FOSFITO NO CRESCIMENTO, NUTRLC}AO
FOSFATADA E ASPECTOS DA INDUCAO DE
RESISTENCIA EM MILHO

FABRICIO WILLIAM DE AVILA

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FABRICIO WILLIAM DE AVILA

FOSFITO NO CRESCIMENTO, NUTRIC,:AO FOSFATADA E
ASPECTOS DA INDUCAO DE RESISTENCIA EM MILHO

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Ciéncia do Solo, para a
obtencéo do titulo de “Mestre”.

Orientador

Prof. Dr. Valdemar Faquin

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2009



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Avila, Fabricio William de.

Fosfito no crescimento, nutrigdo fosfatada e aspectos da inducdo
de resisténcia em milho / Fabricio William de Avila. — Lavras :
UFLA, 2009.

74 p. il

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2009.
Orientador: Valdemar Faquin.

Bibliografia.

1. Fosforo. 2. Cinética. 3. Lignina. 4. Zea mays. I. Universidade
Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 633.15895




FABRICIO WILLIAM DE AVILA

FOSFITO NO CRESCIMENTO, NUTRIQAO FOSFATADA E
ASPECTOS DA INDUCAO DE RESISTENCIA EM MILHO

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncia do Solo, para a
obtencdo do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 26 de fevereiro de 2009

Profa. Dra. Janice Guedes de Carvalho UFLA

Prof. Dr. Mario Lucio Vilela de Resende UFLA

Prof. Dr. Valdemar Faquin
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL



A Deus, por me dar forcas
para vencer mais essa etapa,

DEDICO.

Aos meus pais, Lourengo e Maria
e minha irmd, Andressa, pelo
apoio, incentivo e carinfo,

OFERECO.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras, especialmente ao Departamento de
Ciéncia do Solo, pela oportunidade de realizagdo do mestrado.

Ao CNPq, pela concessao da bolsa de estudos.

Ao prof. Mario Lucio Vilela de Resende e a profa. Janice Guedes de
Carvalho, pelos conselhos e sugestdes na corregdo do presente trabalho.

Ao Dr. Pedro Martins Ribeiro Junior, pela realizagdo das andlises de
peroxidases, lignina e fendis totais.

Ao Dr. Luiz Bottino, representante da empresa Quimifol, por ter cedido
o acido fosforoso utilizado nos experimentos.

A doutoranda Sheila Isabel do Carmo Pinto, pela colaboragdo no ensaio
de avaliagdo dos parametros cinéticos.

Aos funcionarios do Departamento de Ciéncia do Solo, em especial ao
Roberto, pela orientagdo no desenvolvimento do trabalho.

A todos os meus familiares, em especial a tia Maria Beatriz de Avila
Miranda e ao tio José Carlos Sinisgali Miranda, pelo incentivo em todos os
momentos.

Aos meus amigos, pelos melhores momentos durante o curso.

Aos inesqueciveis amigos de republica, prof. Josinaldo Lopes Aratjo e
Dr. José Zilton Santos, pelo apoio, convivio e espirito de equipe.

A todos que, de uma forma ou de outra, ajudaram na constru¢do deste
trabalho.

Um agradecimento especial ao prof. Valdemar Faquin, pela paciéncia,
apoio, confianca, orientagdo e, acima de tudo, pelos valiosos ensinamentos, tanto
na vida profissional quanto pessoal.

Muito obrigado!



SUMARIO

ABSTRACT ..ottt
L INTRODUGAO. ...t
2 REFERENCIAL TEORICO..........cooovveeeeereeeeeseseeeereseenenoes
2.1 A cultura do milho........coceenieniiiiiiiicee
2.2 FOSTOTO....ueeniiieiiieie et
2.3 Fosfito na agricultura...........ccceeeereerienieneeie e
3 MATERIAL E METODOS.......ccomsiuuiriirneeiinereesneseeeseeenne.
3.1 Local de conducdo do eXperimento...........cceevereeerreereereeeneennse.
3.2 Obtencgao do fosfito de POtaSSIO......cceerveereereieriieieriieeeieeeeans
3.3 Conducao do eXperimento.........c.cecverererreeeereenveeneenneeneenenens
3.4 Variaveis analisadas.........ccoceveeieiieneniienenieniceneee e
3.4.1 NUtricao € CreSCIMENLO.......cccvuereeeereeeririeeerreeeereeeereeeeerreeenns
3.4.1.1 Area fOliar...........o.coouiveeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e
3.4.1.2 Massa seca ¢ razao entre raiz e parte aérea...........ceeueneenns
3.4.1.3 Teores e acimulo de macros e micronutrientes................

3.4.1.4 Eficiéncia de absorcdo, utilizagdo e translocag¢do de
L0 0] o TR

3.4.1.5 Teores do P-orgénico, P-inorganico e P-total soluveis
€M ACTAO. ..ttt

3.4.1.6 Atividade de fosfatases acidas (AFA, EC 3.1.3.2)............
3.4.1.7 Leitura SPAD.......ocoieieieiecieeiee et
3.4.2 Parametros cinéticos de absorgdo de fosfato.............c..c.......

3.4.3 Aspectos relacionados com a indugdo de resisténcia:
proteinas e fendis totais, peroxidases e lignina..........c.ccccceeeuennee.

il

[am—

o wn A~ b

13
13
13
16
16
16
16
16

17

17
17
18
18

22



3.4.3.1 Preparo de extratos foliares para a avaliagdo de proteinas
totais e da atividade de peroXidases...........cceeeeeverriereereeneneenennns

3.4.3.1.1 Proteinas totaiS......c.c.ueeeiivieiieieeeeieeeeeeeeeeeeee e e e e e e e

34.3.1.2 Atividade de guaiacol peroxidases (POXs, EC
0 O TSRS

3.4.3.2 Preparo de tecidos foliares para a avaliagdo de lignina e
de fendis totais SOIUVEIS. ....coverueriereiriririrecericececeeee e

3.4.3.2.1 Determinagao de lignina soluvel em acido.....................
3.4.3.2.2 Determinacdo de fendis totais soluveis em acido...........
3.5 Andlise eStatiStiCa........coueruirerierirerinieeeeeet et
4 RESULTADOS E DISCUSSAO. ..o
4.1 Nutri¢do fosfatada e crescimento das plantas...........c..cceu.e.....
4.2 Parametros cinéticos de absor¢do de fosfato..............ccoec.......
4.3 Aspectos relacionados com a indugdo de resisténcia..............
5 CONCLUSOES. ... viiiriierierieieresiesise e seeseons
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccoccmvrvimeriinnrriinnnnes

22
23

23

23
24
25
25
26
26
47
56
61
62



RESUMO

AVILA, Fabricio William de. Fosfito no crescimento, nutricdo fosfatada e
aspectos da inducdo de resisténcia em milho. 2009. 74p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia do Solo) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG'.

No presente trabalho foi avaliado o efeito do fornecimento de fosfito
sobre o crescimento, nutricao fosfatada e aspectos da indugdo de resisténcia em
milho. Um experimento em delineamento inteiramente casualizado foi
conduzido em solu¢do nutritiva, sob condi¢des de casa de vegetagdo, onde foram
combinadas duas concentra¢des de P (1,6 mg L™ = baixo fosforo e 20 mg L' =
fosforo adequado) e duas formas de fornecimento de P [uma totalmente na
forma de fosfato (Pi) e outra com 1/4 do Pi substituido por fosfito (Phi)]. O
experimento foi conduzido com 20 repeticdes, totalizando 80 parcelas
experimentais, sendo cada parcela constituida por uma planta em cada vaso.
Dessas repeticdes, oito de cada tratamento foram destinadas a analise dos
pardmetros cinéticos de absor¢do do *'P na forma de Pi. Para tanto, um ensaio
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em que foram
empregados dois tratamentos na solugdo de cinética (25 mg L' de P fornecidos
totalmente na forma de Pi e 50 mg L' de P sendo, 25 mg L' fornecidos na
forma de Pi e 25 mg L™ fornecidos na forma de Phi) combinada com os quatros
tratamentos a que foram submetidas as plantas, durante o cultivo. Em relacdo as
outras plantas, em seis repeticdes de cada tratamento foram analisadas as
seguintes variaveis: leitura SPAD, éarea foliar, atividade de fosfatase acidas
(AFA), peso de massa seca de parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST),
acumulo de P na MSPA, MSR e MST, relagio MSR:MSPA, indices de
eficiéncia de utilizagdo (EUP), absor¢ao (EAP) e translocagdo (ETP) de P e os
teores de P-total, P-inorgénico e P-organico soluveis em acido. Nas outras seis
repeticdes restantes foi avaliada a atividade de peroxidases (POXs) e realizada a
quantifica¢do dos teores de fenois totais e lignina. Para as plantas cultivadas em
baixo suprimento de P, a substituicdo de 1/4 do Pi por Phi aumentou
consideravelmente os sintomas de deficiéncia de P. Esse fato foi evidenciado
tanto visualmente quanto pela redugdo de area foliar, menor peso de MSR,
MSPA e MST, decréscimo do acumulo de P nesses tecidos, baixa EUP e
elevacdo da AFA. Ja nas plantas cultivadas em adequada concentragdo de P, o
Phi pouco influenciou no crescimento e na nutricdo fosfatada dessas, tendo sido
constatada somente reducdo nos teores foliares de P-inorgénico soliveis em
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acido e menor acimulo de P na MSPA. Em relagdo aos parametros cinéticos, os
valores de Km para o Pi, independente dos tratamentos de cultivo, foram
incrementados pela presenca de Phi na solucdo de cinética, mostrando que o Phi
inibe competitivamente a absor¢do de Pi no milho. J& a Vmax foi influenciada
somente pelas concentragdes de P utilizadas no cultivo das plantas, aumentando
sobremaneira nos tratamentos com baixo suprimento de P. Foi observado
também que a substituicdo de 1/4 de Pi por Phi na adubagio fosfatada promoveu
a elevagdo dos teores de lignina nos tecidos foliares da planta. O mesmo efeito
foi evidenciado para atividade de POXs, no caso de plantas supridas
adequadamente em P. Esse comportamento torna evidente o efeito eliciador do
fosfito sobre os mecanismos de defesa em milho.

it



ABSTRACT

AVILA, Fabricio William de. Phosphite on the growth, phosphate nutrition
and aspects of the induction of resistance in maize. 2009. 74p. Dissertation
(Master in Soil Science) — Federal University of Lavras, Lavras’.

The present work was intended to evaluate the effect of supplying of
phosphite on the growth, phosphate nutrition and aspects of the induction of
resistance in maize. An experiment in a completely randomized design was
conducted in nutrient solution under greenhouse conditions, where two
concentrations of P (1.6 mg L = low phosphorus and 20 mg L' = adequate
phosphorus) were combined with two forms of P supply [one completely in the
form of phosphate (Pi) and another with 1/4™ of Pi replaced by phosphite (Phi)].
The experiment was conducted with 20 replicates, amounting to 80 experimental
plots, being each plot consisting of one plant in each pot. Out of those replicates,
eight from each treatment were intended to the investigation of the kinetic
parameters of uptake of *'P in the form of Pi. So, a trial was conducted in a
completely randomized design, where two treatments were employed in the
kinetic solution (25 mg L' of P supplied wholly in the form of Pi and 50 mg L
of P, being 25 mg L™ given as Pi and 25 mg L' supplied as Phi) combined with
the four treatments which were submitted to the plants throughout the
cultivation. As regards the other plants, in six replicates of each treatment the
following variables were studied: SPAD reading, leaf area, acidic phosphatase
activity (AFA), weight of the dry matter of shoot (MSPA), root (MSR) and total
(MST), P accumulation in the MSPA, MSR and MST, MSR:MSPA ratio, rates
of efficiency of utilization (EUP), uptake (EAP) and translocation (ETP) of P
and the contents of total P, inorganic P and organic P soluble in acid. In the
other six remaining replicates, the activity of peroxidases (POXs) was evaluated
and the quantification of the contents of total phenols and lignin accomplished.
For the plants grown in low concentration of P, the replacement of 1/4™ of Pi by
Phi promoted a marked increased in the symptoms of P deficiency. That fact was
stressed both visually and by the reduction of the leaf area, decreased weight of
MSR, MSPA e MST, decrease of P accumulation in those tissues, low EUP and
increase of AFA. However, in the plants grown at adequate concentration of P,
Phi little influenced the growth and phosphate nutrition of these, where only
reduction in the leaf contents of inorganic P soluble in acid and decreased
accumulation of P in MSPA was found. In relation to the kinetic parameters, the
values of Km for Pi, independent of the growing treatments were increased by

?Adviser: Prof. Dr. Valdemar Faquin — DCS/UFLA
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the presence of Phi in the kinetic solution, showing that Phi inhibit competitively
uptake of Pi in maize. But, Vmax was influenced only by the concentrations of P
submitted in the cultivation of the plants, greatly increasing in the treatments
with low P supply. It was also found that the replacement of 1/4™ of Pi by Phi in
phosphate fertilization promoted the rise of the lignin contents in the leaf tissues
of the plant. The same effect was stressed for activity of POXs in the case of
plants adequately supplied in P. That behavior makes clear the elicitor effect of
phosphite on the defense mechanisms in maize.

v



1 INTRODUCAO

A deficiéncia de fosforo (P) € apontada como um dos principais fatores
que limitam a producdo das culturas em solos tropicais. Mesmo quando
fornecido com os fertilizantes, a maior parte do P adicionado é adsorvida em
coloides do solo, tornando-se, com o tempo, ndo-disponivel e interferindo
negativamente na producdo vegetal (Araujo & Machado, 2006).

O P participa de varios processos metabolicos da planta, como
transferéncia de energia, sintese de acidos nucleicos e glicose, respiragdo, sintese
e estabilidade de membrana, ativacdo e desativacdo de enzimas, reacdes redox,
metabolismo de carboidratos e fixacdo de N, (Mengel & Kirby, 2001; Aratjo &
Machado, 2006).

E amplamente aceito que o fosfato ¢ a tinica forma de fosforo utilizada
pelos vegetais para o seu crescimento e desenvolvimento adequado. Contudo,
outra forma de fosforo conhecida por fosfito estd sendo amplamente
comercializada como fungicida ou como uma fonte superior de P para a nutrigdo
das plantas (Smillie et al.,1989; McDonald et al., 2001; Schroetter et al., 2006).

As pesquisas ja realizadas indicam, conclusivamente, que o fosfito ¢
eficiente no controle de diversas doengas, principalmente aquelas causadas por
organismos conhecidos por “pseudofungos”, classificados taxonomicamente no
filo Oomycota, como, por exemplo, Phytophthora sp., Plasmopara sp., Bremia
sp. € Pythium sp. (Fenn & Coffey, 1989; Guest et al., 1991; Grant et al., 1992;
Griffith et al., 1993; Jackson et al., 2000; Johnson et al., 2004; Sala et al., 2004;
Shearer et al., 2007).

