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RESUMO

A agricultura do século 21 enfrenta o desafio de atender a crescente demanda por alimentos
com eficiéncia no uso de recursos e impactos ambientais reduzidos. Nesse sentido, o uso de
nanomateriais como bioestimulantes vegetais tem mostrado resultados promissores. Entre eles
a Arbolina, produto a base de nanoparticulas de carbono do tipo “Carbon Dots”, desenvolvido
por pesquisadores da Universidade de Brasilia em parceria com a Embrapa Hortalicas,
apresenta um grande potencial de uso na agricultura. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos da adicdo de solugdes com diferentes concentragdes de Arbolina e formas de
aplicacdo sobre a produtividade, fisiologia e qualidade dos frutos de morangueiro hibrido
(Fragaria x ananassa Duch) cv. “Portola”. Para isto, um experimento fatorial 2x6 com duas
formas de aplicacdo (via pulverizacdo foliar e via substrato) e seis concentragdes de Arbolina
(0, 20, 40, 80, 160 e 320 mg L) foi instalado em casa-de-vegetacdo. Foram medidos
parametros relacionados as trocas gasosas ¢ a fotossintese, pigmentos fotossintéticos e agticares
soluveis das folhas dos morangueiros; assim como dados biométricos, qualidade fisico-quimica
e composicao nutricional dos morangos. Considerando a média de todas as concentragdes, a
produtividade do tratamento com a aplica¢do de Arbolina via substrato foi 21,9% maior do que
da aplicacdo via pulverizacdo foliar. A produtividade (frutos planta!) aumentou 41% na
aplicagdo de Arbolina, via substrato, na concentragio 6tima modelada de 155,6 mg L', em
relagdo ao controle. A maior parte dos parametros de qualidade e composi¢do dos morangos
ndo foi alterada com adi¢do da Arbolina, com excecdo do teor de lipidios, que foi até 62%
menor nas trés maiores concentragdes utilizadas. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos com relacao aos parametros fisioldgicos analisados. Com as
evidéncias experimentais obtidas foi permitido se chegar a conclusao de que a aplicagao via
substrato de Arbolina em morangueiro ¢ capaz de aumentar a produtividade, com pouca

alteragdo na qualidade dos morangos.

Palavras-chave: Carbon Dots, bioestimulante vegetal, nanoparticula, biometria, fotossintese e

nutri¢ao.



ABSTRACT

21st century agriculture faces the challenge of meeting the growing demand for food with
resource efficiency and reduced environmental impacts. In this sense, the use of nanomaterials
as plant biostimulants has shown promising results. Among them, Arbolina, a product based on
carbon nanoparticles of the “Carbon Dots” type, developed by researchers at the University of
Brasilia in partnership with Embrapa Hortaligas, has great potential for use in agriculture. This
study aimed to evaluate the effects of adding solutions with different Arbolina concentrations
and application forms on yield, fruit quality and physiology of hybrid strawberry (Fragaria x
ananassa Duch) cv. "Portola". For this, a 2x6 factorial experiment with two forms of application
(substrate and foliar spray) and six concentrations of Arbolina (0, 20, 40, 80, 160 and 320 mg
L-1) was installed in a house. vegetation. Parameters related to gas exchange and
photosynthesis, photosynthetic pigments and soluble sugars from strawberry leaves were
measured, as well as biometric data, physicochemical quality and nutritional composition of
strawberries. Considering the mean of all concentrations, the productivity of the substrate
application of Arbolina treatment was 21.9% higher than that of the application of foliar spray.
The productivity (fruits/plant) increased 41% in the substrate application of Arbolina, at the
optimal modeled concentration of 155.6 mg L-1, in relation to the control. Most of the
strawberry quality and composition parameters were not significantly changed with the addition
of Arbolina, except for the lipid content, which was up to 62% lower in the three highest
concentrations used. No significant differences were found between treatments regarding the
physiological parameters analyzed. With the experimental evidence obtained, it was possible
to reach the conclusion that the application via substrate of Arbolina in strawberry can increase

productivity, with little change in the quality of strawberries.

Key words: Carbon Dots, plant biostimulant, nanoparticle, biometrics, photosynthesis and

nutrition.
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1 INTRODUCAO
1.1 PROBLEMATICA E RELEVANCIA

Até o ano de 2050, a demanda por alimentos deverd aumentar em até 50% em fungao
do crescimento populacional e do aumento de consumo (FAO, 2017). Com isso, para atender
essa demanda em crescimento, projeta-se um maior consumo de agua potdvel e energia,
degradacdo ambiental e mudangas climéticas (RODRIGUES, S. et al., 2017). Desse modo, em
muitas partes do mundo, manejos alternativos nos cultivos agricolas tem sido desenvolvidos
com o objetivo de aumentar substancialmente a produgdo de alimentos, mas com impactos
ambientais reduzidos, uma abordagem conhecida como “intensifica¢cdo sustentavel” (DAVIS
et al., 2016). Sob essa perspectiva, algumas solugdes envolvem a reducao do desperdicio de
alimentos, a moderagdo das dietas e o aumento da eficiéncia no uso de recursos (FOLEY et al.,
2011).

Em busca desse objetivo, nas ultimas trés décadas, diversas inovagdes tecnoldgicas
foram propostas. Entre elas, o uso de bioestimulantes do crescimento vegetal apresenta-se como
alternativa promissora (ROUPHAEL; COLLA, 2020). Bioestimulantes vegetais sao
substancias ou microrganismos aplicadas as plantas com o objetivo de aumentar a eficiéncia
nutricional, a qualidade das culturas e/ou a tolerancia a estresses bidticos e abioticos,
independentemente do seu contetido de nutrientes (DU JARDIN, 2015). Substancias himicas,
extratos botanicos e de algas, hidrolisados de proteinas e outros compostos nitrogenados,
quitosana, alguns compostos inorganicos, além de microrganismos benéficos compdem,
atualmente, as principais categorias de bioestimulantes (DU JARDIN, 2015).

Recentemente, contudo, uma nova categoria de bioestimulantes foi proposta: a das
nanoparticulas e nanomateriais (JUAREZ-MALDONADO et al., 2019). Estes sio comumente

definidos como materiais com pelo menos uma dimensdo menor que 100 nm, que possuem
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propriedades que diferem de particulas maiores de mesma composicdo quimica
(INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARDS, 2017). Uma série de trabalhos tem
demonstrado que esses materiais de dimensdes reduzidas sdo capazes de estimular o
crescimento de plantas, aumentar a tolerancia a estresses bidticos e abioticos e, ainda, a
qualidade do produto vegetal quando aplicados em pequenas quantidades, via solugdo nutritiva
ou pulverizagdo foliar (CHOUDHARY et al., 2017; MASWADA et al., 2020; ZAHEDI;
KARIMI; TEIXEIRA DA SILVA, 2020; ZHAO, L. et al., 2020).

Dentre esses materiais, os Carbon dots (CDs), particulas de carbono de diametros de até
10 nm, tem se destacado devido a sua baixa toxicidade, fotoluminescéncia, alta solubilidade em
agua, biodegradabilidade, além de serem produzidos a partir de matérias-primas abundantes e
de baixo custo (LI, Y. et al., 2020a; ZHENG, X. et al., 2015). Devido a essas propriedades, os
CDs apresentam grande potencial para uso agricola, com resultados que incluem a maior
tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos, maior capacidade de absor¢do de
nutrientes, maior taxa de fotossintese, entre outros, os quais podem estimular o crescimento e
produtividade das lavouras (LI, Hao et al., 2018, 2019; L1, Y. et al., 2020b; ZHENG, Y. et al.,
2017a).

Nos ultimos anos, pesquisadores da Universidade de Brasilia em parceria com a
Embrapa Hortalicas desenvolveram um produto a base de nanoparticulas de CDs que tem
demonstrado resultados promissores. A Arbolina ¢ obtida a partir de matéria-prima renovavel
e resultados preliminares demonstraram que ela produz efeitos estimulantes em diferentes
plantas de interesse agricola, tais como milho (Zea mays), feijao (Phaseolus vulgaris), soja
(Glycine max) e eucalipto (Eucalyptus spp.). Contudo, resultados que englobem todo o ciclo da
cultura, as formas de aplicagdo mais eficientes e as concentracdes mais adequadas precisam ser

mais bem exploradas. Além disso, até o0 momento da confec¢do do presente trabalho, ndo foi
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possivel identificar estudos ja publicados com a aplicacdo estimulantes a base de CDs na cultura

do morangueiro, que cresce em importancia econdomica e social no Brasil e no mundo.

1.2 HIPOTESES

e Ha diferenca na resposta das plantas de morangueiro (produtividade, biometria e
qualidade dos frutos, pardmetros relacionados as trocas gasosas e a fotossintese do
morangueiro) em fun¢do da forma de aplicacdo (via substrato e via pulverizacao foliar)

e concentracdes (0, 20, 40, 80, 160, 320 mg L) de Arbolina.

1.3 OBJETIVO

e Avaliar os efeitos da adicao de solu¢des com diferentes concentragdes de Arbolina,
aplicada via pulverizacao foliar ou via substrato, sobre a produtividade, a qualidade dos

frutos, os parametros relacionados as trocas gasosas € a fotossintese do morangueiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DO MORANGUEIRO

O morangueiro cultivado (Fragaria x ananassa Duch) ¢ um hibrido entre duas espécies
americanas que foram levadas a Europa no século XVIII, F. virginiana e F. chiloensis
(BRINGHURST, 2019). E uma planta da familia Rosaceae, assim como a macieira (Malus
domestica), o pessegueiro (Prunus persica) e as framboesas (Rubus idaeus) (LISTON;
CRONN; ASHMAN, 2014). O que conhecemos como morango ¢, na verdade, um pseudofruto,
que corresponde ao receptaculo carnoso da planta, sendo que os frutos verdadeiros sdo as
pequenas pontuagdes que existem em volta deste, chamados de aquénios (VERGAUWEN; DE
SMET, 2019). Podem ser consumidos frescos ou processados, como sucos, geleias e doces e
possuem altos teores de vitamina C, folato e compostos fendlicos (GIAMPIERI et al., 2012).

A producdo mundial de morango cresceu cerca de 40% na ultima década, alcangando
8,9 milhdes de toneladas em 2019 (FAO, 2019). A China desponta como principal produtor,
com 3,2 milhdes de toneladas/ano, o que corresponde a 36% da produ¢do mundial (FAO, 2019).
Outros grandes produtores sao os Estados Unidos, com 1 milhdo de toneladas/ano, México,
com 861,3 mil toneladas/ano e Turquia, com 486,7 mil toneladas/ano (FAO, 2019).

No Brasil, a produgdo anual quase duplicou entre 2006 a 2017, passando de 72.245 para
139.508 toneladas, que sdao produzidos em 12.955 estabelecimentos (IBGE, 2017, 2006). Os
principais estados produtores sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana, Espirito Santo,
Santa Catarina, Distrito Federal e Sao Paulo (IBGE, 2017).

O cultivo do morangueiro no Brasil se da, principalmente, com o uso de mulching, em
campos abertos ou sob tunel baixo. Contudo, o sistema “sem solo” ou hidroponico aumenta a
cada ano (FAGHERAZZI et al., 2017). Nesse caso, o morangueiro ¢ plantado em recipientes

com ou sem substrato, dispostos sobre bancadas de um ou mais niveis, acoplados a um sistema
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de fertirrigacdo, dentro de um ambiente protegido (BORTOLOZZO et al., 2007). Esse tipo de
sistema apresenta melhor utilizagdo do espago da propriedade, menor pressdo de doencas,
melhor ergonomia de trabalho, maior periodo de colheita, além de maior eficiéncia de uso da
agua e de fertilizantes, o que contribui para a sustentabilidade do processo (BORTOLOZZO et
al., 2007; DEPARDIEU et al., 2016).

