
saturagdo por aluminio (m = 100 AI**/t); EU = Equivalente de Umidade; Ds = Densidade do Solo.

Os 19 tratamentos foram esquematizados em fatorial [(3 x 5 + 1) + (1 x 3)],
correspondendo a trés fontes de Zn (ZnSQO4.7H,0%, com 23 % de Zn, Zn-EDTA®, com 15 % de
Zn e Zn-AAs (Zn-amino 4cido chelates)-FH-Amino®, com 25 % de Zn e 29 % de glicina, sendo
a formulacdo das fontes de Zn organica 100 % quelatizada com EDTA e Glicina, ndo tendo
outros elementos na sua composi¢ao); cinco doses de Zn (2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg dm?)
aplicadas na folhagem do feijoeiro no inicio do estiddio R8 (enchimento das vagens); um
controle, sem aplicacdo de Zn via foliar e trés doses de KC1 (0,0; 0,2 e 0,4 %) aplicadas na
folhagem dentro da dose de 5 mg dm™ de Zn da fonte ZnSOs, para verificar o efeito de
sinergismo do KCl na absor¢do de Zn, em delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes. A unidade experimental foi composta por um vaso com capacidade de 5 dm™ de
solo onde foram semeadas oito sementes de feijao da cultivar BRSMG Madrepérola. Uma
semana apds emergéncia foi feito o desbaste deixando duas plantas de porte médio por vaso.

Antes das aplicagdes dos tratamentos, foram realizados testes para determinar a
quantidade de solucdo necessdria para cobrir a folhagem da planta sem que ocorresse o
escorrimento da solu¢do para o solo. As aplicagdes das solugdes das fontes de Zn foram
realizadas com o auxilio de um spray manual com o bico de pulverizacao tipo leque, com uma

pressdo de 60 ibf pol™.
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Para simular o que ocorre em campo, as folhas senescentes que desprendiam das plantas
de todas as unidades experimentais foram alocadas nos vasos. A umidade do solo foi mantida
préxima de 90 % da capacidade de campo, por meio de irrigagcdo didria com dgua deionizada,
sem molhar as folhas. O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2019 e a
maturacdo de colheita foi atingida com 87 d.

Os graos foram colhidos quando as plantas apresentaram folhas e vagens secas. Apds a
colheita, foram contabilizados o nimero de vagem (NV), a produtividade de graos (PG) por
planta e o peso de 100 graos (PCG). O NV e PG por planta foi contabilizado dividido o NV e
PG vaso™! por dois, o que corresponde as duas plantas da unidade experimental. Em seguida, os
graos foram secados em estufa para determinar a massa de matéria seca a 65 °C, com circulacao
forcada de ar até atingir o peso constante. A produtividade foi calculada corrigindo a umidade
para 12 % apds os graos serem retirados da estufa (colocar como foi calculada a umidade do
grao).

As andlises dos teores de macro e micronutrientes foram realizadas nos grios secos e
moidos em moinho tipo Willey com peneira de 20 mesh. Para a determinagdo dos teores de N,
as amostras foram submetidas a digestio sulfurica e determinado pelo método Kjeldahl. Para
determinacao dos teores P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn e Zn, as amostras foram submetidas a digestao
nitropercldrica e a dosagem no extrato foi realizada por espectrofotometria de emissdo Gtica
acoplado ao plasma induzido (ICP-OES). Apés a determinagio dos teores, foram calculados os
conteddos de macronutrientes e micronutrientes, multiplicando a massa de matéria seca de
graos pelos teores dos nutrientes.

A andlise de mapa microquimico, pela florescéncia de raios X dispersiva em energia
(EDXRF), foi realizada nos grios de feijdo para as doses que promoveram menor (0 mg dm™)
e maior (15 mg dm™) teores de Zn nos grios nas fontes ZnSOs, Zn-EDTA e Zn-Amino. Para
efetuar as leituras e a geracdo dos mapas microquimicos, os graos de feijao foram cortados ao
meio com uma lamina para separar os cotilédones. A parte em que estava localizado o eixo
embriondrio foi fixada em placa de metal e levada para o aparelho para realizar as leituras.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) (Apéndice A). As doses
de Zn via foliar, foram ajustadas a equagdes de regressdao. Os dados dos tratamentos adicionais
foram submetidos a contrates ortogonais. Dois contrastes ortogonais foram estabelecidos: C1 =
ZnSO4 + 0,0 % KClI vs ZnSO4 + 0,2 % KCl e ZnSO4 + 0,4 % KCI; C2 =ZnSO4 + 0,2 % KCl
vs ZnSO4 + 0,4 % KCI. As andlises foram realizadas com o auxilio do programa SPEED-STAT-
2.4 (Carvalho et al., 2019).
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3. Resultados

A figura 1A mostra o efeito das fontes e doses de Zn nos teores totais desse nutriente
nos grdos de feijio. Houve ajuste quadritico para todas as fontes utilizadas, com teores
maximos estimados nas doses de 16,27, 14,88 e 14,12 mg dm de Zn, com incrementos de
164,5, 130,4 e 126,2 %, em relacdo a dose zero de Zn foliar, para o Zn-EDTA, ZnSO4 e Zn-
Amino, respectivamente (Figura 1A). J4 para o conteiido de Zn, com as fontes Zn-EDTA e
ZnS0y4, os dados se ajustaram ao modelo raiz quadrada, com as doses de maxima eficiéncia
fisica estimadas em 20,0 e 9,22 mg dm? de Zn foliar, com aumentos de 1952 e 148,8 %,
respectivamente, em relacdo a dose zero de Zn foliar. Para o Zn-Amino, ndo houve efeito das

doses de Zn para o conteido do nutriente nos graos (Figura 1B).
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Figura 1. Teor e conteido de Zn (A e B), em funcdo de doses de Zn, supridas por diferentes
fontes aplicadas via foliar.

A aplicacdo de diferentes doses e fontes de Zn também influenciaram os pardmetros
biométricos, produtivos e nutricionais do feijdo. Para o niimero de vagens (NV), usando as
fontes Zn-EDTA e Zn-Amino, ndo houve efeitos das doses de Zn aplicadas via foliar. J4 para
ZnS0y4, o ajuste foi quadratico decrescente, com redugdo de aproximadamente 17,0 % na dose
de 20 mg dm™ de Zn foliar (Figura 2A). Comportamento semelhante com essa fonte foi
observado para a produtividade de graos (PG), que apresentou uma reducdo de 26,5 % na maior
dose de Zn foliar (20 mg dm™ de Zn). J4 para as fontes Zn-EDTA e Zn-Amino, os dados se
ajustaram aos modelos quadraticos e logistico, com doses de maxima eficiéncia fisica de 4,02
e 2,45 mg dm> de Zn foliar, apresentando PG maéaxima de 18,02 e 18,2 g planta‘l,

respectivamente (Figura 2B). Para o peso de cem graos (PCG), quando aplicou o ZnSOs, os
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dados se ajustaram ao modelo linear decrescente, com redugdo de 16,0 % na maior dose de Zn
foliar. Porém, para as fontes Zn-EDTA e Zn-Amino, ndo houve efeito das doses de Zn (Figura
2C).

As doses de maxima eficiéncia fisica do teor de Zn nos graos das fontes Zn-EDTA,
ZnS0O4 e Zn-Amino, promoveram reducdo de 6,2, 15,2 e 15,6 % na PG, respectivamente. Isso
mostra que a fonte de Zn-EDTA apresentou menor efeito fitotoxico nas plantas de feijoeiro e,

concomitantemente, menor reducdo de PG dentre as fontes testadas.
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Figura 2. Nimero de vagens planta (A), produtividade de grios planta” (B) e peso de 100
graos (C) de feijoeiro, em plantas que receberam doses crescentes de Zn, supridas por trés fontes
aplicadas via foliar.

A reducio significativa na produtividade do feijoeiro com a aplicagdo de ZnSOs4, pode
estar relacionada aos efeitos fitotoxicos observados nas maiores doses. A fonte de Zn-Amino,

apesar de apresentar efeito fitotoxico, foi menos intenso que o ZnSO4. Para o Zn-EDTA,

nenhuma das doses testadas, provocaram fitotoxidez as plantas (Figura 3).



28

5 mgdm” M| 10 mg dm’
de Zn . de Zn de Zn de Zn | _dg Zn _

0 mg dm” -;- lOmg dm” 5 20 mg dm”
de Zn de Zn de Zn de Zn = de Zn d Zn

“«; ‘ z;':z r o
: . ﬁ l

0 mg dm”

;2.5 m dm” ™ 5mg dm’ _ 10mg dm™ [ 15 mg dm” [ 20 mg dm’
de Zn ‘ de Zn de Zn 1 deZn " deZn B deZn
Figura 3. Plantas que receberam doses crescentes de Zn, supridas com ZnSOg4 (A), Zn-

Amino (B) e Zn-EDTA (C).

Para os teores de N nos graos com o ZnSOj4, os dados se ajustaram ao modelo linear
decrescente, com redugdo de aproximadamente 9,0 % na maior dose de 20 mg  dm™ de Zn

foliar. Ja as fontes de Zn-EDTA e Zn-Amino, nao houve efeito das doses de Zn no teor de N
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nos graos (Figura 4A). Para os teores P nos graos, nas fontes Zn-Amino e Zn-EDTA, os dados
se ajustaram aos modelos quadratico e raiz quadrada, com doses de médxima eficiéncia fisica
estimadas em 15,00 e 12,89 mg dm™ de Zn, com incrementos de 14,7 e 16,0 % nos teores de P
nos graos, respectivamente, em relacdo a dose zero de Zn foliar. Ja na fonte de ZnSO4, ndo
houve efeito das doses de Zn aplicada via foliar (Figura 4B).

Os teores de K nos graos foram influenciados pelas fontes de Zn aplicadas (Figura 4C).
Para as fontes Zn-EDTA e Zn-Amino, os dados se ajustaram aos modelos raiz quadrada e
quadrético, com doses de médxima eficiéncia fisica estimadas em 18,66 e 17,70 mg dm™ de Zn,
com incrementos de cercade 16,4 e 15,0 % nos teores de K, respectivamente, em relagdo a dose
zero de Zn via foliar. J4 para a fonte ZnSQO4, houve um aumento linear, com incremento de 15,0
% nos teores de K na maior dose utilizada (20 mg dm™ de Zn), em relaciio a dose zero de Zn
via foliar.

Para os teores de Ca, com as fontes Zn-EDTA e ZnSO4 ndo houve efeito das doses de
Zn. Por outro lado, com 0 Zn-Amino, os dados se ajustaram ao modelo quadratico decrescente
até o ponto de inflexdo estimado de 5,29 mg dm™ de Zn, representando decréscimo de 2,0 %
(Figura 4D). Os teores de Mg nos graos foram influenciados pelas fontes Zn-EDTA e Zn-
Amino. Com a fonte de Zn-EDTA, houve ajuste quadritico, com dose de maxima eficiéncia
fisica estimada em 11,59 mg dm™ de Zn, apresentando incremento de 14,0 %, nos teores de
Mg, em relacdo a dose zero de Zn foliar. Para o Zn-Amino, houve um aumento linear, com
incremento de 12,4 % nos teores de Mg na maior dose de Zn foliar utilizada (20 mg dm™ de
Zn), em relacdo a dose zero. Ja para o ZnSO4, ndo houve efeito das doses de Zn (Figura 4E).
Para os teores de S nos graos em resposta a aplicagdo Zn-EDTA e Zn-Amino, houve ajuste aos
modelos raiz quadrada e quadratico, com maior teor estimado nas doses 18,49 e 9,73 mg dm™
de Zn foliar, representando incrementos de 16,4 e 17,4 % em relag@o ao tratamento com zero
Zn foliar. J& para a fonte de ZnSO4, ndo houve efeito das doses de Zn (Figura 4F).

Avaliando o efeito das fontes de Zn nos teores de Fe, constatou-se que a fonte de Zn-
EDTA apresentou resposta linear, com incremento de 28,0 %, em relacdo a dose zero de Zn
foliar. J4 para as fontes Zn-Amino e ZnSO4, houve ajuste raiz quadrada decrescente até os
pontos de inflexdo estimados em 11,67 e 15,84 mg dm? de Zn, respectivamente, com
decréscimos de 21 e 21 % (Figura 4G). Para os teores de Mn nos grdos, com o Zn-EDTA, a
resposta foi quadritica, sendo 18,17 mg dm™ de Zn a dose de mdxima eficiéncia fisica, a qual
proporcionou aumento de 96,4 %, em comparag@o a dose zero de Zn foliar. J4 para as fontes

ZnS0O4 e Zn-Amino, ndo houve efeito das doses de Zn (Figura 4H).
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Figura 4. Teores de N (A), P (B), K (C), Ca (D), Mg (E), S (F), Fe (G) e Mn (H), em graos de
feijao de plantas que receberam doses crescentes de Zn, supridas por trés diferentes fontes
aplicadas via foliar.
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Ao analisar o contetido de N nos graos, observou-se para o ZnSQOs, que houve uma
reducio linear decrescente, apresentando menor contetido de N na dose de 20 mg dm™ de Zn
via foliar, com decréscimo de 22,5 %, em relagdo a dose zero. Ja para as fontes Zn-EDTA e Zn-
Amino, ndo houve efeito das doses de Zn no contetddo de N nos graos (Figura SA). Ao avaliar
o efeito das doses de Zn foliar em fun¢do das fontes, verificou-se, para os conteidos de P nos
graos, que o Zn-EDTA apresentou resposta quadrética e as fontes ZnSO4 e Zn-Amino
apresentaram resposta raiz quadrada aos dados, com as doses de méxima eficiéncia fisica
estimados em 9,73, 1,65 € 2,61 mg dm? de Zn, respectivamente, e aumentos de 13,4, 3,6 € 3,6
% no conteddo de P, em relacdo a dose zero de Zn foliar (Figura 5B).

Para o conteddo de K nos graos com as fontes ZnSO4 e Zn-EDTA, houve ajuste ao
modelo raiz quadrada, com doses de maxima eficiéncia fisica de 2,75 e 6,14 mg dm™ de Zn via
foliar, com aumentos no contetido de K de 6,6 e 14,0 %, em relacdao a dose zero de Zn foliar.
Ja para a fonte Zn-Amino, ndo foi observado efeito das doses de Zn (Figura 5C). Ao avaliar os
conteddos de Ca e S na fonte Zn-EDTA e contetido de Ca e Mg na fonte de Zn-Amino, ndo
observado efeito das doses de Zn. Quando utilizada a fonte ZnSOs, constatou-se, para o
conteddo de Ca, Mg e S nos graos, que os dados se ajustaram ao modelo quadréatico, com doses
de méxima eficiéncia fisica de 3,44, 2,40 e 4,04 mg dm™ de Zn via foliar, com incrementos de
1,3, 0,47 e 1,4 %, no conteido de Ca, Mg e S, em relacdo a dose zero foliar (Figura 5D, 5E e
SF). J4 para o contetido de Mg com Zn-EDTA e S com a fonte de Zn-Amino, os dados
se ajustaram aos modelos quadratico e raiz quadrada, com doses de mdxima eficiéncia fisica de
9,16 € 3,30 mg dm? de Zn via foliar, com incrementos de 12,8 e 14,7 % no contetido de Mge
S, em comparacgdo a dose zero de Zn foliar (Figura SE e 5F).