Segundo dados disponiveis na literatura, o fosfito pode agir de duas
maneiras no controle de doengas de plantas. A primeira é uma acao toxica direta

sobre o patdgeno, reduzindo o crescimento micelial, o que foi comprovado por



diversos trabalhos. A segunda ¢ de um modo indireto, no qual o fosfito induz a
ativagdo dos mecanismos de defesa da planta (Nemestothy & Guest, 1990;
Jackson et al., 2000). Essa indugdo de resisténcia esta relacionada com algumas
alteracdes fisiologicas e bioquimicas. A suposicdo mais aceitas € a de que o
fosfito intensifica a biossintese do aminodcido aromatico fenilalanina, que é
precursor da classe mais abundante de compostos fenolicos secundéarios em
vegetais, incluindo fitoalexinas, ligninas, antocianinas, cumarinas ¢ flavonoides
(Taiz & Zeiger, 2004). Varios trabalhos citam o efeito do fosfito na indugdo de
resisténcia, porém, poucos comprovam essa agdo (Ribeiro Junior et al., 2006).

Com relagdo ao uso de fosfito como fonte nutricional de P, o nimero de
trabalhos publicados ¢ restrito, e trabalhos nacionais sdo quase que inexistentes
(Araujo, 2008). No entanto, a utilizacdo de fertilizantes fosfatados a base de
fosfito tem se intensificado nos ultimos anos. O problema com relagdo a isso ¢é
que ndo ha evidéncias quanto ao potencial desses fertilizantes para ser utilizado
como fonte de P pelos vegetais. Ao contrério, ha indicagdes de que o fosfito ndo
¢ metabolizado pelas plantas, causando efeitos depressivos sobre seu
crescimento (Forster et al, 1998; Ticconi et al., 2001; Schroetter et al., 2006).
Outros trabalhos, porém, t€ém mostrado que esse efeito depressivo ¢ manifestado
apenas quando as plantas s3o cultivadas sob baixo suprimento de P, na forma de
fosfato. Nesse caso, tudo indica que o fosfito promove a inibicdo da expressdo
de genes relacionados com a ativagdo dos mecanismos de superagdo da
deficiéncia de P, como aumento da atividade de fosfatases, sintese de
transportadores de alta afinidade para o P e elongacdo do sistema radicular
(Varadarajam et al., 2002; Singh et al., 2003; Lee & Tsai, 2005; Aratijo, 2008;
Thao et al., 2008).

Assim, com base nesses trabalhos, ¢ evidente que o fosfito ndo ¢ fonte
nutricional de P para as plantas. No entanto, produtores de varios paises tém

confirmado ganhos de produtividade com a utilizagdo desses fertilizantes como



fonte complementar ou suplementar da adubag@o fosfatada, o que tem
justificado seu wuso. As possiveis causas desse comportamento sio
desconhecidas. As suposi¢des estdo relacionadas com alteragdes fisioldgicas e
bioquimicas, como a inducao de resisténcia, alteracdes hormonais e, até mesmo,
uma possivel influéncia do fosfito na absor¢do e no metabolismo do fosfato.
Nesse contexto, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar
o efeito do fornecimento de fosfito como parte da adubagdo fosfatada sobre o
crescimento, a nutrigdo fosfatada e os aspectos da inducgdo de resisténcia em

milho.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.), pertencente a familia Poaceae, ¢ cultivado na
América ha, aproximadamente, 4.600 anos. Devido a composi¢do quimica, ao
valor nutritivo e ao potencial produtivo, essa cultura desempenha papel
fundamental na economia de varios paises, sendo a terceira mais cultivada no
mundo, ao lado do arroz e do trigo (Carvalho, 2008).

Os Estados Unidos se destacam como o maior produtor desse cereal,
respondendo por cerca de 42% da produgdo mundial. O Brasil ¢é o terceiro maior
produtor de milho, atras apenas dos Estados Unidos e da China. A safra nacional
do grao, prevista para o ano agricola de 2008/2009, ¢ em torno de 53,76 milhdes
de toneladas, ocupando uma area de, aproximadamente, 14,36 milhdes de
hectares. Esta ¢ a segunda maior area cultivada do pais, atras apenas da que ¢
ocupada pelo cultivo da soja. Por isso, trata-se de cultura de grande importancia
econdmica e social, apresentando participagdo significativa no PIB nacional
(Anuario da Agricultura Brasileira - Agrianual, 2009).

Entre as principais qualidades do milho destaca-se a sua importancia
nutricional, sendo considerado uma rica fonte de carboidratos. Tem importancia
na dieta humana, especialmente para a populacdo de baixa renda dos paises da
Ameérica Central e do Sul, sendo consumido diretamente ou apos processamento.
No entanto, ¢ na produ¢do animal que o grao exerce papel essencial, sendo o
principal componente das ragdes. Estima-se que cerca de 70% da produgdo
mundial de milho seja destinada a alimentacdo de aves, suinos e¢ bovinos
(Shelton et al., 2002; Marques et al., 2007). Desse modo, o agronegocio do
milho interfere diretamente na produgdo de carne e vice-versa. Ressalta-se,

ainda, a grande utilizagcdo do milho no sistema de rotacdo de culturas, exercendo



papel técnico importante na viabilidade e na sustentabilidade do cultivo de

outras culturas.

2.2 Fésforo

A baixa disponibilidade de fosforo (P) apresentada nos solos
predominantes das regides tropicais €, sem duvida, o fator nutricional que mais
limita a produgdo agricola no Brasil (Sousa et al., 2004). Essa baixa
disponibilidade, na maioria das vezes, ndo estd associada a auséncia do
nutriente, mas, ¢ devido a sua forte interagdo com a fase solida do solo, sendo
fixado nas argilas ou formando compostos de baixa solubilidade (Novais &
Smith, 1999). Segundo Siqueira et al. (2004), em média, menos de 25% do P
fornecido nas adubag¢des é aproveitado pelas plantas, sendo o restante retido nas
particulas minerais do solo ou precipitado com o ferro e o aluminio. Esse fato
exige que as adubacdes fosfatadas sejam feitas em dosagem muito acima da
necessidade das culturas, elevando consideravelmente os custos de produgdo
(Motta et al., 2002; Sousa et al., 2004; Novais et al., 2007).

Além disso, a concentragdo de P na célula vegetal ¢ da ordem de 100
vezes maior em relagdo a solucdo do solo (Novais et al., 2007). Assim, a
passagem do P para o simplasma celular € realizada contra um elevado gradiente
de concentracdo, exigindo alta demanda de energia para a gera¢do de um forte
potencial eletroquimico. Essa energia ¢ oriunda da bomba de extrusdo de protons
através da membrana plasmatica gerada pelas ATPases (Faquin, 2005; Aratjo &
Machado, 2006).

Nesse contexto, associado com a lenta taxa de difusdo do P na solugdo
do solo (Novais & Smith, 1999), as plantas, ao longo da evolugdo,
desenvolveram eficientes mecanismos para a aquisi¢cdo do P (Helyar, 1998;
Gahoonia & Nielsen, 2004). Dentre esses, destacam-se a morfologia e a

fisiologia do sistema radicular, a solubilizagdo de fosfatos por meio de



exsudatos, as associagdes com fungos micorrizicos e os eficientes mecanismos
de absor¢do (Theodoru & Plaxton, 1993; Raghothama, 1999; Nagahashi &
Douds, 2000; Moreira & Siqueira, 2006).

Os mecanismos de absor¢ao de P tém sido bastante explorados nesses
Gltimos anos, especialmente nos programas de melhoramento. E conhecido que a
absor¢do de P através da membrana celular é mediada por transportadores, que
podem ser de alta e de baixa afinidade, o primeiro operando em sistemas que
apresentam baixas concentragdes do nutriente e o segundo, em concentra¢des
maiores (Epstein & Bloom, 2006). Até o presente, pouco se conhece sobre os
transportadores de baixa afinidade. No entanto, diante das baixas concentragdes
de P usualmente presentes na solu¢do do solo, mesmo em condi¢des de solos
férteis, os transportadores de alta afinidade sdo os que predominam no transporte
do P (Aragjo & Machado, 2006).

Em geral, o transporte de P através do sistema de alta afinidade obedece
ao modelo cinético da atividade enzimatica de Michaelis-Menten. Assim, a
absor¢dao de P ¢ influenciada pelos parametros cinéticos que compreendem a
velocidade maxima de absor¢do (Vmax), a afinidade dos transportadores pelo P
(Km) e a concentragdo de P na solugdo do solo junto as raizes onde o influxo
para de ocorrer (Cmin). Desse modo, cultivares eficientes na absor¢do de P
tendem a apresentar valores altos de Vmax e baixos para Km e Cmin.

Danova-Alt et al. (2008), avaliando os parametros cinéticos de absor¢do
do *'P em células de tabaco (Nicotiana tabacum), verificaram que, sob baixa
concentragdo de P na solucdo, o comportamento da absor¢do do nutriente se
ajustou perfeitamente ao modelo de Michaelis-Menten, ndo tendo o mesmo sido
verificado para maiores concentragoes de P.

Apés ser absorvido, o P ¢ rapidamente incorporado a compostos
organicos, formando, basicamente, hexose-fosfato e uridina-difosfato, em que, a

partir dos quais, ird exercer suas fungdes. A constituicdo de 4cidos nucleicos,



ATP, enzimas e membranas celulares e a participagdo em varios processos
metabolicos, como transferéncia de energia, ativagdo de enzimas, reacdes redox
e metabolismos de carboidratos, sdo alguns exemplos das fungdes essenciais do
P (Vance et al., 2003; Araujo & Machado, 2006).

Devido a essas fungdes vitais na planta e associado & sua baixa
disponibilidade nos solos, os processos de absor¢do, armazenamento e
assimilacdo do P s3o rigorosamente regulados por uma rede integrada de
diferentes mecanismos sinalizadores (Raghothama, 1999; Ticconi et al., 2001;
Franco-Zorrila et al., 2004). O principio molecular desses mecanismos ainda ¢
pouco conhecido. No entanto, sdo responsaveis diretos pela homeostase da
concentragdo de P existente entre o apoplasma, o citoplasma e o vactolo celular.
Nesse caso, a concentragdo de P na pare aérea € o centro de controle para essas
integradas sinalizacdes por toda a planta (Lefebvre & Glass, 1982). De acordo
com Raghothama (2000), a taxa de absor¢ao de P por unidade de raiz é regulada
por dois mecanismos de sinalizadores: um em ambito celular e outro por meio
de multiplos 6rgdos que, certamente, estdao envolvidos com a parte aérea.

Provavelmente, esses mecanismos de sinalizadores sdo os responsaveis
pela inducdo de alguns genes da familia Phtl, em plantas sob deficiéncia de P
(Rausch & Bucher, 2002). A expressdo desses genes resulta em uma série de
alteracdes morfologicas, fisiologicas e bioquimicas que elevam a eficiéncia na
aquisicdo e na utilizagdo de P pelas plantas, processo esse conhecido como
mecanismo de superacdo da deficiéncia de P. Como resultado, uma maior
quantidade de fotoassimilados ¢ translocada para as raizes, elevando
sobremaneira a densidade do sistema radicular, com intensa modificagdo na
arquitetura radicular, aumento ¢ alongamento de pelos radiculares, raizes laterais
e proteoides. Além da morfologia radicular, outras alteracdes importantes sdo
observadas, como elevagdo na sintese de transportadores de alta afinidade para o

P (incrementando sobremaneira a Vmax); aumento na atividade de fosfatases,



fosfodiesterases, quinases e nucleases, entre outras enzimas; acumulo de
antocianina; maior liberagdo de exsudatos radiculares e modificagdes quimicas
na interface solo-raiz; intensificacdo na associagdo com fungos micorrizicos;
modifica¢cdes nos mecanismos de translocagdo ¢ reutiliza¢do de P; alteragdes na
homeostase da concentragdo de P nos compartimentos celulares e alteragdes no
metabolismo de carboidratos e no crescimento da planta como um todo (Green,
1994; Muchhal et al., 1996; Plaxton, 1996; Helyar, 1998; Raghothama, 1999;
Raghothama, 2000; Abel et al., 2000; Ticconi et al., 2001; Alves et al., 2002;
Smith, 2002; Varadarajan et al., 2002; Vance et al., 2003; Taiz & Zeiger, 2004;
Moor et al., 2005; Aratijo & Machado, 2006; Lai et al., 2007; Shachman & Shin,
2007).

2.3 Fosfito na agricultura

E amplamente aceito que o fosfato (H,PO4 e HPO,?) ¢ a tnica forma de
P utilizada pelas plantas para seu crescimento e desenvolvimento adequado.
Contudo, recentemente, outra forma de P, conhecida como fosfito (H,PO;,
HPO3'2), estd sendo amplamente comercializada como fungicida ou fertilizante
fosfatado, sendo considerado um insumo de fungdo mista (Smillie et al.,1989;
McDonald et al., 2001; Schroetter et al., 2006; Orbovi¢ et al., 2008). No entanto,
até o presente, ndo se conhecem ao certo os reais beneficios que o fosfito pode
proporcionar as plantas e qual o seu reflexo na produtividade das culturas.

Na década de 1930, alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de
avaliar algumas formas de P a serem utilizadas como fertilizantes. Nesses
estudos, o fosfito foi considerado uma forma ineficiente de P para as plantas,
além de sua conversdo a fosfato ser lenta no solo, o que ndo justificou sua
utilizacdo na agricultura (Maclntire et al., 1950; Guest et al., 1991). Nesses
trabalhos, constatou-se que o fornecimento de fosfito como suplemento de P em

algumas culturas testadas resultou em menor crescimento destas em relagdo as



que receberam somente fosfato. De posse desses resultados, juntamente com o
fato de que o fosfito ¢ uma fonte de P mais cara em relagdo as tradicionais, o seu
uso na producao agricola foi temporariamente descartado.

No entanto, na década de 1970, foi demonstrado que o etil-fosfonato,
produto da reacdo do fosfito com o etanol, apresentava bons resultados no
controle de diversos patogenos de plantas. A partir desses resultados, o produto
fosetil-Al passou a ser largamente comercializado como fungicida, com a marca
registrada Aliette”. O fosetil-Al possui trés fons etil-fosfonatos que sdo
ionicamente ligados a um ion de aluminio (McDonald et al., 2001).

Porém, posteriormente, foi verificado que o fosfito liberado na planta
por hidrélise do etil-fosfonato era o responsavel pelas propriedades fungicidas
do fosetil-Al. Assim, quando a patente do fosetil-Al foi expirada, varias
industrias iniciaram a producdo de fungicidas a base de fosfito, pela simples
reacao do acido fosforoso com hidréxidos de potassio, célcio, zinco e cobre,
entre outros. Os sais formados a partir de tais reagdes liberam anions fosfito na
planta e, teoricamente, possuem a mesma eficiéncia do fosetil-Al no controle de
doengas (Fenn & Coftey, 1985; Guest et al., 1991; Grant et al., 1992; Griffith et
al., 1993; Schroetter et al., 2006, Aradjo, 2008).