O Distrito Federal (DF) ocupa a sexta posi¢ao entre os produtores nacionais de morango.
Sdo mais de 300 propriedades rurais que desenvolvem a atividade, principalmente familiares,
que geram mais de 1.500 empregos diretos por ano, chegando a um valor bruto de producdo de
R$ 81,7 milhoes anuais (EMATER-DF, 2020b; IBGE, 2017). O principal polo produtor no DF
¢ a regido de Brazlandia, que concentra 97% das areas destinadas a produg¢do do morangueiro
(EMATER-DF, 2020a). Brazlandia esté localizada a altitude de 1200 m e apresenta caréncia de
chuvas no periodo de maior produgdo (julho a setembro) e alta amplitude térmica diaria, o que
influencia positivamente no cultivo e na qualidade do fruto (FAGHERAZZI et al., 2017).

Trata-se, portanto, de uma cadeia olericola importante para o DF e em crescimento no
mundo todo, capaz de gerar emprego e renda, além de incentivar o desenvolvimento de novas
tecnologias de producdo em busca de uma alta produtividade aliada a um manejo mais

sustentavel.

2.2 BIOESTIMULANTES VEGETAIS - DEFINICOES E IMPORTANCIA

O termo “bioestimulantes vegetais” recebeu diferentes defini¢gdes ao longo dos anos.
Kauffman et al. (2007) definiram bioestimulantes como materiais que ndo sao fertilizantes, mas
que promovem o crescimento de plantas, quando aplicados em pequenas quantidades. Em 2012
e 2015, Du Jardin propos defini¢des de bioestimulantes com base numa extensa revisdo de
artigos e status regulatorio dos Estados Unidos e da Unido Europeia (UE) (DU JARDIN, 2015,

2012). A mais recente definicdo apresentada pelo autor foi: “Um bioestimulante vegetal ¢
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qualquer substancia ou microrganismo aplicado as plantas com o objetivo de melhorar a
eficiéncia nutricional, a tolerancia a estresses abidticos e/ou caracteristicas de qualidade da
cultura, independentemente do seu teor de nutrientes” (DU JARDIN, 2015). O autor ainda
propds algumas categorias de bioestimulantes, tais como: i) acidos himicos e fulvicos; ii)
hidrolisados de proteinas e outros compostos nitrogenados; iii) extratos de algas e botanicos;
iv) quitosana e outros biopolimeros; v) compostos inorganicos; vi) fungos benéficos e vii)
bactérias benéficas (DU JARDIN, 2015).

Recentemente, a UE, sob a regulacdo 2019/1009, definiu que “Um bioestimulante de
planta deve ser um produto fertilizante cuja fungao é estimular processos de nutri¢ao de plantas
independentemente do conteido de nutrientes no produto, com o tnico objetivo de melhorar
uma ou mais das seguintes caracteristicas da planta ou da rizosfera da planta: i) eficiéncia do
uso de nutrientes, ii) tolerancia ao estresse abidtico, iii) caracteristicas de qualidade ou iv)
disponibilidade de nutrientes confinados no solo ou rizosfera” (EUROPEAN UNION, 2019).

No Brasil, a legislagdo ndo contempla o termo “bioestimulante” e produtos com essa
natureza, como as substancias huimicas, aminoacidos e extrato de algas, sdo regulamentados
pela legislacao de fertilizantes (Decreto n® 4.954 de 14 de janeiro de 2004), enquadrando-se
como “Biofertilizantes” (BRASIL, 2006). No referido Decreto, biofertilizante ¢ definido como:
“Produto que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas,
capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando
a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante” (BRASIL, 2006).
A Instru¢ao Normativa (IN) n° 61, de 8 de julho de 2020, ainda subdivide esse tipo de produto
nos seguintes grupos: i) biofertilizante de aminodcidos; ii) biofertilizante de substancias
humicas; iii) biofertilizante de extratos de algas ou algas processadas; iv) biofertilizante de
extratos vegetais; v) biofertilizante composto e vi) outros biofertilizantes que venham a ser

aprovados pela pesquisa brasileira oficial ou credenciada (BRASIL, 2020). Observa-se que,
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diferentemente da defini¢do de bioestimulantes de Du Jardin (2015), fungos e bactérias
benéficos sdo excluidos dessa classe de produtos, sendo contemplados pela classe dos
inoculantes (BRASIL, 20006).

O mercado mundial de bioestimulantes foi avaliado em 2,5 bilhdes de dolares em 2019,
e estima-se que atinja 5,35 bilhdes até 2027, apresentando uma taxa de crescimento anual de
10,65% no periodo desta projecdo (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2020). Além disso, ¢
grande o interesse cientifico pelo tema e uma rapida pesquisa pelo termo “plant biostimulants”
no Google Académico, englobando os ultimos 10 anos, retorna aproximadamente 15.400
resultados, entre artigos cientificos e livros e, ainda, mais artigos pesquisando-se termos
relacionados (e.g., seaweed extracts, humic substances, PGPR, AMF e chitosan) (GOOGLE

ACADEMICO, 2021).

2.3 NANOPARTICULAS E NANOMATERIAIS EM PLANTAS

Com o avanco da nanotecnologia na agricultura, uma nova classe de bioestimulantes
vem sendo proposta, a dos nanomateriais e nanoparticulas JUAREZ-MALDONADO et al.,
2019). Nanomateriais sdo comumente definidos como materiais com pelo menos uma dimensao
na nanoescala entre 1 e 100 nm, os quais possuem caracteristicas fisico-quimicas que os diferem
de objetos maiores de mesma composi¢do quimica (INTERNATIONAL ORGANIZATION
OF STANDARDS, 2017). Nanomateriais que possuem todas as suas dimensodes na nanoescala
e que os comprimentos do eixo maior € menor nao diferem significativamente se enquadram
como nanoparticulas (INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARDS, 2017).
Categorias importantes desses materiais sdo os nanomateriais de carbono [e.g., fulerenos,
nanotubos de carbono (CNTs), grafeno e CDs], nanoparticulas de metais, semi-metais e nao-
metais (e.g., ouro, prata, cobre, silicio, 6xidos de zinco e de ferro) e ainda os de natureza

organica e polimérica, como a quitosana (KHAN; SAEED; KHAN, 2019; MUKHERIJEE et al.,
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2016). As dimensodes reduzidas desses materiais resultam em propriedades elétricas, mecanicas
e Opticas Unicas, as quais podem ser utilizadas para o desenvolvimento de materiais voltados
para a captagdo de energia, eletronica, mecanica, farmacia, medicina e agricultura (DUHAN et
al., 2017, KHAN; SAEED; KHAN, 2019).

Na agricultura, a nanotecnologia apresenta-se como potencial ferramenta para o
desenvolvimento de produtos destinados a protecdo das plantas, contra estresses abidticos,
engenharia genética e nutricdo das plantas (CHHIPA, 2017; LV et al., 2020; SHARMA;
DEWANIJEE; KOLE, 2016; ZAHEDI; KARIMI; TEIXEIRA DA SILVA, 2020; ZHAO, L. et
al., 2020).

A aplicacdo de nanoparticulas via solo, tratamento de sementes ou pulverizacao foliar
tem mostrado efeitos positivos sobre o crescimento de plantas (ZHAO, L. et al., 2020). Por
exemplo, a aplicacdo de diferentes concentragcdes de nanoparticulas de ferro, 6xido de zinco,
cobre e cobalto via tratamento de sementes aumentou a germinagdo das sementes € o
crescimento das plantas de soja (HOE et al., 2018). Nanoparticulas de prata sdo capazes de
melhorar a germinagdo das sementes, a emergéncia das plantulas e a produtividade de melancia
(Citrullus lanatus) (até 35,6% comparado ao controle) quando aplicadas via condicionamento
osmotico das sementes (ACHARYA et al., 2020). Nanoparticulas de 6xido de zinco aplicadas
no solo aumentaram a tolerancia a seca e a aquisicdo de nitrogénio e potassio em sorgo
(Sorghum bicolor), o que resultou em maior produtividade (22—183%) e qualidade dos graos
quando as plantas foram cultivadas em condigdes de estresse hidrico (DIMKPA et al., 2019).
Ja nanoparticulas de silicio, aplicadas de forma conjunta no solo e nas folhas, aumentaram o
numero de flores, o seu diametro e massas fresca e seca em caléndula (Tagetes erecta L.), assim
como o periodo de florescimento (ATTIA; ELHAWAT, 2021).

A aplicagdo de nanomateriais de carbono também tem demonstrado efeitos benéficos no

desenvolvimento de cultivos agricolas. Lahiani et al. (2013), por exemplo, observaram que
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CNTs aplicados as sementes aumentaram a germinagao e crescimento de soja, milho e cevada
(Hordeum vulgare) e relacionaram esses efeitos a expressdo de genes de canais de agua
localizados em sementes (aquaporinas). CNTs aplicados via sementes também estimularam a
germinagdo e crescimento de arroz (Oryza sativa), assim como aumentos em parametros
fisiolégicos como a condutancia estomadtica, a concentracdo de clorofila e a eficiéncia
fotossintética, resultando em uma maior produtividade (até 25%) (JOSHI et al., 2020). J& outro
tipo de nanomaterial de carbono, o fulerol [Cso(OH)20], aplicado em sementes de meldo-de-sao
caetano (Momordica charantia), aumentou em 54% a biomassa das plantas, resultando em um
aumento de 128% na produtividade e de até 91% em compostos medicinais (KOLE et al.,
2013). O fulerol, quando aplicado via foliar, aumentou a tolerancia ao estresse hidrico em
beterraba (Beta vulgaris) e em colza (Brassica napus) (BORISEV et al., 2016; XIONG et al.,
2018).

E importante observar, contudo, que os efeitos bioestimulantes de nanomateriais e
nanoparticulas dependem da concentracdo aplicada e que maiores concentragdes podem
acarretar toxidez tanto nas plantas quanto na microbiota do solo (KANWAR et al., 2019;

RAFFI; HUSEN, 2019; VERMA et al., 2019).

24 CARBON DOTS

Os CDs, também chamados de Dots de Carbono, Quantum Dots de Carbono, Nanodots
de Carbono ou Quantum Dots de grafeno, sao outra classe de nanomateriais que também tem
despertado grande interesse para o desenvolvimento de produtos (HONG et al., 2015). Foram
descobertos em 2004, quando Xiaoyou Xu ef al. (2004), ao fazerem uma eletroforese em gel de
CNTs, isolaram um tipo de impureza que chamaram de “carbono fluorescente”, que
posteriormente passou a ser sintetizado individualmente como CDs. Os CDs sdo particulas de

geralmente até¢ 10 nm de didmetro, compostas basicamente por carbono, oxigénio e nitrogénio,
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sendo que a percentagem desses atomos ¢ variavel de acordo com o tipo de sintese e dos
reagentes utilizados (LI, Haitao et al., 2012). S0 materiais luminescentes que ainda podem
funcionar como doadores ou aceptores de elétrons (WANG, X. et al., 2009). Os CDs podem
ser obtidos empregando-se diversas fontes de carbono, tais como glicose, glicerol, 4cido citrico,
grafite, além de outros nanomateriais como o fulereno, o grafeno e os CNTs (LIU, C. et al.,
2011; LU et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2017; XU, Xiaoyou et al., 2004; YANG, Z. et al.,
2011; ZHAO, Q. et al., 2008). Podem também ser sintetizados, ainda, a partir de esterco de
ruminantes, sucos de laranja, restos de comida, mel, bagaco de malte, pélen e cabelo
(D’ANGELIS DO E. S. BARBOSA et al., 2015; LIU, S. et al., 2014; PARK et al., 2014;
RODRIGUES, C. et al., 2015; SAHU et al., 2012; WU et al., 2013; ZHENG, Y. et al., 2017a).