Ao avaliar o efeito das doses de Zn em funcdo das fontes, obsevou-se, para contetido de
Fe nos graos, que as doses de Zn-EDTA ndo apresentou efeito. J4 para o ZnSOs4, os dados se
ajustaram ao modelo raiz quadrada decrescente, com decréscimos de 39,0 % no conteudo de Fe
na maior dose (20 mg dm™ de Zn foliar), enquanto o Zn-Amino apresentou resposta quadratica
decrescente até o ponto de inflexdo estimado de 16,39 mg dm™ de Zn foliar, representando um
decréscimo de 33,7 %, em relacdo dose zero foliar (Figura 5G). Para o contetido de Mn nos
graos de feijao, o modelo que melhor se ajustou aos dados foi o quadrético quando utilizada a
fonte Zn-EDTA, apresentando dose de maxima eficiéncia fisica de 14,82 mg dm™ de Zn, com
aumento de 86,0 % no contetido de Mn, em relagdo a dose zero de Zn foliar. Ja as doses das

fontes ZnSO4 e Zn-Amino, ndo apresentaram efeito no conteido de Mn (Figura SH).
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Figura 5. Conteddos de N (A), P (B), K (C), S (D), Ca (E), Mg (F), Fe (G) e Mn (H), em graos
de feijao de plantas que receberam doses crescentes de Zn, supridas por trés diferentes fontes
aplicadas via foliar.
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A andlise de EDXRF mostrou que independente dos tratamentos, o Zn estd distribuido
em todo o grao de feijdo, porém com maior concentracao no eixo embriondrio, o que pode ser
verificado pela intensidades das cores, variando do azul ao vermelho, indicando-se que, quanto

mais préximo do vermelho, maiores os teores de Zn (Figura 6).
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Figura 6. Localizacio do Zn" no tegumento (TE), cotilédone (CO) e eixo embriondrio (EE),
dos graos de feijao (Figuras 6A, 6C, 6E e 6G) e mapas microquimicos mostrando a distribuicao
do Zn (Figuras 6B, 6D, 6F e 6H). cps = contagem de fétons que chegam ao detector por segundo
(as pA™"). "Quanto mais préximo do vermelho é a coloragio, maiores sdo os teores de Zn.
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Ao avaliar os contrarstes 1 e 2, observou-se que ndo houve diferenca significativas para
o NV, PG e PCG, indicando que a aplicacao de doses de KCI nao influenciou em tais varidveis
(Tabela 2).
Tabela 2 — Médias do nimero de vagem (NV), produtividade de graos (PG) e peso de cem

grios (PCG) de feijoeiro, com doses de KCI (%) dentro da dose de 5 mg dm™ de Zn da fonte
de ZnSOq4

NV PG PCG

Tratamentos ] m)
——————— planta™ ------- ------—--g planta™ ---------  -----—-@-—--——-
ZnS0O4 + 0,0 % KCl1 10,667 16,880 25,503
ZnS04 + 0,2 % KCl1 9,667 17,363 25,570
ZnS0O4 + 0,4 % KCl1 10,000 17,041 25,787
) Médias
Contraste médio — -
Estimativas dos valores dos contrastes médios

Contraste 1 -0,834" 0,515 0,175
Contraste 2 0,333 -0,322" 0,217
CV (%) 6,75 4,16 3,54

C1=7ZnS0O4 + 0,0 % KC1 vs ZnSO4 + 0,2 % KCl e ZnSO4 + 0,4 % KC1; C2=ZnSO4 + 0,2 % KClI vs ZnSO4 + 0,4
% KCI; **= significativo a 1 %; *= significativo a 5 %; ns= nao significativo a 5 %.

Analisando a tabela 3, observou-se que a aplicacdo de doses de KCl via foliar aumentou
o teor e o contetido de Zn nos graos, quando comparado a sem aplicacdo de KCl, porém nao
houve diferenca significativa (contraste 1). Por outro lado, o teor e o contetudo de S e conteudo
de K nos graos foram aumentados, com a aplicacdo das doses de KClI via foliar (contraste 1).
Ja para o contraste 2, ndo houve diferenca significativas entre as doses 0,2 e 0,4 % de KCl

aplicada via foliar para os teores e contetido dos nutrientes avaliados nos graos.
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Tabela 3 — Médias dos teores e os contetdos de N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Fe e Mn, em graos de feijao com doses de KCI (%) dentro da dose de 5
mg dm™ de Zn da fonte de ZnSO4

Teor N Teor P Teor K Teor Ca Teor Mg Teor S Teor Zn Teor Fe Teor Mn
Tratamentos
gkglomm s e mg kg l-mem oo
ZnS0O4+ 0,0% KCl 35,983 3,302 9,867 1,276 1,014 1,018 43,143 42,209 16,805
ZnSO4 + 0,2% KCl1 35,729 3,428 10,597 1,160 0,987 1,249 45,676 41,438 19,655
ZnS04 + 0,4% KCl1 36,490 3,355 10,287 1,293 0,962 1,198 43,447 48,433 19,826
Meédias

Contrastes médio — —
Estimativas dos valores dos contrastes médios

Contraste 1 0,127 0,089 0,575™ 0,049 -0,040™ 0,206 1,414™ 2,727 2,936
Contraste 2 0,760™ -0,073™ -0,310™ 0,134 -0,025™ -0,051™ -2,229™ 6,995 0,171
CV (%) 5,74 6,20 3,85 9,66 4,87 7,08 8,16 10,24 12,57
Conteido N Conteido P Contetido K Conteido Ca Conteido Mg  Contetddo S Conteido Zn  Contetdo Fe  Contetido Mn
Tratamentos
g VASO el e mg vaso ' -----mememme-
ZnSO4+ 0,0% KCl 917,827 110,462 328,980 42,583 33,871 33,869 1440,195 1408,878 562,198
ZnSO4 + 0,2% KCI 896,081 119,044 368,866 40,320 34,278 43,450 1587,672 1446,231 680,716
ZnSO4 + 0,4% KCI 938,178 114,344 350,603 44,057 32,770 40,849 1511,079 1651,042 675,961
Médias

Contrastes médio - - —
Estimativas dos valores dos contrastes médios

Contraste 1 -0,698™ 6,232" 30,755 -0,394" -0,340™ 8,281 109,181™ 139,759™ 116,141™
Contraste 2 42,097 -4,700™ -18,263" 3,738™ -1,507™ -2,601™ -76,593™ 204,812 -4,7755™
CV (%) 9,98 6,20 5,15 9,96 5,83 7,21 8,24 10,67 12,98

C1=7ZnSO04 + 0,0 % KCl vs ZnSO4 + 0,2 % KCl e ZnSO4 + 0,4 % KCl; C2=ZnSO4 + 0,2 % KC1 vs ZnSO4 + 0,4 % KCl; **= significativo a 1 %; *= significativo a 5 %; ns=
ndo significativo a 5 %.
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4. Discussao

A qualidade nutricional dos grios de feijao, em relacdo ao teor de Zn, estd
relacionada ao teor do nutriente no grao, na sua forma biodisponivel. O aporte de Zn, por
meio do manejo da adubacdo, incluindo fertilizantes inorganicos e organicos, € sua
mobilizacdo interna na planta para os graos, pode ser otimizado pela aplicacido de doses
adequadas associadas a melhor época de aplicagdo. A aplicacdo foliar de Zn,
principalmente quando utilizada a fonte Zn-EDTA, melhorou a qualidade nutricional dos
graos de feijao. Além de promover aumento no conteido e teores de Zn, elevou o
conteudo e teores da maioria dos nutrientes avaliados.

Com o incremento das doses aplicadas de Zn via foliar, houve queda nas varidveis
de produtividade da cultura, nas doses mais elevadas, principalmente, para o ZnSO4
(Figura 2). Com a aplicac@o de Zn-EDTA na dose de médxima de eficiéncia para acimulo
de Zn nos graos (16,27 mg dm™ de Zn = 32,54 kg ha') houve aumento de 164,5 % do Zn
nos graos com uma queda na produtividade de 6,2 %. Esse maior teor de Zn nos graos
pode atender as exigéncias da populacgdo, visto que um adulto possui uma demanda em
média de 12 mg d"! de Zn na dieta alimentar (Hussain et al., 2010). O aumento do Zn no
grdo indica possivel utilizacdo do Zn-EDTA na adubacdo da cultura para enriquecimento
do grdo com o nutriente. Entretanto, para se obter o teor de Zn biodisponivel no grio,
deve ser avaliada, também, a presenca de acido fitico, assim como a relacdo fitato:Zn no
grao.

A queda nas varidveis que medem a produtividade pode estar relacionada, com a
ocorréncia de fitotoxidez, pois foram verificadas lesdes nas folhas e vagens a partir da
dose de 5 mg dm™ de Zn (10 kg ha™!) com ZnSO4 e Zn-Amino (Figura 3), observando-se,
também, impedimento do desenvolvimento das vagens em formag¢ao no dpice das plantas.
Mesmo com o decréscimo no NV para o Zn-Amino e ZnSO4 nas maiores doses, as fontes
proporcionaram resultados semelhantes aos apresentados por Teixeira et al. (2008). Vale
ressaltar que com a fonte Zn-EDTA, ndo foram observadas lesdes nas folhas e vagens em
nenhuma das doses, o que contribuiu para que o tratamento com Zn-EDTA apresentasse
menor redugdo na PG, entre as fontes (Figura 2B). Isso pode ter ocorrido pelo fato de o
Zn estar quelado com 0 EDTA, o que diminuiu a a¢do fitotdxica do nutriente presente em
maiores concentracdes, assim como foi constatado em plantas de colza (Brassica napus
L.), cultivadas com doses de cobre (Cu), utilizando como fonte o EDTA (Habiba et al.,

2015).
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As doses de Zn aplicadas resultaram em redu¢do no PCG no feijoeiro, com o
ZnSOy4 (Figura 2C). O surgimento da fitotoxidez causada pelas doses de Zn pode ter
prejudicado a fotossintese e, consequentemente, a producdo de fotoassimilados,
prejudicando o enchimento dos graos (Xu et al., 2013). Apesar de ter havido reducdo no
PCG, o valor foi préximo aos relatados em outros trabalhos (Teixeira et al., 2008; Anjos
et al., 2015).

Assim como observado para PCG, o ZnSO4 reduziu a PG com o incremento das
doses de Zn. Isso contribuiu para que a fonte apresentasse menor PG, entre as fontes
(Figura 2B). Plantas de milhos submetidas a elevadas concentragdes de Zn, apresentaram
maior queima de folhas com o ZnSO4 do que as fontes organicas (Xu et al., 2022). Du et
al. (2019) reportaram na cultura de trigo, que o ZnSO4, nas doses mais elevadas, foi mais
téxico do que nanoparticulas de ZnO. A reducdo na PG tem sido reportada, com a
aplicacdo de doses elevadas de Zn (Cardoso et al., 2013; Du et al., 2019). Kirmani et al.
(2018) também observaram que doses altas de Zn, aplicadas via foliar, promoveram
redu¢do na produgdo de graos na cultura do trigo, assim como reduc¢do do comprimento
da haste, do nimero de graos por espigas, e do niimero de perfilhos. O excesso de Zn nas
plantas pode induzir estresse oxidativo, causar alteracdes na estrutura foliar, reducio na
transpiracdo, na condutincia estomdtica, no conteido de clorofila e carotendides e,
consequentemente, reducdo na fotossintese (Shi e Cai, 2009; Wang et al., 2009).

As doses de Zn das fontes ZnSO4, Zn-EDTA e Zn-Amino, apresentaram respostas
diferentes, quanto ao aumento dos teores de P, K, Ca, Mg e S, nos graos de feijao (Figura
4), com destaque para o Zn-EDTA e Zn-Amino, que aumentaram os teores desses
nutrientes nos graos. Tem sido relatado que a aplicacdo de doses de Zn-EDTA aumentou
os teores de K em folhas de feijoeiro e em graos de trigo (Baligah et al., 2020; Luis et al.,
2019) e também, a aplicacdo de glicina aumentou os teores de P e S em plantas de alface
(Khan et al., 2019). Vale ressaltar, que a glicina aplicada na alface € o mesmo aminoédcido
presente no Zn-Amino e, possivelmente, esse aminoacido pode ter contribuido para o
aumento do P e S, nos grios de feijao. Sida-Arreola et al. (2017) cultivaram feijao em
substrato que recebeu doses de Zn-DTPA e ZnSO4, em casa de vegetacdo, e observaram
resultados semelhantes para o K. O aumento nos teores de K com aplicacdo de ZnSOj4 via
solo e foliar, também foi relatado no feijao Vigna unguiculata L. Walp (Kuma e Dhaliwal,
2020).

Para os teores de Zn, Fe e Mn nos grdos de feijdo, a aplicacdo de doses de Zn,

resultou em respostas diferenciadas em funcdo da fonte utilizada (Figuras 1A, 4G e 4H).
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O incremento das doses de Zn nas fontes testadas proporcionou aumentos nos teores de
Zn nos graos de feijdo, sendo mais evidente para o Zn-EDTA, seguido do ZnSO4 e Zn-
Amino. Além disso, o Zn-EDTA aumentou os teores de Fe e Mn, nos graos de feijo.
Estudos tém mostrado que o Zn-EDTA € mais eficiente no aumento dos teores do
nutriente nos graos, quando comparado a outras fontes de Zn (Naik e Das, 2008; Zhao et
al., 2015; Zhao et al., 2019; Baligah et al., 2020).

Os aumentos nos teores de Zn nos graos apds sua aplicacao foliar podem ter sido
devido a sua mobilidade nas plantas de feijao, o que favoreceu sua translocacio para os
graos (Rodrigues et al., 1997). O aumento nos teores de Zn em graos de feijao com doses
de ZnSOs via foliar tém sido relatados na literatura (Cambraia et al., 2019). A aplicacdo
de Zn-EDTA, via foliar, também aumentou os teores de Fe nos griaos de arroz (Wang et
al., 2020), como também, a aplicacdo de doses crescentes de EDTA no solo aumentou o
teor de Mn, nas sementes de Brassica napus (Bloem et al., 2017). Os maiores teores de
Zn em graos de feijdo, no tratamento com o Zn-EDTA, em comparagcdo com as outras
fontes testadas, podem estar relacionados a sua menor adsor¢do na cuticula foliar devido
ao quelato Zn-EDTA (Franco et al., 2005). Isso pode ter favorecido a maior absorcdo do
Zn pelas folhas, e possivelmente o aumento na translocacdo desse nutriente para os graos.

As doses de Zn das fontes orgénicas, apresentaram respostas diferentes, em
relacdo ao acimulo do nutriente nos graos de feijao. A fonte de Zn-EDTA proporcionou
maior teor de Zn nos graos, em comparacdo com a fonte Zn-Amino (Figura 1A). Isso
ocorreu, possivelmente, porque grande parte do Zn da fonte Zn-Amino se dissociou do
aminodcido, ficando adsorvido na cuticula das folhas, como observado por Franco et al.
(2005), em plantas de feijdo que receberam ZnSOy.

De forma geral, o presente estudo mostrou que a aplicacio das fontes de Zn nas
doses testadas, aumentou os teores do nutriente nos graos de feijao (Figura 1A). Além
disso, houve aumento no acimulo de P, K, Ca, Mg, S, Fe e Mn nos griaos, com destaque
para a resposta a aplicacdo do Zn-EDTA (Figura 4). No solo, o agente quelante EDTA
remobiliza fons-metdlico, formando complexos soltiveis que aumentam a disponibilidade
desses metais para as plantas (Nowack et al., 2006; Komarek et al. 2007b;
Neugschwandtner et al., 2009; Qureshia et al., 2020). A complexa¢do de {fons-metélicos
no solo pode aumentar os fluxos difusivos dos mesmos em direcao as raizes, elevando as
concentracdes de metais dissolvidos e aumentando a absor¢ao desses elementos (Nowack

et al., 2000).
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O aumento nos graos de K, Mg, Fe e Mn pela fonte de Zn-EDTA, pode estar
relacionado ao EDTA adsorvido nas folhas senescentes, que eram colocadas nos vasos.
O EDTA pode ter sido lavado das folhas pela a d4gua da irrigacdo, indo para a solu¢do do
solo formando complexo solivel com os cdtions, favorecendo a absorcdo desses
elementos.