Entretanto, na década de 1990, Lovatt (1990), citado por Schroetter et al.
(2006), verificou que a deficiéncia de P em citrus causou alteragdes no
metabolismo do nitrogénio. Por meio da aplicagdo de fosfito de potéssio, o autor
observou o restabelecimento do metabolismo normal das plantas, assim como no
seu crescimento. Posteriormente, 0 mesmo autor mostrou que a produgdo de
abacate foi elevada quando o fosfito foi aplica do via foliar. A partir de entdo, o
fosfito passou a ser divulgado como um insumo de a¢do mista, o qual continha
propriedades fungicidas e nutricionais, mais especificamente uma fonte superior
de P as plantas. Dessa forma, além de fungicida, os sais de fosfito sob diversos

nomes comerciais passaram a ser amplamente comercializados na categoria de



fertilizantes foliares, fertirrigacdo e alguns para fornecimento diretamente ao
solo (Lovatt & Mikkelsen, 2006).

Com relagdo ao uso do fosfito como fungicida, os trabalhos ja realizados
indicam, conclusivamente, que o fosfito ¢ eficiente no controle de diversas
doengas de plantas, principalmente aquelas causadas por organismos conhecidos
por “pseudofungos”, classificados taxonomicamente no filo Oomycota, como,
por exemplo, Phytophthora sp., Plasmopara sp., Bremia sp. e Pythium sp. (Fenn
& Coffey, 1989; Sm illie et al., 1989; Guest et al., 1991; Grant et al., 1992;
Griffith et al., 1993; Foster et al., 1998; Jackson et al., 2000; Wilkinson et al.,
2001; Johnson et al., 2004; Sala et al., 2004; Brackmann et al., 2005; Daniel &
Guest, 2006; Ribeiro Janior et al., 2006; Lovatt & Mikkelsen, 2006; Shearer et
al., 2007).

Segundo dados encontrados na literatura, o efeito do fosfito no controle
de doengas de plantas baseia-se em dois mecanismos de a¢do. O primeiro € uma
acdo toxica direta sobre o patdgeno, reduzindo o crescimento micelial, que foi
comprovado por diversos trabalhos (Niere et al., 1994; Darakis et al., 1997;
Stehmann & Grant, 2000; Wilkinson et al., 2001). O segundo ¢ de um modo
indireto, no qual o fosfito induz a ativagdo dos mecanismos de defesa da planta
(Nemestothy & Guest, 1990; Saindrenat et al., 1990; Jackson et al., 2000; Daniel
& Guest, 2006). Esses mecanismos de defesa estdo relacionados com a elevagdo
das atividades de inumeras enzimas que ddo origem a sintese de diversos
metabdlitos secundarios, antimicrobianos, produzidos pelas plantas em resposta
a estresses abiodticos e bidticos (Pascholati & Leite, 1995). Entre esses
mecanismos, destacam-se a elevagdo das atividades de peroxidases,
polifenoloxidases, quitinases e P-1,3-glucanases, entre outras, promovendo o
aumento de compostos fenodlicos, fitoalexinas, antocianinas, acido ascoérbico e
sintese de lignina, além do aumento de outros processos enzimaticos e ndo

enzimaticos relacionados com o sistema antioxidativo das plantas (Cavalcant et
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al., 2006; Moor et al., 2009).

Quanto ao efeito nutricional, a utilizagdo de fosfito como fonte de P ¢
questionada. S3o poucos os trabalhos publicados e nacionais, até o presente, sdo
quase inexistentes (Aradjo, 2008). No entanto, esses trabalhos tém demonstrado,
de forma inequivoca, que o P, na forma de fosfito, ndo é metabolizado pelas
plantas e as mesmas ndo conseguem oxidar o fosfito a fosfato para ser
metabolizado como tal. Ainda, em condi¢des de deficiéncia do nutriente, tém
sido verificados efeitos depressivos do fosfito sobre o desenvolvimento e o
crescimento vegetal, o mesmo ndo ocorrendo em plantas supridas
adequadamente em fosfato (Carswell et al., 1997; Forster et al, 1998; Ticconi et
al., 2001; Varadarajan et al., 2002; Lee & Tsai, 2005; Schroetter et al., 2006;
Aratjo, 2008; Orbovi¢ et al., 2008; Thao et al., 2008).

O principio desse comportamento ndo estd esclarecido, no entanto, ha
grande indicio de que a presencga do fosfito no tecido vegetal inibe a expressao
de genes que sdo induzidos pela deficiéncia de P, responsaveis pela ativagao dos
mecanismos de superacdo a essa deficiéncia. Varadarajan et al. (2002)
verificaram que a aplicagdo foliar de fosfito em tomateiro deficiente em fosfato
promoveu redugdes consideraveis no comprimento de raizes, na sintese de
transportadores de membrana de alta afinidade para o fosfato e na atividade da
fosfatase acida. Resultados parecidos foram obtidos por Ticconi et al. (2001), em
Arabidopsis sp., por Lee & Tsai (2005), em Ulva lactuca e por Schroetter et al.
(2006), em milho. Estes tltimos autores também observaram que o fosfito
possui alta mobilidade no floema e ¢é facilmente absorvido tanto pela raiz quanto
pela folha. Além disso, foi verificada alta acumulag@o de fosfito nas espigas em
desenvolvimento, evidenciando a estabilidade desse anion no tecido vegetal.

Os pardmetros cinéticos de absor¢do de P também sdo alterados pelo
fosfito. Carswell et al. (1997), trabalhando com Brassica napus, verificaram que

os valores de Vmax e Km para o P, respectivamente reduziram e aumentaram
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com a adigdo de fosfito no meio de cultivo. Desse modo, parece que existe uma
interagdo antagonica entre os anions fosfato e fosfito.

Assim, fica evidente que as plantas nao se beneficiam do P fornecido na
forma de fosfito. No entanto, produtores de varios paises utilizam formulagdes
contendo fosfito como uma fonte superior de P para as plantas, fornecidas de
forma complementar ou suplementar a adubacao fosfatada. Talvez, os efeitos
benéficos observados por esses produtores em plantas nutridas adequadamente
em P estejam relacionados com as alteragdes fisiologicas e bioquimicas que o
fosfito promove, conforme ja comentado ou, até mesmo, devido a uma possivel
influéncia do fosfito na absor¢do e no metabolismo do fosfato. Alguns autores,
porém, acreditam que esses efeitos positivos estejam simplesmente relacionados
com o controle de patégenos e que, mesmo ndo apresentando sintomatologia, a
presenca desses em pequenas propor¢des pode ser suficiente para reduzir a
producdo e a qualidade dos produtos (MacDonald et al., 2001).

O fosfito poderia, naturalmente, ser uma fonte de P para as plantas ap6s
sua oxidacdo a fosfato, realizada por bactérias presentes no solo (Carswell et al.,
1996; Forster et al., 1998). Contudo, esse procedimento ndo seria uma forma
eficiente de fornecer P ao solo na quantidade requerida pelas plantas.

Desse modo, esse desconhecimento existente quanto ao principio de agdo
dos fertilizantes a base de fosfito da suporte para a sua crescente
comercializagdo como fonte nutricional de P. Nesse contexto, atualmente, ha
grande necessidade de gerar informagdes cientificas no intuito de definir o

“verdadeiro” papel do fosfito na produgdo vegetal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de conducéo do experimento

O presente trabalho foi conduzido em vasos com solu¢do nutritiva, sob
condicdes de casa de vegetacdo, no Departamento de Ciéncia do Solo da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. O campus da UFLA
estd situado a altitude média de 918 m, nas coordenadas: latitude 21°14°S e
longitude 45°00°W GRW. As médias anuais de temperatura do ar, maxima e
minima, sdo, respectivamente, de 26,1° e 14,4°C, e a temperatura média anual ¢é
de 19,4°C. O clima regional é do tipo Cwa, mas apresenta caracteristicas de
Cwb, com duas estagdes distintas: seca (abril a setembro) e chuvosa (outubro a

mar¢o), segundo a classificagdo de Koppen (1970).

3.2 Obtencao do fosfito de potassio

O fosfito utilizado no experimento foi obtido a partir da reacdo do acido
fosforoso (H;PO3) com o hidréxido de potassio (KOH), produzindo-se o fosfito
de potassio (KH,POs;). O H;PO; foi previamente padronizado com o hidroxido

de s6dio (NaOH), determinando-se assim a sua concentragdo exata.

3.3 Conducéo do experimento

As sementes de milho (Zea mays L.), hibrido simples GNZ 2004, foram
germinadas em papel germitest, em camara de germinac¢do. Cinco dias apds a
germinacdo, as mudas foram transferidas para bandejas de plastico contendo 36
litros de solugdo nutritiva a 1/5 de sua forga i6nica original, sem os tratamentos,
até¢ adaptacdo a solugdo. A solucdo nutritiva empregada foi modificada da
proposta por Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) que, em 100 % de sua forca

iénica, sem os tratamentos, continha: 0,5 mmol L™ N-NH,"; 7 mmol L' N-NO5;
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0,64 mmol L' P; 3,0 mmol L' K; 2 mmol L' Ca; 1 mmol L™ Mg; 1 mmol L'sS;
70 umol L' Fe-EDTA; 46,30 umol L™ B; 9,11 pumol L™ Mn; 2 umol L™ Zn; 0,5
pmol L' Cu e 0,1 pmol L' Mo. Decorridos cinco dias, as plantas foram
selecionadas conforme a uniformidade em tamanho e 4rea foliar e transferidas
definitivamente para vasos de plastico contendo trés litros de solugao nutritiva a
2/5 de sua forca idnica original, com as devidas modificagdes para as
concentragdes de P referente aos respectivos tratamentos. A substituicdo da
solucdo foi realizada duas vezes por semana; a cada substitui¢do, a forga idnica
foi acrescida em 1/5, até atingir for¢a idnica total, que ocorreu aos 11 dias apos o
transplante aos vasos definitivos. O volume de solucdo dos vasos foi completado
diariamente com agua deionizada e o pH corrigido para 5,5 (£ 0,2), pela adigao
de NaOH ou HCL, 0,5 mol L. A solucdo nutritiva foi aerada constantemente.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, no qual foram combinadas duas concentracdes de P na solucdo
nutritiva (1,6 mg L' = baixa concentragio de P e 20 mg L' = adequada
concentragdo de P) e duas formas de P [totalmente na forma de fosfato (Pi) e 3/4
fornecidos na forma de Pi + 1/4 fornecidos na forma de fosfito (Phi)], conforme
descrito na Tabela 1. A parcela experimental foi constituida por uma planta em
cada vaso, tendo, para cada tratamento, sido empregadas 20 repeti¢des,
totalizando 80 parcelas experimentais.

Passados 14 dias apos a emergéncia (DAE), oito repeticdes de cada
tratamento foram levadas para camara de crescimento, onde permaneceram, por
cinco dias, para adaptacdo ao ambiente controlado. Posteriormente, nessas
plantas, foi realizada a analise quantitativa dos parametros cinéticos de absor¢ao
do *'P na forma de fosfato (H23 1PO4').

As outras doze repeticdes foram coletadas aos 21 DAE. Nesse dia, antes
da colheita das plantas, foi realizada, em seis repeticdes de cada tratamento, a

leitura SPAD no limbo foliar da primeira e da segunda folha totalmente
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TABELA 1 Descrigao dos tratamentos aplicados as plantas de milho.

Tratamentos

Plantas cultivadas sob concentracdo de 1,6 mg L' de P na solugio nutritiva,
fornecido totalmente na forma de Pi.

Plantas cultivadas sob concentracdo de 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva,
sendo 1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma de
Phi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg L' de P na solucdo nutritiva,
fornecidos totalmente na forma de Pi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg L™ de P na solugdo nutritiva,
sendo 15 mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de
Phi.

expandida a partir do apice da planta (penultima e ultima folhas a se tornarem
totalmente expandidas).

Posteriormente, nessas mesmas plantas, o limbo foliar da primeira folha
totalmente expandida a partir do apice da planta foi coletado para avaliagdo da
atividade de fosfatases acidas e determinagdo dos teores de P-total (fosforo
total), P-inorgéanico (fosforo inorganico) e P-organico (fosforo organico)
soliiveis em acido perclorico. Logo depois, as plantas foram colhidas e separadas
em raizes e parte aérea ¢ todas as folhas foram destacadas do colmo para
avaliacdo da é4rea total de limbo foliar por planta. Posteriormente, foram
determinados os pesos da massa seca de raiz e parte aérea ¢ analisados os teores
de macros e micronutrientes nesses tecidos.

Nas outras seis repeticOes restantes de cada tratamento, também no
limbo foliar da primeira folha totalmente expandida a partir do 4pice da planta,
foram feitas amostragens do tecido vegetal para a avaliacdo da atividade de

peroxidases e a quantificagdo dos teores de proteinas e fenois totais e lignina.

15



Estas variaveis estdo fortemente relacionadas com a indugdo de resisténcia das

plantas.

3.4 Variaveis analisadas
3.4.1 Nutricdo e crescimento
3.4.1.1 Area foliar

Logo apos a colheita das seis repeticdes de cada tratamento, todas as
folhas foram destacadas do colmo e a area total de todos os limbos foliares de
cada planta foi determinada por meio do medidor de area foliar Transparent Belt
Conveyer modelo LI-3050A LI-COR (inc. Lincoln, USA).

3.4.1.2 Massa seca e razao entre raiz e parte aérea

Nas seis repeticdes de cada tratamento, as raizes e a parte aérea das
plantas foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com
circulagdo forcada de ar, a 65°-70°C, até atingirem peso constante. Procedeu-se,
entdo, a determinagdo dos pesos da massa seca desses tecidos, utilizando-se
balanga semi-analitica. De posse dos resultados, obteve-se a relagdo entre os

pesos da massa seca de raiz e da parte aérea.

3.4.1.3 Teores e acuimulo de macros e micronutrientes

As anélises dos teores de macros e micronutrientes no tecido vegetal das
seis repetigdes de cada tratamento foram realizadas conforme descrito por
Malavolta et al. (1997). Para tanto, apos a determina¢@o do peso de massa seca,
as raizes e a parte aérea das plantas foram moidas em moinho do tipo Willey e
submetidas a digestdo nitricoperclorica para posteriores analises dos macros e
micronutrientes. As determina¢des dos teores de P foram realizadas por
colorimetria; de K, por fotometria; de S, por turbidimetria e os de Ca, Mg, Mn,

Cu, Zn e Fe por espectrofotometria de absor¢do atdmica. Para a analise dos
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teores de N, foi realizada a digestdo sulfurica do material vegetal e a
quantifica¢do do N feita pelo método semimicro Kjeldahl. O B foi extraido por
incineracao e seus teores determinados por colorimetria.

Relacionando-se os teores dos nutrientes com a massa seca produzida

em cada parte, determinou-se o acumulo desses nutrientes nas plantas.

3.4.1.4 Eficiéncia de absorcéo, utilizacao e translocacéo de fosforo
A eficiéncia de absor¢do de fosforo (EAP) foi determinada, de acordo
com Swiader et al. (1994), pela féormula:

EAP = (acumulo total do nutriente na planta)/(massa seca de raizes)

A eficiéncia de utilizagdo de fosforo (EUP) foi obtida conforme Siddiqi
& Glass (1981) por meio da equagdo:

EUP = (massa seca total)*/(acamulo total de P)

A eficiéncia de translocagdo de fosforo (ETP) para a parte aérea foi
calculada, de acordo com Li et al. (1991), pela féormula:

ETP = (acamulo de P na parte aérea)/(acimulo total de P na planta)

3.4.1.5 Teores de P-organico, P-inorgénico e P-total soltveis em &cido

O fracionamento do P das seis repeticdes de cada tratamento foi
realizado conforme Hogue et al. (1970), modificado por Fernandes et al. (2000).
Para tanto, foram tomados 0,5 g de tecido foliar fresco do limbo foliar da
primeira folha totalmente expandida a partir do apice da planta e determinaram-
se as seguintes fracdes de P soluveis em acido perclorico: P-orgénico (fosforo

organico), P-inorganico (fésforo inorganico) e P-total (fosforo total).

