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> e Crossref d

https://doi.org/10.56238/sevened2023.006-114

Doutor em Solos e Nutri¢ao de plantas, Universidade de
Séo Paulo, campus Piracicaba-SP.

Instituicdo: Universidade Brasil, campus Descalvado e
Universidade Estadual Paulista, FCAV/UNESP.

Doutor em Zootecnia FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP.
Institui¢do: Universidade Brasil, campus Descalvado-SP.

Doutor em Zootecnia, FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP.
Institui¢do: Universidade Brasil, campus Descalvado-SP.

Doutor em Engenharia, Universidade de Sdo Paulo, USP,
campus Pirassununga-SP.
Institui¢do: Universidade Brasil, campus Descalvado-SP.

Mestrando em Producdo Animal, Universidade Brasil,
UB, Descalvado-SP.

Instituigdo: Agéncia de Defesa Sanitaria
Agrosilvopastoril do Estado de Rondonia, RO.

A anidrase carbénica (EC 4.2.1.1) ¢ uma
metaloenzima importantissima no metabolismo de
plantas, animais € microrganismos, participando na
fotossintese, no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipideos e que possui o zinco na estrutura
de seu sitio ativo. O zinco é um micronutriente, mas
também um metal pesado, que pode causar

beneficios ou toxicidade para as plantas,
dependendo da quantidade com que ¢ absorvido.
Este trabalho de pesquisa teve como objetivo
avaliar a atividade da anidrase carbonica em plantas
de milho (Zea mays L.) cultivadas em solugao
nutritiva com diferentes concentragdes de zinco. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo em
areia lavada contida em lisimetros com capacidade
para 1.300 g de areia, que recebeu solugdo nutritiva
sem Zn e adi¢ao individualizada de doses crescente
de Zn como ZnSO4.7H20. O experimento foi
instalado em  delincamento  experimental
inteiramente casualizado com 6 tratamentos (0, 5,
10, 20, 40 e 80 mg Zn kg-1 de substrato), com 6
repeticdes. A atividade da anidrase carbdnica
aumentou significativamente com a dose de zinco,
sendo a maior atividade na concentragdo de 10 mg
kg-1 de substrato. A concentracdo de zinco na planta
aumentou significativamente na raiz e parte aérea,
atingindo o valor total maximo (raiz + parte aérea)
na dose mais elevada de zinco aplicada ao substrato.
A menor producdo de massa seca pela planta de
milho ocorreu na dose mais elevada de zinco (80 mg
Zn kg-1 de substrato) como resposta a uma possivel
fitotoxicidade e nao houve diferenca significativa
entre os demais tratamentos, indicando que o Zn
presente na semente foi suficiente para a fase inicial
de desenvolvimento do milho. A atividade da
anidrase carbonica ndo se correlacionou de forma
significativa com o Zn acumulado na planta e com
a produ¢do de massa seca.

Elementos-trago, Fitotoxicidade,
Metaloenzimas, Metais pesados, Nutricdo de
plantas.

Enzimas sdo importantes biomoléculas que participam na regulacdo do metabolismo dos seres

vivos, e entre elas encontra-se a anidrase carbonica (EC 4.2.1.1), enzima que contém zinco no sitio

ativo e que participa no metabolismo de carboidratos (caso da fotossintese), de proteinas e lipideos

(KUDENKO et al., 2020). Em condic¢des de baixa atividade, ocorre diminui¢ao no desenvolvimento

da planta e até mesmo na sua morte.
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O zinco ¢ um dos micronutrientes que mais parecem limitar a produtividade de milho no Brasil.
Virios trabalhos tém mostrado resposta da adi¢do de zinco na produtividade (GOEDERT, 1987). Nos
solos sob vegetacdo de cerrado, normalmente ocorre baixo teor deste elemento, geralmente inferior a
1 mg kg! de solo, considerado nivel critico para o bom desenvolvimento das plantas (LOPES, 1984).

Também pode ocorrer deficiéncia de Zn quando se empregam doses elevadas de calcario
(BARBOSA FILHO et al., 1990). A atividade da anidrase carbonica também pode ser alterada em
outras condi¢des desfavoraveis que venham a causar estresse na planta.

Em solos com deficiéncia ou com excesso de zinco pode ocorrer alteragdo da atividade da
anidrase carbonica, com prejuizo para o desenvolvimento e a produgao da planta.

O diagnostico precoce da deficiéncia de zinco, principalmente para culturas anuais, pode
auxiliar na corre¢do da deficiéncia em tempo habil, diminuindo as perdas na produtividade.