A sintese de CDs pode ser feita por diferentes métodos, que sdo divididos em quimicos
ou fisicos. Entre os métodos quimicos estdo a sintese eletroquimica, a oxidagdo quimica, a
sintese por micro-ondas e a sintese hidrotermal (HOU et al., 2015; LI, Haitao et al., 2012; LIU,
C.etal,2011; QIAO et al., 2010; YANG, Z. et al., 2011). Como exemplo de métodos fisicos
estdo a ablacao por laser e o tratamento de plasma (CALABRO; YANG; KIM, 2018; WANG,
J.; WANG; CHEN, 2012).

As diferentes fontes de carbono e métodos de sintese influenciam nas propriedades dos
CDs, podendo gerar tamanhos, propor¢ao de elementos quimicos constituintes e graus de
oxidacdo da sua superficie diferentes nos materiais obtidos (LI, Haitao et al., 2012).
Fluorescéncia, alta estabilidade quimica, biocompatibilidade, elevada capacidade de doagao ou
recepcao de elétrons, baixa toxicidade e alta solubilidade em 4gua sao propriedades comuns aos
CDs (HONG et al., 2015; LI, Haitao et al., 2012; WANG, X. et al., 2009). Devido a elas, os
CDs podem ser aplicados em muitas areas, como no desenvolvimento de sensores, no
carreamento de farmacos e em dispositivos fotovoltaicos (COSTAS-MORA et al., 2014;

D’ANGELIS DO E. S. BARBOSA et al., 2015; HUANG et al., 2014; WANG, Q. et al., 2013).
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Tais propriedades também estimulam a sua aplicagdo na agricultura, juntamente com o seu

potencial efeito no crescimento e produtividade de culturas agricolas (LL, Y. et al., 2020a).

2.4.1 Efeitos da aplicacio de CDs em plantas

Os CDs s6 comegaram a receber atengdo como possiveis estimulantes do crescimento de
plantas a partir do ano 2015, com o estudo pioneiro de Tripathi e Sarkar (2015) em plantulas
de trigo (Triticum spp.). Desde entdo, varios estudos buscaram evidenciar como essas
nanoparticulas sdo absorvidas e transportadas pelas plantas e, também, como poderiam afetar o

seu crescimento, nutri¢do e fisiologia.

2.4.1.1 Formas de Absor¢ao e Transporte

A fluorescéncia de CDs facilita o seu rastreamento em células vivas vegetais e técnicas
como espectroscopia Raman, microscopia eletronica de transmissao e emissao de fluorescéncia
tem revelado a absor¢ao de CDs pelas plantas (LI, Y. ef al., 2020a). Tripathi e Sarkar (2015)
demostraram por meio de imagens de microscopia de fluorescéncia que CDs foram absorvidos
por raizes de plantulas de trigo e que chegaram aos vasos condutores horas apds a aplicacao.
Além disso, observaram o seu acimulo na epiderme e na regido vascular da raiz, por
espectroscopia Raman (TRIPATHI; SARKAR, 2015). W. Li ef al. (2016) e M. Zhang et al.
(2018a) também observaram comportamento semelhante em estudos com feijao mungu (Vigna
radiata), empregando microscopia confocal e eletronica. Esses autores demonstraram que os
CDs sao absorvidos pelas raizes e transportados até as folhas pelos vasos condutores por via
apoplastica, se acumulando nos vasos e espagos intercelulares.

Y. Zheng et al. (2017a) utilizaram avaliacdes macroscopicas e microscopicas sob

excitagdo com luz UV para demonstrar a forte emissdo de fluorescéncia azul em plantas de
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alface (Lactuca sativa) tratadas com solugdo de 1 mg mL™! de CDs, em meio hidroponico. Esta
fluorescéncia foi exibida nas nervuras foliares, no caule e principalmente nas raizes, assim
como na superficie das células, indicando entrada dos CDs pela parede celular (ZHENG, Y. et
al., 2017a). Estes resultados indicam que os CDs podem ser transportados da solu¢do nutritiva
para os vasos condutores tanto por vias apopléstica quanto simplastica, junto com a agua, por
corrente transpiratoria (ZHENG, Y. et al., 2017a). J4 Hao Li et al. (2018) e H.-Wang et al.
(2018) utilizaram células de cebola (4llium cepa) para relatar que CDs (~5nm) entraram nas
células e se acumulam no nucleo, indicando que CDs poderiam gerar modificagdes
cromossOmicas ou regulacdes génicas nas plantas (LI, Hao et al., 2018).

Poucos estudos tratam da absor¢do via foliar de CDs. Recentemente, Hu et al. (2020)
investigaram como o tamanho e o potencial { (indicador da carga superficial) de nanoparticulas
hidrofilicas (CDs, CeO2 e Si0Oy) influenciam a eficiéncia de absorcdo foliar e o transporte em
algodao (Gossypium hirsutum) (dicotiledonea) e milho (monocotiledonea). Descobriram que
nanoparticulas com tamanhos menores que 20 nm e 11 nm, respectivamente para algodao e
milho, e carga positiva, exibiram as maiores eficiéncias de absor¢ao foliar em células-guarda,
espaco extracelular e cloroplastos (HU et al., 2020). Além disso, observaram que formulagdes
de CDs com surfactantes (Silwet L-77) foram cruciais para melhorar a adesao e rapida absorg¢ao
(<10 min) das nanoparticulas pelos estdmatos (HU et al., 2020). Xiaokai Xu et al. (2020)
empregaram alcool polivinilico adesivo (PVA) para encapsular CDs fluorescentes, como forma
de prolongar a sua retengao foliar, e observaram que a fluorescéncia se concentrava, sobretudo,
nas células-guarda, indicando a entrada dos CDs pelos estdmatos (XU, Xiaokai et al., 2020).
Além disso, a fluorescéncia se manteve mesmo apos a lavagem das folhas com agua,
evidenciando a liberacao controlada dos CDs pelas capsulas de PVA.

Com base no exposto, € possivel verificar que os CDs podem ser absorvidos tanto pelas

raizes quanto pelas folhas das plantas. Contudo, caracteristicas como tamanho e cargas
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superficiais dos CDs, assim como a formulacdo da solucdo e a concentragao aplicada, podem

influenciar fortemente nas respostas vegetais.

2.4.1.2 Efeitos sobre o crescimento, nutrigdo e fisiologia

A superficie dos CDs contém grupos hidrofilicos (—OH e “COOH) que se ligam a
moléculas de 4gua ou ions, permitindo que esses entrem na planta junto com os CDs (LI, Y. et
al., 2020a). Além disso, a alta densidade de cargas superficiais, comuns as nanoparticulas,
permite a interagdo com grupos especificos na superficie celular, podendo alterar o potencial
elétrico transmembrana e modificar a atividade de proteinas integrais de membrana (JUAREZ-
MALDONADO et al., 2019).

Os primeiros efeitos desses processos podem ser vistos na germinacdo de plantas.
Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum), arroz, feijdo mungu e Arabidopsis thaliana
conseguiram absorver até¢ 143% mais dgua apos serem tratadas com solucdes contendo CDs,
acelerando a germinagao (LI, Hao et al., 2018, 2019; ZHANG M. et al., 2018a). Similarmente,
Kou et al. (2021) observaram que CDs aumentaram o conteudo de agua, aceleraram a
germinagdo e promoveram a elongacao do hipocétilo e da radicula em tomateiro. Esses eventos
foram relacionados a expressdo diferenciada de genes que codificam proteinas de aquaporina,
que permitem transportar dgua, gases, nutrientes e outras pequenas moléculas, além de regular
a abertura dos estomatos, a resposta a estresses e até o crescimento reprodutivo (KOU et al.,
2021; MAUREL et al., 2015).

Outra decorréncia desses processos sdo mudancas na absor¢do de nutrientes. Y. Zheng
et al. (2017b), por exemplo, observaram que a adi¢do de CDs (3,5 mg L™!) via hidroponica em
couve-da-Maldsia (Brassica chinensis var. parachinensis) aumentou a absorcdo de potassio
(42%), inibiu o acumulo de nitratos (-24,96%) e aumentou os agtcares soluveis das folhas

(126%), resultando em aumentos da massa fresca de raizes (66%) e da parte aérea (69%). D.
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Yang et al. (2019), por sua vez, constataram que CDs aplicados via solugdo nutritiva (50 mg L~
') aumentaram a taxa de transporte de ferro em meldo (Cucumis melo) (134%), em solugio
contendo 0,7 mg L™! de ferro. J4 Hao Li ef al. (2019) mostraram que CDs conseguem adsorver
vérios fons metalicos em solu¢do e que a sua aplicagdo (560 mg L) em Arabidopsis thaliana
aumentou o conteudo desses ions na planta.

A aplicacdo de CDs também provoca respostas fisiologicas relacionadas a regulagao
osmotica das plantas (TAN et al., 2021; ZHENG, Y. et al., 2017a). Y. Zheng et al. (2017a)
relataram aumentos na condutancia estomatica (100%) e a taxa transpiratdria (40%) de alface
em tratamentos com CDs (10 a 30 mg L) via hidroponia. A massa seca das raizes aumentou
em até 51% e a massa seca da parte aérea em até 48% nessa mesma faixa de concentragdes
(ZHENG, Y. et al., 2017a). J& Tan et al. (2021) observaram aumentos de 56% e 18% nas
condutincias estomaticas de arroz e milho, respectivamente, e na taxa de assimilag@o liquida
de carbono (56% e 16%, respectivamente) com a aplica¢do foliar de CDs (150 mg L), obtendo
um aumento de 20,9% na altura de milho e 4,8% na altura de arroz.

O fato de os CDs serem bons doadores e receptores de elétrons também gera respostas
na fotossintese das plantas. Chandra et al. (2014) propuseram a atividade desses compostos
como intermediarios no processo de transferéncia de elétrons da fotossintese. Constataram que
CDs fluorescentes funcionalizados com amina podem se conjugar fortemente sobre a superficie
do cloroplasto e transferir elétrons para este, afetando a transferéncia de elétrons nas reagdes
luminosas da fotossintese (CHANDRA et al., 2014). Plantulas de feijao tratadas com CDs
apresentaram aumento de 10,4% na atividade do fotossistema I e uma taxa de transferéncia de
elétrons 8,8% maior neste mesmo fotossistema, sem efeito no fotossistema II (WANG, H. et
al., 2018). Ja aumentos de até¢ 25% nas taxas de transporte de elétrons do fotossistema II de
folhas de alface tratadas com CDs aplicados via solugdo nutritiva foram observados por W. Li

et al. (2018).

25



Diversos estudos com a aplicagdo de CDs as plantas também relatam o aumento da
atividade da enzima Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (RuBisCO) (LI, Y. et al.,
2020a). A RuBisCO atua na primeira fase do ciclo de Calvin, catalisando a reacdo da ribulose-
1,5-bifosfato com o didxido de carbono, sendo essencial na fixagdo de carbono pela planta na
forma de carboidratos (TAIZ; ZEIGER, 2017). Hao Li et al. (2018), por exemplo, observaram
que a aplicagio de CDs (560 mg L") em cultivo hidropdnico de arroz aumentou a atividade da
enzima RuBisCO em 42% e a geragdo de carboidratos nas folhas em 60%. Em outros estudos
com feijdo mungu, Arabidopsis thaliana e a microalga Chlorella vulgaris, a atividade da
RuBisCO e o acimulo de carboidratos também aumentaram como resultado da aplicagdo de
CDs (LI, Hao et al., 2018, 2019; WANG, H. et al., 2018; ZHANG M. et al., 2018b).