3.4.1.6 Atividade de fosfatases acidas (AFA, EC 3.1.3.2)
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A atividade in vivo de fosfatases acidas das seis repeti¢cdes de cada
tratamento foi realizada no limbo foliar fresco da primeira folha totalmente
expandida a partir do apice da planta. Para tanto, aproximadamente 200 mg de
discos foliares com 0,5 cm de didmetro foram transferidos para tubos de ensaios
envolvidos com papel aluminio e incubados, a 30°C, em banho-maria, com 8
mL de paranitrofenilfosfato a 250 pmol L', em tampdo-acetato de sodio 0,1 mol
L', com pH ajustado para 5,0. Apds 20 minutos de incubagdo, foram tomadas
aliquotas de 5 mL do meio de reacdo, as quais foram adicionados 2 mL de
NaOH 2,0 mol L™ para, imediatamente, serem feitas as leituras por colorimetria,

em espectrofotdmetro a 410 nandmetros (Silva & Basso, 1993).

3.4.1.7 Leitura SPAD

A leitura SPAD das seis repeti¢cdes de cada tratamento foi realizada nos
limbos foliares da primeira e da segunda folha totalmente expandida a partir do
apice da planta, utilizando-se o aparelho Minolta SPAD-502 (Blackmer &
Schepers, 1995).

3.4.2 Parametros cinéticos de absorcao de fosfato

O objetivo central deste ensaio foi verificar se o fornecimento de fosfito
na solu¢do nutritiva pode exercer alguma influéncia nos parametros cinéticos de
absorcao de fosfato. Para tanto, foi realizado o estudo da cinética de absor¢do do
3'P na forma de fosfato (Pi, H,’'POy"), por meio do método da deplegio de Pi da
solucdo, conforme descrito por Claassen & Barber (1974), utilizando plantas de
milho intactas.

Conforme ja enunciado, aos oito dias apds a transferéncia para os vasos
definitivos, oito repeti¢des de cada tratamento foram transferidas para a cdmara
de crescimento, onde as plantas ficaram por cinco dias para adaptagdo ao

ambiente controlado, ajustado para as seguintes condic¢des: fotoperiodo de 16
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horas, temperatura diurna e noturna, respectivamente, de 26° ¢ 18°C, umidade
relativa variando entre 60% e 80% e irradiagdo de 540 pE m™s™. Nesse periodo,
a solugdo nutritiva foi trocada normalmente duas vezes por semana, conforme os
procedimentos adotados anteriormente, sendo o volume dos vasos completado
diariamente com agua deionizada e o pH corrigido para 5,5(%0,2) pela adi¢ao de
NaOH ou HC, 0,5 mol L.

Apds esse periodo de adaptagdo das plantas, seis repeticoes de cada
tratamento (totalizando 24 vasos) foram selecionadas quanto a uniformidade em
tamanho e area foliar para posterior realizagdo do ensaio de cinética. Este ensaio,
que foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com trés repetigdes,
constou do emprego de duas concentragdes de P na solugdo de cinética [25 mg
L' de P fornecidos totalmente na forma de Pi e 50 mg L' de P sendo, 25 mg L™
fornecidos na forma de Pi e 25 mg L' fornecidos na forma de fosfito (Phi)]
combinada com os quatro tratamentos que foram submetidos as plantas durante
o cultivo (Tabela 2).

Para tanto, a 48 horas do inicio do ensaio de absor¢do de fosfato,
procedeu-se a troca da solugdo por outra, com a forga idnica reduzida a 1/10 da
solugdo anterior, omitindo-se o P. A exclusdo do P desta solugdo tem por
finalidade elevar a capacidade das raizes em absorver o nutriente (Jungk &
Barber, 1975).

Posteriormente, apos 46 horas, a solu¢do foi novamente renovada com
outra, com composicao e forga idnica idéntica a anterior, mas, com omissdo do
Fe-EDTA e adicionando-se 20 pmol de P na forma de Pi. As plantas ficaram
submetidas a essa solucdo por um periodo de duas horas, procedimento este
necessario para que o sistema atingisse as condi¢des de estado estacionario de
absorcdo de fosfato, requerido para a aplicagdo do modelo cinético (Epstein &
Hagen, 1952).

Ao término deste periodo, as plantas foram transferidas para outros
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TABELA 2 Descri¢ao do delineamento empregado no milho para a realizagdo

do ensaio de cinética de absor¢ao de fosfato.

Solugéo de cinética

Tratamentos aplicados as plantas durante o cultivo

Concentracao inicial
de 25 pmol L' de P
fornecidos na forma
de fosfato (P1i,
H,’'POy).

Plantas cultivadas sob concentragdo de 1,6 mg L™ de
P na solugdo nutritiva, fornecido totalmente na forma
de Pi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 1,6 mg L' de
P na solugdo nutritiva, sendo 1,2 mg L' (3/4)
fornecido na forma de Pi ¢ 0,4 mg L™ (1/4), na forma
de Phi.

Plantas cultivadas sob concentragio de 20 mg L™ de P
na solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na forma
de Pi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg L' de P
na solugdo nutritiva, sendo 15 mg L (3/4) fornecidos
na forma de Pi e 5 mg L' (1/4), na forma de Phi.

Concentracao inicial
de 50 umol L™ de P,
sendo 25 umol L
fornecidos na forma
de Pie 25 pmol L™
fornecidos na forma
de fosfito (Phi,
H,’'POy).

Plantas cultivadas sob concentragdo de 1,6 mg L' de
P na solugdo nutritiva, fornecido totalmente na forma
de Pi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 1,6 mg L' de
P na solugdo nutritiva, sendo 1,2 mg L' (3/4)
fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma
de Phi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg L' de P
na solucdo nutritiva, fornecidos totalmente na forma
de Pi.

Plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg L' de P
na solugdo nutritiva, sendo 15 mg L (3/4) fornecidos
na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
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vasos iguais aos anteriores, contendo a solugdo de absor¢do (ou solugdo de
cinética) com composi¢do e forca idnica idénticas a anterior, excetuando-se as
concentragoes e as formas de P, que foram ajustadas conforme os tratamentos
(Tabela 2). A partir de entdo, iniciou-se o estudo de cinética de absor¢do do
H,’'PO, propriamente dita. Para tanto, durante um periodo de 14 horas, a
intervalos de uma hora, aliquotas de 10 mL da solugdo foram amostradas para
posterior analise da concentragdo do anion Pi. A amostragem das aliquotas teve
inicio no tempo zero, totalizando 15 amostragens para cada vaso.

Logo apds o término do ensaio de cinética, o volume final da solugdo
restante nos vasos foi quantificado. Nessa mesma ocasido, o sistema radicular
das plantas foi separado da parte aérea e lavado em agua corrente e destilada.
Apos secagem em papel toalha, o peso fresco das raizes foi determinado.

A dosagem do Pinas aliquotas foi feita por colorimetria, utilizando-se o
acido ascorbico como agente redutor (Murphy & Rilley, 1962). As leituras
foram realizadas em um espectrofotometro de marca Femto, modelo 600S, com
lampada de tungsténio/halogénio e cubeta de quartzo, com dimensoes de 1, 2,5 ¢
8 centimetros, respectivamente, de largura, altura e comprimento. Ensaios
preliminares da quantificagdo da dosagem de Pi com essa metodologia foram
realizados, com énfase na precisdo e na exatiddo, obtendo-se um limite de
detec¢do de, aproximadamente, 0,25 pmol L' Ressalta-se, ainda, que a
metodologia utilizada permite somente a quantificacdo do P na forma de Pi, ndo
detectando de forma alguma a presenca de P na forma de Phi.

De posse dos teores de P na solucdo de deplecdo em seus respectivos
tempos de amostragem, bem como os dados relativos ao volume inicial e final
de solucdo nos vasos e o peso fresco das raizes, foram determinados os valores
dos pardmetros cinéticos Km e Vmax e obtida a curva de deplecdo do Pi,
utilizando-se para isso o software Cinética 2.0 (Ruiz & Fernandes Filho, 1992).

O valor da Cmin foi obtido a partir do célculo da média dos valores de
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concentragdo de Pi na solug¢do de deplecdo, os quais apresentaram tendéncia de
permanecer constantes nas amostragens finais da curva de deplecdo, conforme
Faquin et al. (1990).

A determina¢do do influxo radicular liquido de Pi foi feita por meio da
equagdo de Michaelis-Menten modificada, na qual se introduziu a Cmin na
equagdo original: influxo liquido = [Vmax (C — Cmin)] / [Km + (C — Cmin)],
sendo que C = concentragdo do Pi na solugdo; Vmax = taxa maxima de
absor¢ao; Km = constante de Michaelis-Menten ¢ Cmin = concentragdo de Pi na
solugdo em que o influxo liquido se iguala a zero. Os valores de Vmax e influxo

liquido foram expressos por unidade de peso fresco de raiz (umol Pi g h™).

3.4.3 Aspectos relacionados com a indugdo de resisténcia: proteinas e fenois
totais, peroxidases e lignina

Em outras seis repeticoes de cada tratamento foram realizadas
amostragens do limbo foliar da primeira folha totalmente expandida a partir do
apice da planta. Essas amostras foram envolvidas em papel aluminio,
identificadas, mergulhadas em nitrogénio liquido e, apds o congelamento,
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a -80°C, até o
preparo do material para as andlises bioquimicas. As andlises, em triplicatas,
foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia do Parasitismo, no Departamento

de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

3.4.3.1 Preparo de extratos foliares para a avaliacdo de proteinas totais e da
atividade de peroxidases

Os tecidos foliares das seis repeticdes de cada tratamento foram
triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo, até¢ a obteng@o de um
po fino. Posteriormente, aproximadamente 1 g desse p6 foi depositado em um

tubo, ao qual se adicionou o tampdo acetato de sodio 50 mmol L', com o pH
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ajustado para 5,2, contendo 0,1 mmol L' de EDTA (foram adicionados 10 mL
de tampao para cada grama de amostra) e homogeneizou-se por 10 segundos, em
agitacdo. Apds esse processo, a suspensdo foi centrifugada, a 12.000 g, por 15
minutos com a temperatura ajustada em 2°C e o sobrenadante foi utilizado como

extrato enzimatico (Ribeiro Junior et al., 2006).

3.4.3.1.1 Proteinas totais

A concentragdo de proteina total das seis repeticdes de cada tratamento
foi aferida conforme o método proposto por Bradford (1976), com a utilizacdo
de uma curva padrio de albumina sérica bovina (BSA). As leituras foram

realizadas em espectrofotometro, a 595 nanémetros.

3.4.3.1.2 Atividade de guaiacol peroxidases (POXs, EC 1.11.1.7)

A atividade de guaiacol peroxidases das seis repetigdes de cada
tratamento foi determinada pela adi¢cdo de 20 pL do extrato enzimatico em uma
solugdo ajustada para 220 pL, contendo acetato de sodio 50 mmol L™, com o pH
ajustado para 5,2, guaiacol 20 mmol L™ e perdxido de hidrogénio 60 mmol L
em microplaca de 96 cavidades, com capacidade de 350 puL por cavidade. Apds
incubagdo, a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida em um leitor ETA-
compativel a 480 nandmetros (Urbanek et al.,1991). Uma unidade de atividade
de POXs (UA) foi expressa como a variacdo na absorbancia a 480 nandmetros

por miligrama de proteina total por minuto (mg proteina min™).

3.4.3.2 Preparo de tecidos foliares para a avaliacdo de lignina e de fendis
sollveis totais

Os tecidos foliares das seis repeticdes de cada tratamento foram
triturados em nitrogénio liquido, com almofariz e pistilo, até a obten¢do de um

pé fino. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas por 12 horas. Uma
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aliquota de 30 mg do material liofilizado foi transferida para microtubos de 2
mL, homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e mantida sob agitacdo, por
15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz, a temperatura ambiente. A
suspensao foi centrifugada, a 12.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante (extrato
metandlico) foi transferido para outros microtubos, com o qual se realizou a
determinacdo de fenois soluveis totais, enquanto o residuo sélido foi utilizado

para determinacdo de lignina, conforme descrito a seguir.

3.4.3.2.1 Determinacao de lignina soltvel em &cido

Para a determinagdo da concentracdo de lignina solivel em acido das
seis repeticdoes de cada tratamento, foi adicionado ao residuo so6lido 1,5 mL de
agua ultrapura, no qual foi homogeneizado e centrifugado, a 12.000 g, por 5
minutos, a 2°C. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco, a 65°C, por
15 horas. Posteriormente, acrescentou-se 1,5 mL de uma mistura de acido
tioglicolico e 4acido cloridrico 2 mol L™ (1:10, v/v). Em seguida, agitaram-se
suavemente os microtubos para hidratar o residuo e estes foram colocados em
banho-maria, por 4 horas, a 100°C.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 12.000 g, por 10
minutos, a 2°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5
mL em agua ultrapura e novamente centrifugado, a 12.000 g, por 10 minutos, a
2°C.

A seguir, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso
em 1,5 mL de NaOH 0,5 mol L' ¢ mantido em agitador rotativo, por 15 horas, a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada, a 12.000 g, por 10 minutos, a
2°C e o sobrenadante transferido para outro microtubo, ao qual foram
adicionados 200 pL. de HCI concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em
camara fria (2°C), por 4 horas, para permitir a precipitacao da lignina ligada ao

acido tioglicolico. Em seguida, a mistura foi centrifugada, a 12.000 g, por 10
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minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 2
mL de NaOH 0,5 mol L.

A absorbancia desta solugdo foi determinada em espectrofotometro, a
280 nandmetros e os valores calculados com base na curva de lignina e
expressos em micrograma de lignina soltivel por miligrama de massa seca

(adaptado de Doster & Bostock, 1988).

3.4.3.2.2 Determinacao de fendis totais soltveis em acido

Para a determinagdo da concentragdo de fenodis totais soluveis das seis
repeticdes de cada tratamento, aliquotas de 150 pL do extrato metandlico foram
misturadas a 150 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25 N, por 5 minutos,
homogeneizadas com 150 pL de Na,CO; 1 mol L™, por 10 minutos ¢ diluidas
em 1 mL de 4gua ultrapura, a temperatura ambiente, por uma hora.

Os valores de absorbancia desta reagdo foram determinados a 725
nandmetros, em espectrofotdmetro e calculados com base em curva de catecol.
Os compostos fenodlicos totais foram expressos em equivalente de micrograma

de catecol por miligrama de massa seca (Spanos & Wrolstad, 1990).