Como a maioria dos complexos quelatados apresenta elevado peso molecular e
nido apresentam transportadores especificos, € improvdvel que sejam transportados
através da membrana celular pela via simpléstica (Tandy et al., 2006). Porém, ha indicios
que complexos de quelantes com metais podem ser absorvidos através da via apopléstica
(Tanton e Crowdy, 1971). Sarret et al. (2001) concluiram que o chumbo (Pb) e 0 EDTA
podem ser absorvidos pelas plantas de feijoeiro, e que parte do Pb nas folhas estava
complexado com o EDTA. Porém, segundo os autores os mecanismos de absor¢do e
transporte de Pb-EDTA e EDTA através da membrana ainda ndo foram elucidados.

O excesso de EDTA pode causar rupturas na endoderme facilitando a livre
passagem de metais quelatados para o interior da célula (Vassil et al., 1998; Nowack et
al., 2006; Chen et al., 2007). As estrias de Caspary ndo sdo totalmente impermedveis a
entrada de ions pela endoderme (Ranathunge et al., 2005). Além disso, podem permitir o
fluxo apopléstico do solo para o estelo nas partes jovens das raizes antes da formacao das
estrias de Caspary ou pela sua ruptura, em locais que emergem as raizes laterais
(Ranathunge et al., 2005; Barberon e Geldner, 2014); como também, pelas células de
passagem existentes na endoderme que ndo sdo suberizadas (Doblas et al., 2017). Isso
pode explicar os aumentos nos teores de cations em graos de feijao, quando aplicada a
fonte Zn-EDTA.

Estudos t€ém demonstrado a presenca de EDTA, EDDS e complexos com esses
agentes quelantes com Pb, na parte aérea da planta (Vassil et al., 1998; Tandy et al.,
2006). O EDTA livre na planta tem alta afinidade pelos cétions divalentes essenciais
(Vassil et al., 1998), o que pode explicar os aumentos nos teores de citions nos graos de
feijado. O EDTA pode ter sido absorvido pelas raizes na forma de complexos metélicos,
como também, pelas folhas na forma de Zn-EDTA e, dentro da planta, tanto os complexos
metalicos como Zn-EDTA podem ter sido dissociados (Doolotte et al., 2018), liberando
o EDTA para formar novos complexos com os cétions, e em seguida, serem translocados
até os graos.

J4 os anions P e S ndo sdo complexados com o EDTA (Neugschwandtner et al.,

2009). Porém, altos teores de P e S, em sementes (Bloem et al., 2017) e de P na parte
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aérea de milho ja foram observados, quando aplicado EDTA no solo (Hovsepya e
Greipsson, 2005). O aumento de P em plantas na presenca de EDTA pode ocorrer pela
dissoluc¢do de fosfatos metalicos pelo EDTA, que aumentam a concentragdo do nutriente
no solo, favorecendo sua maior absorcdo pelas raizes (Neugschwandtner et al., 2009). Em
solos calcério, o EDTA pode atuar como extrator de P (Shahriaripour et al., 2019). Devido
a similaridade fisico-quimico entre S e P, acredita-se que o aumento na absorcdo de S
tenha ocorrido de forma semelhante ao processo de absorcao do P.

O uso do EDTA na fitoextragdo de metais pesados em solos contaminados, é
largamente pesquisado (Vassil et al., 1998; Hovsepya e Greipsson, 2005; Nowack et al.,
2006; Chaturvedi et al., 2019). Porém, as pesquisas avaliando os efeitos da aplicacdo do
EDTA no solo no crescimento e aumentos da absor¢do de nutrientes essenciais pelas
culturas agricolas sdo escassas (Neugschwandtner et al., 2009; Bloem et al., 2017).
Entender os mecanismos que o EDTA promove, melhorando a absor¢cdo de nutrientes
essenciais pelas plantas, é de extrema importancia, para melhorar a nutri¢do,
produtividades e qualidade dos alimentos produzidos pelas culturas.

No geral, como observado para os teores de nutrientes, a fonte de Zn-EDTA
proporcionou aumentos nos conteudos de P, K, Mg, Zn e Mn (Figura 5). O EDTA pode
ter favorecido a maior absor¢do dos nutrientes e também, ter minimizado os efeitos
fitotoxicos nas varidveis que medem a produgdo, o que contribuiu para maior PG, em
relagcdo as outras fontes, pois, para calcular o conteudo, € levado em consideracdo os
teores dos nutrientes € a producao de massa de matéria seca. Observou-se também, que o
ZnSO4 aumentou conteddo de P, K, Ca, Mg e S (Figura 5), porém, esses aumentos foram
insignificantes, quando comparado ao Zn-EDTA. Isso pode estar relacionado a maior
reducdo na PG, com aumento das doses de Zn, quando utilizou essa fonte (Figura 2B).

No presente estudo foi observado que o maior acimulo de Zn nos graos de feijao
estd localizado, principalmente no eixo embriondrio (Figura 6), corroborando com estudo
na literatura com a cultura do feijao (Cambraia et al., 2019). O maior acimulo de Zn nessa
regido pode ocorrer devido a esse nutriente possuir um importante papel na ativacao das
enzimas peptidases, que atuam na hidrélise das proteinas, fornecendo esqueleto de
carbono ao eixo embriondrio e promovendo seu crescimento; e também na ativacdo das
RNAs e DNAs polimerases, favorecendo a sintese de novas proteinas pelo eixo
embriondrio, o qual, durante a germinagdo, vai originar a plantula (Ohse et al., 2012).

Altos teores de Zn nas sementes promovem melhorias na germinacdo (Prasad et

al., 2012), indicando que esse nutriente tem importante papel fisiolégico no processo da
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germinacdo (Upadhyaya et al., 2017). Além disso, durante a germinag¢do de sementes,
ocorre aumento do nutriente nas raizes e coledptilos, melhorando o desenvolvimento
inicial de plantulas. Isso € um indicativo que o Zn tem importante papel na diferenciacao
de células com elevada atividade metabdlica nesses tecidos (Ozturk et al., 2006). Altos
teores de Zn em sementes t&€m importante papel na disponibilidade desse nutriente para o
desenvolvimento inicial de plantas (Upadhyaya et al., 2017).

Com excecdo do teor e conteido de S e conteido K que houve diferenca
significativa, observou-se que a aplica¢do de doses de KCl via foliar, ndo influenciou as
demais variaveis analisadas (Tabela 2 e 3). Kundu et al. (2020) constataram aumento de
S em graos de arroz com a aplicacdo de diferentes fontes de K via foliar. O aumento do
conteddo de S e K nos graos pode estar relacionado ao aumento de PG e dos teores dos
elementos, com a aplicacao das doses de KCI (Tabela 2 e 3). Aumento de PG e teor de S
em grdos de arroz, com a aplicacdo de diferentes fontes de K via foliar (Kundu et al.,
2020) e também, aumento de PG e dos teores de K em folhas e graos tem sido relatado
com aplicacdo de KCl via foliar (Umar et al., 1999; Zameer Khan et al., 2006; Sarma et
al., 2015; Pajancoa et al., 2018).

Os resultados obtidos aqui sdo de grande importincia, principalmente pela
aplicagdo do Zn-EDTA, que além de promover aumento no teor de Zn nos graos,
aumentou também, P, K, Mg, S, Fe e Mn. O Zn e o Fe t€ém grande importancia na
alimentacdo humana e a baixa ingestao dos mesmos tem contribuido para o aparecimento
de doengas infecciosas e anemia na populacdo de baixa renda. Diante disso, futuras
pesquisas devem ser realizadas, para entender melhor os mecanismos do EDTA para
melhorar a absor¢do de nutrientes pelas plantas e a translocacdo para as sementes. Além
disso, podem trazer informacdes de grande relevancia para a biofortificacdo, elucidando
como o EDTA pode melhorar os aumentos nos teores de nutrientes nas sementes,

especialmente, Zn e Fe.

5. Conclusoes

A aplicacdo de doses ZnSO4, Zn-EDTA e Zn-Amino via foliar resulta em aumento
dos teores de Zn nos graos de feijao, o que pode contribuir para melhorar sua qualidade
no que se refere a participaciio do grdo na dieta alimentar. A dose de 15 mg dm™ de Zn
das fontes aplicadas via foliar, € a indicada para promover a biofortificacao dos graos de
feijdo, pois estd proximo das doses de médxima eficiéncia fisica do teor do elemento nos

graos. O Zn-EDTA também promove aumento dos teores e conteido de outros nutrientes,
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apresentando menor redug¢do nas componentes de producdo de graos comparativamente
a ZnSO4 e Zn-Amino. O potencial de aumento de Zn nos graos, assim como de outros
nutrientes importantes na alimentacdo, nos graos, por meio da adi¢do de Zn-EDTA via
foliar, credencia essa fonte quelada como fertilizante de qualidade. Estudos adicionais
devem investigar a agdo do Zn-EDTA em condi¢des de campo, para confirmar sua a¢do
em condi¢des controladas. A andlise da presenca do édcido fitico nos grdos podera avaliar
a biodisponibilidade do Zn introduzido na dieta pelo feijao. Observou-se que o maior
acimulo de Zn nos graos de feijao estd localizado no eixo embriondrio. A aplicagdo de
doses de KCl via foliar na dose de 5 mg dm™ de Zn da fonte de ZnSO4, aumentou o teor

e conteddo de S e conteido de K nos graos de feijao.
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Capitulo 2

Inoculacio de sementes do feijoeiro com Pochonia chlamydosporia para aumentar
a absorc¢ao e o acimulo de zinco na planta visando a biofortificacio agronémica

Resumo
O zinco (Zn) € essencial ao metabolismo humano. Sua ingestio didria insuficiente resulta

em problemas de desnutricdo em alguns grupos da populag@o, principalmente em
criangas. O ndo acesso a alimentos de qualidade € uma das condicdes associadas a
deficiéncia de Zn na populacdo. Uma alternativa para melhorar a qualidade nutricional
dos produtos agricolas que compdem a dieta alimentar da populagdo € o enriquecimento
das partes comestiveis das culturas comerciais pelo manejo da adubagdo, cujo processo €
chamado de biofortificagio agrondmica. Nos udltimos anos, a utilizacdo de
microrganismos associados a fertilizantes, em aplicacdo simultanea, vem crescendo com
intuito de melhorar a qualidade nutricional das culturas. Porém, mais estudos sdo
necessdrios avaliando o potencial de utilizacdo de microrganismos, visando aumentar os
teores de micronutrientes nos alimentos. Nesse sentindo, o objetivo com este trabalho foi
avaliar o efeito da inoculacdo de sementes de feijao com o fungo P. chlamydosporia
associada a aplicacdo de Zn via solo e via foliar, visando o aumento do Zn e de outros
nutrientes nos graos. O experimento foi desenvolvido em esquema fatorial 2 x 2 x 5,
representado pela inoculag@o do fungo P. chlamydosporia em sementes de feijao (0e S g
kg! de sementes), aplicagiio de Zn via solo (0 e 2,5 mg dm™), e aplicagio de Zn via foliar
(0; 2,5;5,0; 10,0 e 20,0 mg dm™), em delineamento em blocos casualizados, com quatro
repeticoes. A colonizagdo de raizes de feijoeiro pelo P. chlamydosporia ndo foi efetiva
para aumentar os teores de Zn nos graos de feijao. Porém, aumentou a absorcao de P, K,
Fe e Mn pelas raizes e também resultou no aumento nos teores de N e de proteinas nos
graos, entretanto, reduziu o peso de cem graos. A inoculacdo do microrganismo nas
sementes, associada a adicao ou ndo de Zn no solo e suplementada com doses de Zn foliar,
aumentou os teores de K, Fe e Mn nos grdos. Pelos mapas microquimicos, € possivel
observar que o Zn esta distribuido em todo grao, porém, com maior acimulo do elemento
no eixo embriondrio. A aplicacdo de doses de Zn foliar, associada a adicdo ou nao de Zn
no solo, aumentou os teores do elemento nos graos, principalmente, nas doses 10 € 20 mg

dm™ de Zn via foliar, sem adicio de Zn no solo.

Palavras-chave: Microrganismos. Teores de nutrientes. Proteina. Qualidade nutricional.
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The inoculation of Bean seeds with Pochonia chlamydosporia as a feature to
improve the plant absorption and stock of Zinc for agronomic biofortification

Abstract
Zinc (Zn) is essential for human metabolism. Its insufficient daily ingestion results in

malnutrition problems in some population groups, especially children. Lack of access to
quality food is one of the conditions associated with Zn deficiency in the population. An
alternative to improve the nutritional quality of agricultural products that compose the
population diet is to enrich the edible parts of commercial crops through fertilizer
management, a process known as agronomic biofortification. In recent years, the use of
microorganisms associated with fertilizers, in simultaneous application, has been
increasing in order to improve the nutritional quality of crops. However, more studies are
needed to assess the potential use of microorganisms in order to increase the levels of
micronutrients in foods. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect
of inoculation of bean seeds with the fungus P. chlamydosporia associated with the soil
and foliar application of Zn, aiming to increase Zn and other nutrients in the grains. The
experiment was carried out in a 2 X 2 x 5 factorial scheme, represented by the inoculation
of the fungus P. chlamydosporia in bean seeds (0 and 5 g kg-1 of seeds), soil application
of Zn (0 and 2.5 mg dm -3), and foliar application of Zn (0; 2.5; 5.0; 10.0 and 20.0 mg
dm-3), in a randomized block design, with four replications. The colonization of bean
roots by P. chlamydosporia was not effective in increasing Zn contents in bean grains.
However, it increased the absorption of P, K, Fe and Mn by the roots and also resulted in
an increase in the contents of N and protein in the grains, while it reduced the weight of
one hundred grains. The inoculation of the microorganism in the seeds, associated with
the addition or not of Zn in the soil and supplemented with doses of foliar Zn, increased
the contents of K, Fe and Mn in the grains. From the microchemical maps, it is possible
to observe that Zn is distributed throughout the grain, however, with greater accumulation
of the element in the embryonic axis. The foliar application of Zn doses, associated with
the addition or not of Zn in the soil, increased the contents of the element in the grains,

mainly in the doses of 10 and 20 mg dm-3 of Zn, without addition of Zn in the soil.

Keywords: Microorganisms. Nutrient content. Protein. Nutritional quality.
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1. Introducao

O aumento na producdo de alimentos tornou-se imperativo para atender a
demanda de calorias, proteinas e minerais da populacao mundial (Ruel e Alderman, 2013;
Welch et al., 2013), que pode chegar a 9,5 bilhdes até 2050 (United Nations, 2019). Para
atender essa demanda, expandiu-se a explorag¢do agricola para novas dreas agricultaveis,
com impactos na produtividade e na qualidade nutricional das culturas, além do fato de
consumidores passarem a exigir, mais recentemente, alimentos agricolas livres de
contaminacgdes e de melhor qualidade nutricional (Roriz et al., 2020). A falta de acesso
da populacdo a alimentos com elevados teores de micronutrientes, como Fe, Zn e vitamina
A contribuiu para aumentar a desnutricio humana (Miller e Welch, 2013; Bhandari e
Banjara, 2015). A deficiéncia de micronutrientes ocorre principalmente na populacio de
baixa renda, que geralmente consome alimentos com baixos teores nutricionais (Hussain
et al., 2010; Black et al., 2013; Valenca et al., 2017).

O Zn, por exemplo, se ingerido diariamente em quantidades insuficientes, causa
problemas de sadde publica na populagdo, contribuindo para o aumento de doencas
infecciosas graves (Black et al., 2013). Devido a sua fun¢@o no sistema imunolégico, sua
deficiéncia pode aumentar a suscetibilidade do ser humano a doencas (Gao et al., 2018).
Estimativas de Wessells e Brown (2012) apontaram que, para 17 % da populacao
mundial, a ingestdao de Zn era insuficiente para suprir sua exigéncia nutricional, com essa
situacio predominando no Sul e Sudeste da Asia, Africa Subsaariana e América Latina.
Por sua vez, Alloway (2009) observou que grande parte da populacio deficiente em Zn
estava localizada nos trépicos, onde predominam solos 4cidos e com baixas
concentracdes de Zn, resultado do elevado intemperismo e lixiviagdo do nutriente e da
pobreza do material de origem em Zn.