O Zn é um ativador da anidrase carbdnica, enzima que catalisa a reagao de hidratagao do CO»,
produzindo H" ¢ HCOs", atuando no equilibrio eletrolitico da célula e permitindo a conversdo do
aminoacido triptofano em auxina, importante hormonio vegetal (QUEIROZ, 1993).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de doses de zinco, em condi¢des de solugdo
nutritiva, em casa de vegetacdo, na atividade da anidrase carbonica e no desenvolvimento inicial de

plantas de milho.

O experimento foi instalado em casa de vegetagao em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 6 tratamentos (0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg Zn kg'! areia) e 5 repeticdes.

As plantas de milho (hibrido Braskalb XL 67) foram semeadas em substrato constituido por
areia lavada contida em lisimetros com capacidade para 1.300 g, que receberam solug¢do nutritiva
completa, menos Zn (capacidade do lisimetro de 250 mL de solugdo nutritiva) com diferentes
concentracoes de Zn.

A solu¢do nutritiva utilizada continha 0,43 g de KNOs, 0,12 g de KoHPO4, 0,20 g de
CaClL.2H0, 0,11 g de MgS04.7H,0, 0,96 g de H3BOs, 1,97 g de CuSO4.5H>0, 3,08 g de
MnS04.4H>0, 0,09 g de NaMo4.2H>0, 24,9 g de FeS04.7H20 e 33,2 g de EDTA-Na em cada litro da
solucdo nutritiva.

No dia da semeadura, adicionaram-se em cada lisimetro 250 mL da solu¢ao nutritiva ¢ as doses
de zinco na forma de ZnSO4.7H>O de modo a atingir a concentracdo de Zn de cada tratamento,
procedendo-se, em seguia, a semeadura de 4 sementes de milho por lisimetro.

Diariamente, até o décimo quarto dia apds a semeadura, realizou-se irrigagdo com agua

destilada de modo a repor a 4gua perdida por evapotranspiracao. Apos este periodo, foram adicionados
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20 mL da solugdo nutritiva diariamente em cada lisimetro por um periodo de 7 dias. A 4gua perdida
por evapotranspiragdo foi reposta diariamente com agua destilada até o final do experimento.

Aos 30 dias apds a semeadura, os lisimetros foram desmontados e as plantas foram separadas
da areia e divididas em parte aérea e raizes. Uma das plantas de cada lisimetro foi enviada
imediatamente ao laboratorio para determinagdo da atividade da anidrase carbonica, sendo as demais
lavadas com agua corrente, dgua destilada e 4gua deionizada, secas em estufa com circulagdo for¢ada
de ar mantida em temperatura de 50 = 5 °C por 72 horas e, moidas em moinho tipo Willey com facas
e peneiras em ac¢o inox (malha de 40 mesh).

As amostras foram abertas com solugado digestora composta por acidos nitrico e percldorico na
proporcao de 3/1 para a realizacdo da determinagdo do teor de Zn por espectrofotometro de absorgao
atdmica em chama ar-acetileno.

A determinagdo da atividade da anidrase foi realizada segundo metodologia proposta por Davis
(1963) com modificagdo na determinacao da leitura do CO2 no meio de reagcdo de hidratagao.

As amostras da parte aérea (folhas) foram cortadas em pedagos de 1 cm de didmetro para
facilitar a maceragdo, enquanto as amostras de raizes foram cortadas em pedagos com 1 cm de
comprimento.

Em tubo de ensaio calibrado para volume de 2 mL, parte inferior do tubo, foram colocados 3
mL de tamp3o veronal — NaOH 0,02 mol L™, pH 8 (4cido dietil barbitarico), 2,3 mL de solucio de
peptona 0,018%, 0,12 mL de azul de bromotimol em etanol 0,2 %. A essa solugdo, foram adicionados
2 mL de extrato vegetal obtido por maceracgao da 2 g de amostra fresca em volume de 10 mL de agua
deionizada, que foi mantida a 0 °C até o momento de uso.

Apos a adicao do extrato vegetal ao tubo de ensaio, seguiu-se adi¢ao imediata de 1 mL de dgua
carbonatada (saturada em CO>), quando ocorreu o inicio da mudanca da cor azul para amarela, que foi
subindo do fundo do tubo de ensaio. Quando a cor atingiu a marca de 2 mL no tubo de ensaio, foi
anotado o tempo gasto em segundos, tempo este que foi utilizado para expressar a atividade da anidrase
carbonica.