Outra forma que CDs podem estimular a fotossintese ¢ baseada na propriedade dessas
nanoparticulas emitirem de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda, sob excitacao
em luz UV e, assim, podem funcionar como conversores de luz UV em luz azul ou vermelha,
que podem ser utilizadas pelas plantas (LI, D. et al., 2020; SAl et al., 2018; WANG, X. et al.,
2009). Sai et al. (2018) injetaram CDs com emissao de luz azul, sob a irradiagdo de 6W de luz
UV, em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum) e observaram aumento de 18% na taxa
fotossintética. J& D. Li et al. (2020) observaram aumento de 28% na taxa de transferéncia de
elétrons em folhas de alface tratadas com CDs emissivos na regido de luz vermelho-distante, o
que resultou em aumentos de 51,14% na massa fresca e 24,60% na massa seca das folhas.
Recentemente, Y. Li et al. (2021) relataram que a aplicagdo via foliar de CDs (300 mg L)
com emissdo de luz azul em arroz aumentou a taxa de transporte de elétrons (29,81%), a
eficiéncia do fotossistema II (29,88%), o conteudo de clorofila (64,53%) e a atividade da
RubisCO (23,39%), resultando em maior altura (18,99%) e massa seca da parte aérea (64,31%)

e de raizes (61,79%) (L1, Y. et al., 2021).
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Contudo, nem sempre os efeitos observados com a aplicacdo de CDs em plantas sdo
positivos. Chen et al. (2016), por exemplo, observaram que a adi¢do semanal de 1000 e 2000
mg L de CDs, via solugdo nutritiva, reduziram a massa seca de raizes de milho em 57 e 68%,
respectivamente. A massa fresca da parte aérea foi reduzida em 38 e 72%, tendo os autores
também reportado aumento no conteudo de H>O., peroxidagao lipidica e atividade de enzimas
antioxidantes na dose de 2000 mg L™'. Recentemente, Yan et al. (2021) demostraram que a
adicdo de 40 mg L' de CDs no meio nutritivo inibiu o crescimento da zona meristematica da
raiz primaria em Arabidopsis thaliana, evento que foi relacionado a reducdo da transcricao de

genes associados a biossintese de auxina, reparo de DNA e regulacdo do ciclo celular.

2.4.1.3 Efeitos na produtividade e qualidade das culturas

Os diversos efeitos de CDs na fisiologia e no crescimento de plantas podem resultar em
aumentos na produtividade e qualidade de cultivos agricolas (LI, Y. et al., 2020a). Y. Zheng et
al. (2017a) obtiveram aumento de até 60,31% em massa fresca de alface hidropdnica com
aplicacdo de CDs na solucdo nutritiva (30 mg L™!). Além disso, os CDs reduziram o contetido
de nitrato nas folhas em até 33%, sem afetar outros parametros de qualidade, tais como os teores
de 4cido ascorbico, acucares soluveis e proteinas soluveis (ZHENG, Y. et al, 2017a).
Aumentos na produtividade de arroz (14,8%) e no conteudo de carboidratos dos graos (~100%)
foram observados com aplicagdo de 560 mg L! de CDs na solugdo nutritiva (LI, Hao et al.,
2018). Hao Li ef al. (2019), aplicando a mesma dose de CDs na solu¢do nutritiva, relataram
aumentos similares (~20%) na produtividade de soja, tomateiro, berinjela (Solanum
melongena), melancia, rabanete (Raphanus sativus), aipo (Apium graveolens) e repolho
(Brassica oleracea var. capitata). Recentemente, Kou et al. (2021) relataram aumentos na
produtividade de alface e tomateiro com a aplicacdo de CDs em diferentes concentragdes (66 €

132 mg L"). Além disso, foram relatados aumentos nos teores de vitamina C e aglicares soltveis
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das duas plantas e no teor de proteinas soliiveis de tomate, para essas mesmas concentragdes

(KOU et al., 2021).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E TRANSPLANTIO

Mudas de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) cultivar “Portola” foram
importadas congeladas da Espanha, tendo sido adquiridas de um revendedor da regido
administrativa de Brazlandia, no DF, no més de maio de 2020. As mudas foram acondicionadas
por um dia em refrigerador a 5 °C e, posteriormente, permaneceram por 6 h a temperatura
ambiente. Apds, foram podadas em tamanho padrdo (aproximadamente 5 cm de raizes) e
imediatamente plantadas em bandejas plasticas contendo 50 células quadradas, as quais foram
preenchidas com substrato Vivatto® (136 ml célula™). As mudas foram entdo aclimatadas por
14 dias em casa-de-vegetacao, sendo posteriormente selecionadas por uniformidade de tamanho
e transplantadas (uma muda por vaso) para vasos plasticos com capacidade para 3 L
preenchidos com substrato Amafibra® tipo 98, a base de fibra de coco com as seguintes
caracteristicas: condutividade elétrica de 0,9 mS cm'; capacidade de retencdo de 4gua de

400 mL L' de substrato e densidade de 150 kg m™.

3.2 OBTENCAO DA ARBOLINA
Os CDs usados nesse experimento, de nome comercial Arbolina, foram produzidos pela
empresa Krilltech S.A., Sao Paulo, SP, Brasil. O produto ¢ um so6lido preto quebradico e soluvel
em agua. Com base na IN n° 25, de 23 de julho de 2009, a classificacdo na qual se enquadra a
Arbolina ¢ a de fertilizante organomineral classe A (BRASIL, 2009). As caracteristicas fisicas

e quimicas do produto estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas da Arbolina

Composic¢ao elementar C:61% H:6,3% |N:21,3% |0:11,4%
Teor de Carbono Orgéanico Total 67%

Formato Esferoidal

Tamanho 3,1 nm

Composic¢ao da superficie C: 67,4% N:11,6% 0:21%
Grupos superficiais predominantes C=0 C=N C=C O-H
Regido de emissdo maxima de luz 440 a 530 nm

O produto também foi submetido a andlise toxicologica. Em ensaio de viabilidade
celular, usando células de pele humana (HCAT), o tratamento com 1 g L' de Arbolina ndo
diferiu do controle (RODRIGUES, C. et al., ndo publicado). Em outro experimento com
zebrafish (Dano rerio), peixe comumente utilizado para avaliar os efeitos nocivos de
contaminantes em corpos hidricos, a viabilidade dos ovos do animal tratados com Arbolina (1,4
g L1 nédo diferiu do controle (RODRIGUES, C. et al., ndo publicado). Em experimento com
camundongos da linhagem balb/c, o tratamento com administra¢do intraperitoneal de 10 mg kg
! de Arbolina ndo diferiu do controle quanto a marcadores bioquimicos da satde do figado e

dos rins dos animais (RODRIGUES, C. et al., ndo publicado).

3.3 LOCALIZACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO E DELINEAMENTO

EXPERIMENTAL

O experimento foi iniciado em junho de 2020, sendo conduzido em ambiente protegido
(Figura 1), na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, localizado a
altitude de 1.004 metros e coordenadas geograficas de 15°44°11” de latitude Sul e de 47°52°50”
longitude a Oeste, onde permaneceu até novembro de 2020, totalizando 160 dias apos o

transplantio (DAT).
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O experimento seguiu um esquema fatorial 2x6, com duas formas de aplicacdo:
pulverizacdo foliar e aplicacdo via substrato, e seis concentra¢des de Arbolina (0, 20, 40, 80,
160 e 320 mg L"), 6 repeti¢des e delineamento em blocos casualizados, totalizando 72 parcelas.

Cada parcela correspondeu a um vaso com uma unica planta de morangueiro.

Figura 1. Distribuicdo dos vasos com as plantas de morangueiro em casa-de-vegetacao,
localizada na Estacao Experimental de Biologia, Brasilia, DF.

3.4 APLICACOES DE ARBOLINA

As solugdes contendo Arbolina foram aplicadas nas plantas de morangueiro a cada 14
dias, sendo a primeira aplicagao realizada aos 16 dias apds o transplantio (DAT) e a ultima aos
156 DAT, totalizando 10 aplicagdes. O preparo das solucdes foi feito no mesmo dia da
aplicacdo com a pesagem da formulagao em p6d de Arbolina em balancga de precisao e dissolugao
fracionada em agua para a obtencdo das concentragdes de aplicacdo. Nos tratamentos que
avaliaram a adi¢cdo da Arbolina via substrato, foram aplicados 200 mL de solucao por planta,

abaixo das folhas e na projecao da copa. Ja nos tratamentos com aplicacdao via pulverizagao
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foliar, foram pulverizados aproximadamente 50 mL de solucdo por planta, por aplicagdo, com

pulverizador manual com capacidade de 400 mL.

3.5 FERTIRRIGACAO E TRATOS CULTURAIS

As plantas foram fertirrigadas com solucdo nutritiva especifica para a cultura do morango,
mantendo-se o controle do pH (entre 5,6 e 6,5) e condutividade elétrica (1,2 mS na fase
vegetativa e 1,5 mS na fase reprodutiva, de acordo com Furlani e Junior (2004) (Anexo 1Anexo
2). A fertirrigagdo foi manual, com aplicacdo de 250 mL por planta uma vez ao dia, com
exce¢do nos dias das aplicagdes de Arbolina, em que ndo houve fertirrigagdo. Pulverizagdes
com solugdes contendo acido borico (0,5 g L) e nitrato de calcio (1,3 g L) foram feitas quando
detectados sintomas de deficiéncia visuais, no ter¢o final do experimento. Podas de estoldes
foram feitas semanalmente, assim como a retirada de folhas senescentes. Uma caixa de abelhas

jatai foi colocada na casa-de-vegetacdo para polinizagdo do morangueiro.

3.6 PRODUTIVIDADE E AVALIACOES BIOMETRICAS DOS FRUTOS

As colheitas de morangos maduros foram feitas uma ou duas vezes por semana,
conforme a necessidade, com inicio aos 53 DAT e final aos 154 DAT, totalizando 101 dias
contabilizados de produgdo. Foram considerados como maduros os morangos com no minimo
75% de cor vermelha brilhante na superficie do fruto (CANTILLANO; DA SILVA, 2010). A
produtividade final, correspondente a soma de todas as colheitas por planta, foi expressa em g
planta’!. Os morangos de cada parcela foram contados e pesados separadamente em balanga de
precisdao (BEL Engineering, S2202). As medidas de comprimento (eixo longitudinal) e largura
(eixo transversal) foram feitas com paquimetro digital (Stainless Hardened, A¢o inox 150 mm

/ 6"), em amostra aleatéria de 3 morangos por parcela, por colheita.
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3.7 TROCAS GASOSAS E EFICIENCIA DE USO DA AGUA

Aos 158 DAT, as plantas foram avaliadas quanto a assimilagao liquida de CO» (A, pmol
CO2 ms™), taxa de transpiracio (E, mmol H2O m™s™), condutincia estomatica (gs, mol H.O
m2s) e concentragio interna de CO2 (Ci, pmol de CO2 mol!), empregando-se um analisador
portatil de fotossintese por radiagdo infravermelha [IRGA (LI-COR, LI-6400XT)]. A eficiéncia
de uso da 4gua (EUA) foi quantificada pela relacdo (A/E). As medi¢des foram feitas em folhas
adultas e sadias localizadas no terco mediano das plantas, no periodo da manha. Cada medida
foi obtida 3 vezes para cada folha, com intervalos de 1 segundo entre as marcagdes. A
concentracao de CO; injetada artificialmente na camara de assimilacao do IRGA foi fixada em
400 umol mol'; a densidade de fluxo de ar em 300 umol s! e intensidade luminosa total em

1000 pmol m2 s\,

3.8 CLOROFILA E CAROTENOIDES

A medida da clorofila foi realizada pelo método proposto por Moran e Porath (1980),
empregando-se o extrator N,N — Dimetilformamida (DMF). Discos de 6 mm das folhas foram
coletados aos 160 DAT, colocados em tubos de 2 mL de cor ambar contendo 1,5 mL de DMF
gelado (3 discos por tubo) com posterior repouso por 48 h, a 4 °C, até a extracdo completa dos
pigmentos. A determinacdo foi feita em espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific,
Evolution 200 series) com resolu¢do de 1 nm, nos comprimentos de onda de 663,8 nm e 646,8
nm para clorofilas a (equagdo (1) e b (equagdo (2). As medidas para carotenoides (Cx) foram
realizadas no mesmo extrato, em 480 nm, conforme a equagdo 3 (WELLBURN, 1994).