Mediante esse cendrio, estratégias para diminuir a deficiéncia de micronutrientes
na dieta alimentar t€m sido propostas, como a inclusdo de maior diversidade de alimentos,
suplementagdo com micronutrientes, fortificacdo de alimentos e, mais recentemente, a
biofortificagdo agrondmica (Ruel e Alderman, 2013; Clemens, 2014; Saltzman et al.,
2017; Valenga et al., 2017). Essa tultima estratégia tem como vantagens aumentar os
teores de micronutrientes em culturas instaladas em solos deficientes (Saltzman et al.,
2017) e, além disso, pode ser uma estratégia rdpida para minimizar o problema da
desnutricdo desses elementos, principalmente, na populacdo que vive na zona rural

(Cakmak, 2008).
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As pesquisas com biofortificacdo com Zn t€m como foco diversas culturas, como
as de mandioca, arroz, trigo, milho e feijao, com objetivo de aumentar os teores desse
nutriente nas partes comestiveis por meio do manejo da adubacgdo (Phattarakul et al.,
2012; Cambraia et al., 2019; Corguinha et al., 2019; Martinez-Cuesta et al., 2020; Yaseen
e Hussain, 2020). A importancia da biofortifica¢do do feijao estd relacionada a sua grande
utilizacdo na alimentacdo humana, sendo fonte de proteinas, minerais e calorias, com
elevado potencial de combater a desnutricio (Moura e Brito, 2015; Myers e Kmiecik,
2017). Nesse ambito, pesquisas com biofortificacio agrondmica visando ao manejo
adequado para aumentar os teores de Zn nos graos de feijio podem contribuir para que
esse nutriente chegue a populacdo por meio da dieta alimentar que inclua graos dessa
leguminosa.

Diversas estratégias t€m sido pesquisadas para potencializar a biofortificacao
agrondmica, podendo-se destacar a utilizagdo da fertilizacio mineral associada a
inoculagdo com microrganismos, como bactérias e fungos. Os estudos tém mostrado que
a inoculacdo com Micorriza arbuscular aumentou os teores de Feem 5 % e de Zn em 16
% em graos-de-bico, enquanto que com Piriformospora indica aumentou os teores de Zn
em 44 % e de Mn em 34 %, em folhas de alface (Pellegrino e Bedini, 2014; Padash et al.,
2016). Um estudo com a combinacdo da bactéria Bacillus subtilis e do fungo M.
arbusculares resultou em aumento nos teores de Fe (62,5 e 37,4 %) e Zn (53 e 38 %) em
graos de duas cultivares de trigo (Yadav et al., 2020). O aumento da absorcdo de
nutrientes em plantas colonizadas com fungos pode estar relacionado as alteragdes
anatdmica, morfoldgica e fisioldgica nas raizes devido a colonizagcdao pelos fungos
(Cavagnaro, 2008).

Esses resultados reforcam a importancia de mais pesquisas com outros fungos que
tenham potencial para serem utilizados junto a fertilizacdo mineral, podendo, assim,
atuarem para o aumento dos teores de micronutrientes absorvidos e acumulados nas
plantas. Um dos microrganismos que se mostra promissor € o Pochonia chlamydosporia,
o qual se associa as raizes, atuando no controle de nematoides (Escudero e Lopez-Llorca,
2012). Relatos em estudos mostraram sua a¢cdo no aumento na absorcao de fosforo (P),
nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) no tomateiro (Monteiro et al.,
2018), além da solubilizacao de P, produgdo de dcido organicos e fosfatases (Gouveia et
al., 2019).

Os resultados acima sugerem a possibilidade de atuag@o do fungo de forma similar

quando aplicado simultaneamente com os micronutrientes, favorecendo a absorcdo dos
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mesmos. Nesse caso, ele poderia ser usado em associagao com a aplica¢ao de Zn no solo
para aumentar os teores do nutriente na planta e concomitantemente nos graos, devido a
producdo de dcidos organicos (Gouveia et al., 2019), que reduz o pH do solo, aumentando
a solubilidade do Zn em solu¢@o, bem como diminui a fixacdo do elemento no solo
(Suganya et al., 2020). Além disso, o fungo induz o crescimento de raizes pela producio
de auxina (Zavala-Gonzalez et al., 2015). Isso pode aumentar a absor¢cdo do Zn pelas
plantas de feijoeiro, pois 0 Zn tem baixa mobilidade no solo e seu transporte até as raizes
ocorre por difusdo (Sadeghzadeh, 2013; Tran et al., 2019). Deve-se observar que, até
momento, ndo existem, na literatura, relatos de estudos avaliando o fungo P.
chlamydosporia como facilitador da absor¢dao de nutrientes com foco em um maior
acumulo de nutrientes nas partes comestiveis das culturas.

O uso do P. chlamydosporia pode contribuir para facilitar a absorcdo dos
nutrientes aplicados ao solo, melhorando a qualidade nutricional da planta de feijoeiro e
aumentando os teores de Zn e de outros nutrientes nos graos de feijao. A hipdtese do
presente estudo € de que a inoculag¢do do feijoeiro com P. chlamydosporia ira facilitar a
absor¢do de Zn e de outros nutrientes pelo feijoeiro, aumentando, assim, os teores de Zn
nos graos de feijao, com potencial para enriquecimento do grao com Zn. Assim sendo, o
objetivo com este trabalho foi avaliar o efeito da inoculaciao de sementes de feijdo com o
fungo P. chlamydosporia associada a aplica¢do de Zn via solo e via foliar, visando ao

aumento do Zn e de outros nutrientes nos graos.

2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido de novembro de 2019 a janeiro de 2020, em casa de
vegetacao da Universidade Federal de Vigosa, situada no municipio de Vigcosa-MG, com
coordenadas geograficas 20° 45° de latitude Sul e 42° 50’ de longitude Oeste e altitude
de 672 m (Alencar et al., 2011). Segundo a classificac@o climatica de Kdoppen, o clima do
municipio é temperado quente, com verdo chuvoso e inverno frio e seco (Cwb), e com
temperatura anual média de 20 °C (Lorenzon et al., 2013).

O experimento foi instalado em esquema fatorial 2 x 2 x 5 sem e com a inoculagao
do fungo P. chlamydosporia nas sementes de feijdo (0 e 5 g kg! de sementes); sem e com
aplica¢do de Zn via solo (0 e 2,5 mg dm™); com a aplicacdo de doses crescentes de Zn
via foliar (0,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20 mg dm™) e, em ambos os casos, a fonte de Zn aplicada

foi o sulfato de zinco (ZnSO4.7H20®, 23 % de Zn). O delineamento foi em blocos
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casualizados com quatro repeticdes, totalizando 20 tratamentos. A unidade experimental
foi representada por um vaso de 5 dm™, com duas plantas de feijao (Phaseolus vulgaris

L.), cultivar BRSMG Madrepérola.

2.1 Preparo do solo para crescimento das plantas

O solo utilizado no experimento foi um Latossolo Vermelho-Amarelo, coletado
na camada de 20 — 40 cm. Antes da calagem e da aplicacdo dos tratamentos, foi retirada
uma amostra representativa desse solo, que foi peneirada em malha de 2 mm e
caracterizada quimicamente de acordo com Teixeira et al. (2017) (Tabela 1). Com base
na caracterizagcdo quimica, foi realizada a calagem para a correcao da acidez pelo método
de neutralizacio do AI** e elevacio dos teores de Ca’* e Mg** (Alvarez et al., 1999)
utilizando-se CaCO3; o0 MgCOs3, com incubagdo durante 30 d.

A adubacio do solo foi feita de acordo com as recomendagdes para experimentos
em casa de vegetacao (Novais et al., 1991). J4 a aplicac@o do Zn no solo foi realizada via
solucdo nutritiva uma semana apds a germinagdo das sementes. A aplicacdo de Zn via
foliar foi realizada no estaddio R8 (formacgdo dos graos) da cultura, com o auxilio de um
spray manual com bico de pulverizacio tipo leque (pressdo de 60 ibf pol?). A solugio de
Zn foi aplicada no volume necessdrio para cobrir toda a parte aérea da planta, o qual foi
definido previamente de modo a evitar o escorrimento da solugdo. O solo foi irrigado
diariamente com agua deionizada para manter um nivel de umidade proximo a 90 % da

capacidade de campo, tendo-se o cuidado de nao molhar as folhas.

Tabela 1 — Resultado da andlise quimica e fisica do Latossolo Vermelho-Amarelo
realizada antes da calagem e da aplicacdo dos tratamentos

pH pH P K Ca** Mg* AP’ H+Al SB t T V m

H,0 KCl mgdm?® ------------- cmoledm™------------- =% - - -
444 42 05 70 024 0,09 0,77 2,66 035 1,12 295 11,9 68,8
MO P-Rem S B Cu Mn Fe Zn
dag kg'! 1117- D mgdm?>------oo o
0,53 21,5 18,5 0,10 0,32 2,9 16,2 1,02

Q;lei Areia fina Silte Argila EU Ds
———————————————————— kg/kg-------------------- --gem>- -
0,217 0,169 0,142 0,472 0,27 1,09

pH em H,0, relacdo 1:2,5; pH em KCI 1,0 mol L'}, rela¢do 1:2,5; P, K, Cu, Mn, Fe e Zn (extrator Mehlich-
1); Ca** e Mg?* (extrator KCI 1,0 mol L"); Matéria organica (Walkley e Black); Fésforo remanescente



58

(extrator Mehlich-1); Al**= acidez trocavel (extrator KCl 1,0 mol L*); H+Al= acidez potencial (extrator
Ca(OAc); 0,5 mol L'); SB= soma de bases (Ca?*, Mg?*, K* e Na*); t= capacidade efetiva de troca de cation
(t= SB + AI**); T= capacidade de troca de citions (CTC pH 7= T= SB = (H+Al); V= saturacio por bases
(V=100 SB/T) e m= saturagiio por aluminio (m= 100 Al**/t); EU= Equivalente de Umidade; Ds= Densidade
do Solo.

2.2 Tratamento das sementes de feijao com o fungo P. chlamydosporia

As sementes de feijdo foram inoculadas com o produto comercial Rizotec® (em
pd), que tem como ingrediente ativo o fungo P. chlamydosporia, e para facilitar a
aderéncia do microrganismo as sementes foi aplicado 100 mL kg! de sementes de
sacarose. O P. chlamydosporia usado neste estudo pertence a colecdo de micologia do

Laboratério de Controle de Fitonematdides da Universidade Federal de Vigosa.

2.3 Crescimento das plantas e analises do material vegetal

As plantas de feijdo da cultivar BRSMG Madrepérola foram cultivadas durante
79 dias, duas plantas por vaso pldstico de 5 dm™. Ao final do experimento, quando as
plantas apresentavam folhas e vagens secas, foi realizada a colheita e contabilizado o
nimero de vagens (NV) por planta, a partir do qual calculou-se a produtividade de graos
(PG), a massa de matéria seca de raiz (mMSR) por planta e o peso de cem graos (PCG).
Os graos e raizes foram colocados em estufa de circulagdo for¢ada a 65 °C até atingirem
massa constante e pesados para obtencdo da massa de matéria seca. Em seguida, foi
calculada a produtividade, corrigindo-se a umidade dos graos para 12 % (ver
metodologia).

Os graos foram moidos em moinho tipo Willey em peneira de 20 mesh para a
determinagdo dos teores de macro e micronutrientes. Os teores de N nos grdos foram
determinados pelo método Kjeldahl apds digestdo sulfirica. Os teores de P, K, Ca, Mg,
S, Fe, Mn e Zn nos graos foram determinados por espectrofotometria de emissdo 6tica
acoplado ao plasma induzido (ICP-OES), apds digestdo nitroperclorica. Os teores de
proteina bruta nos grdos foram determinados de forma indireta com base no N

determinado pelo método Kjeldahl (N x 6,25) (Galvani e Gaetner, 2006).
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2.4 Analise do solo apés a conducao do experimento

Os atributos quimicos do solo foram determinados de acordo com Teixeira et al.
(2017) posteriormente a condug¢do do experimento com crescimento das plantas. As
andlises realizadas foram: determina¢do do pH em H>O, na proporcao de solo:H>O igual
a 1:2,5; teores disponiveis de P, K, Fe, Zn, Mn, e Cu por extracdo com Mehlich-1 e
dosagem de P por espectrofotometria de absor¢cdo molecular, K por fotometria de chama,
e Fe, Mn, Zn e Cu por espectrofotometria de absor¢cdo atomica. A andlise de Ca e de Mg
foi realizada por extragdo com KCI 1 mol L' e dosagem por espectroscopia de absor¢io
atdmica. A acidez potencial (H+Al) foi extraida com solucio de Ca(OAc)2 0,5 mol L™
tamponada a pH 7,0, titulando-se o extrato com NaOH 0,025 mol L!. A acidez trocdvel
(AI**) foi extraida com o KCI 1 mol L™! e determinada por titulacdo do extrato com NaOH

0,025 mol L.

2.5 Mapeamento histoquimico do Zn nos graos

O mapeamento microquimico do Zn nos graos foi realizado utilizando-se o
aparelho de florescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF) (Markowicz et al.,
2011). Foram analisados graos produzidos nos tratamentos T1 (sem inoculacdo das
sementes, sem adi¢do de Zn ao solo e sem Zn foliar), TS5 (sem inoculac¢do das sementes,
sem adi¢do de Zn ao solo e com adi¢do de 20 mg dm™ de Zn foliar), T6 (sem inoculagdo
das sementes, com adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e sem Zn foliar), T10 (sem
inoculacdo das sementes, com adi¢iio de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e com adicdo de 20
mg dm™ de Zn foliar), T11 (com inoculag¢io das sementes e sem adi¢do de Zn ao solo e
sem Zn foliar), T15 (com inoculacdo das sementes, sem adi¢do de Zn ao solo e com adi¢ao
de 20 mg dm? de Zn foliar), T16 (com inoculacdo das sementes, com adicdo de 2,5 mg
dm™ de Zn ao solo e sem Zn foliar), T20 (com inoculacdo das sementes, com adicdo de
2,5 mg dm™ de Zn ao solo e com adi¢do de 20 mg dm™ Zn foliar). Para efetuar as leituras
e gerar 0s mapas microquimicos, os graos de feijao foram cortados ao meio, separando-
se os cotilédones com uma lamina. As leituras foram feitas fixando-se o cotilédone,
contendo o eixo embriondrio, em uma placa de metal que foi levada ao aparelho para

leitura (Cambraia et al., 2019).
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2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), em que as médias
dos dados qualitativos foram comparadas pelo teste F até 5 % de probabilidade. As doses
de Zn via foliar foram ajustadas por equagdo de regressdo. As andlises foram realizadas

com o auxilio do programa SPEED-STAT-2.4 (Carvalho et al., 2020).

3 Resultados

As doses de Zn aplicadas via foliar e no solo, nos tratamentos com e sem
inoculacdo das sementes de feijdo com o P. chlamydosporia, influenciaram (p<0,05) as
varidveis analisadas, com excec¢do do Ca e do Cu no solo, assim como da acidez potencial

(H + Al).