Os resultados obtidos forram submetidos a analise da variancia, e quando o valor de F foi
significado a 5 % de probabilidade, utilizou-se a teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo de médias

de tratamentos. Também foram realizadas analises de correlacao linear de Pearson.

A comprovagdo de que o Zn ¢ essencial para plantas superiores foi feita por Maize em 1919 em
experimento em solu¢do nutritiva e sua deficiéncia em plantas de milho foi observada pela primeira

vez por Barnette e colaboradores em 1936 (THORNE, 1957).
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O Zn participa na formacao de biomoléculas como alguns carboidratos e proteinas, clorofila e
hormdnios como as auxinas, importantes reguladores do crescimento das plantas, como a elongagio
do caule. Na sua deficiéncia, a planta pode interromper o crescimento. O zinco ¢ um elemento-trago
metalico (Zn*"), que faz parte de constituicio da anidrase carbonica, enzima que catalisa a hidratagdo
do gas carbonio com produg¢io de proton H' e bicarbonato (HCO3").

O Zn acumulado aumentou significativamente nas plantas de milho com a dose do nutriente
aplicada no substrato utilizado para cultivo (Tabela 1, Figura 1), constituido por areia lavada que
recebeu doses de 0 a 80 mg Zn kg™'. Teores bem mais elevados que o nivel considerado critico para
solos brasileiros (avaliados pelos extratores Mehlich 1, DTPA a pH 7,3 e HC10,1 mol L), que é de 1
mg Zn kg™ solo (RIBEIRO e SANTOS, 1996).

Tabela 1. Zinco na raiz, na parte aérea e total (mg planta™') em plantas de milho cultivadas em substrato de areia lavada
irrigada com solucdo nutritiva e recebendo dose crescente de zinco.

Tratamento Raiz Parte aérea Total
DO 0.26+0.13 B 0.28+0.12C 0.54+0.24B
D5 0.61 £0.57B 0.35+0.05 AB 0.96+0.58B
D10 0.92+0.84 B 0.50+0.13 AB 1.42+098B
D20 1.33+1.20B 0.62+0.22 AB 1.96£1.25B
D40 3.53+3.04 AB 1.45+0.33 B 498+285B
D380 5.57+546 A 3.09+0.59 A 8.66 t525A

DO0= controle (sem adi¢@o de zinco), D5, D10, D20, D40 e D80= tratamentos que receberam doses de 5, 10, 20, 40 e 80
mg Zn kg™! substrato. Médias seguidas por uma mesma letra maitscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). Médias estao seguidas do desvio padrao.

O teor de Zn na semente varia com a espécie, a variedade e as condi¢des edafoclimaticas de
onde a planta foi cultivada. Em plantas de milho, avaliagdes em 49 linhagens revelaram concentra¢des
variando de 15,5 a 70 mg kg™' de massa seca (MASSEY e LOEFFEL, 1966, HINESLY et al., 1978).

Essa concentragdo elevada de Zn na semente ¢ uma das possiveis explicagdes para o fato da
producio de massa seca total até a dose 40 mg Zn kg! substrato, nesta fase de desenvolvimento, ndo
diferir significativamente do tratamento controle, que ndo recebeu Zn, e dos tratamentos que receberam

até 40 mg Zn kg™ de substrato (Figura 1, Tabela 2).
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Figura 1. Contetido em zinco (mg planta™), atividade da anidrase carbénica (segundos 2 mL"! solugdo) e produgdo de massa
seca total (g planta') em plantas de milho cultivadas em solugio nutritiva contendo doses crescentes de Zn. D0, D5, D10,
D20, D40 e D80 representem doses de 0, 5, 10, 20, 40 e 80 mg kg™! Zn no substrato. Linhas sobre as barras indicam o
desvio padrao da média.
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A producdo de massa seca total, de raizes e de parte aérea pelas plantas de milho foi
significativamente afetada pelos tratamentos. Em todos os casos, a producao foi menor no tratamento
que recebeu a dose 80 mg Zn kg'! substrato (Tabela 2 e Figura 1).

Portanto, a dose mais elevada de Zn aplicada no substrato teve efeito negativo no
desenvolvimento da planta. Este efeito negativo pode ter sido causado pela reacdo do elemento com
alguma biomolécula importante para o metabolismo. Outra possivel causa ¢ a competicdo na absor¢ao

de outros nutrientes com fosforo, ferro, cobre e manganés.

