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RESUMO

Avaliou-se a adaptacéo e producdo de tomateiros cultivados sem e com adubos organicos em
plantios da variedade comercial ‘Especial para Salada’ cujas sementes foram produzidas pela
Topseed® (TO) e selecionadas com as técnicas da agricultura natural em 15 plantios
consecutivos (T15). Foram feitas comparacdes entre T15 e TO nos sistemas de plantio da
agricultura natural sem adubo (NF) e da agricultura organica com adubo organico (OF) e sem
0 uso de defensivos, ambos n&o irrigados. Os cultivos foram realizados na Fazenda de
Agricultura Organica da West Virginia University-WVUOAF (EUA), divididos em dois
tratamentos, ndo adubados (NF-T15, NF-TO0) e dois adubados com composto organico (OF-TO
e OF-T15), no delineamento experimental de blocos casualizados, com cinco repeti¢des e cinco
plantas por repeticdo, determinou-se a producdo e as caracteristicas moleculares das plantas.
Para os estudos bioquimicos foi feito um plantio com 0os mesmos tratamentos no municipio de
Marechal Floriano-ES. As plantas ndo adubadas NF-T15 e NF-TO apresentaram as melhores
produtividades com as menores perdas de frutos lesionados por doencas e pragas. Os tomateiros
NF-T15 apresentaram defesas mais eficientes apesar de terem os menores teores de lignina,
6%, nos frutos e menos flavonoides nas folhas. Os tomateiros adubados OF-TO e OF-T15
tiveram mais lignina nos frutos e mais flavonoides nas folhas, porém tiveram as maiores perdas
na producao. Os resultados da atividade dos genes avaliados em T15 e TO cultivados sem nitrato
mostram que os tomateiros TO tiveram 0s mesmos niveis de expresséo que as plantas T15, em
cinco dos seis genes estudados nas raizes, revelando que TO se adaptou a auséncia do nitrogénio
inorganico na adubacdo. Independente do meio com ou sem nitrato, a atividade do gene NRT1
nas folhas foi a maior em TO e a menor em T15. Esse resultado pode ser relacionado a
suscetibilidade das plantas adubadas e as defesas das ndo adubadas. Os tomateiros NF-T15
produziram 29 t/ha e NF-TO nas mesmas condi¢Oes produziu 38 t/ha. Os resultados mostraram
que TO obteve rapida adaptacdo nesse primeiro cultivo sem adubos e que T15 cultivada ha
muitos anos sem adubos apresentou resisténcia mais eficiente nos tomateiros ndo adubados. O
adubo organico contribuiu para a menor atividade dos genes associados a defesa nas plantas
adubadas, por este motivo a adubacéo foi prejudicial a produtividade dos tomateiros cultivados

no sistema de plantio organico.

Palavras-chave: Agricultura Natural - tomate - agricultura organica - biologia molecular - fenois



ABSTRACT

This study addressed the adaptation and production of tomato plants grown with and without
organic fertilizers in crops of the commercial variety “Especial para Salada”, whose seeds were
produced by Topseed® (TO) and selected using the techniques of nature farming in 15
consecutive plantings (T15). Comparisons were made between T15 and TO in the non-irrigated
planting systems nature farming without fertilizer (NF) and organic agriculture with organic
fertilizer (OF) and without the use of pesticides. Cultivation was carried out at West Virginia
University Organic Agriculture Farm - WVUOAF (USA) divided into two treatments: non-
fertilized (NF-T15, NF-TO0); and two fertilized with organic compost (OF-T0 and OF-T15). In
the experimental design of randomized blocks with five replicates and five plants per replicate,
the production and the molecular characteristics of the plants were determined. For the
biochemical studies, planting with the same treatments was performed in the municipality of
Marechal Floriano, ES, Brazil. The non-fertilized plants NF-T15 and NF-TO showed the best
yields with the lowest losses of fruits damaged by diseases and pests. The NF-T 15 tomato plants
showed more efficient defenses despite having the lowest lignin contents (6%) in the fruits, and
fewer flavonoids in the leaves. The fertilized tomato plants OF-T0 and OF-T15 had more lignin
in the fruits and more flavonoids in the leaves, but they had the highest yield losses. The results
of gene activity of T15 and TO grown without nitrate showed that TO tomatoes had the same
levels of expression as the T15 plants in five of the six genes studied in the roots, which shows
that TO adapted to the absence of inorganic nitrogen. Regardless of the medium with or without
nitrate, the NRT1 gene activities in the leaves were the highest in TO and the lowest in T15.
This result can be related to the susceptibility of the fertilized plants and the defenses of the
non-fertilized plants. The NF-T15 tomatoes produced 29 t/ha, and the NF-TO under the same
conditions yielded 38 t/ha. The results showed that TO achieved fast adaptation in this first crop
without fertilizers and that T15 cultivated for many years without fertilizers showed more
efficient resistance in the non-fertilized tomato plants. The organic fertilizer contributed to
lower gene activity associated to the defense in the fertilized plants. For this reason, fertilization

was harmful to the productivity of tomato plants grown in the organic planting system.