3.1 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas quimicas do solo

Houve interacao entre os fatores inoculagdo e doses de Zn no solo. No tratamento
em que as sementes foram inoculadas com o P. chlamydosporia, e mediante a adi¢ao de
Zn ao solo, ocorreu uma reducg@o da concentragao média do P disponivel de 79,38 mg dm"
3 para 69,77 mg dm™ (Tabela 2). J4 no tratamento sem o inoculante, a adicdo de Zn ao
solo ndo alterou a disponibilidade de P. Sem a adi¢do de Zn ao solo, a disponibilidade de
P no tratamento com a inoculacio do fungo ndo se alterou em comparagao ao tratamento
sem inoculagfio. Por outro lado, quando houve aplicacdo de 2,5 mg dm™ Zn no solo, a
inoculacdo reduziu a concentragio média de P disponivel de 82,71 mg dm™ para 69,77

mg dm? (Tabela 2).

Tabela 2 — Teores disponiveis de P em solo que recebeu, ou ndo, adicdo de Zn uma
semana apds a germinacao das sementes, € em solo cultivado com plantas originadas de
sementes inoculadas, ou ndo, com P. chlamydosporia

Zn aplicado no solo

P. chlamydosporia

0,0 2,5 mg dm™ (5 kg ha™!)
———————————————— Pnosolomgdm?) - - - - - - - - - - ___
Com 79,38 aA 69,77 bB
Sem 80,60 aA 82,71 aA

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha néo diferem entre si pelo teste
F a5 % de significancia.
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O pH do solo diminuiu de 6,11 para 6,03 quando se compara o tratamento em que
as sementes foram inoculadas com P. chlamydosporia com o que ndo houve inoculagdo
(Tabela 3). A disponibilidade de K, Fe e Mn no solo diminuiu, em termos relativos, em
6,5, 9,7 e 10,0 %, respectivamente, no tratamento em que houve inoculagdo em
comparagdo ao tratamento em que as plantas cresceram de semente que ndo recebeu o

fungo (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores médios de pH e teores disponiveis de K, Fe, e Mn, em solo onde
foram cultivadas plantas originadas de sementes inoculadas ou n3o com P.
chlamydosporia

Microrganismo pH K Fe Mn
——————————————— mgdm3-----oooooo
Com 6,03 b 37,87b 101,80 b 7,47 b
Sem 6,11 a 40,49 a 112,80 a 8,30 a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste Fa 5 % de significancia.

No tratamento sem aplicagdo foliar de Zn, os valores médios de pH do solo foram
reduzidos para 6,23 no tratamento com a adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn no solo, e para 6,01
no tratamento sem a adi¢ao Zn ao solo (Tabela 4). Com a aplicacdo do Zn foliar, em todas
as doses aplicadas ndo houve diferenca entre os valores de pH do solo para os tratamentos
com ou sem aplicac¢do de Zn ao solo. Todavia, houve decréscimo linear do pH do solo em
resposta as doses crescentes de Zn aplicadas via foliar quando o solo recebeu 2,5 mg dm’
37n. Esse decréscimo de pH foi de um valor de aproximadamente 6,17, sem aplicagio de
Zn foliar, para um valor de aproximadamente 5,96, com a aplicagdo da maior dose de Zn
foliar (Figura 1). Sem a adicdo de Zn ao solo, o pH se manteve uniforme com o aumento

da dose de Zn aplicado via foliar (Figura 1).

Tabela 4 — Valores médios de pH em solo que recebeu, ou ndo, adi¢do de Zn uma semana
ap6s a germinagao das sementes, e em funcdo da aplicacdo de doses foliares de Zn no
estdgio R8 da cultura

Zn adicionado ao solo Doses de Zn via foliar (mg dm™)
(mg dm”) 0 2,5 5,0 10,0 20,0
____________________ ) 5
0,0 6,01 b 6,10 a 6,05a 6,00 a 6,07 a
2,5 6,23 a 6,08 a 6,11a 6,07 a 5,97 a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo teste Fa 5 % de significancia.
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Figura 1 — Valores médios de pH do solo, em solo que recebeu, ou ndo, adi¢do de Zn uma
semana apds a germinacao das sementes, em funcio da aplicacdo de doses foliares de Zn
no estagio R8 da cultura. Com adi¢do de Zn (C-Zn-S) e sem adi¢cdo de Zn (S-Zn-S).

A aplicacdo de 2,5 mg dm™ de Zn no solo reduziu a concentragio de K disponivel
em 7,8 % quando se compara ao solo sem aplicac@o de Zn (Tabela 5). Por outro lado, as
concentracdes de Zn e Mg disponiveis aumentaram em 71,8 e 7,6 % quando se aplicou
Zn ao solo (Tabela 5). A concentragdao de Zn no solo cresceu linearmente em resposta a
aplicacdo de doses crescentes de Zn via foliar, com um incremento de aproximadamente
115 % na concentracdo de Zn disponivel no solo, quando se compara a dose de 20 mg

dm foliar com a dose zero de Zn foliar (Figura 2).
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Tabela 5 — Médias dos teores disponiveis de K, Zn e Mg em solo que recebeu, ou ndo,
adicdo de Zn uma semana apds a germinacdo das sementes

Zn no solo (mg dm™) K Zn Mg
————————— mgdm3--------- -----cmolcdm?----
0,0 40,78 a 245b 0,13b
2,5 37,58b 4,21 a 0,14 a
Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.
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Figura 2 — Teores de Zn disponiveis no solo apds o cultivo de plantas de feijoeiro com a
aplicacdo de doses foliares de Zn as plantas no estdgio R8 da cultura.

3.2 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas agronomicas das plantas de feijao

Foram observados efeitos significativos da interacdo microrganismos x niveis de
Zn aplicado no solo x doses de Zn aplicadas via foliar, sobre o nimero de vagens (NV),
produtividade de graos (PG) e massa de matéria seca das raizes (mMSR) do feijoeiro.

Nos tratamentos sem suprimento de Zn via solo ou foliar e com a inoculacdo das
sementes com o P. chlamydosporia, o NV médio foi 9,13 vagens por planta, o que
representa um aumento em comparacao ao tratamento sem inoculacido das sementes que

teve NV igual a 7,25 vagens por planta (Tabela 6). Por outro lado, sem a inoculacio das
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sementes e sem adi¢do de Zn ao solo, a aplicacio via foliar das doses 5 e 20 mg dm™ Zn
proporcionou médias do NV iguais a 10,63 e 8,75 vagens por planta, respectivamente,
valores esses que diminuiram para 7,13 e 5,88 vagens por planta, respectivamente,
quando se fez a inoculag@o das sementes com o fungo P. chlamydosporia (Tabela 6).
Sem suprimento de Zn via solo, sem aplicacdo foliar e sem inoculacao das
sementes, o NV médio foi 7,25 vagens vaso™' e 7,13 vagens por planta, com 5 mg dm™
Zn foliar e com inocula¢do. Com o suprimento de Zn via solo, sem aplicacao de Zn foliar
e sem inoculag¢do, o NV aumentou para 9,88, ao passo em que, com a aplicagdo da dose
foliar de 5 mg dm™ Zn e com a inoculagio das sementes, a produgdo aumentou para 9,00
vagens por planta (Tabela 6). Também sem Zn via solo, sem inoculacdo das sementes e
com as doses 5 e 20 mg dm™ Zn via foliar, as médias do NV foram 10,63 e 8,75 vagens
por vaso, valores estes que diminuiram para 7,75 e 6,50 vagens por planta,

respectivamente, quando se aplicou 2,5 mg dm™ de Zn no solo.
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Tabela 6 — Desdobramento da resposta da planta (expressa em nimero de vagem, produtividade de graos e massa de matéria seca de raiz) a
inoculacdo das sementes do feijoeiro com o microrganismo, a aplicag@o, ou ndo, de Zn ao solo, e a aplicacdo de doses foliares de Zn no estdgio R8

da cultura
] ] 2,5 mg dm™ de Zn adicionado ao solo 0,0 mg dm™ de Zn no solo
Microrganismo . . . .
Doses de Zn via foliar (mg dm™) Doses de Zn via foliar (mg dm™)
0,0 2,5 5,0 10,0 20,0 0,0 2,5 5,0 10,0 20,0
———————————————————————————————————— Numero de vagens por planta- - - - - - - - - = - - - - - oo - - oo
Sem 9,88 aA 10,38 aA 7,75 aB 9,13 aA 6,50 aB 7,25 bB 9,38 aA 10,63 aA 8,25 aA 8,75 aA
Com 10,63 aA 9,00 aA 9,00 aA 7,88 aA 6,75 aA 9,13aA 10,25 aA 7,13 bB 7,75 aA 5,88 bA
---------------------------------- Produtividade de graos (g/planta)- - ----------------“----------------
Sem 14,15aA 16,18 aA 8,57 bB 13,64 aA 7,69 aA 9,46 aB 11,70 aB 12,19 aA 10,11 aB 7,97 aA
Com 13,91 aA 10,54 bA 13,71 aA 11,28 aA 10,49 aA 9,79 aB 10,86 aA 7,87 bB 9,59 aA 6,54 aB
———————————————————————————————— Massa de matéria seca de raiz (g/planta) - - - - - - - = - - - - - - - - - - - oo
Sem 4,88 aA 5,48 aA 6,45 aA 3,99 bA 5,21 aA 5,40 aA 4,80 aA 5,21 aA 4,83 aA 5,19 aA
Com 4,87 aA 5,41 aA 6,44 aA 7,36 aA 3,86 aB 4,70 aA 4,73 aA 5,68 aA 5,60 aB 6,15 aA

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5 % de significancia.
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A PG no tratamento sem a inoculagdo das sementes e com aplicacdo de Zn no solo
na dose 5 mg dm™ de Zn aplicado via foliar foi de 8,57 g por planta e tendo aumentado
para 13,71 g por planta no tratamento com a inoculagdo (Tabela 6). J4 no tratamento com
a inoculag@o das sementes e com Zn no solo, na dose 2,5 mg dm de Zn aplicado via
foliar, bem como no mesmo tratamento, porém, sem aplica¢cdo Zn no solo e na dose 5 mg
dm™ de Zn foliar, os valores médios de PG foram de 10,54 e 7,87 g por planta, enquanto
nos mesmos tratamentos sem a inoculacio, os valores médios de PG aumentaram para
16,18 e 12,19 g por planta. Nos tratamentos sem aplicacdo de Zn no solo, com a
inoculacdo das sementes e nas doses zero, 5,0 e 20,0 mg dm de Zn aplicado via foliar,
os valores médios de PG foram 9,79, 7,87, 6,54 g por planta, e aumentaram para 13,91,
13,71, 10,49 g por planta com aplicacdo de Zn no solo (Tabela 6).

Um comportamento semelhante ocorreu nos tratamentos sem Zn no solo e sem a
inocula¢do nas doses zero, 2,5 e 10 mg dm™ de Zn aplicadas via foliar, os quais
apresentaram médias de PG de 9,46, 11,70 e 10,11 g por planta e aumentaram para 14,15,
16,18 e 13,64 g por planta nos tratamentos com aplica¢do de Zn no solo. Por outro lado,
no tratamento sem Zn no solo, sem inoculacdo das sementes e na dose 5 mg dm de Zn
aplicado via foliar, a PG foi de 12,19 g por planta e reduziu para 8,57 g por planta no
tratamento com Zn no solo (Tabela 6).

A reduc¢do nos componentes de produtividade do feijoeiro pode estar relacionada

a ocorréncia de fitotoxidez, verificada a partir da dose 5 mg dm™ de Zn via foliar (Figura

3).
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Figura 3 — Plantas que receberam doses crescentes de Zn, em fun¢ao da aplicacdo de Zn
via foliar, da inoculagdo, ou ndo, das sementes com P. chlamydosporia, e da aplicacdo,
ou nao, de Zn ao solo. SM-S-Zn (a), SM-C-Zn (b), CM-S-Zn (c) e CM-C-Zn.

SM-S-Zn = sem inoculag¢do das sementes e sem adicdo de Zn ao solo;SM-C-Zn = sem
inoculacdo das sementes e com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo CM-S-Zn = com
inoculacdo das sementes e sem adi¢do de Zn ao solo;CM-C-Zn = com inoculagdo das
sementes e com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo.

Para a mMSR, observou-se que, na auséncia da inoculagcdo e com a aplicagcao de
Zn no solo na dose 10 mg dm™ de Zn aplicado via foliar, a mMSR foi de 3,99 g por planta
e aumentou para 7,36 g por planta no tratamento com a inoculagdo (Tabela 6). Observou-
se no tratamento sem aplicacdo de Zn no solo, com a inoculac@o das sementes e na dose
10 mg dm™ de Zn aplicado via foliar, que a mMSR média foi de 5,60 g por planta e que
no tratamento com Zn no solo houve aumento para 7,36 g por planta. Por outro lado, no
tratamento sem Zn no solo e com a inoculagdo na dose 20 mg dm™ de Zn foliar, a média
de mMSR foi de 6,15 g por planta e reduziu para 3,86 g no vaso cujo tratamento se deu
com a aplica¢cdo de Zn no solo (Tabela 6).

Analisando o desdobramento das doses de Zn aplicadas via foliar dentro dos niveis
de microrganismo e aplicacdo de Zn no solo, observou-se uma redugdo linear para o NV
nos tratamentos com a inoculacdo das sementes e aplicacdio de Zn no solo, com
decréscimo de aproximadamente 50,0 % na maior dose de Zn via foliar (Figura 4A).
Porém, nos tratamentos com a inoculacdo e sem a aplica¢io de Zn no solo, bem como nos
tratamentos sem a inoculacdo, com e sem aplicacdo de Zn no solo, os dados ndo se
ajustaram a nenhum modelo testado (Figura 4A).

Para a PG, as doses de Zn foliar no tratamento com a inoculag@o e sem a aplicagao
de Zn no solo promoveram reduc¢do linear, com decréscimo de aproximadamente 48,0 %
entre a maior e a menor dose de Zn aplicada via foliar. Por outro lado, sem a inoculag¢do
e sem a aplicacdo de Zn no solo, a PG aumentou até a dose mdxima estimada de 6,96 mg
dm? de Zn aplicada via foliar, com incremento de 9,8 %, em relacdo a dose zero. J4 os
tratamentos com aplica¢cdo das doses de Zn via foliar, com a inoculac¢io e com aplicacdo
de Zn no solo, e sem a inoculacdo e com aplicacdo de Zn no solo, ndo se ajustaram aos
modelos testados (Figura 4B). Para mMSR, as doses de Zn foliar, com a inoculagao e com
aplicag¢do de Zn no solo proporcionaram aumento da mMSR até a dose médxima estimada
de 9,36 mg dm™ de Zn foliar com incremento de 51,0 %, em relacdo a dose zero (Figura

4C).
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Entretanto, nos tratamentos com a inoculagido das sementes com microrganismos
e sem aplicacdo de Zn no solo, a maior dose de Zn foliar proporcionou um aumento de
29,4 % na mMSR em relacdo a dose zero foliar. Porém, as doses de Zn foliar sem a
inoculacdo, com e sem aplicacdo de Zn no solo, ndo se ajustaram a nenhum modelo

testado (Figura 4C).
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Figura 4 — Nuimero de vagens (A), produtividade de graos (B) e massa de matéria seca de
raiz (C), em funcdo de doses de Zn aplicadas via foliar, em plantas de feijoeiro oriundas
de sementes inoculadas, ou ndo, com P. chlamydosporia e com aplicac¢do, ou ndo, de Zn
ao solo.

SM-S-Zn = sem inoculag¢do das sementes e sem adi¢cao de Zn ao solo;SM-C-Zn = sem
inoculacdo das sementes e com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo CM-S-Zn = com
inoculacdo das sementes e sem adi¢do de Zn ao solo;CM-C-Zn = com inoculagao das
sementes e com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo.