Tabela 2. Massa seca de plantas de milho, g planta™!, cultivadas em substrato de areia lavada irrigada com solugdo nutritiva
e recebendo doses crescentes de zinco.

Tratamento Raiz Parte aérea Total
DO 0.93+£9.09 A 1.70£0.16 A 2.63+0.15A
D5 0.75+0.24 AB 1.38+0.18 AB 2.13+040 A
D10 1.09+ 039 A 1.45+0.14 AB 253+ 046 A
D20 0.71 +0.33 AB 1.31 +0.38 AB 2.02+0.69 A
D40 0.93+025A 1.27+020B 2.19+0.67 A
D80 0.28+0.05B 0.52+0.10C 0.80+0.14B

DO0= controle (sem adigdo de zinco), D5, D10, D20, D40 e D80= tratamentos que receberam doses de 5, 10, 20, 40 e 80
mg Zn kg! substrato. Médias seguidas por uma mesma letra maitscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). Médias estao seguidas do desvio padrao.

Apesar do efeito negativo das doses elevadas de Zn as plantas ndo apresentaram sintomas de
fitotoxicidade, caraterizada pelo menor tamanho das folhas, clorose da nervura, necrose nas pontas,

desenvolvimento reduzido das raizes.
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A anidrase carb6nica é uma enzima que catalisa a hidratacéo reversivel do gas carbonico, dando
origem ao préton (H") e ao bicarbonato (HCOs’), produtos que participam de indmeras vias
metabdlicas como, gliconeogénese, lipogénese, sintese de etileno e muitas outras em plantas superiores
e algas e ajudam a manter o balanco de eletrélitos e o pH (RUDENKO et al., 2020).

A atividade da anidrase carb6nica aumentou com a dose de Zn aplicada, atingindo valor
maximo na dose 10 mg Zn kg substrato, para decrescer logo em seguida (Figura 1, Tabela 3). Nas
doses 5, 10 e 20 mg Zn kg* substrato a atividade da anidrase carbdnica foi significativamente superior
ao tratamento controle.

Rahimi e Schropp (1985), encontraram baixa atividade de anidrase carbonica em plantas com
deficiéncia de Zn.

Wood e Sibly (1952), relataram que plantas de aveia tratadas ou nio com Zn (0,2 mg L),
apresentaram atividade da anidrase carbonica semelhantes até os 39 dias ap6s a semeadura (DAS) e,

entdo, decresceu até o final do experimento, sendo sempre superior no tratamento que recebeu Zn.

Tabela 3. Atividade de anidrase carbonica, expressa em segundos 2 mL™! de solugdo, e zinco absorvido por plantas de
milho, mg planta !, cultivadas em substrato de areia lavada que recebeu solugo nutritiva com doses crescentes de zinco.

Tratamento Anidrase Carbonica Zn Absorvido
DO 281.78 £114.66 C 0.54+0.24B
D5 584.72 +£107.93 AB 0.96+0.58B
D10 726.64 + 168.30 A 1.42+098B
D20 583.60 +236.84 AB 1.96+1.25B
D40 403.70 £ 134.69 BC 498+285B
D80 457.62 £ 83.49 ABC 8.66 £t 525 A

DO0= controle (sem adigdo de zinco), D5, D10, D20, D40 e D80= tratamentos que receberam doses de 5, 10, 20, 40 e 80
mg Zn kg™! substrato. Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). Médias estdo seguidas do desvio padrao.

Em aveia cultivada em solucio contendo Zn (0.2 mg L") ou nio, o teor do nutriente nas folhas
foi semelhante até os 21 dias ap6s a semeadura (DAS), aumentou até os 49 dias e decresceu até o final

do experimento, sendo superior no tratamento com Zn (WOOD e SIBLY, 1952).

A atividade da anidrase carbonica aumentou significativamente com a dose de zinco até a
concentragdo de 10 mg Zn kg™! de substrato, quando atingiu a sua atividade maxima.

A concentragdo de zinco na planta aumentou significativamente, atingindo o valor maximo na
dose mais elevado.

A menor producdo de massa seca pela planta de milho ocorreu na dose mais elevada de zinco
(80 mg Zn kg™! de substrato) e niio houve diferenca entre os demais tratamentos, indicando que o zinco

presente na semente aparentemente ¢ suficiente para a fase inicial de desenvolvimento do milho.
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A atividade da anidrase carbonico ndo se correlacionou de forma significativa com o teor de

zinco e com a produ¢do de massa seca pela planta de milho.
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