3.5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software Sisvar
(Ferreira, 2000). Os dados experimentais foram submetidos a andlise de
varidncia, a 5% de probabilidade pelo teste de F. Quando houve efeito
significativo dos tratamentos, a suas médias foram comparadas por meio do teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

Pelo software SAEG versdao 9.1 (Fundagdo Arthur Bernardes, 2007),
foram realizadas analises de correlagdes de Pearson para algumas variaveis em

estudo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Nutricéo fosfatada e crescimento das plantas

O efeito do fosfito (Phi) sobre o crescimento do milho foi significativo
somente nas plantas submetidas a baixa concentracdo de fosforo (P). Nessa
concentracdo (1,6 mg L' de P), as analises de varidncia dos dados obtidos
mostraram que a substituigdo de 1/4 do fosfato (Pi) por Phi (tratamento
1,2Pi+0,4Phi) promoveu reducdes consideraveis na producdo de massa seca de
raizes, parte aérea e total. Em média, essas reducdes foram, respectivamente, de
20%, 17% e 18%, quando comparadas a de plantas que receberam somente Pi
como fonte de P (tratamento 1,6Pi) (Figura 1). Também na dose de 1,6 mg L
de P, a area total de limbo foliar por planta foi reduzida em 20% no tratamento
1,2Pi+0,4Phi (Figura 2). Esses resultados deixam claro que o Phi ndo substituiu
o Pi na nutricdo de P dessas plantas. Associado a esse fato, o fosfito pode
também ter exercido um efeito tdxico, conforme relatado por alguns autores,
para plantas deficientes em P (Ticconi et al., 2001; Varadarajan et al., 2002; Lee
& Tsai, 2005; Araujo, 2008; Orbovic et al., 2008). Esse assunto sera abordado
com maior detalhe mais adiante.

Ja para as plantas cultivadas em 20 mg L' de P, o fornecimento de 1/4
do P na forma de Phi (tratamento 15Pi+5Phi) nao influenciou significativamente
a produc@o de massa seca e area de limbo foliar por planta, quando comparadas
as plantas cultivadas somente com Pi (tratamento 20Pi) (Figuras 1 e 2). Nesse
caso, os 15 mg L' de P, fornecidos na forma de Pi no tratamento 15Pi+5Phi,
foram suficientes para um adequado crescimento das plantas. Porém, observa-se
que houve uma tendéncia de redu¢do na producdo de massa seca no tratamento
15Pi+5Phi em relacdo ao tratamento 20Pi, apesar de estatisticamente ter sido

consideradas iguais (Tukey, p<0,05).
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FIGURA 1 Massa seca de raiz, parte aérea e total por planta, em funcdo das
formas e concentragdes de P fornecidas na solugéo de cultivo.
M 1,6Pi = 1,6 mg L' deP na soluc¢do nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L'dePna solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L™ de P na solugdo nutritiva, sendo 15
mg L' (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de Phi.
@ Dentro de raiz, parte aérea e total, médias seguidas de letras iguais nio
diferem entre si (Tukey, 5%).

O efeito negativo do Phi sobre as plantas cultivadas em 1,6 mg L™ pode
ser verificado visualmente durante a condugdo do experimento, conforme
apresentado na Figura 3. Observou-se que, em baixa concentragdo de P, os
sintomas de deficiéncia do nutriente foram evidentes nas plantas submetidas ao
tratamento 1,2Pi+0,4Phi, em relagdo ao tratamento 1,6Pi, indicando que o Phi
nao foi capaz de substituir o Pi na nutricdio em P. Entre esses sintomas se
destacaram os menores crescimentos da parte aérea e raiz, reducdo da area de
limbo foliar e coloracdo arroxeada das folhas (acimulo de antocianina), mais
intensa na bainha foliar (parte da folha que sobrepdem o colmo da planta),
conforme apresentado na Figura 3.

As causas dos sintomas da deficiéncia de P nas plantas ja estdo bem
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FIGURA 2 Area total de limbo foliar por planta em fungdo das formas e
concentragoes de P fornecidas na solugdo de cultivo.
() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
@ 1,6Pi = 1,6 mg L'dePna solucdo nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo
1,2 mg L (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L'deP na solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 15
mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.

esclarecidas. O P participa de varios processos metabolicos dos vegetais, como
transferéncia de energia, sintese de acidos nucleicos, glicose, respiragdo, sintese
e estabilidade de membranas, ativacdo e desativagdo de enzimas, rea¢des redox e
metabolismo de carboidratos, além de ser constituinte de importantes estruturas
celulares, como os acidos nucleicos e os fosfolipidios de membranas (Vance et
al., 2003; Epstein & Bloom, 2006). Desse modo, a deficiéncia desse nutriente
causa uma série de disturbios bioquimicos e fisiolégicos, culminando no menor
crescimento e expansao foliar da planta.

Até o momento, sdo poucos os trabalhos existentes que relacionam o Phi
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FIGURA 3 Aspectos da parte aérea (a) e raizes (b) do milho, aos 15 dias apds a
transplantio.
M 1,6Pi = 1,6 mg L de P na solugio nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L'dePna solugdo nutritiva, sendo 1,2
mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi;
20Pi = 20 mg L™ de P na solugio nutritiva, fornecidos totalmente na forma
de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 15 mg L™
(3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de Phi.
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com a nutri¢do e o crescimento das plantas, em ambito nacional, os trabalhos sdo
quase que inexistentes.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram os encontrados por
Schroetter et al. (2006) para o crescimento do milho. O mesmo tem sido
observado para outras espécies vegetais, como em Brassica nigra (Carswell et
al., 1996), tomate e pimentdo cultivados em solucdo nutritiva (Forster et al.,
1998), Arabidopsis spp. (Ticconi et al., 2001), mudas de tomate (Varadarajan et
al., 2002), Brassica napus (Singh et al., 2003), Ulva lactuca (Lee & Tsai, 2005),
Brassica rapa cultivada em solo e solu¢do nutritiva (Thao et al., 2008) e
feijoeiro cultivado em solugdo nutritiva (Araujo, 2008). Nesses trabalhos
também foi constatado que o Phi ndo substituiu o Pi na nutri¢do fosfatada das
plantas. Além disso, esses autores relataram que, em geral, a utilizacdo do Phi
como Unica fonte de P promoveu reducdes significativas no crescimento das
plantas, quando comparadas aos tratamentos que nao receberam adubac¢ao com P
ou receberam em quantidades insuficientes. Assim, foi sugerido um potencial
efeito toxico do fosfito em plantas cultivadas sob baixo suprimento de Pi.
Porém, o mesmo ndo ocorre quando estas sdo submetidas a concentra¢des
adequadas de Pi.

As causas desse efeito ainda ndo estdo bem elucidadas. A hipdtese mais
aceita até o presente ¢ que os vegetais ndo metabolizam o Phi, o qual, apds
absorvido, se mantém estavel nos compartimentos celulares. Ainda de acordo
com os autores, o Phi tem a¢do repressora nos mecanismos de superacdo da
deficiéncia de P, como a elevagdo da taxa de crescimento do sistema radicular e
da sintese de fosfatases, fosfodiesterases, nucleases e transportadores de
membrana para o P de alta afinidade. O mais provavel é que os mecanismos
moleculares responsaveis pela sinalizacdo da deficiéncia de P ndo discernem o
Pi do Phi. Desse modo, ndo ocorre a expressdo de genes responsaveis pela

transcricdo de proteinas correspondentes aos mecanismos de resposta a
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deficiéncia de P. Conforme Singh et al. (2003), o efeito deletério do Phi ndo ¢
especifico, uma vez que, sob suprimento adequado de Pi, ele tem sido pouco
pronunciado, o que refor¢a as hipdteses acima.

No entanto, recentemente, estudos realizados em células de fumo
(Nicotiana tabacum L.) in vivo, utilizando a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear do *'P (RMN®'P), permitiram, pela primeira vez, acompanhar
a compartimentagao intracelular do Phi (Danova-Alt et al., 2008). Esses estudos
mostraram que grande parte do Phi celular se apresenta no vactolo e no
citoplasma, respectivamente, sob adequado e baixo suprimento de Pi. Também
os autores observaram que um pequeno influxo de Pi pelas células foi suficiente
para gerar o efluxo de Phi do citoplasma para o vactiolo e o apoplasma. Esses
resultados demonstraram que o efeito depressivo do Phi nos tecidos vegetais
pode ndo estar somente relacionado com a inibi¢do da indu¢do dos mecanismos
de deficiéncia de P, pois, no caso de as plantas ndo apresentarem sintomas de
toxidez de Phi quando bem nutridas em Pi, pode simplesmente ser explicado
pela compartimentacdo de grande parte do Phi no vacuolo celular.

No grafico da Figura 4 ¢ mostrada a relagdo entre a produgdo de massa
seca de raiz e a parte aérea do milho. Os resultados foram significativos somente
entre baixa (1,6 mg L) e adequada (20 mg L") concentragdo de P. Observa-se
que nao houve diferengas entre os tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi, 0 mesmo
ocorrendo entre os tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi, mostrando que a substituicdo
de parte do Pi por Phi ndo influenciou nessa varidvel. Esses resultados
contrariam os encontrados em outros trabalhos relacionados ao assunto, no qual
se demonstrou que o fornecimento do Phi as plantas cultivadas sob baixa
concentragdo de Pi, promove reducdo significativa na produgdo de massa seca de
raiz, interferindo negativamente na relacdo entre a massa seca de raiz e parte
aérea (Ticconi et al., 2001; Aragjo, 2008; Orbovi¢ et al., 2008; Thao et al.,
2008).
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FIGURA 4 Relagdo entre a massa seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSPA) do

milho, em funcdo das formas e concentracdes de P fornecidas na

solu¢do de cultivo.

) Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

@ 1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solugio nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L'dePna solu¢do nutritiva, sendo 1,2
mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi;
20Pi = 20 mg L™ de P na solugio nutritiva, fornecidos totalmente na forma
de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L de P na solugio nutritiva, sendo 15 mg L™
(3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de Phi.

A elevacdo na taxa de producdo de massa seca de raiz, devido a baixa
disponibilidade de P, constitui um dos mecanismos de superacdo de deficiéncia
de P. Sob tal situagdo, as plantas promovem maior translocacdo de
fotoassimilados para o sistema radicular, objetivando maior exploracdo do meio
de cultivo. Por outro lado, o desenvolvimento vegetativo da parte aérea ¢
reduzido, diminuindo-se a 4&rea fotossinteticamente ativa. Conforme ja
comentado, o Phi inibe os mecanismos que sdo ativados em condi¢des de
deficiéncia de P, interferindo negativamente na taxa de crescimento radicular e,
consequentemente, reduzindo a relacdo entre massa seca de raiz e parte aérea.

No entanto, outros fatores também estdo relacionados com o aumento da
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densidade radicular de plantas com deficiéncia de P. Conforme citado por
Fernandes & Souza (2006), a absor¢do do P através das membranas celulares
ocorre logo nas células epidérmicas ou nas primeiras camadas de células
corticais, significando que seu percurso através das raizes, até a area vascular
das plantas, ocorre quase que totalmente no simplasma. Assim, as raizes
possuem “prioridade” na incorporacdo do P absorvido, conforme sua demanda
metabolica em detrimento da parte aérea, o que justifica o crescimento
proporcionalmente maior do sistema radicular em relacdo a parte aérea em
condi¢des de deficiéncia de P.

Quanto a nutri¢do fosfatada do milho, observou-se que o acimulo de P
na massa seca de raiz (MSR), parte aérea (MSPA) e total (MST) foi afetado
significativamente pelos tratamentos (Figura 5). Na MSPA e MST, a ordem
crescente do acumulo de P em funcdo dos tratamentos foi
1,2Pi+0,4Phi<1,6Pi<15Pi+5Phi<20Pi, enquanto que, na MSR, o acimulo de P
em funcdo dos tratamentos se apresentou na seguinte ordem 15Pi+5Phi =
20Pi<1,2Pi+0,4Phi<1,6Pi. Ressalta-se que o valor do acimulo do nutriente na
planta ¢ diretamente proporcional a producdo de massa seca, o que justifica os
resultados encontrados para o acumulo de P neste trabalho, que foram maiores
na MSPA e na MST nos tratamentos que receberam 20 mg L' e, na MSR, ao
contrario dos anteriores, em que os maiores valores foram nos tratamentos com
baixa dose de P (1,6 mg L™).

Entretanto, observa-se que, tanto na dose de 1,6 mg L' de P
(tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) quanto na 20 mg L' de P (tratamentos
15Pi+5Phi e 20P1i), a substituicdo de 1/4 de Pi por Phi promoveu a redugido do
acumulo de P na MSPA e MST. Ainda, em baixa concentracdo de P (1,6 mg L
", o tratamento que recebeu Phi também apresentou redugdo no acimulo de P na

MSR. Esse comportamento pode estar relacionado com os danos que o Phi

33



D
e
1

53 1,2Pi+0,4Phi(1)

1,6Pi

15Pi+5Phi

w24 20Pi b

)]
e
1

N
(e
N

N
e

T
R

el

]

i
EEEEA Y

w
e
i

e

8!

T

»—
K,
i
i

i
s

i
i

S
i
e

20
!
8!

w
i
L

=)

Actimulo de P na massa seca (mg planta'l)
W
S

Raiz Parte aérea Total

FIGURA 5 Acamulo de P nas massas secas de raiz, parte aérea e total, em
funcdo das formas e concentragdes de P fornecidas na solugdo de
cultivo.

M1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solugdo nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L'dePna solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L™ de P na solugio nutritiva, sendo 15
mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
@ Dentro de raiz, parte aérea e total, médias seguidas de letras iguais nio
diferem entre si (Tukey, 5%).

promove no sistema radicular das plantas, interferindo negativamente na
absor¢@o do P. Ressalta-se que o acimulo de P neste trabalho se refere ao P total
contido nos tecidos da planta, independente de sua forma (Pi, Phi e P-orgénico).
Os resultados obtidos em outras pesquisas que relacionam a aplicacdo de
Phi e o acimulo de P na planta sdo contrastantes. Schroetter et al. (2006), em
trabalhos realizados com milho em vasos com solo, encontraram elevacdo no
acumulo de P na planta com a substitui¢do do Pi por Phi na adubagéo fosfatada,
mesmo ocorrendo redugdo na produ¢do da MST. Segundo os autores, o Phi é
facilmente absorvido pelas raizes e tem alta mobilidade nos vasos condutores.

Entretanto, corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho, Thao et al.
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(2008), em estudos realizados com komatsuna (Brassica rapa var. peruviridis)
cultivada em solucdo nutritiva, encontraram redugdes sucessivas no acimulo de
P na MSPA e na MSR a medida que a propor¢do Phi:Pi foi se elevando, para
uma mesma dose de P.