A aplicagdo de doses crescentes de Zn via foliar afetou o PCG, promovendo uma

reducdo de 11,6 % entre a maior e a menor dose de Zn aplicada via foliar (Figura 5).
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3.3 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas quimicas dos graos de feijao

A interacao inoculagdo das sementes com microrganismos X niveis de Zn no solo
x Zn foliar exerceu efeitos sobre os teores de K, Fe e Mn nos graos de feijao (Tabela 7).
Nos tratamentos sem a inoculacdo das sementes com microrganismos, com aplicacio de
Zn no solo e nas doses zero e 10 mg dm™ de Zn foliar, bem como nos tratamentos sem
aplica¢do de Zn no solo nas doses zero e 2,5 mg dm™ de Zn foliar, os teores de K nos
grios de feijdo foram de 7,46, 7,35, 8,76 € 8,97 g kg'! e aumentaram nos tratamentos com
a inoculag¢ao para 10,82, 10,75, 10,45¢ 1091 g kg“. Ja nos tratamentos sem a aplicacdo
de Zn no solo e sem a inoculagio nas doses 5 e 10 mg dm™ de Zn foliar, os teores médios
de K nos grios foram de 10,58 e 10,23 g kg! e reduziram para 8,96 e 7,35 g kg! nos
tratamentos com aplicacao de Zn no solo.

Os teores de Fe nos graos, nos tratamentos sem a inoculacio e com a aplicagdo de

Zn no solo e na dose 10 mg dm™ de Zn foliar, e sem aplicagdo de Zn no solo, nas doses
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zero € 2,5 mg dm? de Zn foliar, foram de 52,08, 67,61 e 77,49 mg kg‘l, enquanto que,
para os tratamentos com a inoculacdo, os teores de Fe aumentaram para 68,87, 97,65 e
94,08 mg kg!. Por outro lado, no tratamento sem a inoculaco, sem aplicacdo de Zn no
solo € na dose 5 mg dm™ de Zn foliar, o teor de Fe nos grios foi de 98,70 mg kg e
reduziu para 79,33 mg kg'1 no tratamento com a inoculagdo. Nesse ambito, observou-se
nos tratamentos com aplicacdo de Zn no solo, e com a inocula¢cdo em todas as doses de
Zn foliar, que as médias dos teores de Fe nos graos foram inferiores quando comparadas
as médias dos tratamentos sem aplicacao de Zn no solo. Os tratamentos com aplicacdo de
Zn no solo e sem inoculacdo nas doses 5, 10 e 20 mg dm> de Zn foliar também
apresentaram médias inferiores nos teores de Fe quando comparados aos tratamentos sem
aplicag¢do de Zn no solo.

O teor de Mn do tratamento sem a inoculagdo e sem aplicacao de Zn no solo, na
dose zero mg dm™ de Zn foliar, foi de 14,23 mg kg™!' e aumentou para 23,09 mg kg™!' no
tratamento com a inoculacdo. Ja no tratamento sem aplicacdo de Zn no solo e com a
inoculagio de microrganismo, na dose zero mg dm™ de Zn foliar, o teor de Mn nos grios

foi de 23,09 mg kg™! e reduziu para 13,91 mg kg! no tratamento com Zn no solo.
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Tabela 7 — Desdobramento dos teores de K, Fe e Mn em graos de feijao em resposta a inoculacio das sementes do feijoeiro com o microrganismo,

a aplicacdo ou ndo de Zn ao solo e a aplicacdo de doses foliares de Zn no estdgio R8 da cultura

) ) 2,5 mg dm™ de Zn adicionado ao solo 0,0 mg dm™ de Zn no solo
Microrganismo 3 5 . .
Doses de Zn via foliar (mg dm™) Doses de Zn via foliar (mg dm™)
0,0 2,5 5,0 10,0 20,0 0,0 2,5 5,0 10,0 20,0
------------------------------------ Teorde K (gkg ) ---mmmmmmm oo
Sem 746 bA 8,58 aA 8,96 aB 7,35 bB 10,17aA 8,76 bA 897bA 10,58aA 10,23aA 11,04 aA
Com 10,82 aA 9,61 aA 9,20 aA 10,75 aA 10,04 aA 10,45aA 1091aA 9,62 aA 9,71 aA 11,18 aA
------------------------------------ Teorde Fe (mg Kg ') -------mmmmmi e oo
Sem 62,52 aA 66,35aA 70,71 aB 52,08 bB 73,73aB 67,61 bA T77,49bA 98,70 aA  98,10aA 92,34 aA
Com 55,52aB  66,37aB 60,29 aB 68,87 aB 76,11 aB 97,65 aA 94,08 aA 79,33bA  85,78aA 96,44 aA
———————————————————————————————————— Teor de Mn (mg Kg™) - - - - - - - - oo e e
Sem 16,02 aA 18,89 aA 18,17 aA 16,51 aA 18,18aA 14,23 bA 18,17aA 20,79aA 18,31 aA 19,18 aA
Com 13,91 aB 16,45aA 20,42 aA 20,40 aA 17,09 aA 23,09 aA 19,61 aA 20,38 aA 18,11 aA 17,72 aA

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.
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Para o desdobramento das doses de Zn aplicadas via foliar dentro dos niveis de
microrganismos e Zn aplicado no solo, observou-se que, para as doses de Zn aplicadas via foliar
sem a inocula¢@o das sementes com microrganismos e sem aplicacdo de Zn no solo, os teores
de K nos grios ajustaram-se ao modelo Mitscherlich, apresentando, portanto, teor miximo de
11,06 g kg™ de K, que corresponde a um incremento de 27,6 % em relagdo a dose zero de Zn
foliar. No entanto, nos tratamentos em que as sementes foram inoculadas com e sem aplicacdo
de Zn no solo, e nos tratamentos sem a inoculagdo e com aplicagdo de Zn no solo, nao houve
ajuste para nenhum dos modelos testados (Figura 6A).

Para os teores de Fe nos graos, observou-se que, nos tratamentos com a inoculacio e
com aplicacdo de Zn no solo, as doses de Zn aplicadas via foliar promoveram um incremento
linear de 30,6 % da menor para a maior dose de Zn foliar (Figura 6B). Entretanto, sem a
inoculagdo e sem aplicagcdo de Zn no solo, as doses de Zn aplicadas via foliar proporcionaram
um aumento no teor de Fe nos grios até a dose de maxima eficiéncia fisica de 12,61 mg dm™
de Zn foliar, com incremento de 52,3 %, quando comparado a dose zero de Zn foliar. Porém,
as doses de Zn aplicadas via foliar, nos tratamentos com a inoculacdo e sem aplicacio de Zn no
solo, bem como nos tratamentos sem a inoculacdo e sem aplicagdo de Zn no solo, ndo se
ajustaram a nenhum modelo testado (Figura 6B).

Para os teores de Mn nos graos, as doses de Zn foliar nos tratamentos com a inoculacao
e com aplicacdo de Zn no solo, e nos tratamentos sem inoculacdo e sem aplicacdo de Zn no
solo, se ajustaram aos modelos quadréticos e raiz quadrética, com doses de maxima eficiéncia
de 11,29 € 9,81 mg dm™ de Zn foliar, e com incrementos de 51,0 e 37,7 %, respectivamente,
em relacdo a dose zero de Zn foliar (Figura 6C). No entanto, as doses de Zn foliar, com a
inoculagdo e sem aplica¢do de Zn no solo, e sem a inocula¢do e com aplica¢do de Zn no solo,

nao se ajustaram a nenhum modelo testado (Figura 6C).
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Figura 6 — Teores de K (A), Fe (B) e Mn (C) em graos de feijao em func¢do da aplica¢do de Zn
via foliar, da inoculagdo, ou ndo, das sementes com P. chlamydosporia, e da aplicagcdo, ou nao,
de Zn ao solo.
SM-S-Zn = sem inoculacdo das sementes e sem adicdo de Zn ao solo;SM-C-Zn = sem
inoculacdo das sementes € com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo CM-S-Zn = com
inoculacdo das sementes e sem adi¢ao de Zn ao solo;CM-C-Zn = com inoculagdo das sementes
e com adi¢do de 2,5 mg dm-3 de Zn ao solo.

A interacdo entre a inoculacao das sementes com microrganismos x aplicacao de Zn no
solo influenciou os teores de S nos griaos (Tabela 8). Na auséncia da inoculacdo e sem a
aplica¢do de Zn no solo, o teor médio de S nos grios foi de 7,37 g kg™! e reduziu para 6,12 g
kg! sem a inoculacdo e com aplicacdo de Zn no solo. Na auséncia da aplica¢do de Zn no solo,
com e sem a inoculac@o das sementes, ndo houve diferenca entre as médias dos teores de S nos

grdos. Ja a aplicacdo de Zn no solo e com a inoculacdo o teor médio de S nos graos foi de 6,97

g kg'! e reduziu para 6,12 g kg™! com aplicag¢io de Zn no solo e sem a inoculacdo (Tabela 8).
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Tabela 8 — Teores de S nos graos de feijao de plantas originadas de sementes inoculadas, ou
nao, com P. chlamydosporia, cultivadas em solo que recebeu, ou nao, adi¢ao de Zn uma semana
apos a germinagdo das sementes

Zn no solo (mg dm™)

P. chlamydosporia

0,0 2,5
———————————————— Snos graos (g kg ') --- oo
Com 7,27 aA 6,97 aA
Sem 7,37 aA 6,12 bB

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiudscula na linha ndo diferem entre si pelo teste F
a5 % de significancia.

Os teores de S nos graos também foram influenciados pela interacdo entre a inoculac¢io
de sementes com microrganismos dentro das doses de Zn aplicadas via foliar (Tabela 9).
Observou-se que, na presenca da inoculacdo e nas doses zero e 10 mg dm™ de Zn via foliar, os
teores médios de S nos grios foram de 7,28 e 7,31 mg kg'! e que reduziram na auséncia da
inoculacdo para 5,75 e 6,50 mg kg!, respectivamente (Tabela 9). Analisando o desdobramento
das doses de Zn via foliar, dentro dos niveis de microrganismos, com a inoculac¢io, observou-
se uma reducdo quadratica até o ponto de inflexdo estimado 6,21 mg dm™ de Zn foliar, para os
teores de S nos grdos. Porém, ndo houve ajuste para nenhum modelo testado, sem a inoculag¢ao

nas doses de Zn via foliar (Figura 7).

Tabela 9 — Teores de S nos graos de feijao colhidos de plantas originadas de sementes
inoculadas, ou ndo, com P. chlamydosporia, € que receberam doses foliares de Zn no estagio
R8 da cultura

Doses de Zn via foliar (mg dm™)

P. chlamydosporia

0,0 2,5 5,0 10,0 20,0
———————————————— S nos graos (g kg ) -----------oo--
Com 7,28 a 6,85 a 6,38 a 7,31 a 7,77 a
Sem 5,75b 6,82 a 6,97 a 6,50b 7,66 a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.
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Figura 7 — Teores de S nos grdos de feijao colhidos de plantas originadas de sementes
inoculadas (_CM), ou ndo (_ _SM), com P. chlamydosporia, em funcdo da aplicacdo de doses
de Zn via foliar no estdgio R8 da cultura.

Verificou-se que a inoculacdo de microrganismos nao influenciou nos teores de Zn nos

graos de feijdo, porém, aumentou os teores de N e de proteina em 4,7 %, em relagdo ao

tratamento sem a inoculacdo. Por outro lado, reduziu o PCG em 5,6 % (Tabela 10).

Tabela 10 — Teores de Zn, N e de proteinas em graos e peso de cem graos (PCG) nos graos de
feijdo colhidos de plantas originadas de sementes inoculadas, ou ndo, com P. chlamydosporia

) Zn N Proteina PCG
P. chlamydosporia 5 5
--mgkg'--  -------- gkg'--------- ---g---
Com 44,72 a 38,72 a 242,03 a 19,79 b
Sem 45,54 a 36,99 b 231,18 b 20,97 a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.

Ao avaliar a aplicagdo de Zn no solo dentro das doses de Zn aplicadas via foliar,
observou-se que na aplicag¢do de Zn no solo, sem aplicacdo de Zn foliar, houve diferenca entre
as médias no teor de Zn nos graos, apresentando incremento de 112 %, em relacdo ao tratamento

sem aplicacdo de Zn no solo. Por outro lado, foi observado que na aplicacdo de Zn no solo, nas
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doses 10 e 20 mg dm™ de Zn foliar, os teores de Zn nos grios reduziram 17 e 14 % em relagio
as médias sem aplicacdo de Zn no solo (Tabela 11). Observou-se, também, que as doses de Zn
via foliar, com e sem aplicacdo de Zn no solo, aumentaram os teores de Zn nos graos até as
doses de mdxima eficiéncia fisica de 14,63 e 14,48 mg dm™ de Zn via foliar, com incrementos

de 344.,9 e 128,0 % nos teores de Zn nos graos em relacdo a dose zero de Zn foliar (Figura 8).

Tabela 11 — Teores de Zn nos graos de feijao colhidos de plantas cultivadas em solo que
recebeu, ou ndo, adi¢do de Zn no solo uma semana apds a germinacao das sementes, € aplicagdao
de doses foliares de Zn no estdgio R8 da cultura

Doses de Zn via foliar (mg dm™)

Adigdo de Zn ao solo

0,0 2,5 5,0 10,0 20,0
——————————————— Zn nos grios (gkg!)---------------
0,0 9,46 b 43,12 a 50,67 a 61,29 a 66,14 a
2,5 mg dm™ 20,09 a 44,67 a 48,67 a 50,77 b 56,71b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.
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Figura 8 — Teores de Zn nos graos de feijao colhidos de plantas cultivadas em solo que recebeu,
ou nao, adicao de Zn uma semana apds a germinagao das sementes, e aplicacdo de doses foliares
de Zn no estdgio R8 da cultura.

C-Zn-S = adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo; S-Zn-S = sem adi¢do de Zn ao solo.
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A aplicacao de Zn no solo aumentou os teores de N e de proteina nos graos de feijao em
3.4 % quando se compara aos graos produzidos por plantas que cresceram em solo que nao
recebeu aplicacdo de Zn. Por outro lado, reduziu os teores de P, Ca e Mg nos graos em 9,4, 13,0

e 9,2 %, respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12 — Teores de N, P, Ca, Mg e de proteinas nos graos de feijao colhidos de plantas
cultivadas em solo que recebeu, ou ndo, adi¢do de Zn uma semana apds a germinagdo das
sementes

Adicdo de Zn N P Ca Mg Proteina
aosolo o _______._ gkglo oo
0,0 37,21b 4,69 a 1,68 a 1,31 a 232,61 b

2,5 mg dm™ 38,49 a 4,250 1,46 b 1,L19b 240,61 a

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste F a 5 % de significancia.

Observou-se que a aplicacdo de doses crescentes de Zn via foliar promoveu um aumento
de 7,8, 25,7, 15,0 e 7,8 % nos teores de N, P, Mg e de proteina nos graos de feijao,

respectivamente, com o aumento das doses de Zn foliar de 0 para 20 mg dm™ (Figura 9).
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Figura 9 — Teores de N (A), P (B), Mg (C), e de proteina (D) em grios de feijao em fungdo da
aplicacdo de doses de Zn via foliar, no estdgio R8 da cultura.

Ao analisar os mapas microquimicos, observou-se que independente dos tratamentos,
constatou-se que o Zn esté distribuido em todo grao de feijao, porém, com maior teor no eixo
embriondrio, como pode ser observado pela intensidade de cores, variando do azul ao vermelho

e quanto mais proximo do vermelho, maiores sdo os teores de Zn (Figura 10).

SM-S-Zn-S-Zn-I - SM-S-Zn-20-Zn-I

al

8.0 x 6.0mm 16.10

w9 L
8.0 x 6.0mm 16.05 7 8.0 x 6.0mm 16.23

8.0 x 6.0mm 15.06

8.0 x 6.0mm 16.02

Figura 10 — Localizagio do Zn" no cotilédone (CO), tegumento (TE) e eixo embriondrio (EE) de graos
de feijao colhidos de plantas originadas de sementes inoculadas, ou ndo com P. chlamydosporia,
cultivadas em solo que recebeu, ou nao, adi¢do de Zn no solo uma semana apds a germinagdo das
sementes, e que receberam aplicacdo de doses foliares de Zn no estdgio R8 da cultura.