Chl, = 11,65A¢435 — 2.69A¢465 (1)

Chlb S 20'81A646.8 - 4'53A663.8 (2)
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_ 1000A,g0 — 0.89Chl, — 52,02Chl, (3)
N 245

Cx

Em que:
Chl, = Clorofila a
Chly= Clorofila b

Cx = caroteinoides

Ase3 8 = absorbancia a 663,8 nm;
Ass68 = absorbancia a 646,8 nm;

Ayg0 = absorbancia a 480 nm.

Todos os componentes de clorofila e carotenoides foram expressos em pug mL™.

3.9 ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS NAS FOLHAS

Amostras de folhas saudaveis e completamente expandidas foram coletadas aos 160
DAT e imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido. Posteriormente, foram liofilizadas
e moidas para a determinacdo de agucares soluveis totais nas folhas (AST), de acordo com
Dubois et al. (1956). Para isto, realizou-se extragdo dos aglcares em etanol a 80%, com
posterior incubagao em banho-maria (80 °C), por 20 minutos. O material foi entdo centrifugado
(10.000 rpm, 10 minutos) e o sobrenadante foi coletado para analise. Esse processo foi repetido
quatro vezes, até completar aproximadamente 2 mL de solugdo extraida. A quantificacao foi
feita por meio do desenvolvimento de coloracdo a partir de fenol (5%) e é4cido sulfurico
concentrado, com leitura da absorbancia de 490 nm em espectrofotometro UV-VIS (Thermo

Scientific, Evolution 200 series).
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3.10 QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DOS MORANGOS

3.10.1 Obtencao das amostras

As amostras para analise da qualidade fisico-quimica dos morangos e de composigdo
foram obtidas entre os 113 e 149 DAT. Os frutos foram acondicionados em sacos plasticos Zip

Lock e mantidos congelados a -18 °C, até o momento das analises.

3.10.2 pH

Para a determinagao do pH, efetuou-se a mistura de aproximadamente 5 g de amostra
triturada em liquidificador (polpa) para 50 mL de 4gua destilada. A leitura do pH foi realizada

utilizando-se pHmetro (Tecnal, Tec-5-MP) previamente calibrado (IAL, 2008).

3.10.3 Acidez Total Titulavel (ATT)

A ATT foi determinada por titulagio com hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 mol L' e
indicador fenolftaleina. Foram utilizadas aproximadamente 5 g de polpa para 50 mL de 4agua

destilada. Os resultados foram expressos em porcentagem de acido citrico (IAL, 2008).

3.10.4 Solidos Soluveis Totais (SST)

O teor de SST da polpa foi determinado com refratdmetro digital portatil (Atago, PAL-
1). Duas gotas de cada amostra homogeneizada foram dispostas sobre o equipamento e os
resultados foram expressos em °Brix (AOAC, 2011). Com os dados de SST e ATT, obteve-se

arelagdo SST/ATT.
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3.10.5 Avaliacao da coloracao dos frutos

A coloragdo de morangos foi avaliada usando o colorimetro (Konica Minolta Sensing
Americas, Inc., CR-400). Foram obtidas diretamente as coordenadas de luminosidade (L*), em
que L*=0 ¢ preto e L=100 ¢ branco; satura¢do de cor (C*), em que valores menores indicam
coloracdo palida e valores maiores coloracdo intensa; e a tonalidade de cor (h*), que ¢ um
angulo, em que 0° corresponde a cor vermelha, 90° amarelo, 180° verde e 270° azul

(MCGUIRE, 2019).

3.11 COMPOSICAO QUIMICA DA POLPA DOS FRUTOS

3.11.1 Umidade

A umidade foi determinada por método gravimétrico em estufa, em dois estagios. Para
isto, aproximadamente 20 g de polpa de cada amostra foram pesadas em cadinhos de porcelana
e, em seguida, levados a estufa a 40 °C e posteriormente a 105 °C, até peso constante (IAL,
2008). O teor de umidade foi calculado utilizando-se a equagdo (4.

100 x mp (4)

Umidade (g 100g~1) = i

Em que:
mp = massa perdida (g);

M = massa da amostra (g).

3.11.2 Teor de proteina bruta

O teor de proteina bruta foi determinado utilizando-se o método de Kjeldahl, de acordo

com procedimento 991.22 da Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 2011).
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Amostras da polpa dos frutos passaram por processo de digestdo com acido sulfurico (H2SO4)
concentrado, a 450 °C com posterior neutralizagio com hidréxido de soédio 12,5 mol L' e
destilagdo em destilador Kjeldahl. Posteriormente, o destilado foi titulado com acido cloridrico
(HC1) 0,1 mol L', O teor de proteina, expresso em base imida, foi obtido conforme a equacio

5.

VicixNyciX frcix14x100xFP (5)
1000 x M

Proteinas (g 100g™1) =

Em que:

VHci = volume de HCI gasto na titulagao;
Nucr = normalidade do HCI gasto na titulagao;
frc = fator de correg¢ao do HCI;

M = massa da amostra (g);

FP = Fator de proteina (6,25)

3.11.3 Teor de lipidios

A quantificagdo de lipidios foi realizada empregando-se extrator de gordura (Ankom,
XT10), utilizando-se éter de petroleo como solvente, durante o periodo de 1 h (AOCS, 2004).

O teor de lipidios, expresso em base umida, foi obtido conforme a equagao (6.

100 x my, (6)

Lipidios (g 100g™1) = i

Em que:
mr = massa de lipidios (g);

M = massa da amostra (g).
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3.11.4 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi obtido apods calcinagdo da amostra em mufla (600 °C) (EDG
Equipamentos, EDGCON 3P), conforme o método 945.45 da AOAC (2002). O teor de cinzas
foi calculado utilizando-se a equagdo (7 e os resultados foram expressos em base imida.

100 x m, (7)

Ci 100g71) =
inzas (g g b T

Em que:
m. = massa de cinzas (g);

M = massa da amostra (g)

3.11.5 Teor de carboidratos

O teor de carboidratos, em base umida, foi obtido por diferenca entre o total
(100g 100g™) e a soma dos teores de umidade, de proteinas, de lipideos e de cinzas, de acordo

com o método 986.25 da AOAC (2002).

3.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Para os dados de produtividade, os
resultados foram ajustadas curvas de regressao. Ja os demais dados foram submetidos a teste
de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade, em que barras marcadas com
letras diferentes apresentaram diferenga significativa. O desvio padrao ¢ mostrado como a barra
de erro nos graficos. Realizou-se andlise de correlacao de Pearson a 5% de probabilidade entre
as variaveis fisioldgicas, bioquimicas e a produtividade. Utilizou-se o software SPEED Stat v.
2.4 para a analise estatistica dos dados e o Prism — Graphpad v. 9 para a construgdo das figuras

(DE CARVALHO; MENDES, 2018; GRAPHPAD SOFTWARE, 2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE FRUTOS

A produtividade de morangueiro apresentou diferenga entre os fatores forma de
aplicacdo e concentragdes de Arbolina, contudo ndo houve interacdo entre eles ao nivel de 5%
de significancia (Anexo 3). A média das concentracdes da aplicacdo via substrato foi 21,9%
maior que a média da aplicacdo via pulverizagao foliar (Anexo 4). A produtividade em fun¢do
das concentragdes apresentou comportamento quadratico altamente significativo, considerando
a média das formas de aplicacao (Figura 2A). A concentracao de 168 mg L-1 resultou na maior
produtividade (234,7 g planta-1), calculadas através do modelo quadratico obtido, o que
representa um aumento de 16,4% em relagdo ao controle (Figura 2A).

A interacdo entre as formas de aplicacdo e as concentragdes do produto no parametro
produtividade apresentou o valor de p = 0,06 (Anexo 3). Ao analisar o comportamento das
concentracoes dentro de cada forma de aplicagdo, foi observado um ajuste quadratico altamente
significativo para as concentragdes aplicadas diretamente no substrato e um incremento de 41%
na produtividade com a aplicac¢do da concentracao 156 mg L-1 (Anexo 5A). Ja na aplicagdo via
pulverizagao foliar, ndo houve diferenga na produtividade com a adi¢ao da Arbolina (Anexo
5B). Em face do comportamento distinto entre as formas de aplicagao, considerou-se relevante
a apresentacao desse resultado, uma vez que o valor de p foi préximo do valor considerado
limite para confirmar a significancia da interacao (p < 0,05).

O nuamero de frutos por planta apresentou diferenca entre as concentragdes de Arbolina,
enquanto na forma de aplicagdo e na interacao entre os fatores nao houve diferenca (Anexo 3).
Para este parametro, foi observado um comportamento quadratico com o aumento das

concentracdoes de Arbolina, considerando a média das formas de aplicagao (Figura 2B).

38



Estimados pelo modelo quadratico, a concentragdo de 161 mg L™ resultou no maior niimero de

frutos por planta (20,4), um aumento de 13,8% em relagdo ao controle (Figura 2B).
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Figura 2. Produtividade (A) e nimero de frutos por planta (B) de morango em func¢do da
aplicacdo de diferentes concentragdes de Arbolina.

A massa, o comprimento e a largura dos morangos nao foram alterados, independente
da concentragdo e forma de aplicagdo (Figura 3). Conforme a andlise de correlacdo de Pearson,
o incremento em produtividade foi mais associado ao aumento no niimero de frutos do que as
caracteristicas biométricas avaliadas (Anexo 6).

Esses resultados corroboram os encontrados por Mcgehee ef al. (2017), que avaliaram
a aplicacdo de CNTs, via hidroponia, em tomateiro. Os autores observaram aumento de 65%
no niimero de frutos com a aplicagdo de 50 mg L' de CNTs, em relagdo ao controle. Efeitos
semelhantes foram encontrados por Guo et al. (2021), que reportaram maior nimero de frutos
de tomate (~66%), com a aplicacdo de 100 mg L' de 6xido de grafeno. Ja Hao Li et al.(2019)
observaram aumentos em produtividade proximos a 20% em frutos de tomate e berinjela com

a aplica¢do de CDs na solugfio nutritiva (560 mg L).
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Figura 3. Massa (A), comprimento (B) e largura (C) de morango em fung¢ao de concentragdes
de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e via pulverizagao foliar (FOLIAR). Barras
representam o desvio padrao das médias.