De posse dos resultados da produg¢do de massa seca e acimulo de P,
foram calculados os indices de eficiéncia de utilizagdo (EUP), absor¢do (EAP) e

translocagdo (ETP) para o nutriente (Figuras 6 ¢ 7).
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FIGURA 6 Eficiéncia de utilizagdo de P (EUP) pelo milho, em funcdo das

concentragdes e formas de P fornecidas na solugdo de cultivo. EUP
= (g” de massa seca total da planta/mg de P acumulado na planta).
) Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
@ 1,6Pi= 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L'dePna solu¢do nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L de P na solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 15
mg L (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
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FIGURA 7 Eficiéncia de absor¢ao (EAP) (a) e translocagdo de P (b) pelo milho,
em funcdo das formas e concentragdes de P fornecidas na solugéo
de cultivo. EAP = (mg de P na massa seca total/g de massa seca de
raiz); ETP = (g de P na parte aérea/g de P na massa seca total).

() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

@ 1,6Pi = 1,6 mg L' deP na soluc¢do nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L de P na solucio nutritiva, sendo 1,2
mg L™ (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi;
20Pi =20 mg L™ de P na solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na forma
de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L de P na solugdo nutritiva, sendo 15 mg L™
(3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
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As plantas cultivadas sob deficiéncia de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e
1,6P1) apresentaram os maiores indices de EUP em relagdo as cultivadas com
adequado fornecimento de P (tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi). Esse
comportamento tem sido observado em outros trabalhos (Furlani et al., 1990;
Machado et al., 2001), pois, conforme j4 comentado, a planta deficiente em P
induz a expressdo de genes responsdveis pela transcricio de proteinas
relacionadas com os mecanismos de superacdo a essa deficiéncia, cujo objetivo
central ¢ elevar a eficiéncia nutricional do P. Em relagdo ao efeito do Phi,
observa-se que, sob baixa concentragdo de P (1,6 mg L), a substituicio de 1/4
de Pi por Phi (tratamento 1,2Pi+0,4Phi) promoveu reducdo na EUP (Figura 6)
que foi, aproximadamente, 18% menor em relagdo as plantas que receberam
somente Pi como fonte de P (tratamento 1,6Pi). Esse resultado teve como reflexo
a menor produ¢do de biomassa, conforme observado no tratamento 1,2Pi+0,4Phi
(Figuras 1 e 3).

No entanto, os indices de EAP ¢ ETP, ao contrario da EUP, foram
maiores nos tratamentos supridos adequadamente em P (tratamentos 15Pi+5Phi
e 20Pi). Nesse caso, analisando-se as equagdes utilizadas nesse trabalho para o
calculo da EAP (EAP = acimulo de P na massa seca total/massa seca de raiz) e
ETP (ETP = acimulo de P na massa seca de parte aérea/acimulo de P na massa
seca total), verifica-se que esse comportamento estd diretamente relacionado
com o maior acimulo de P nas massas secas da parte aérea e total apresentado
nos tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi (Figura 5). Contudo, a substitui¢do de parte
do Pi por Phi ndo influenciou os valores da EAP e ETP, observados tanto nos
tratamentos com baixo (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) quanto com adequado
(tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi) suprimento de P (Figura 7).

O grafico da Figura 8 mostra os resultados dos teores das fragdes de P
soluveis em acido perclérico (P-total, P-organico e P-inorganico) analisados no

limbo foliar da primeira folha totalmente expandida a partir do apice da planta.
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FIGURA 8 Fragdes de fosforo soluveis em acido perclérico no limbo da
primeira folha totalmente expandida a partir do apice, em fungdo
das formas e concentracoes de P fornecidas na solugdo de cultivo.
M 1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solugio nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' dePna solugdo nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L'dePna solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solucfo nutritiva, sendo 15
mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
@ Dentro de cada fragdo de P (P-organico, P-inorganico e P-total) médias
seguidas de letras iguais nao diferem entre si (Tukey, 5%).

Observa-se, como ja era esperado, que os maiores valores para essas
variaveis foram obtidos com adequado suprimento de P (tratamentos 15Pi+5Phi
e 20Pi) em relacdo aos tratamentos que foram submetidos a baixa concentragdo
do nutriente (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi). Porém, essa diferenca foi bem
maior para o P-inorganico e P-total em relacdo ao P-organico. Em condicdes de
baixo suprimento de P, em média, o P-inorgénico contribuiu com 64% do P-
total. Em contrapartida, sob suprimento adequado de P, este valor subiu para
79%. Outros trabalhos t€ém mostrado resultados semelhantes (Caradus et al.,
1998; Fernandes et al., 2000). Isso ocorre porque, sob baixo suprimento de P, o

Pi absorvido ¢ incorporado rapidamente a compostos organicos. J4 em condic¢des
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de suprimento adequado de P, a maior parte do P-inorganico absorvido fica
armazenada nos compartimentos celulares, constituindo o “consumo de luxo”
(Faquin, 2005). Quanto ao efeito do Phi, este promoveu redugdes nos teores de
P-inorganico e P-total dos tratamentos conduzidos com suprimento adequado de
P. O tratamento 15Pi+5Phi obteve reducdo de, aproximadamente, 17% no teor
de P-inorganico, em relacdo ao tratamento 20Pi.

Ressalta-se que, provavelmente, o mais correto seria chamar o P-total de
P-orgéanico + P-inorgéanico + Phi-soliivel em acido e o P-organico de P-orgénico
+ Phi-soluvel em 4cido, uma vez que o Phi ndo consegue ser contabilizado na
analise de P-inorganico realizada pelo método colorimétrico. J4 na analise do P-
total, o Phi é oxidado a Pi por meio do extrato originado de uma digestdo
nitrico-perclorica a cerca de 200°C. Neste trabalho, nao foi realizada analise de
Phi no tecido vegetal, porém, certamente, seria de grande importincia a
separacdo do Phi das outras fragdes soliveis em acido, de forma a ndo ser
confundido com o P-orgénico, o qual ¢ obtido apenas por diferenca entre o P-
total e o P-inorganico. Também, a realizacdo da quantifica¢do de Phi nos tecidos
da planta permitiria verificar a sua estabilidade e uma eventual ocorréncia de
oxidacdo de Phi a Pi ou, até mesmo, se o Phi estaria sendo metabolizado pela
planta. Em estudos analiticos de fertilizantes, ¢ comum a realizagdo de analises
de Phi por meio de sua oxidagdo a Pi para posterior quantificagdo por
colorimetria. Porém, no caso de tecidos vegetais, durante a extracdo do P-
inorganico para posterior analise, mesmo que seja extraido em agua, compostos
organicos soliveis também sdo extraidos. Nesse caso, ao oxidar o Phi a Pi, o P-
organico também ¢ transformado a Pi, o que ird superestimar o valor de Phi.
Assim, para material vegetal, os métodos seguros de quantificagdo de Phi até o
presente sdo os que o quantificam de forma direta, sem que ocorra a formacédo de

Pi. Entre essas metodologias, a mais utilizada € a cromatografia i6nica (Jackson
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et al., 2000; Schroetter et al., 2006; Thao et al., 2008). A voltametria parece ser

um método promissor (Ito et al., 2002).

O grafico da Figura 9 demonstra os resultados para a atividade de

fosfatases acidas (AFA, EC 3.1.3.2) in vivo nos tecidos do limbo da primeira

folha totalmente expandida a partir do &pice do milho, em fungdo dos

tratamentos fornecidos na solucao nutritiva.
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FIGURA 9 Atividade de fosfatases acidas (AFA) in vivo nos tecidos do limbo

da primeira folha totalmente expandida a partir do apice do milho,
em fungdo das formas e concentragdes de P fornecidas na solugdo
de cultivo. Atividade de fosfatases acidas = [(uUM de p-
nitrofenol)/(g de massa fresca hora™)].

() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

@ 1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L de P na solugio nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi ¢ 0,4 mg L' (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L de P na solucio nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' deP na solugdo nutritiva, sendo 15
mg L' (3/4) fornecidos na forma de Pi ¢ 5 mg L (1/4) na forma de Phi.
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Observa-se que os maiores valores da AFA foram obtidos nos
tratamentos submetidos ao baixo suprimento de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e
1,6P1), em relagdo aos tratamentos que receberam adequadamente o nutriente
(tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi). Dentre os tratamentos com baixa dose de P, o
que teve parte do Pi substituido pelo Phi (tratamento 1,2Pi+0,4Phi) apresentou
maior AFA em comparacdo ao submetido somente ao Pi (tratamento 1,6P1).
Conforme ja comentado nesse trabalho, a medida que a deficiéncia de P se torna
mais severa na planta, a AFA tende a se elevar, constituindo um dos
mecanismos de superagdo de deficiéncia de P (Ticconi et al., 2001; Lee & Tsai,
2005).

Dessa maneira, a AFA, neste trabalho, corrobora a informagdo de que o
Phi ndo nutriu a planta em P, tendo o tratamento 1,2Pi+0,4Phi apresentado maior
severidade nos sintomas de deficiéncia de P em relacdo ao tratamento 1,6Pi
(Figura 3), bem como para a producao de massa seca e area foliar (Figuras 1 e
2), acumulo de P (Figura 5) e EUP (Figura 6). Porém, esses resultados para a
AFA discordam dos relatos de outros trabalhos em que, em condigdo de baixo
suprimento de P, a adi¢do de fosfito tende a inibir a indugdo dos mecanismos de
superagdo de P, entre eles, a atividade da fosfatase acida (Singh et al., 2003;
Aratijo, 2008). E importante ressaltar que, neste trabalho, foi avaliada apenas a
substituicdo de 1/4 do Pi pelo Phi. Nesse caso, proporcionalmente, a
concentragdo de Pi na solugdo de cultivo foi maior que a de Phi, o que pode ter
inibido parte dos efeitos toxicos do fosfito na planta. Conforme ja comentado,
um pequeno influxo de Pi para o interior das células ja é suficiente para gerar o
efluxo do Phi do citoplasma para o vactiolo e o apoplasma (Danova-Alt et al.,
2008). Ainda destaca-se que a analise da AFA neste trabalho foi feita somente
nos tecidos foliares. Porém, caso tivesse sido realizada a AFA nos tecidos do
sistema radicular, talvez o resultado fosse diferente, ja que, sob baixo

suprimento de P, a massa seca de raiz foi significativamente reduzida no
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tratamento com Phi, sendo o aumento da massa radicular também um dos
mecanismos de superagdo de deficiéncia de P.

O estudo dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis
analisadas confirma, em grande parte, os resultados discutidos anteriormente
(Tabela 3). Verifica-se que a MSR ndo se correlacionou com a MSPA e MST.
No entanto, houve forte correlagdo positiva da MSR com a EUP, P acumulado
na MSR e relagdo MSR:MSPA. Em fungao dessa boa correlagdo observada entre
a MSR e o P acumulado na MSR, sugere-se que o comportamento das raizes
observado neste experimento teve forte influéncia dos tratamentos. No geral, as
varidveis MSR (com excecao das correlagdes entre MSR com a MST e MSPA),
P acumulado na MSR, EUP (com exce¢do da correlacdo entre EUP e MST) e
AFA se correlacionaram positivamente entre si e negativamente com as demais
varidveis. J& a MSPA e o P acumulado na MSPA se correlacionaram
positivamente entre si, negativamente com a MSR (com excec¢do da correlagdao
entre MSPA e MSR), P acumulado na MSR, EUP e AFA e positivamente com
as demais variaveis.

Observa-se que essas correlagdes estdo de acordo com o comportamento
verificado das variaveis aos respectivos tratamentos a que foram submetidas as
plantas. Os valores das varidveis MSPA, MST, P acumulado na MSPA e MST,
area do limbo foliar, EAP, ETP e P-organico, P-inorganico e P-total soluveis,
em geral, foram reduzidos nos tratamentos submetidos ao baixo suprimento de P
(tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6P1), enquanto os valores das variaveis MSR, P
acumulado na MSR, relagio MSR:MSPA, EUP e AFA se¢ clevaram nesses
tratamentos. As possiveis causas para esses resultados ja foram comentadas
anteriormente. Observa-se também que a AFA teve boa correlagdo com o P-
acumulado na MSPA e com o P inorgénico soluvel, reforcando as sugestdes
sobre o potencial da AFA para o diagnoéstico da nutricao fosfatada das plantas

(Arafijo, 2008).
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TABELA 3 Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a massa seca de raiz
(MSR) e parte aérea (MSPA), P acumulado na MSR e MSPA,
eficiéncia de utilizagdo de P (EUP) e atividade de fosfatase acida
(AFA) com as demais variaveis analisadas para o crescimento e a
nutri¢do fosfatada do milho.

P P
Variaveis MSR MSPA acumulado acumulado EUP AFA
na MSR na MSPA
MST 0,05™ 0,97***  .045% 0,79%** -0,23™ -0,74%%*
‘ 0,86%**
Area do 041%  0,90%%%  .0,60%* 0,46%  -0,89%*x

limbo foliar

Relagéo

MSRogpA  O-B0FFF  078HREQ80%EE  L0goRRE  0sRE078%
E ;ﬁgﬂado 0,44% 0,94%xx  L0,67%* 0,08%%%  L0,77%FF  _0,80%*x
EAP 0,66%F  0,84%F%  L0J0%FX  097FE (83%kx  (,78%kx
ETP 0,60%FF 0,73%K%  L097¥R%  QQIREE  7I¥Ex (,74%kx
DOIEINICO 0Soer 0,65 073 083 L076MF 055+
fgiﬁgﬁamco 0,56%F  0,87FFx  LQ81¥FE 0,99%xk  7gkkE 0 7g%kx
P-total

coline] 0,58%F 0,83%F%  L0,82¥FX  088F¥K  ,0%K*  (,73%kx
AFA 0.36*  -0,80%%* 0,58% 0,78%%%  047F -

EUP 078%*%  045% 0,67 0,76%% - -

P acumulado

N *% ®kx o - - -
na MSPA 0,50 0,91 0,79

P acumulado

wkk ok _ . . B
na MSR 0,76 0,58

MSPA -0,28™ - - - - -

* ke F** Valores significativos, respectivamente, a 5%, 1% e 0,1% de probabilidade.
"Nao significativo, a 5% de probabilidade.
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Neste trabalho, quanto aos aspectos nutricionais das plantas, foi dada
énfase a nutri¢do fosfatada. No entanto, o efeito dos tratamentos sobre os outros
nutrientes também foi analisado. Os dados da Tabela 4 mostram o actimulo dos
nutrientes na MSR ¢ MSPA em fung¢do dos tratamentos. Observa-se que, tanto
na baixa dose de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) quanto na adequada
(tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi), a substituicdo de 1/4 do Pi por Phi reduziu
fortemente o acimulo de S e elevou o de Zn na MSPA. Sugere-se que o anion
Phi pode ter competido fortemente com o SO,” e reduzido a interagdo
antagénica existente entre Pi e Zn.