A, C,E, G, I, K, Me O =regides do grao selecionadas para leituras;B, D, F, H, J, L, N e P = teores
qualitativos de Zn nos graos;cps = contagem de fotons que chegam ao detector por segundo (as pA™');
*quanto mais préximo do vermelho é a coloragdo, maiores sdo os teores de Zn.T1 - A, B = sem
inoculagdo das sementes, sem adi¢do de Zn ao solo e sem Zn foliar; T5 - C, D = sem inoculacdo das
sementes, sem adi¢do de Zn ao solo e com adi¢do de 20 mg dm™ de Zn foliar; T6 - E, F = sem inoculagio
das sementes, com adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e sem Zn foliar; T10 - G, H = sem inoculag¢o
das sementes, com adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e com adi¢do de 20 mg dm™ de Zn foliar; T11
- I, J = com inoculagdo das sementes e sem adicdo de Zn ao solo e sem Zn foliar; T15 - K, L. = com
inoculagdo das sementes, sem adi¢do de Zn ao solo e com adigio de 20 mg dm™ de Zn foliar; T16 - M,
N = com inoculagiio das sementes, com adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e sem Zn foliar; T20 - O,
P = com inoculagiio das sementes, com adi¢do de 2,5 mg dm™ de Zn ao solo e com adi¢do de 20 mg
dm Zn foliar.
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4. Discussao

4.1 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas quimicas do solo

Uma possivel explicacdo para a redugdo dos teores disponiveis de P, K, Fe e Mn no solo
com plantas de sementes inoculadas com P. chlamydosporia (Tabelas 2 e 3) é a maior absor¢ao
de nutrientes por essas plantas. A coloniza¢do do rizoplano e dos tecidos das raizes das plantas
pelo fungo (Escudero e Lopez-LLorca, 2012) faz com que ele atue promovendo o crescimento
de plantas como trigo (Monfort et al., 2005), alface (Dias-Aieira et al., 2011) e tomate (Escudero
e Lopez-LLorca, 2012). Em plantas de tomate, o P. chlamydosporia coloniza as raizes
produzindo hifas e clamiddsporos no rizoplano (Dallemole-Giaretta et al., 2015). Assim, €
plausivel que as raizes das plantas inoculadas com P. chlamydosporia tenham maior eficiéncia
de absor¢do dos nutrientes pelas plantas de feijao, diminuindo, comparativamente o nutriente
extraido do solo quando na extracdo para determinacdo do disponivel. O fungo P.
chlamydosporia pode auxiliar positivamente na eficiéncia de utilizagdo dos fertilizantes, como
na cultura do tomate, uma vez que ele melhora a aquisi¢ao de nutrientes (Monteiro et al., 2018).

Para o pH do solo, uma possivel explicagdo para a reducdo devido a inoculagao (Tabela
3) € a producdo de acidos orgénicos pelo fungo P. chlamydosporia (Gouveia et al., 2019) que
tém a capacidade acidificar o solo (Israr et al., 2016; Ying et al., 2017). Ja a reduc¢do do pH do
solo, com a adicdo de Zn ao solo e a suplementagdo via foliar (Tabela 4; Figura 1), pode estar
relacionada ao SO4> derivados das aplicacdes do ZnSO4 que pode induzir a reducdo do pH do
solo (Li e Christie). Possivelmente, o SO4* aderido as folhas que nio foi absorvido pode ter
contribuido para a reducd@o do pH, pois as folhas senescentes eram colocadas nos vasos e a 4gua
da irrigagdo pode ter lavado o SO4> dessas indo para a solugdo do solo. Estudos t¢ém mostrado
que a aplicacdo de doses crescentes de Zn com a fonte de ZnSO4 no solo reduziu o pH (Li e
Christie; Ibiang e Sakamoto, 2018).

Nesse sentindo, a agdo mais efetiva do Zn adicionado ao solo, sobre a disponibilidade
do K, comparada ao Mg, em termos relativos (Tabela 5), deveu-se possivelmente a diferenca
de carga entre esses cdtions basicos, monovalente (K*) e bivalente (Mg**). Pois, de acordo com
a série liotropica de adsor¢@o de cétions ao solo, o primeiro e principal fator que determina a
forca de retencdo de um cation € sua carga (Raij, 2017). Um estudo mostrou que a forca de
adsorgio do Mg** é maior do que do K* (Liu et al., 2013).

E possivel que a aplicacdo de Zn ao solo tenha contribuido para uma maior absorcio de

K pelas plantas de feijoeiro e que a diminui¢do desse cation no complexo de troca do solo
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resultou, proporcionalmente, em menos K extraivel pelo extrator. A diminui¢ao do K disponivel
no solo no tratamento em que houve a adicdo de Zn dias apds a germinagdo (Tabela 5) sugere
efeito do micronutriente diminuindo, comparativamente, o K extraivel pelo extrator Mehlich-
1. Interacdo de sinergismo entre Zn e K foi observado também no sorgo, sendo que a aplicacdo
de Zn no solo aumentou a absor¢do de K pelas plantas (Moinuddin e Imas, 2010).

A adic¢@o de Zn via solo e via foliar dobrou praticamente os teores de Zn disponivel no
solo (Tabela 5; Figura 2). Isso ocorreu porque o Zn aplicado via foliar movimenta-se para as
raizes da planta pelo floema (Haslett et al., 2001), sendo possivel a sua liberacao para o solo
por meio da decomposicdo das raizes, contribuindo para maior teor de Zn retido no complexo
de troca e na solugdo do solo. Além disso, o Zn que ndo foi absorvido, mantendo-se aderido no
material vegetal das folhas, pode ter contribuido também, pois as folhas senescentes, que se
desprendiam das plantas, eram mantidas na superficie do solo do vaso e, com a irrigacdo, a 4gua

pode ter lavado o Zn dessas indo para a solu¢do do solo.

4.2 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas agrondomicas das plantas de feijao

O aumento do numero de vagens no tratamento com inocula¢do das sementes com o
fungo P. chlamydosporia em auséncia de qualquer aplicacdo de Zn (Tabela 6) pode estar
relacionado ao melhor desenvolvimento do sistema radicular das plantas de sementes
inoculadas com o fungo (Zavala-Gonzalez et al., 2015). A coloniza¢do das raizes das plantas
pelo fungo favorece a absor¢do do Zn e de outros nutrientes (Monfort et al., 2005; Dias-Aieira
et al., 2011; Escudero e Lopez-LLorca, 2012).

Em geral, com Zn aplicado ao solo, a aplica¢do das doses de Zn via foliar ndo resultou
em resposta para o NV, com excecio da dose 5 mg dm™ de Zn foliar. Porém, na auséncia de
microrganismo as doses 5 e 20 mg dm™ de Zn foliar reduziu o NV. Esses resultados indicam
que a inocula¢cdo com o fungo, a aplicacdo do Zn ao solo e sua aplicacdo foliar até a dose 5 mg
dm resultaram em melhor resposta do NV produzidas (Tabela 6). J4 nas doses acima de 5 mg
dm™ de Zn aplicado via foliar, ficou evidente que ocorreu maior fitotoxidez nas plantas na
presenca do microrganismo (Figura 3). Com inoculacio das sementes, as doses de Zn via foliar
e a adi¢do de Zn ao solo reduziram o NV (Figura 4A), resultado similar ao relatado por Haider
et al. (2018) no feijao-mungo, cujo grao tem coloracdo esverdeada.

Observou-se, de forma geral, que na auséncia da inoculag@o, com e sem a aplicagdo de
Zn no solo, as doses de Zn via foliar proporcionaram melhores respostas para a PG, quando

comparada com a inoculacdo, com excecdo da dose 5 mg dm™ de Zn aplicado via foliar. Isso
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pode estar relacionado ao investimento de mais carbono pelas plantas, para manter a associa¢ao
simbidtica com o microrganismo em suas raizes (Johson et al., 1997). J4 a resposta em PG a
aplicacdo de Zn ao solo, com e sem inoculacdo, quando foram aplicadas as doses de Zn via
foliar, foi melhor se comparada ao tratamento sem aplicacdo de Zn no solo, com excecao da
aplicacdo foliar de 5 mg dm™ Zn no tratamento sem inoculagio (Tabela 6).

Constatou-se que a aplicacdo das doses de Zn foliar, sem a inoculacio e sem a aplicacao
de Zn no solo, aumentou a PG até a dose de 6,96 mg dm3, enquanto que com a inoculagdo e a
aplicag¢do de Zn no solo, houve reducdo na PG (Figura 4B). Esses resultados, evidenciam que
as doses crescentes de Zn via foliar tiveram mais efeitos negativos para PG no feijoeiro. Mesmo
sem a inoculag@o e sem a aplicacdo de Zn no solo, houve decréscimo na PG a partir da dose
6,96 mg dm™ de Zn foliar. A redu¢do na PG com a aplicacdo de doses crescentes de Zn via
foliar € relatada por Haider et al. (2018).

A diminuic¢do das varidveis de produtividade do feijoeiro com a aplicagdo das doses
foliares (Tabela 6) também foi observada em outro tipo de feijdo (feijdo mungo) e em trigo
(Haider et al., 2018; Kirmani et al., 2018; Du et al., 2019). O excesso de Zn provoca reducao
da fotossintese, pela indugdo do estresse oxidativo, causando alteragdes na estrutura foliar,
contribuindo para a reducdo da transpiracdo, da condutancia estomdtica, do conteido de
clorofila e de carotenoides e, consequentemente, podendo comprometer a produtividade (Shi e
Cai, 2009; Wang et al., 2009; Vassilev et al., 2011).

A mMSR das plantas oriundas de sementes inoculadas, que receberam 10 mg ~ dm™
de Zn via foliar, em solo que recebeu Zn, teve melhor resposta quando comparado ao tratamento
sem inoculag¢do e sem Zn adicionado ao solo. Porém, esse efeito positivo ndo ocorreu quando
se aplicou a maior dose de Zn foliar (20 mg dm™) (Tabela 6). No primeiro caso, a produgio de
auxina pelo fungo pode ter favorecido o desenvolvimento das raizes das plantas de feijoeiro
(Zavala-Gonzalez et al., 2015). Ja o efeito negativo da maior dose de Zn (20 mg dm™ de Zn)
pode estar relacionado a fitotoxidez causada pela maior concentracdo de Zn disponivel no solo,
que afetou o crescimento das raizes como verificado por Du et al. (2019) em plantas de trigo.

Observou-se que a aplicacdo de Zn no solo e doses acima de 9,36 mg dm™ de Zn via
foliar, na presenca da inoculagdo, reduziu a mMSR, enquanto que, sem a aplicagdo de Zn no
solo, houve um aumento da mMSR (Figura 4C). No primeiro caso, parece que a aplicacao de
Zn no solo, suplementada com doses acima de 9,36 mg dm> de Zn via foliar, elevou as
concentracdoes do elemento, assim, prejudicando o desenvolvimento das raizes. Estudos
demostraram que o crescimento de raizes € altamente reduzido quando submetido a elevadas

concentracdes de Zn (Sresty e Madhava Rao, 1999; Lin e Xing, 2008; Du et al., 2019). Essa
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reducdo estd inteiramente relacionada ao efeito inibitério do Zn na divisdo e alongamento
celular, em elevadas concentracdes do nutriente (Sresty e Madhava Rao, 1999).

A diminuicdo do PCG do feijao com o aumento do Zn aplicado via foliar (Figura 5) teve
resultado semelhante ao observado por Haider et al. (2018) para o feijado-mungo. Essa
ocorréncia estd provavelmente relacionada ao efeito do Zn no enchimento dos graos. O excesso
de Zn reduz a fotossintese dificultando a condutincia estomdtica, reduzindo,
consequentemente, a producdo de fotoassimilados (Sagardoy et al., 2010) com reflexo negativo

no enchimento dos graos.

4.3 Efeitos dos tratamentos nas caracteristicas quimicas dos graos de feijao

No geral, a inoculagdo das sementes com o fungo P. chlamydosporia, com e sem adi¢ao
de Zn ao solo, e com aplicac@o de Zn via foliar, aumentou o teor de K nos graos de feijdo, com
ganho de qualidade nutricional. Aumento da absor¢do de K por plantas de tomateiro com a
inoculagdo do fungo P. chlamydosporia também foi observado por Monteiro et al. (2019). Por
outro lado, constatou-se que a aplicacdo de Zn no solo, reduziu o teor de K nos graos (Tabela
7). Esse resultado sugere que a aplicacdo de Zn no solo suplementada com Zn via foliar pode
ter comprometido a translocacao do K para os graos. Desse modo, observou-se que as doses de
Zn via foliar sem inoculacdo e sem a aplicacdo de Zn no solo, proporcionaram teor maximo de
K de 11,06 g kg™!, nos grios de feijao (Figura 6A).

Aumento dos teores de Fe e Mn nos graos de feijao foi observado na presenca da
inoculacdo do microrganismo com e sem a aplicacdo de Zn no solo e via foliar nas menores
doses (0 e 2,5 e 10mg dm™ de Zn foliar) (Tabela 7). De maneira semelhante, um aumento do
teor de Fe e Mn em graos-de-bico e alface foi relatado com a inoculag@o de fungos (Pellegrino
e Bedini et al., 2014; Padash et al., 2016).

A reducdo do pH do solo na regidao das raizes colonizadas pelo P. chlamydosporia
(Tabela 3) pode ter aumentado os teores de Fe e Mn na solu¢do do solo, similarmente ao
observado por Dehghanian et al. (2018) com o fungo micorriza arbuscular em milho,
favorecendo a maior absor¢ao de nutrientes pelas plantas. Com a maior disponibilidade desses
nutrientes na solu¢do, o processo de absorcdo é favorecido, possibilitando uma maior
translocagd@o para parte aérea e posteriormente para os graos. J4 a aplicagdo de Zn no solo, de
forma geral, com e sem a inoculacdo e aplicacio de Zn foliar, reduziu os teores de Fe € Mn nos
graos de feijao (Tabela 7). Isso pode ter sido devido as interagcdes competitivas do Zn com o Fe

e Mn que ocorrem nos locais de absor¢ao das raizes (Padash et al., 2016), pois o transportador
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IRT1 que estd localizado na membrana plasmatica, pode transportar Fe, Mn e também o Zn
(Korshunova et al., 1999).

A resposta quadrdtica para os teores de Fe e Mn nos graos em funcdo das doses de Zn
via foliar ocorreu nos tratamentos sem a inoculagdo das sementes com microrganismos € sem
a aplicacdo de Zn no solo. O mesmo ocorreu com a inoculagdo de microrganismo e com a
aplicacdo de Zn no solo (Figura 6B e 6C). Isso se deu devido aos micronutrientes serem
translocados em sua maioria no floema na forma quelatada com aminodcido nicotianamina e
devido ao fato de a aplica¢do de Zn em doses elevadas ter aumentado os teores dos mesmos na
parte aérea, o que favoreceu a quelacao desse aminodcido com o Zn em detrimento do Fe e Mn
(Clemens et al., 2013; Ibiang et al., 2017). Constatou-se que o teor de Fe nos grios foi
aumentado, nas plantas de sementes inoculadas com P. chlamydosporia e quando foi aplicado
Zn no solo e foliar (Figura 6C). Isso pode estar relacionado a produgado de acidos organicos nas
raizes colonizadas pelo fungo, os quais, liberados na rizosfera, contribuiram para diminui¢do
do pH do solo (Gouveia et al., 2019). O menor pH do solo aumenta a disponibilidade de Fe em
solugdo (Ei-Kherbawy et al., 1989), o que favoreceu o aumento da absorcdo de Fe pelas plantas.