O aumento em produtividade e nimero de frutos obtidos com a aplicagdo de CDs no
substrato pode estar relacionado a diferentes mecanismos de nanomateriais de carbono nas
plantas. CNTs e CDs s3o capazes de ativar genes que codificam proteinas do canal de dgua
(aquaporinas), aumentando a absor¢cdo de dgua e nutrientes pelas raizes (KOU et al., 2021,
LAHIANI et al., 2013; VILLAGARCIA et al., 2012). Adicionalmente, CDs com grupos

superficiais hidrofilicos (e.g., -COOH e —OH) adsorvem agua e nutrientes, facilitando a sua
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entrada via apoplastica nas raizes (LI, Hao et al., 2019). Outro possivel mecanismo baseia-se
nos produtos da degradacdo dos CDs dentro das plantas (LI, Hao et al., 2018, 2019). Quando
CDs sdo expostos a enzima horseradish peroxidase e ao perdxido de hidrogénio, que sdo
amplamente distribuidos nas plantas, sdo degradados para formar CO> e compostos andlogos a
horménios (LI, Hao et al., 2019, 2018). O CO; ¢ convertido em carboidratos pelo ciclo de
Calvin, na fotossintese, enquanto os produtos andlogos a hormonios promovem o crescimento
de plantas (LI, Hao et al., 2019, 2018). Além disso, CDs estdo relacionados ao aumento da
atividade da enzima RubisCO em diversas plantas, a qual atua na fixagao de carbono pela planta
na forma de carboidratos (LI, Hao et al., 2018, 2019; L1, Y. et al., 2021; ZHANG M. et al.,
2018a).

A auséncia de efeitos nas plantas tratadas por aplicacdo via pulverizacdo foliar pode
estar relacionada a uma baixa eficiéncia de absor¢ao do produto pelas folhas de morangueiro.
Folhas de morangueiro sdo mais cerosas que a maioria dos outros cultivos agricolas e, portanto,
de mais dificil molhamento (FOUNTAIN; HARRIS; CROSS, 2010). No presente trabalho, nao
foi usado nenhum tipo de adjuvante na solucdo de aplicagdo da Arbolina Entretanto, em
trabalhos recentes, tem sido empregados agentes surfactantes com os objetivos de aumentar a
dispersao das nanoparticulas na solucao e o molhamento das folhas, permitindo maior eficiéncia
de absorcao (HU et al., 2020; TAN et al., 2021; XU, Xiaokai et al., 2020). Hu et al. (2020)
relataram que formulagdes de CDs sem surfactantes apresentaram baixa molhabilidade da
superficie foliar de algodao e milho e, que nessas formulacdes, os CDs nao foram translocados
para dentro das folhas. J4 as formulagdes contendo surfactantes permitiram a entrada de CDs
nas folhas de ambas as espécies. Assim, propde-se o uso desse tipo de produto na formulagao
da solugdo de CDs para a aplicagao foliar em estudos futuros.

Atributos fisico-quimicos e nutricionais sao determinantes na qualidade dos frutos

(DE RESENDE et al., 2008), mas ainda s3o pouco investigados em estudos envolvendo a
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aplicagdo de CDs (KOU et al., 2021). Os valores de SST, AT, relagdo SST/AT e pH na polpa
de morangos tratados com as diferentes concentragdes e método de aplicacao de Arbolina sdao
apresentados na Figura 4. Nao houve diferenca entre os métodos de aplicacdo e concentragdes
de Arbolina para AT, SST e relagdo SST/AT (Figura 4). Os valores médios de AT, SST e
relagio SST/AT foram 0,88 g 100 g de 4cido citrico, 6,37 °Brix e 7,25. Estes valores sdo
semelhantes aos encontrados por Antunes (2013) em morangos da mesma cultivar (Portola).
Para o pH, por sua vez, os valores observados nas concentragdes 20, 80 e 160 mg L' foram
maiores do que os observados em 0, 40 e 320 mg L' (Figura 4D). A diferencga entre o maior e
o menor valor de pH, contudo, foi menor que 4%, ficando todos os valores entre 3,3 ¢ 3,4,

dentro do padrao comercial para a polpa de morango (MAPA, 2018).
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Figura 4. Solidos soluveis totais (SST) (A), acidez total (AT) (B), relacdo SST/AT (C) e pH
(D) de morangos em fung¢do de concentragdes de Arbolina aplicadas via substrato
(SUBSTRATO) e via pulverizacao foliar (FOLIAR). Barras representam o Desvio Padrao das
médias. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre tratamentos
determinada por teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Os parametros de cor e a composicao nutricional sdo apresentados nas Figura 5 e Figura
6, respectivamente. Em relagdo a cor, pequenas diferencas foram observadas em L*, em que a
concentracdo de 20 mg L' apresentou maior valor, indicando morangos mais claros que as
outras concentragdes, na aplicagdo via substrato (Figura 5A). Na aplicagdo via pulverizagao
foliar, as concentragdes 0, 20 e 160 mg L™! apresentaram valores ligeiramente mais altos que as
concentracdes 40, 80 e 320 mg L!. Quanto aos valores de C*, a concentra¢io de 20 mg L
apresentou os menores valores entre as concentracdes de Arbolina, seguida das concentragdes
80 ¢ 160 mg L', indicando uma menor intensidade de pigmentos nessas concentragdes (Figura
5B). Ja para h*, a aplicacdo via pulverizagao foliar apresentou tonalidade mais avermelhada
(menor valor de h*) do que a aplicagdo via substrato (Figura 5C). A solu¢do contendo 20 mg
L-! de Arbolinaresultou nos menores valores de h* (Figura 5D). A cor vermelha dos morangos,
além de um importante atributo sensorial, esta relacionada ao conteido de antocianinas, que
sdo pigmentos naturais que possuem agdo antioxidante (CORDENUNSI et al., 2002;
GIAMPIERI et al., 2013). Considerando que a aplicacao via substrato apresentou, em média,
maiores valores de produtividade, o maior valor de h* nesse tratamento (tonalidade mais
amarelada) pode ser resultado de um efeito de dilui¢do na concentracdo de antocianinas. A
auséncia de uma tendéncia de comportamento dos dados de cor entre as diferentes
concentracoes de Arbolina, contudo, pode indicar que esses parametros foram mais
influenciados por pequenas diferencas no estagio de maturagdo dos morangos do que pela

aplicacao do produto.
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Figura 5. Luminosidade (L*, A); saturacdo de cor (C*, B), e tonalidade de cor (h*, C, D) de
morangos em fun¢ao de concentragdes de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e
via pulverizagdo foliar (FOLIAR). Barras representam o Desvio Padrdo das médias. Letras

diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre tratamentos determinada por teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.

Entre os parametros de composi¢do nutricional, ndo houve mudancas nos teores de
umidade, proteinas, carboidratos e cinzas (Figura 6) para nenhum dos fatores. Y. ZHENG et al.
(2017a) também observaram que CDs nao alteraram parametros de qualidade nutricional, como
proteinas e actcares soluveis, em alface. Ja Kou et al. (2021) encontraram resultados diferentes
para tomate, havendo incrementos nos valores de proteinas e agucares soluveis com diferentes
concentracdes de CDs, comparadas ao controle sem CDs.

Ja para os teores de lipidios, houve diferencga entre as concentragcdes, mas nao entre as
formas de aplicacdo. Os morangos que receberam as maiores concentragdes de Arbolina (80,

160 € 320 mg L) apresentaram valores até 62% menores que o controle (Figura 6).
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Figura 6. Teores de Umidade (A), Carboidratos (B), Proteinas (C), Lipidios (D) e Cinzas (E)
de morangos em fung¢do de concentracdes de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO)
e via pulverizagdo foliar (FOLIAR). Barras representam o Desvio Padrdo das médias. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica significativa entre tratamentos determinada por teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.

Lipidios sao os principais constituintes das membranas celulares das plantas e alteragdes
quantitativas ou qualitativas na sua composicao estao relacionadas a integridade das membranas
(RESZCZYNSKA; HANAKA, 2020). Os lipidios das membranas sdo suscetiveis a processos
de oxida¢do, podendo resultar em acimulo de perdxidos lipidicos, que induzem a disturbios
funcionais ¢ mudangas patologicas (KEUTGEN; PAWELZIK, 2008). CDs sao capazes de
interagir com as membranas celulares e, em concentragdes altas, podem causar estresse
oxidativo (i.e., maior conteudo de H>O» e peroxidacao lipidica) (CHEN et al., 2016). Além

disso, a estabilidade das membranas ¢ essencial na manutencdo da firmeza e,
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consequentemente, da vida de prateleira dos frutos (PICCHIONI et al., 1998). Assim, a
expressiva alteragdo no teor de lipidios dos morangos, nos tratamentos de maior concentragao
de Arbolina, pode ser um sinal de danos as membranas dos frutos, o que também merece ser
investigado em estudos futuros. Caso isso se confirme, uma possivel solucdo seria aplicar a

Arbolina apenas na fase de pré-frutificagdo, evitando o contato direto com os frutos.

42 PARAMETROS FISIOLOGICOS, PIGMENTOS E ACUCARES SOLUVEIS
TOTAIS NAS FOLHAS

Nao houve diferenga para nenhum parametro fisiologico avaliado, nos fatores forma de
aplicagdo e concentragcdes de Arbolina (Anexo 10; Figura 7). Soppelsa et al. (2019), em
experimento com dez bioestimulantes diferentes em morangueiro, observaram que apenas um
deles provocou mudangas na taxa fotossintética apds 24 h, e nenhum apods 48 h. Dong et al.
(2020), por sua vez, observaram que o tomateiro foi mais responsivo, em relagdo ao crescimento
e fisiologia, a aplicagdo de bioestimulantes do que o morangueiro. Isso pode sugerir uma
estabilidade do aparato fotossintético de morangueiro, mesmo com a aplicacdo de diferentes
bioestimulantes. Esses resultados diferem dos encontrados para outras culturas como milho,
arroz e alface, em que a aplicacdo de CDs foi capaz de estimular a transpiragdo, a condutancia

estomatica e/ou fotossintese das plantas (TAN et al., 2021; ZHENG, Y. et al., 2017b).

46



< 20+ —~ 400+

o —
L) = Q

£ 15+ £ 300+ - T
¢ )

8 10 O 200+

) )

E 54 € 100-

< 0 ©

0 20 40 80 160 320 0 20 40 80 160 320 0 20 40 80 160 320 0 20 40 80 160320

C D

= - > 5-

& 8

-E T “V 3 4_ T
Q.47 £ 5

I o~

P o

° O 24

= 2- =

] o

£ £ 1+

£ =

oo So

0 20 40 80 160 320 0 20 40 80 160320 w 0 20 40 80 160 320 0 20 40 80 160320

E Concentracao de Arbolina® (mg L'1)

‘T(n
"E 0.4 £ SUBSTRATO
ool 3 FOLIAR

0 20 40 80 160320 0 20 40 80 160320
Concentracao de Arbolina® (mg L'1)

gs (mol H,0

o
=)

Figura 7. Taxa de assimilagdo liquida de CO; (A), concentracdo interna de CO2 (B), taxa de
transpiragao (C), eficiéncia de uso da agua (D) e condutancia estomatica (E) de morangos em
funcao de concentracdes de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e via pulverizagao
foliar (FOLIAR). Barras representam o desvio padrao das médias.