Com relagdo aos tratamentos submetidos a baixa dose de P, o Phi
também promoveu reducdo no acumulo de N na MSPA. Nesse caso, esse
resultado deve estar relacionado a menor produgdo de MSPA. Entretanto, foi na
MSR e nos tratamentos com suprimento adequado de P que se verificou um
maior efeito do Phi sobre o acimulo de nutrientes. Observa-se que o tratamento
15Pi+5Phi obteve o maior acumulo de Ca, Fe, Mn, Zn ¢ Cu na MSR. Como ja
demonstrado, ndo houve diferenca significativa na MSR em relagdo aos
tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi (Figura 1). Assim, parece que o Phi favorece a
absor¢ao de Ca e de micronutrientes cationicos. Os estudos que relacionam os
aspectos nutricionais e a aplicagdo de Phi em seres vivos ainda sdo restritos. Lee
& Tsai (2005), avaliando o efeito do Phi em alface-do-mar (Ulva lactuca)
cultivada em solucdo nutritiva, ndo encontraram respostas para os teores de N.
Orbovi¢ et al. (2008) também ndo encontraram efeito do fosfito sobre os teores
de Ca, Mg, K na massa seca de mudas de citrus cultivadas em solug@o nutritiva.
Entretanto, esses autores ndo avaliaram o acimulo dos nutrientes na planta, o
que torna dificil fazer inferéncias sobre a absor¢do dos mesmos, pois, quando o
crescimento da planta é reduzido, pode ocorrer o “efeito de concentracdo” para
alguns nutrientes, que € a elevacdo de seus teores nos tecidos, mesmo sendo

absorvido em menor quantidade pela planta (Faquin, 2005).
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TABELA 4 Acumulo dos nutrientes na MSPA e MSR do milho.

Tratamentos"

Nutrientes

1,2Pi+0,4Phi 1,6 Pi 15Pi+5Phi 20 Pi
Parte aérea
mg planta™
N 180,18 ¢ 221,24b 268,73 a 296,88 a
P 11,8d 16,76 c 38,86 b 49,58 a
K 98,79 b 89,22 b 146,54 a 145,16 a
Ca 17,01 ¢ 19,61 be 23,51 ab 28,78 a
MG 12,01b 13,64 b 16,77 a 17,69 a
S 10,34 d 14,38 b 10,62 d 18,40 a
pg planta’!
Fe 592,66 a 570,32 a 663,57 a 715,22 a
Mn 768,74 b 763,19 b 1313,55a 1348,04 a
Zn 303,73 ¢ 263,52d 429,60 a 376,41 b
Cu 39,67 a 47,96 a 46,13 a 48,83 a
B 95,36 b 89,08 b 151,66 a 163,55 a
Raiz
mg planta™
N 42,57 a 49,38 a 4283 a 4234 a
P 8,64 b 12,36 a 4,61 c 2,54 ¢
K 40,48 a 3431 a 3225a 32,12a
Ca 2,16 ¢ 1,80 ¢ 7,18 a 5,12b
MG 3,35b 3,93b 526a 534a
S 4,10a 3,85ab 3,03b 427 a
pg planta™
Fe 2464,44 ¢ 2687,18 ¢ 4368,05 a 3590,34 b
Mn 34991 ¢ 203,85 ¢ 1686,57 a 1018,45b
Zn 84,28 ¢ 74,95 ¢ 222,94 a 187,95b
Cu 46,48 ¢ 48,34 c 176,84 a 125,70 b
B 31,51 ab 3387a 20,94 b 24,61 ab

M 1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solugdo nutritiva, fornecido totalmente na forma de Pi;
1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' de P na solucdo nutritiva, sendo 1,2 mg Lt (3/4) fornecido na
forma de Pi e 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi; 20Pi = 20 mg L' de P na solugdo nutritiva,
fornecidos totalmente na forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L de P na solucfo nutritiva, sendo
15 mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de Phi.

@ Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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O grafico da Figura 10 demonstra os valores da leitura SPAD realizada
nos limbos foliares da primeira e da segunda folha totalmente expandida a partir
do apice do milho, em funcdo dos tratamentos. Observa-se que tanto na baixa
dose de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) quanto na adequada (tratamentos
15Pi+5Phi e 20P1i), os tratamentos com Phi ndo alteraram essa variavel. A leitura
SPAD, que constitui numa estimativa do teor de clorofila na folha, possui
relacdo direta com o teor foliar de N, com a vantagem de ndo ser influenciado

pelo “consumo de luxo” desse nutriente sob a forma de nitrato (Blackmer &
Schepers, 1995).
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FIGURA 10 Valores da leitura SPAD nos limbos da primeira e da segunda

folha totalmente expandida a partir do apice do milho em funcao
das formas e concentragdes de P fornecidas na solugdo de cultivo.
() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
@ 1,6Pi = 1,6 mg L de P na solugio nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L' dePna solugdo nutritiva, sendo
1,2 mg L™ (3/4) fornecido na forma de Pi ¢ 0,4 mg L (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L™ de P na solugio nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' dePna solugdo nutritiva, sendo 15
mg L' (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
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4.2 Parametros cinéticos de absorc¢ao de fosfato

O estudo de cinética foi realizado sob baixa concentracdo de P na
solucdo, visando atingir somente a primeira isoterma de absor¢ao do nutriente
correspondente a0 mecanismo de absor¢do de alta afinidade, que ¢ saturavel e
obedece ao modelo cinético enzimatico de Michaelis-Menten (Faquin, 2005;
Epstein & Bloom, 2006; Fernandes & Souza, 2006; Danova-Alt et al., 2008).

No grafico da Figura 11 observa-se a curva de deple¢io do *'P na forma
de Pi (H231PO4') da solucdo de cinética, em funcdo do tempo de absorgdo,
conforme os tratamentos. Verificou-se que, independente dos tratamentos
aplicados na solugdo de cinética (Pi e Pi+Phi), a deplecdo do Pi da solugdo pelas
plantas submetidas ao baixo suprimento de P durante o cultivo (tratamentos
1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) foi muito mais rapido do que as cultivadas sob adequado
fornecimento de P (tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi). J4, analisando-se os
tratamentos dentro de uma mesma concentra¢do de P fornecida durante o
cultivo, observa-se que, de maneira geral, o fornecimento de Phi, tanto na
solucdo de cinética quanto durante o cultivo das plantas, tornaram mais lenta a
deplecio do Pi da solugdo. Porém, o fornecimento adicional de 25 pmol L™ de
Phi na solugdo de cinética teve efeito mais acentuado sobre o comportamento
das curvas em relagdo a substitui¢@o de 1/4 de Pi por Phi no cultivo das plantas.

Na Tabela 5 ¢é apresentado o efeito dos tratamentos nos pardmetros
cinéticos de absor¢cdo de Pi no milho. Os valores de Vmax ¢ Km foram
calculados por meio do software Cinética (Ruiz & Fernandes Filho, 1992), que
se baseia em uma aproximacdo grafico-matemadtica, a partir da curva de
deplegdo do nutriente (Ruiz, 1985). O software Cinética determina a Vmax por
meio de uma equacdo linear e o Km, por equagdes do tipo potencial,
exponencial e exponencial-reciproco. A Cmin foi obtida a partir da média dos
valores de concentragdo de Pi da solucdo de deplegdo, os quais apresentaram

tendéncia de permanecer constantes nas amostragens finais (Faquin et al., 1990).
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FIGURA 11 Deplegéo do H,’'PO, da solugdo nutritiva pelo milho, em fungao
do tempo de absorcao.
M pi e Pi+Phi, respectivamente, concentragdo inicial da solugdo de
cinética de 25 pmol L™ de P fornecidos totalmente na forma de fosfato
(Pi) e 50 pmol L' de P, sendo 25 pmol L™ fornecidos na forma de Pi e
25 pmol L' fornecidos na forma de fosfito (Phi). 15Pi+5Phi = plantas
cultivadas sob concentragio de 20 mg L™ de P na solugdo nutritiva,
sendo 15 mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi ¢ 5 mg L™ (1/4) na
forma de Phi; 20Pi = plantas cultivadas sob concentragio de 20 mg L™ de
P na solu¢do nutritiva, fornecidos totalmente na forma de Pi;
1,2Pi+0,4Phi = plantas cultivadas sob concentragio de 1,6 mg L' de P na
solugdo nutritiva, sendo 1,2 mg L™ (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4
mg L™ (1/4) na forma de Phi; 1,6Pi = plantas cultivadas sob concentragio
de 1,6 mg L'dePna solugdo nutritiva, fornecido totalmente na forma de
Pi.
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TABELA 5 Parametros cinéticos de absor¢do de H,’'PO4 no milho, em fungio
dos tratamentos.

Solugéo Tratamentos submetido as plantas durante o cultivo®
ci né(i?ca“) 1,6Pi 1,2Pi+0,4Phi 20P1 15Pi+5Phi
Vmax®
................................................. umol g h™ L,
Pi 0,88 aA® 0,78 aB 0,20 aC 0,22 aC
Pi+Phi 0,67 bA 0,61 bA 0,14 aB 0,17 aB
Km
................................................... umol L™ e,
Pi 5,02 bA 5,33 bA 4,79 bA 4,75 bA
Pi+Phi 6,54 aA 7,37 aA 6,78 aA 6,85 aA
Cmin
................................................... Mol L™ e
Pi 0,50 aA 0,46 aA 1,50 aB 1,73 aB
Pi+Phi 0,42 aA 0,55 aA 2,10 aB 2,04 aB

() pi e Pi+Phi, respectivamente, concentragio inicial da solugdo de cinética de 25 umol
L' de P fornecidos totalmente na forma de fosfato (Pi) e 50 umol L™ de P, sendo 25
umol L™ fornecidos na forma de Pi e 25 pmol L™ fornecidos na forma de fosfito (Phi).

@ 1,6Pi = plantas cultivadas sob concentragdo de 1,6 mg L' de P na solucio nutritiva,
fornecido totalmente na forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = plantas cultivadas sob concentragdo
de 1,6 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 1,2 mg L™ (3/4) fornecido na forma de Pi
¢ 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi; 20Pi = plantas cultivadas sob concentragdo de 20 mg
L' de P na solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na forma de Pi; 15Pi+5Phi = plantas
cultivadas sob concentragio de 20 mg L™ de P na solugdo nutritiva, sendo 15 mg L™
(3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.

© Vmax obtida por unidade de peso da massa fresca de raizes.

@ Para cada pardmetro cinético, médias seguidas de letras iguais, mintsculas nas colunas
e maitisculas nas linhas, ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
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Observa-se que, como ja era esperado, as plantas cultivadas em baixa
concentragdo de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi) apresentaram, em média,
incremento na Vmax superior quatro vezes a de plantas cultivadas em adequado
suprimento de P (tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi). A Vmax corresponde a
velocidade de absor¢do do ion quando todos os transportadores estdo sendo
efetivamente utilizados em um dado momento (Fernandes & Souza, 2006).
Conforme ja comentado no item anterior, plantas sob deficiéncia em P
promovem a ativagdo de genes relacionados com a expressdo de mecanismos de
superagdo a essa deficiéncia. Entre esses mecanismos, destaca-se a elevagdo na
sintese de transportadores de membrana para o P de alta afinidade (Torriani-
Gorini, 1994; Muchhal & Raghothama, 1999; Raghothama, 2000; Franco-
Zorrilla et al., 2004; Ticconi & Abel, 2004; Chen et al., 2007; Schachtman &
Shin, 2007). Consequentemente, um maior nimero de transportadores de Pi
estard em atividade na unidade de tempo, elevando assim a Vmax (Drew et al.,
1984). Porém, a afinidade de cada transportador com o Pi ndo ¢ alterada, ndo
ocorrendo, portanto, modificagdes nos valores de Km (Tabela 5). Resultados
semelhantes foram observados para o milho (Anghinoni & Barber, 1980; Jungk
et al., 1990; Alves et al., 1998; Alves et al., 2002) ¢ outras culturas (Lee, 1982;
Drew et al., 1984; Martinez et al., 1993; Shimogawara & Usuda, 1995).

Em relacdo a influéncia do Phi sobre a Vmax, verificou-se efeito
significativo somente nas plantas cultivadas em baixa dose de P (tratamentos
1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi). Contudo, nesses tratamentos, o fornecimento adicional de
25 pmol L™ de Phi na solugio de cinética (tratamento Pi+Phi) reduziu a Vmax
em 24% e 22% nos tratamentos 1,6Pi e 1,2Pi+0,4Phi, respectivamente.
Considerando apenas os tratamentos que ndo receberam Phi na solu¢do de
cinética (tratamento Pi), observa-se um pequeno decréscimo de 11% na Vmax
do tratamento 1,2Pi+0,4Phi em relagdo ao tratamento 1,6Pi. O mesmo

comportamento foi observado quanto aos tratamentos que receberam Phi na
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solucdo de cinética (tratamento Pi+Phi) que, apesar de ndo significativo pelo
teste de médias (Tukey, p<0,05), ocorreu um decréscimo de 9% na Vmax do
tratamento 1,2Pi+0,4Phi em relagdo ao tratamento 1,6Pi. Provavelmente, esses
resultados tiveram como consequéncia o efeito depressivo do Phi sobre o
sistema radicular das plantas deficientes em P.

O Km ndo foi influenciado pelos tratamentos submetidos as plantas
durante o cultivo e nem pela interag@o entre os tratamentos submetidos no ensaio
de cinética e no cultivo das plantas. Conforme ja comentado, plantas cultivadas
sob deficiéncia de P promovem a elevacdo da Vmax para o nutriente, enquanto o
Km tende a permanecer inalterado. No entanto, tanto nas plantas previamente
cultivadas sob deficiéncia quanto naquelas adequadamente supridas em P, a
adicio de 25 pumol L' de Phi na solugdo de cinética (tratamento Pi+Phi)
promoveu a elevagdo do Km de Pi, em média, de 40% (Tabela 5). O Km
corresponde a afinidade existente entre o Pi e o seu transportador. Porém, nesse
caso, a relagdo ¢ inversa, ou seja, quanto maior o Km, menor ¢ a afinidade entre
o Pi pelo seu transportador (Faquin, 2005).

Interagdes iOnicas que promovem a elevacdo do Km para os respectivos
ions sdo conhecidas por inibicdo competitiva (Faquin, 2005; Epstein Bloom,
2006; Fernandes & Souza, 2006). Assim, fica claro, pelos resultados obtidos
neste trabalho, que o Phi é um competidor do Pi pelo mesmo sitio do
transportador no milho. Nesse caso, o total de transportadores efetivos ndo ¢é
alterado, mas ocorre reducdo do total de sitios disponiveis para o transporte do
Pi (Fernandes & Souza, 20006).

A literatura apresenta resultados divergentes quanto a interacdo do Phi
com o Pi na solucdo e suas consequéncias na cinética de absor¢do de Pi.
Carswell et al. (1997) verificaram acentuada elevagdo do Km ¢ redugdo da
Vmax de Pi em Brassica napus, devido a adigdo de Phi na solugio. Nesse caso,

o Phi inibiu de forma competitiva e ndo-competitiva a absor¢do de Pi. Lee &

51



Tsai (2005), em ensaio com Ulva lactuca conduzido em baixa concentragdo de
P, encontraram aumento do Km para o Pi superior a quatro vezes, em fungdo do
fornecimento de Phi, ndo tendo a Vmax sido significativamente alterada. Porém,
esses autores ndo observaram efeito do Phi no Km e na Vmax de Pi em plantas
com suprimento adequado de P. Recentemente, Danova-alt et al. (2008), em
estudo realizado em células de tabaco (Nicotiana tabacum), verificaram
incremento consideravel nos valores de Km de Pi promovido pela adi¢do de Phi
na solucdo, apresentando baixa e adequada concentragdo de Pi, ndo sendo
evidenciado efeito significativo do Phi na Vmax. Os autores concluiram que o
Phi inibiu de forma competitiva a absor¢do do Pi, corroborando os resultados
obtidos neste trabalho.