No geral, a aplicacdo de Zn no solo, como também as doses de Zn aplicadas via foliar,
em raizes colonizadas com o microrganismo resultaram em aumento dos teores de S nos graos
de feijao (Tabela 8 e 9), sugerindo sinergismo entre Zn e S na planta de feijao. Na literatura tem
sido relatado tanto o antagonismo como o sinergismo entre Zn e S (Prasad et al., 2016). Ainda
nesse contexto, um aumento nos teores de S foi relatado na cultura do milho, com a inoculagdo
do fungo micorrizico Rhizophagus irregulares (Ramirez-Flores, et al., 2019). A resposta do
teor de S nos graos as doses de Zn foliar em plantas inoculadas foi quadratica decrescente até a
dose 7 mg dm, aproximadamente, quando passou a ser crescente (Figura 7).

As plantas com raizes colonizadas com o P. chlamydosporia apresentou menor teor de
Zn nos graos, quando comparada as plantas ndo colonizadas, porém ndo houve diferenca
significativas (Tabela 11). Esse resultado pode estar relacionado ao mecanismo do fungo em
proteger as plantas do excesso de Zn, como relatado na literatura com outros fungos (Li e
Christie 2001; Monnet et al., 2001; Watts-Williams et al., 2013). A imobilizacao de Zn pelos
micélios fingicos pode ser um mecanismo que protege as plantas da toxidade a elevadas
concentracoes desse elemento (Monnet et al., 2001; Chen et al., 2003).

O aumento nos teores de N e proteinas nos graos de feijao foi observado nas plantas
com raizes colonizadas com o P. chlamydosporia (Tabela 10), resultado similar ao encontrado
em grao-de-bico inoculado com o fungo M. arbusculares (Pellegrino e Bedini, 2014). Em

plantas de tomateiro a absor¢do de N foi aumentada com a inoculacdo do P. chlamydosporia
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(Gouveia et al., 2019). O peso de cem sementes diminuiu com a inoculagdo do fungo nas
sementes do feijoeiro (Tabela 10). A reducao do PCG pode estar relacionada a parti¢cdo de maior
quantidade de carbono pelas plantas para manter a associacdo simbidtica entre as raizes € o
microrganismo (Johson et al., 1997).

O maior teor de Zn nos grdos com aplicacdo de Zn ao solo e sem Zn via foliar,
comparado ao correspondente tratamento sem Zn adicionado ao solo (Tabela 11), ocorreu
porque a aplicacdo de Zn aumentou, comparativamente, sua concentracao na solucao do solo,
assim favorecendo a maior absor¢do do Zn pelas plantas. O aumento de seu teor no grao
possibilita a disponibilizacdo do micronutriente na dieta alimentar por meio do feijao. Ja a
diminui¢do dos teores de Zn nos graos, nas maiores doses de Zn via foliar com adi¢do de Zn ao
solo, comparado ao tratamento sem adi¢do (Tabela 11), pode estar relacionado ao menor
crescimento das raizes (Figura 4C). A reduc¢do no crescimento das raizes devido a exposi¢do a
elevadas concentragdes de Zn no solo pode ter comprometido a absor¢ao desse micronutriente.
Além disso, as plantas usam como mecanismo para tolerar altas concentracdes de Zn, a
estratégia de exclusdo, imobilizando o Zn nas raizes e impedindo sua translocagdo para a parte
aérea (Arrivault et al., 20006).

A aplicagdo das doses de Zn via foliar, com e sem a aplicacdo de Zn no solo aumentou
o teor do nutriente nos graos de feijdo, com maior incremento no tratamento sem a aplicacao
de Zn no solo (Figura 8). Aumento dos teores de Zn nos graos de feijao com aplicacdo de doses
de Zn via foliar tem sido relatado na literatura (Cambraia et al., 2019). A biofortificacdo
agrondmica do feijao com Zn € de extrema importancia para melhorar a qualidade nutricional
dos graos (Sida-Arreola et al., 2017) e concomitantemente, atender a demanda de Zn na
populacdo que tem essa cultura como base alimentar. Além disso, foram verificados que o
aumento de Zn nos graos de feijdo caupi, promove uma reducio dos teores de acido fitico,
contribuindo para a maior disponibilidade do elemento para o organismo humano e, dessa
forma, futuros estudos de biofortificacio agrondmica com Zn, s@o necessdrios para
compreender como esse aumento de Zn nos graos pode influenciar na produgdo de 4cido fitico
(Silva et al., 2021).

Mediante esses achados, este estudo evidenciou que a aplicacdo do Zn no solo pode
melhorar a qualidade dos graos de feijao com aumento dos teores de N e de proteina, porém, o
contrério pode ocorrer para os teores P, Ca e Mg (Tabela 12). Dessa forma, tem sido sugerido
que a aplicacdo de Zn pode influenciar positivamente na absor¢@o e translocacdo de N nas

plantas (Guo et al., 2015). A redugdo do Mg nos graos pode estar relacionada a menor absor¢ao
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do elemento pelas plantas do solo, sugerindo um efeito antagdnico do Zn na absorcdo e
translocacdo desse nutriente, o que resultou em menor chegada do Mg nos graos.

Esse efeito antagonico € sugerido por Vassilev et al. (2011) que associaram a inibi¢do
da sintese de clorofila em feijoeiro perante as maiores doses de Zn em solucdo nutritiva.
Segundo esses autores, o Zn contribuiu para diminuir a absor¢do e translocacdo de Mg na
planta, interferido na sintese de clorofila. O Mg?** ocupa posicdo central na molécula de
clorofila, sendo imprescindivel para sua sintese. J4 a redu¢do do P nos grdos pode ter ocorrido
devido ao maior acimulo nas raizes, pois estudos com excesso de Zn em cana de agicar e soja
constataram maior acimulo de P nas raizes e menor na parte aérea (Jain et al., 2010; Ibiang et
al., 2017). O antagonismo entre Ca e Zn tem sido relatado na literatura (Sadana e Takkar, 1983;
Prasad et al., 2016), podendo ter reduzido a absorcdo e translocacao do Ca para os graos, como
observaram Kawasaki e Mortisuga (1987) em plantas de cevada.

A aplicacdo de doses crescentes de Zn via foliar, aumentou os teores de N, P, Mg e
proteina (Figura 9). Aumentos nos teores de N em graos de feijdo comum e de proteina em
graos de feijado-mungo, em fun¢do do aumento da dose de Zn em solu¢do nutritiva, t€m sido
relatados (Samreen et al., 2017; Sida-Arreola et al., 2017).

Neste estudo, constatou-se que a maior parte do Zn nos graos de feijao estd localizada
no eixo embriondrio. Esse achado corrobora os estudos realizados na cultura do feijao e
cultivares M_PL27 e NM_PL35 de Arabidopsis halleri (Cambraia et al., 2019; Babst-Kostecka
et al., 2020). A maior concentragdo de Zn no eixo embriondario pode estar relacionada ao fato
de o nutriente ter importante funcdo na ativacdo das enzimas peptidases, que tem papel
importante na hidrélise das proteinas responsdveis por fornecer esqueleto de carbono para o
desenvolvimento inicial do eixo embriondrio. Além disso, o Zn atua na ativacdo das RNAs e
DNAs polimerases, promovendo a sintese de novas proteinas no eixo embriondrio, o qual, no
processo de germinagdo, vai dar origem as plantulas (Ohse et al., 2012).

O Zn desempenha importante papel no processo germinativo das sementes, pois, estd
envolvido no processo de diferenciagdo das células metabolicamente ativas que formam os
tecidos de raizes e caules em plantulas. Além disso, hd relatos da importincia de altas
concentracdes de Zn nas sementes que atuam na protecdo das mesmas durante a germinagao e
desenvolvimento das plantulas contra a infec¢ao de patégenos presentes no solo e nas proprias

sementes (Ozturk et al., 20006).
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5. Conclusao

A colonizacao de raizes do feijoeiro com o fungo P. chlamydosporia ndo foi efetiva para
aumentar a absor¢do de Zn de modo a contribuir para seu acimulo nos graos, entretanto,
aumentou a absorcdo de P, K, Fe e Mn pelas raizes. Também resultou em aumento dos teores
de N, K, S, Fe, Mn e proteina nos graos, porém, reduziu o peso de cem graos. O solo com raizes
colonizadas com o fungo tem seu pH diminuido. Nesse sentindo, a aplicacdo de doses
crescentes de Zn via foliar foi eficiente para aumentar o teor de Zn nos graos, com maiores
teores acumulados, nas doses 10 e 20 mg dm de Zn, principalmente, sem a adicdo de Zn ao

solo. O maior acimulo de Zn ocorreu no eixo embriondrio dos graos de feijao.
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Conclusoes Gerais

No presente estudo, comprovou-se que as fontes de Zn via foliar influenciam nos teores
de Zn nos graos de feijao, bem como nos demais nutrientes, principalmente quando aplicadas

as fontes organicas, sendo, portanto, uma estratégia interessante na biofortificacdo do feijoeiro.

A aplicacdo de fontes organicas de Zn elevou os teores de Zn nos graos, € promoveu
menores reducdes nas varidveis de produtividade, principalmente quando aplicado o Zn-EDTA.
Além disso, a fonte de Zn-EDTA ndo provocou fitotoxidez nas plantas e acarretou aumentos
nos teores da maioria dos nutrientes, credenciando essa fonte como grande potencial de
melhorar a qualidade dos alimentos.

No presente estudo, também foi possivel verificar que a aplicacdo isolada de Zn via
foliar contribuem para os maiores teores de Zn nos graos, em comparacio a quando aplicada
associado a adubacao via solo. Além disso, verificamos que a inoculagdo com o microrganismo
P. chlamydosporia, apesar de ndo ser eficiente no aumento dos teores de Zn nos graos,
contribuiu para elevar os teores de outros nutrientes como o N, K, S, Fe e Mn.

Apesar de comprovar no presente estudo que as fontes de Zn aplicadas via foliar elevam
os teores desse nutriente nos graos, mais estudos devem ser realizados, para compreender os
mecanismos que o Zn-EDTA exerce na reducdo da fitotoxidez e no aumento de outros
nutrientes pelas plantas, especialmente Zn e Fe, devido aos sérios problemas de satde publica
apresentados pela populacdo que consome alimentos com baixos teores desses elementos.
Estudos com o fungo P. chlamydosporia também devem ser aprofundados, principalmente
utilizando diferentes tipos de solos e diferentes teores totais de Zn, visto que esse apresenta

capacidade solubilizadora de nutrientes.
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APENDICE A - Resumo da Andlise de Varidncia com Fonte de Variagdo, Graus de Liberdades e Quadrado Médio do experimento |
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NV PG PCG Teor N Teor P Teor K Teor S Teor Ca Teor Mg Teor Zn Teor Fe Teor Mn
FV GL QM
Fontes (F) 2 9,63333™ 8,582624™  5935812°  20,21829™  0,280212""  1,678449"  0,097884™  0,102798™  0,12764™  258,3895 1460246  1065,904"
Doses (D) 4 1,422917"  24,40161"  20,88927°  6,209277™  0,150088"  1,961899™  0,027294™  0,014777*  0,011972" 551,6781  37,70657"  67,13222"
FxD 8 2,738542™ 2970889  2,930225°  4,723143™  0,123639™ 0,25122™ 0,015843"  0,018884™  0,003915™ 44,5572 124,7326™  32,42461™
Residuo 54 0,907895 0,8134 1,34373 3,455188 0,041887 0,35756 0,006008 0,014995 0,004115 9,7114 20,27881 6,372309
Ccv 9,13 5,38 4,71 5,26 6,2 5,77 6,72 9,75 6,44 7,02 9,06 12,35
Contetdo N Contetido P Conteido K Contetido S Conteuido Ca Conteido Mg  Contetido Zn  Contetido Fe Contetido Mn
FV GL QM
Fontes (F) 2 16155,34"™ 1394,457" 9947,037" 282,2106™ 328,6357" 96,41714™ 473018,5™ 2378300™ 1482488
Doses (D) 4 36626 527,6634™ 3629,414™ 152,0878" 124,0321* 66,43594" 192362,2™ 102903,6™ 28993,35™
FxD 8 4612,204" 117,6287™ 844,3401™ 30,50578" 52,45513" 14,63005™ 120785,2"" 213396,1™ 50048,18™
Residuo 54 5691,481 64,312224 554,9081 9,477959 16,75061 12,4504 14835,37 29862,72 8152,828
Ccv 8,78 7,25 6,79 7,95 9,71 10,11 8,24 10,33 13,14
s

b

e ": ndo significativo e significativo a 1 e a 5 % de probabilidade pelo teste F.



APENDICE B — Resumo da Anélise de Variancia com Fonte de Variagdo, Graus de Liberdades e Quadrado Médio do experimento II
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NV PG PCG mMSR  TeorN TeorP TeorK TeorCa TeorMg TeorS TeorZn

FV GL QM
Micro 1 16,200™ 40,143  27,930°  9,119™ 60,239 0,292 20,777°° 0,023™  0,009® 2,835"  13,670™
Zn-solo 1 5,000 463,925 10,767™  2,254™  32,742° 3,960 14,492 0,968 0,313 11,997 70,857™
Dose Zn foliar 4 L7187 167,038 16,872°  10,097° 21,548° 2,816 4,047°  0,110®  0078° 3463 5305,647"
Micro x Zn solo 1 11,250™  33,553% 1,845 0,207 27,031™ 0,273™ 63118 0,083™ 0,014 4,569 19,276™
Micro x dose Zn foliar 4 18,106™ 42916  7,895™ 15,805 2,888™ 0,800 5,578  0,105™  0,062™ 2,631  72,970™
Zn-solo x dose Zn foliar 4 197187 24503 3175™  11403° 4366™ 0325 0204™  0,054™  0,022% 0,547" 300,235"
Micro x Zn solo x dose Zn foliar 4 36,4067 125844  1,180™  12,744° 14467 0,904 3.528°  0,163™ 0,022 0,515 30,172"
Residuo 57 4,953 12,078 5,223 3,825 7366 0428 1,148 0,082 0,026 0612 38573
CV 13,00 18,85 11,21 18,41 7,17 14,62 11,02 18,26 12,92 11,28 13,76

Teor Fe ~ Teor Mn P solo Ksolo Casolo Mgsolo Znsolo Fesolo Mnsolo Cusolo pH solo
FV GL QM
Micro 1 80,063  15,1181™ 1003,377" 136,764 0,135 0,00036™ 1,161 2420,220" 13,563" 0,062"  0,144"
Zn-solo 1 11070,159" 36,788"  282,075™ 205,248 0,015™ 0,00171" 62,163 36,072™  4,195" 0,141™ 0,050
Dose Zn foliar 4 396,830°  19.894™ 189,377™ 22,371™ 0,015 0,00003™ 18,193 139,272™ 0476™ 0,036™ 0,027
Micro x Zn solo 1 576475 11,989  686,440"  0,776™  0,001™ 0,00001™ 0,010™ 300,7001™ 0,224™  0,056™  0,008"
Micro x dose Zn foliar 4 420218 13,733™ 61,928  26,391™ 0,008™ 0,00002 0,314™ 251,753 0417 0,058™ 0,014
Zn-solo x dose Zn foliar 4 36,3853 8,361™ 102,943 20,046™ 0,051 0,00013™ 0,097 265391 2,638" 0,038" 0,057
Micro x Zn solo x dose Zn foliar 4 624,260 36,831 104,957 26,815™ 0,053 0,00056™ 0,247™ 261,208™ 0,333 (,072™ 0,002
Residuo 57 123,619 8,680 105,315 25337ns 0,05 0,00035 0487 388954 1,739 0,088 0,02
Ccv 14,44 16,12 13,14 12,85 11,53 13,16 20,96 18,38 16,72 19,69 2,36

ns

, " e ": ndo significativo e significativo a 1 e a 5 % de probabilidade pelo teste