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, também ndo houve diferenga no teor de
clorofilas a e b entre as concentragdes (Figura 8A) e os métodos estudados (Figura 8A e 9B).
Soppelsa et al. (2019) também observaram que valores de clorofila (por meio da leitura SPAD)
de morangueiro ndo foram afetados pela aplicagao de diferentes bioestimulantes durante a
maior parte do ciclo de crescimento, enquanto Y. Zheng ef al. (2017a) relataram que ndo houve
diferenca nesses parametros com a aplicacdo de CDs via hidroponia em alface. O teor de
carotenoides, por sua vez, foi, em média, 13,5% maior na aplicacdo via foliar do que na

aplicacdo via substrato. Nao houve diferenca, contudo, entre as concentragdes, em ambas as
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formas de aplicacao (Figura 8C). Uma importante fun¢do dos carotenoides € proteger o aparato
fotossintético de danos quando as plantas sdo expostas a uma grande quantidade de luz
(SANDMANN, 2019). A auséncia de diferenca entre as concentragdes nesse parametro ¢ um

indicativo de que a Arbolina ndo gerou estresse por excesso de quantidade de luz, na faixa de

concentragdes avaliada.
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Figura 8. Clorofila a (A), clorofila b (B) e Carotenoides (C) de morangos em funcao de
concentracdes de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e via pulverizagdo foliar
(FOLIAR). Barras representam o Desvio Padrdo das médias. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre tratamentos determinada por teste de Scott Knott a 5%

de probabilidade.
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Os valores de AST ndo diferiram para a forma de aplicacdo, mas foram menores na
concentra¢do de 40 mg L' quando comparada as outras concentracdes (Figura 9). A redugio
no teor de acgucares nas folhas pode ser resultado de uma reduzida taxa de fotossintese, aumento
da utilizagdo para o crescimento e/ou alocacdo para as raizes (HAJIBOLAND et al., 2018).
Como a taxa de fotossintese nessa concentragao nao diferiu das outras concentragoes, a reducao
no AST pode estar relacionada a uma alocagao de carbono para partes em crescimento ou raizes.
Estes resultados diferem dos encontrado para CDs em outras plantas, como arroz, Arabdopsis
thaliana e feijdo, em que aplicagdo de CDs resultou em maiores valores de carboidratos nas
folhas, decorrentes de estimulos na fixacdo de carbono da fotossintese (LI, Hao et al., 2018,
2019; ZHANG M. et al., 2018b). E importante observar, contudo, que nesses trabalhos, as
medidas foram feitas em estdgio vegetativo. Logo, sugere-se que sejam feitas andlises de

carboidratos em diferentes fases do ciclo da cultura em pesquisas futuras.

0 20 40 80 160 320
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SUBSTRATO O FOLIAR

Figura 9. Acucares soluveis totais de morangos em fung¢do de concentragdes de Arbolina
aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e via pulverizagdo foliar (FOLIAR). Barras
representam o Desvio Padrao das médias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre tratamentos determinada por Teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSAO

Considerando a média de todas as concentragdes, a produtividade do tratamento com a
aplicagdo de Arbolina via substrato foi 21,9% maior do que da aplicacdo via pulverizagao foliar.
Independente da concentragdo, a aplicagdao via foliar ndo alterou a produtividade. J& para a
aplicacdo via substrato, a maior produtividade foi observada na concentragao estimada de 155,6
mg L, com aumento de 41% em relagdio ao controle. Nio foram observadas diferencas nos
parametros de trocas gasosas e fotossintese avaliados, assim como no teor de clorofilas A e B.
O teor de carotenoides, por sua vez, foi 13,5% maior na aplicacdo via foliar do que na aplicacdo
via substrato, mas ndo diferiu entre as concentragdes aplicadas. Os valores de AST das folhas
nao diferiram para o fator forma de aplicagdo, mas foram menores na concentragao de 40 mg
L' em relagio as outras concentracdes. A maior parte dos parametros de qualidade e
composi¢do dos morangos nao foi alterada, com exce¢do do teor de lipidios, que foi até 62%
menor nas trés maiores concentragdes. Assim, este estudo indica que a Arbolina ¢ capaz de

aumentar a produtividade de morangueiro com pouca alteracdo na qualidade geral do produto.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Composi¢des das solugdes nutritivas concentradas recomendadas para o cultivo
hidropdénico de morango (FURLANI; FERNANDES-JUNIOR, 2004).

Solu¢do concentrada

Sais ou fertilizantes A B ‘ C
gl10L!

Nitrato de calcio 1.600 0 0
Nitrato de potéssio 0 1.000 1.000
Fosfato monoamonio 0 300 0
Fosfato monopotéssio 0 360 720
Sulfato de magnésio 0 1.200 1.200
Acido bérico 6 0 0
Sulfato de cobre 0,6 0 0
Sulfato de manganés 4 0 0
Sulfato de zinco 2 0 0
Molibdato de sodio 0,6 0 0
Quelato de Fe (6% Fe) 120 0 0

Anexo 2. Preparo das solugdes nutritivas iniciais para o cultivo hidropdnico de morango
(FURLANI; FERNANDES-JUNIOR, 2004).

Solugao concentrada
Fase das plantas A ‘ B | C
*L 1000 L™
Vegetativa ! 3 ‘ 3 | 0
Frutifucacio 2 3 0 3

Do transplante das mudas até o inicio da frutificagdo.
2 Do inicio da frutificagdo em diante
* Litros de solug¢do concentrada para cada 1000 litros de solugdo nutritiva pronta.
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Anexo 3. Analises de Variancia da produtividade e pardmetros biométricos da producdo de
morangueiro em fun¢do de métodos de aplicacdo (APLICACAO) e concentragdes de Arbolina

(CONC.).
Produtividade (massa planta™) DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 22344,5| 22344,5 4,31 * 0,043
CONC.| 5,0 | 77906,3 | 15581,3 3,00 * 0,019
Interacao | 5,0 | 59226,6| 118453 2,28 |° 0,061
Tratamentos | 11,0| 159477| 14497.9 2,80 | ** 0,007
Blocos | 5,0 | 37402,4| 7480,48 1,44 | Ns 0,226
Residuo 48,0 248915| 5185,72
Total | 64,0| 470330 C.V.:39,18%
N° frutos planta™) DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 85,709| 85,709 2,35 Ns 0,132
CONC.| 5,0 | 458,979 91,7958 2,51 |* 0,042
Interacao | 5,0 | 395,003 | 79,0006 2,16|° 0,074
Tratamentos | 11,0| 939,691 | 85,4264 2,34 | * 0,021
Blocos | 5,0 | 561,415| 112,283 3,07 |* 0,017
Residuo 48,0 | 1754,07 | 36,5431
Total | 64,0 | 3394,67 C.V.:35,82%
Massa fruto! DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,00896| 0,00896 0,64 | Ns 0,428
CONC.| 5,0 | 0,0361| 0,00722 0,52 | Ns 0,763
Interacao | 5,0 | 0,06559| 0,01312 0,94 | Ns 0,465
Tratamentos | 11,0| 0,11065| 0,01006 0,72 | Ns 0,715
Blocos | 5,0 | 0,04512| 0,00902 0,64 | Ns 0,667
Residuo |48,0| 0,67168| 0,01399
Total | 64,0| 0,84089 C.V.: 11,44%
Comprimento do fruto DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 9,09915| 9,09915 0,60 | Ns 0,443
CONC.| 5,0 | 64,5799 | 12916 0,85|Ns 0,521
Interacao | 5,0 | 106,062 | 21,2125 1,40 |~ 0,242
Tratamentos | 11,0 | 179,742 | 16,3401 1,08 | Ns 0,400
Blocos | 5,0 | 36,1853 | 7,23706 0,48 | Ns 0,792
Residuo (48,0 | 728,973 | 15,1869
Total | 64,0| 955,39 C.V.: 11,99%

Continua na proxima pagina.
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Largura do fruto

DBC-Fatorial (2x6)

F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 3,43873| 3,43873 0,32 | Ns 0,576
CONC.| 5,0 | 35,2732 | 7,05465 0,65 | Ns 0,663
Interacgao | 5,0 | 78,5853 | 15,7171 1,45~ 0,225
Tratamentos | 11,0| 117,297 | 10,6634 0,98 | Ns 0,476
Blocos | 5,0 | 19,2985| 3,8597 0,36 | N 0,876

Residuo | 48,0 | 521,459 | 10,8637

Total | 64,0| 668,463 C.V.: 11,01%
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Anexo 4. Produtividade e numero de frutos por planta de morango em funcao da aplicacao de diferentes concentragdes de Arbolina aplicada via
substrato (SUBSTRATO) e via pulverizagao foliar (FOLIAR).

Concentragdes de Arbolina (mg L)

0 20 40 80 160 320
Produtividade (g planta -1)
Forma de aplicagdo Média
SUBSTRATO 201,64 + 60,29 145,75 + 66,1 172,37 + 75,96 259,23 + 97,64 305,94 + 110,43 129,19 + 52,57 202,35 + 77,17 A
FOLIAR 145,91 + 106,58 133,67 = 30,97 155,05 £+ 34,12 194,99 + 44,73 170,55 + 66,37 195,65 + 91,98 165,97 + 62,46 B
Média 173,78 + 83,44 139,71 + 48,54 163,71 + 55,04 227,11 + 71,19 23825 + 8840 16242 + 7228|184,16 =+ 69,81
N° de frutos planta -1
Forma de aplicagdo Média
SUBSTRATO 18,17 £ 5,23 13,40 = 527 16,50 £ 3,70 25,40 + 9,56 23,40 = 7,73 11,33 £ 550 18,03 = 6,17 A
FOLIAR 14,67 + 9,11 1433 + 5,54 14,00 £ 2,97 16,50 = 3,15 17,80 £ 5,40 17,80 + 10,23 15,85 + 6,07 A
Média 16,42 + 7,17 13,87 £ 541 1525 +£ 333 20,95 + 6,35 20,60 £ 6,57 14,57 £ 7,87 | 16,94 + 6,12

Médias de cada linha seguidas por diferentes letras sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade
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Anexo 5. Produtividade de morangueiro em funcdo da aplicagdo de diferentes concentragdes
de Arbolina aplicada via substrato (SUBSTRATO) (A) e via pulverizagao foliar (FOLIAR) (B).
Barras representam o desvio padrdo das médias.** Significativo pelo teste de F a 1% de
probabilidade.

Anexo 6. Coeficientes de Correlagdo simples de Pearson entre numero de frutos, parametros
biométricos e fisiologia em relacdo a produtividade de morangueiro produzido sob cultivo
protegido, em fun¢do de concentracdes de Arbolina aplicadas via substrato (SUBSTRATO) e
via pulverizagao foliar (FOLIAR).

Produtividade (g planta™)

SUBSTRATO FOLIAR
N° de frutos planta™! 0,72 ** 0,85  **
Massa do fruto 0,39 * 0,23 ns
Comprimento 0,51 ** 0,34 *
Largura 0,59 ** 0,30 ns
Fotossintese 0,25 ns 0,09 ns
Condutancia estomatica 0,56 ** 0,04 ns
Carbono interno 0,49 ** 0,02 ns
Transpiracao 0,29 ns 0,19 ns
EUA -0,21 ns -0,27 ns
AST -0,10 ns -0,13 ns
Clorofila A -0,05 ns 0,08 ns
Clorofila B -0,20 ns 0,10 ns
Clorofila (A+B) -0,17 ns 0,13 ns
Carotenoides -0,01 ns -0,03 ns

* Significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.
** Significativo pelo teste de F a 1% de probabilidade.
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Anexo 7. Andlises de Variancia de parametros qualidade quimica de morangos produzidos em

fungdo de métodos de aplicagdo (APLICACAO) e concentra¢des de Arbolina (CONC.).

pH DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 3,6E-07| 3,6E-07 0,00 | Ns 0,993
CONC.| 5,0 | 0,0605| 0,0121 2,94 | * 0,021
Interacao | 5,0 | 0,03925| 0,00785 1,91 |~ 0,110
Tratamentos | 11,0| 0,09975| 0,00907 2,20 * 0,030
Blocos| 5,0 | 0,0204| 0,00408 0,99 | Ns 0,433
Residuo (48,0 0,19742| 0,00411
Total | 64,0| 0,32614 C.V.: 1,91%
Acidez Total Titulavel DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,00187| 0,00187 0,36 | Ns 0,552
CONC.| 5,0 | 0,02112] 0,00422 0,81 |Ns 0,548
Interacao | 5,0 | 0,03265| 0,00653 1,25 Ns 0,299
Tratamentos | 11,0| 0,05564| 0,00506 0,97 |Ns 0,485
Blocos | 5,0 | 0,05411| 0,01082 2,08 | Ns 0,085
Residuo 48,0 0,25003 | 0,00521
Total | 64,0| 0,36685 C.V.: 8,16%
Solidos Soluveis Totais DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,10183| 0,10183 0,20 | Ns 0,655
CONC.| 5,0 | 2,86867| 0,57373 1,14|Ns 0,352
Interacao | 5,0 | 1,40127| 0,28025 0,56 | Ns 0,732
Tratamentos | 11,0| 4,37177| 0,39743 0,79 | Ns 0,649
Blocos| 5,0 | 6,1093| 1,22186 2,43 | * 0,048
Residuo 48,0 | 24,1564 | 0,50326
Total | 64,0 | 34,8184 C.V.:11,13%
Relagao SST/AT DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,00319| 0,00319 0,00 | Ns 0,954
CONC.| 5,0 | 3,5092]| 0,70184 0,73 | Ns 0,606
Interacgao | 5,0 | 2,19942| 0,43988 0,46 | Ns 0,806
Tratamentos | 11,0 5,71181| 0,51926 0,54 | Ns 0,867
Blocos | 5,0 | 4,45558| 0,89112 0,92 | Ns 0,473
Residuo | 48,0 | 46,2448 | 0,96343
Total | 64,0| 56,9999 C.V.: 13,54%
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Anexo 8. Analises de Variancia de pardmetros de coloragdo de morangos produzidos em fungdo
de métodos de aplicagdo (APLICACAO) e concentragdes de Arbolina (CONC.).

L* DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 2,46208 | 2,46208 0,44 | Ns 0,512
DOSES| 5,0 | 285,495 | 57,0989 10,16 | ** <0.001
Interacgao | 5,0 | 101,426| 20,2853 3,61 | ** 0,009
Tratamentos | 11,0 | 389,383 | 35,3985 6,30 | ** <0.001
Blocos | 4,0 | 29,3078 | 7,32695 1,30 | Ns 0,286
Residuo | 37,0| 207,843 | 5,61739
Total | 52,0| 704,759 C.V.: 4,39%
C* DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 175,036| 175,036 4,00 | Ns 0,053
DOSES| 5,0 | 1174,11| 234,821 5,37 | *¥* <0.001
Interacao | 5,0 | 269,772 | 53,9545 1,23 | Ns 0,313
Tratamentos | 11,0| 1618,91| 147,174 3,36 | ** 0,003
Blocos | 4,0 | 349,864| 87,466 2,00 | Ns 0,114
Residuo | 38,0| 1662,65| 43,754
Total | 53,0| 4172,75 C.V.:19,15%
h* DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ (0071 F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 27,2732 27,2732 4,70 | * 0,036
DOSES | 5,0 | 93,7727 18,7545 3,23 | * 0,016
Interacao | 5,0 | 31,6173 | 6,32345 1,09 | Ns 0,382
Tratamentos | 11,0| 152,663 | 13,8785 2,39 * 0,023
Blocos | 4,0 | 32,161 8,04025 1,39 | Ns 0,257
Residuo [ 38,0 | 220,469 | 5,80181
Total | 53,0 446,238 C.V.:10,91%
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Anexo 9. Analises de Variancia de composi¢éo quimica de morangos produzidos em fungdo de
métodos de aplicacao (APLICACAO) e concentragdes de Arbolina (CONC.).

DBC-Fatorial
Umidade (2x6)
F.V. GL SQ QM F p-valor
APLICACAO| 1,0 8E-05| 8E-05 0,20 | Ns 0,660
CONC.| 5,0 0,00442 | 0,00088 2,18 Ns 0,077
Interagao| 5,0 0,00044 | 8,8E-05 0,22 | Ns 0,953
Tratamentos | 11,0 0,00494 | 0,00045 1,11 |Ns 0,381
Blocos | 4,0 0,00248 | 0,00062 1,53 |Ns 0,213
Residuo | 37,0 0,01496| 0,0004
Total | 52,0 0,02313
Transformacao: ?;;:Tgrol%alz CV..1,55%
Carboidratos DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,21326| 0,21326 0,20 | Ns 0,657
CONC.| 5,0 | 9,3842| 1,87684 1,76 | Ns 0,146
Interacgao | 5,0 | 1,31545| 0,26309 0,25 | Ns 0,939
Tratamentos | 11,0| 10,9129| 0,99208 0,93 | Ns 0,524
Blocos | 4,0 | 4,79639| 1,1991 1,12 Ns 0,360
Residuo | 37,0 | 39,4837 | 1,06713
Total | 52,0 56,9513 C.V.: 16,49%
Proteinas DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,01027| 0,01027 1,66 | Ns 0,205
CONC.| 5,0 | 0,04867| 0,00973 1,57 | Ns 0,191
Interacgao | 5,0 | 0,04303| 0,00861 1,39 |~ 0,250
Tratamentos | 11,0| 0,10198| 0,00927 1,50 Ns 0,173
Blocos | 4,0 | 0,04993| 0,01248 2,02 | Ns 0,112
Residuo | 37,0 0,22881 | 0,00618
Total | 52,0| 0,3892 C.V.: 14,29%
Lipidios DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,00456| 0,00456 2,02 | Ns 0,164
CONC.| 5,0 | 0,13674| 0,02735 12,11 | ** <0.001
Interagao | 5,0 | 0,02627| 0,00525 2,33|° 0,063
Tratamentos | 11,0| 0,16757| 0,01523 6,74 | ** <0.001
Blocos | 4,0 | 0,02803| 0,00701 3,10 * 0,027
Residuo | 36,0 | 0,08132| 0,00226
Total | 51,0 0,32991 C.V.: 24,18%

Continua na proéxima pagina.
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Cinzas DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,00412| 0,00412 0,84 | Ns 0,367
CONC.| 5,0 | 0,02705| 0,00541 1,10 |Ns 0,379
Interagao | 5,0 | 0,0409| 0,00818 1,66 |~ 0,169
Tratamentos | 11,0| 0,07207| 0,00655 1,33 | Ns 0,248
Blocos | 4,0 | 0,06826| 0,01707 3,46 | * 0,017
Residuo |37,0| 0,18251| 0,00493
Total | 52,0| 0,3359 C.V.: 18,55%

Anexo 10. Analises de Variancia de pardmetros de fisiologia de morangueiro em funcdo de
métodos de aplicagio (APLICACAO) e concentragdes de Arbolina (CONC.).

Assimilac¢io liquida de CO2

DBC-Fatorial (2x6)

F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,02422| 0,02422 0,02 | Ns 0,887
CONC.| 5,0 | 9,98216| 1,99643 1,68 | Ns 0,158
Interacao | 5,0 | 6,31888| 1,26378 1,06 | Ns 0,393
Tratamentos | 11,0 | 16,3253 | 1,48411 1,25|Ns 0,283
Blocos | 5,0 | 79,2674 | 15,8535 13,33 | ** <0.001
Residuo (48,0 | 57,0737 | 1,18904
Total | 64,0| 155,905 C.V.:6,91%
Condutincia estomatica DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,01482| 0,01482 2,30 | Ns 0,136
CONC.| 5,0 | 0,02332| 0,00466 0,72 | Ns 0,610
Interacao | 5,0 | 0,08817| 0,01763 2,73 | * 0,030
Tratamentos | 11,0 0,1263| 0,01148 1,78 | Ns 0,084
Blocos | 5,0 | 0,11742| 0,02348 3,64 | ** 0,007
Residuo |48,0| 0,30963 | 0,00645
Total | 64,0| 0,57196 C.V.:21,46%
Concentragio interna de CO2 DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 681,128 681,128 3,42|Ns 0,071
CONC.| 5,0 | 334,896 66,9791 0,34 | Ns 0,889
Interacao | 5,0 | 1685,81| 337,163 1,69 |~ 0,155
Tratamentos | 11,0 | 2701,84 | 245,621 1,23 | Ns 0,292
Blocos | 5,0 | 1344,98| 268,996 1,35 s 0,260
Residuo 48,0 | 9565,82| 199,288
Total | 64,0 14035 C.V.:5,04%

Continua na proxima pagina.
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Transpiracio DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,17479| 0,17479 0,97 | Ns 0,331
CONC.| 5,0 | 0,47457| 0,09491 0,52 | Ns 0,757
Interagao | 5,0 | 1,97696| 0,39539 2,18(° 0,071
Tratamentos | 11,0 2,62632| 0,23876 1,32 | Ns 0,244
Blocos | 5,0 | 18,8901 | 3,77803 20,87 | ** <0.001
Residuo | 48,0 | 8,69014| 0,18104
Total | 64,0| 30,4856 C.V.:9,48%
Eficiéncia de uso da dgua DBC-Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 0,186 0,186 1,89 | Ns 0,176
CONC.| 5,0 | 0,16138| 0,03228 0,33 | Ns 0,894
Interacgao | 5,0 | 0,65271| 0,13054 1,33 |Ns 0,269
Tratamentos | 11,0| 1,0001| 0,09092 0,92 | Ns 0,526
Blocos | 5,0 | 2,2189| 0,44378 4,51 | ** 0,002
Residuo | 48,0 | 4,72329| 0,0984
Total | 64,0| 8,10013 C.V.: 8,83%
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Anexo 11. Anélises de Variancia de pigmentos e aglicares soliveis totais de morangueiro em

fungdo de métodos de aplicagdo (APLICACAO) e concentra¢des de Arbolina (CONC.).

Clorofila A DBC - Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO | 1,0 | 26,4834 | 26,4834 3,36 | N 0,073
DOSE | 5,0 | 72,447 | 14,4894 1,84 | Ns 0,122
Interacdo | 5,0 | 19,4077 | 3,88155 0,49 | Ns 0,780
Tratamentos | 11,0 118,338 10,758 1,36 | Ns 0,219
Blocos | 5,0 | 39,3904 | 7,87809 1,00 | Ns 0,428
Residuo | 50,0 | 394,147 | 7,88293
Total | 66,0 | 564,658 C.V.: 18,01%
Clorofila B DBC - Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ oM F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 0,12614| 0,12614 0,05 | Ns 0,828
DOSE| 5,0 | 10,081 2,01621 0,76 | Ns 0,581
Interacao | 5,0 | 14,7993 | 2,95986 1,12 Ns 0,362
Tratamentos | 11,0| 25,0065| 2,27332 0,86 | Ns 0,584
Blocos | 5,0 | 34,7056| 6,94112 2,62 | * 0,035
Residuo | 50,0 | 132,227 2,64453
Total | 66,0| 194,509 C.V.: 12,33%
Carotenoides DBC - Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ (0071 F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 3,19507| 3,19507 4,50 | * 0,039
DOSE | 5,0 | 6,40854| 1,28171 1,81 | Ns 0,129
Interacao | 5,0 | 1,81105| 0,36221 0,51 |Ns 0,767
Tratamentos | 11,0| 11,4147| 1,0377 1,46 | Ns 0,176
Blocos | 5,0 | 5,60275| 1,12055 1,58 | N 0,183
Residuo | 50,0 35,467 0,70934
Total | 66,0 | 53,8248 C.V.: 23,85%
Acucares Soluveis Totais DBC - Fatorial (2x6)
F.V. GL SQ (0071 F p-valor
APLICACAO| 1,0 | 266,257 | 266,257 1,16 | Ns 0,288
CONC.| 5,0 | 4952,8| 990,56 4,32 | ** 0,003
Interacao | 5,0 | 2289,57| 457,913 2,00 |~ 0,101
Tratamentos | 11,0 | 7508,62| 682,602 2,98 | ** 0,006
Blocos | 4,0 | 2448,35| 612,088 2,67 * 0,047
Residuo | 38,0| 8716,56| 229,383
Total | 53,0 20962 C.V.: 11,25%
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