A Cmin (concentracdo de Pi na solugdo a partir da qual seu influxo ¢
cessado) foi influenciada somente pelas diferentes concentragdes de P fornecidas
na solu¢do de cultivo. Seus valores, em média, foram reduzidos em 70% nos
tratamentos que receberam baixo suprimento de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e
1,6Pi) quando comparados aos submetidos a adequada concentragdo do nutriente
(tratamentos 15Pi+5Phi e 20Pi). O fornecimento de Phi, tanto na solucdo de
cinética quanto durante o cultivo do milho, ndo influenciou nessa variavel.

De posse dos resultados de Vmax, Km e Cmin (Tabela 5), foi
determinada, para cada tratamento, a partir da equacdo de Michaelis-Menten
{Influxo liquido = [Vmax (C — Cmin)]/[Km + (C — Cmin)]}, a taxa de influxo
liquido de Pi por unidade de peso de massa fresca de raiz, em funcdo da
concentragdo de Pi na solucdo nutritiva (Figura 12).

O influxo liquido integra, portanto, todos os parametros cinéticos
(Vmax, Km ¢ Cmin) envolvidos na absor¢do de Pi e que foram influenciados
pelos tratamentos com suprimento deficiente ou adequado de P, na presenca ou

na auséncia de Phi.
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FIGURA 12 Influxo liquido do *'P na forma de fosfato (H,*'POy4) por unidade

de peso de massa fresca de raizes, em fun¢do da concentragdo de
H,*'PO4 na solugdo nutritiva, para cada tratamento estudado.

() Pj ¢ Pi+Phi, respectivamente, concentra¢io inicial da solugdo de
cinética de 25 pmol L' de P fornecidos totalmente na forma de fosfato
(Pi) e 50 umol L™ de P, sendo 25 pmol L™ fornecidos na forma de Pi e 25
umol L™ fornecidos na forma de fosfito (Phi). 1,6Pi = plantas cultivadas
sob concentragdo de 1,6 mg L de P na solugio nutritiva, fornecido
totalmente na forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = plantas cultivadas sob
concentragdo de 1,6 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 1,2 mg L™
(3/4) fornecido na forma de Pi ¢ 0,4 mg L' (1/4) na forma de Phi; 20Pi =
plantas cultivadas sob concentragio de 20 mg L' de P na solugdo
nutritiva, fornecidos totalmente na forma de Pi; 15Pi+5Phi = plantas
cultivadas sob concentra¢io de 20 mg L' de P na solugio nutritiva, sendo
15 mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi ¢ 5 mg L™ (1/4) na forma de
Phi.
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Assim, observa-se que, para uma mesma concentragdo de Pi na solugdo
de absorgdo (por exemplo, 10 pmol L', Figura 12), os influxos liquidos de Pi
sdo muito maiores nos tratamentos cujas plantas foram cultivadas sob
deficiéncia de P (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi). E, dentro desses
tratamentos, a presenca do Phi, tanto na solugdo de cultivo (tratamento
1,2Pi+0,4Phi) quanto na solugdo de cinética (tratamento Pi+Phi), reduziu o
influxo liquido de Pi (Figura 12). Esses efeitos devem-se, basicamente, a
influéncia do Phi na diminui¢do da Vmax e no aumento do Km nas plantas
deficientes em P, como ja discutido quando da interpretacdo da Tabela 5.

Ja para as plantas cultivadas sob adequado suprimento de P (tratamentos
15Pi+5Phi e 20Pi), os influxos liquidos de Pi foram bem menores (Figura 12),
devido, unicamente, aos baixos valores de Vmax observados, pois os valores de
Km ndo foram influenciados pelo suprimento de P na solucdo de cultivo (Tabela
5). E, dentro desses tratamentos, a presenga de Phi reduziu o influxo liquido de
Pi apenas quando presente na solucdo de cinética (tratamento Pi+Phi) (Figura
12), devido ao maior Km nesse tratamento, visto que a Vmax ndo foi afetada
(Tabela 5). Porém, analisando-se os tratamentos de cultivo dentro de um mesmo
tratamento aplicado na solucdo de cinética, observa-se que tanto no tratamento
com adi¢do (tratamento Pi+Phi) quanto no sem adi¢do (tratamento Pi) de Phi na
solucdo de cinética, o influxo liquido foi levemente elevado no tratamento
15Pi+5Phi, em comparacdo ao tratamento 20Pi. Esse fato pode ser explicado por
uma pequena elevacdo do valor de Vmax que, embora ndo significativa (Tukey,
p<0,05), foi suficiente para promover esse acréscimo no influxo liquido de Pi.

A Cmin, definida como a concentragdo do nutriente na solugdo em que o
influxo liquido se iguala a zero, também pode ser claramente visualizada na
Figura 12, nos pontos de intercepcdo das curvas com o eixo da abscissa.

Observa-se que os valores para as plantas sob baixo suprimento de P sdo
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menores que o daquelas bem supridas, fato ja discutido quando da apresentagdo
da Cmin da Tabela 5.

O estudo dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre Vmax, Km e
Cmin, realizado individualmente para cada tratamento fornecido a solucao de
cinética, confirma em grande parte os resultados discutidos anteriormente
(Tabela 6). Observa-se que, nos tratamentos em que nao foi adicionado Phi na
solucdo de cinética, houve forte correlacdo negativa entre Vmax e Cmin, porém,
ndo foram observadas relacdes dessas variaveis com o Km. Ja, considerando os
tratamentos que receberam Phi na solucdo de cinética, observou-se forte
correlag@o entre as trés variaveis em estudo, sendo positiva entre Km e Cmin e
negativa entre estas ¢ a Vmax. Essa grande divergéncia existente na correlagdo
do Km com a Vmax e Cmin, observada entre os tratamentos fornecidos na
solucdo de cinética, corrobora o forte efeito da presenca do Phi nessa solucgdo
sobre 0 Km, enquanto Vmax e Cmin foram mais intensamente influenciadas

pelas concentragdes de P aplicadas no cultivo das plantas.

TABELA 6 Coeficientes de correlagcdo de Pearson entre Vmax, Km e Cmin de
Pi no milho, realizados individualmente para cada tratamento
fornecido a solu¢do de cinética.

Variaveis Km Vmax
25 pmol L™ Pi
Cmin 0,31™ -0,96***
Vmax -0,23™ -

Cmin 0,98%** -0,98***
Vmax -0,97%** -

*** Valor significativo, a 0,1% de probabilidade. ™ Nao significativo, a 5% de
probabilidade.
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4.3 Aspectos relacionados com a inducdo de resisténcia

No gréafico da Figura 13 apresentam-se os valores da atividade de

peroxidases (POXs, EC 1.11.1.7) no limbo da primeira folha totalmente

expandida a partir do &pice da planta, em funcdo dos tratamentos.
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FIGURA 13 Atividade de peroxidases (POXs) no limbo da primeira folha

totalmente expandida a partir do apice do milho, em fun¢do das
formas e concentracdes de P fornecidas na solu¢do de cultivo. UA
= unidade de atividade de peroxidases/mg de proteina minuto™.

() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

@ 1,6Pi = 1,6 mg L' de P na solugio nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L'dePna solu¢do nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi e 0,4 mg L™ (1/4) na forma de
Phi; 20Pi = 20 mg L'dePna solugdo nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solucfo nutritiva, sendo 15
mg L™ (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L' (1/4) na forma de Phi.
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Considerando os tratamentos que receberam adequado suprimento de P,
observa-se que a atividade de POXs foi duas vezes maior no tratamento
15Pi+5Phi, em comparagao ao tratamento 20Pi. J4 nos tratamentos submetidos a
baixa concentracdo de P, o tratamento 1,2Pi+0,4Phi apresentou tendéncia de
elevacdo da atividade dessas enzimas em relacdo ao tratamento 1,6Pi, porém,
essa diferenca ndo foi significativa pelo teste de médias (Tukey, p<0,05). Esses
resultados demonstraram claramente o efeito positivo da substituicdo de 1/4 do
Pi por Phi sobre essa variavel no milho submetido ao adequado suprimento de P.

As POXs fazem parte de um seleto grupo de proteinas relacionadas com
a inducdo de resisténcia de plantas a patogénese, designadas por proteinas-PR
(Cavalcanti et al., 2006). A acao antioxidante ¢ a principal fun¢do das POXs na
planta, atuando na conversao do peréxido de hidrogénio em agua e outro
composto oxidado dependendo do tipo de POX atuante (Mittler, 2002; Santos,
2006). No entanto, muitos desses subprodutos sdo utilizados como substrato por
outras enzimas ou, mesmo, pelas POXs na sintese de substancias relacionadas
com a indugdo de resisténcia (La Camera et al., 2004; Taiz & Zeiger, 2004;
Passard et al., 2005). Nesse contexto, a principal participacdo das POXs esta na
catalizagdo da oxidacdo de dlcoois hidroxicindmicos, originando radicais
fendlicos precursores da biossintese de lignina, que constitui uma importante
defesa da planta aos agentes externos (Peixoto, 1998; Van Loon & Van Strien,
1999; Boudet, 1998; Cavalcanti et al., 2006).

Diversos trabalhos tém demonstrado efeitos positivos das POXs sobre a
inducdo de resisténcia de plantas (Loon & Strien, 1999; Campos et al., 2004;
Gayoso et al., 2004; Cavalcanti et al., 2007; Cavalcanti et al., 2008). No entanto,
estudos que relacionam Phi e POXs sdo restritos. Ribeiro Junior et al. (2006) ndo
observaram influéncia do Phi na atividade de POXs em cacaueiro (Theobroma

cacao L.).

57



Na Figura 14 sdo apresentados os teores de lignina e fendis totais
soluveis do limbo da primeira folha totalmente expandida a partir do apice da
planta.

Observa-se que os tratamentos 1,2Pi+0,4Phi e 1,6Pi (tratamento com
baixo suprimento de P) apresentaram maiores teores de fenodis totais em relagao
ao tratamento 20Pi (tratamento com adequada dose de P e sem presenca de Phi)
(Figura 14 a). Provavelmente, a expressdo dos mecanismos de superagdo a
deficiéncia de P, que promovem a intensificacdo do metabolismo secundario das
plantas, interferiu positivamente na sintese de compostos fenolicos (Taiz &
Zeiger, 2004; Epsten & Bloom, 2006). No entanto, essa variavel ndo foi
influenciada pelo fornecimento de Phi, tanto em baixo quanto em adequado
suprimento de P. Apesar de ter sido observada uma tendéncia de aumento no
tratamento 15Pi+5Phi em relagdo ao tratamento 20Pi, essa diferenca ndo foi
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto a deposicdo de lignina no tecido foliar, independente da
concentragdo de P na solugdo de cultivo, foi significativamente maior nos
tratamentos que tiveram 1/4 do Pi substituido por Phi (tratamentos 1,2Pi+0,4Phi
e 15Pi+5Phi), em comparag@o aos tratamentos que receberam somente Pi como
fonte de P (tratamentos 1,6Pi e 20Pi). Ja a concentragdo total de P na solucdo
(baixa e adequada) ndo exerceu influéncia nessa variavel (Figura 14 b).
Conforme ja comentado, a intensificacdo na biossintese de lignina constitui
importante defesa da planta aos agentes externos (Anterola & Lewis, 2002;
Durrant & Dong, 2004; Cavalcanti et al., 2008). Contudo, em relacdo ao efeito
do Phi sobre essa variavel, a literatura tem mostrado resultados divergentes
conforme a espécie vegetal estudada. Nojosa (2003) verificou incremento no
acumulo de lignina em folhas de cafeeiro apds aplicagao foliar de Phi. Ja Ribeiro
Junior et al. (2006) ndo observaram alteracdo nessa variavel, em funcdo da

aplicagfo foliar de Phi em cacaueiro (Theobroma cacao L.).
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FIGURA 14 Teores de fendis totais soliveis (a) e lignina (b) nos tecidos do
limbo da primeira folha totalmente expandida a partir do apice do
milho, em fun¢do das formas e concentragdes de P fornecidas na
solugdo de cultivo.

() Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

@ 1,6Pi= 1,6 mg L'deP na solugdo nutritiva, fornecido totalmente na
forma de Pi; 1,2Pi+0,4Phi = 1,6 mg L de P na solucdo nutritiva, sendo
1,2 mg L' (3/4) fornecido na forma de Pi ¢ 0,4 mg L' (1/4) na forma de
Phi; 20Pi =20 mg L' de P na solucio nutritiva, fornecidos totalmente na
forma de Pi; 15Pi+5Phi = 20 mg L' de P na solugdo nutritiva, sendo 15
mg L' (3/4) fornecidos na forma de Pi e 5 mg L™ (1/4) na forma de Phi.
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Neste trabalho, ficou evidenciado o efeito estimulante do Phi na
lignificagdo do limbo foliar do milho e, em concentragdes adequadas de P, foi
acompanhado pela elevacdo da atividade de POXs. Porém, o mesmo nao foi
constatado com os teores de fendis totais, em que era esperado o contrério, ja
que grande parte dos compostos fenolicos ¢ precursora da lignificacdo da parede
celular, fato este verificado por Soylu (2006) em Arabidopsis thaliana. No
entanto, Cavalcanti et al. (2006) observaram que a indugdo de resisténcia de
tomateiro contra Xanthomonas vesicatoria, utilizando como eliciador suspensdo
de micélios de Crinipellis perniciosa, ocorreu paralelamente com o incremento
nos teores de lignina e reducdo nos de fendis totais. Conforme os autores, a
maior demanda por intermedidrios fenolicos para a biossintese de outros
compostos promovido pelo eliciador pode mascarar a elevacdo da sintese de
fenois. Além das POXs durante a sintese de lignina, outras enzimas que também
utilizam intermedidrios fendlicos como substrato tém suas atividades elevadas
pela presenca de um eliciador, como, por exemplo, as polifenoloxidases, durante

a sintese de quinonas (Mayer & Harel, 1979).
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5 CONCLUSOES

Sob baixa concentracdo de P, a substitui¢do de 1/4 de fosfato por fosfito
na adubagdo fosfatada interfere negativamente no crescimento do sistema
radicular e da parte aérea do milho. Contudo, sob suprimento adequado de P,

esse efeito ¢ pouco pronunciado.

O actimulo de P na massa seca da parte aérea e os teores foliares de P-
inorganico soluvel em 4cido sdo reduzidos pela substituicdo de 1/4 de fosfato
por fosfito na adubacdo fosfatada. No caso de plantas cultivadas sob baixo

suprimento de P, a eficiéncia de utilizagdo do nutriente é também reduzida.

A presenca de fosfito na solugdo promove inibicdo competitiva na

absor¢do de fosfato pelo milho.

A substituicdo de 1/4 de fosfato por fosfito na adubagdo fosfatada
promove a elevacdo dos teores de lignina nos tecidos foliares da planta. O
mesmo efeito € evidenciado para a atividade de peroxidases, em caso de plantas
cultivadas com adequado fornecimento de P. Esse comportamento evidencia o

efeito eliciador do fosfito nos mecanismos de defesa do milho.
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