Keywords: Nature farming - tomato - organic agriculture - molecular biology - phenols
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1 INTRODUCAO

Uma floresta que se mantém exuberante sem ser adubada. Os tomateiros saudaveis, resistentes
e produtivos que sdo encontrados nos ambientes naturais dos Andes, seu centro de origem. Um
cultivo de tomates em que as pulverizacbes de potentes agrotoxicos sdao quase diarias e
adubacOes quimicas quinzenais. Avaliando-se os dois primeiros cenarios percebe-se que ha
algo errado no cultivo de tomateiros adubados. A diferenca principal entre a floresta, o centro
de origem dos tomateiros e um cultivo de tomates adubado é o préprio adubo, é o tipo de
nutriente fornecido a essas plantas que as deixaram saudaveis ou tdo frageis ao ponto das chuvas
se tornarem uma ameaca para os plantadores de tomateiros fartamente adubados. Mokiti Okada
(1987) ensina que as plantas na Natureza se alimentam dos nutrientes do solo e que por isso se
mantém saudaveis e produtivas e que o contrario ocorre com as plantas adubadas que passam a
se nutrir com os nutrientes dos adubos, e assim, com a simplicidade que lhe é peculiar, Mokiti
Okada (1987) nos informa que a causa do aparecimento de pragas e doencas, em qualquer

lavoura, é o0 adubo convencional ou o orgénico.

Mokiti Okada (1882-1955), um pensador japonés, preconizou a Agricultura Natural em 1930.
Este ensinamento, por sua simplicidade, encontra dificuldade até os nossos dias para ser
reconhecido e implementado como um método agricola eficiente e de baixo custo. A relutancia
em reconhecer seu valor se da quando Okada afirma que o solo puro, livre de adubos e
agrotoxicos, tem tudo o que a planta precisa para produzir com abundancia, deixando claro que
os fertilizantes al6ctones sdo desnecessarios por serem, na verdade, prejudiciais as plantas e aos
homens que as consomem. A humanidade vem usando ha 8.000 anos adubos organicos
(MAZOYER; ROUDART, 2010) para fazer as plantas crescerem rapidamente em direcao ao
sol e aos olhos do agricultor. Os metodos da agricultura natural reproduzem com exatidao o que
ocorre na Natureza e por isto as sementes lancadas aos solos sem adubos, nas sementeiras ou
diretamente no campo,-produzirdo primeiramente mais raizes que galhos e folhas, dando a
sensacdo que a agricultura natural ndo € um bom método, pois o agricultor logo ap6s a
germinacao de sua cultura ndo Vvé a parte aérea da planta crescer com rapidez. Plantas em solos
sem adubos, com apenas 0s teores autdctones de nutrientes, investem mais recursos em seus
sistemas radiculares, enquanto plantas em solos adubados investem mais recursos na parte aérea
(CHAPIN I1I; MATSON; MOONEY, 2002; CHAPIN I1I; MATSON; VITOUSEK, 2011;
GROSSMAN; RICE, 2012; SCHEIBLE et al., 1997a; SCHEIBLE et al., 1997b) e isto vem

dando ao agricultor a certeza de que adubar € o correto.
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As raizes, em solos ndo adubados da agricultura natural, primeiramente vdo em direcdo as
profundezas do solo e simultaneamente tém um menor crescimento de folhas e galhos. Para o
agricultor este padrdo de desenvolvimento ndo é bom, pois Ihe da a impressdo de que as plantas
ndo estdo crescendo e, portanto, este método ndo é (til para o sustento do homem do campo e
da cidade. Ver o rapido crescimento das plantas adubadas e sem pragas e doencas por estarem

protegidas pelos agrotoxicos tranquiliza qualquer agricultor.

A agricultura natural é um sistema de producéo agricola em que cada atividade executada e
cada decisdo tomada estéo revestidas de funcéo e missdo que beneficiam o todo e melhoram a
qualidade e quantidade da producdo final. Trata-se de um sistema em que se tem a real nocao
do maleficio dos adubos usados pelos agricultores até nossos dias. Para a agricultura natural
ndo existe a hipotese de se testar a eficiéncia dos adubos, pois 0s manejos adotados por este
método os tornam dispensaveis e inlteis diante dos procedimentos que visam fazer a interacédo
solo-planta-microrganismo trabalharem a favor do agricultor, e ndo contra, como ocorre nas
agriculturas adubadas. Para que o agricultor se beneficie das interagbes solo-planta-
microrganismo, que ocorrem ha milhGes de anos sobre a Terra, a agricultura natural aplica,
sistematicamente, nos campos agricolas a metodologia que compreende o cultivo com baixos
aportes, a criacdo de cultivares localmente adaptados, a repeti¢do de cultura, o cultivo minimo
do solo, pouca ou nenhuma irrigacéo e, por fim, uma producéo agricola feita com os nutrientes
do solo e nunca com os nutrientes dos adubos. Estes manejos culturais apresentam resultados

promissores ao serem usados simultaneamente nos campos da agricultura natural.

Eliminar os adubos usados por todas as geracOes de pais, avis e bisavés do dia a dia dos
agricultores atuais € dificilimo. A condicdo de obediéncia as hierarquias vem nos mantendo
civilizados até hoje, mas ao mesmo tempo ndo nos deixa avancar em certos aspectos evolutivos
negados por quem mantém as regras. A nega¢do do novo € apenas uma questdo de seguranca
para 0 grupo, ndo se trata de uma maldade. Para os produtores a agricultura sem adubos é
possivel logo ap6s a derrubada de uma mata e por apenas trés ou quatro anos. Passados 0s
poucos anos de fertilidade criada pelo reciclo da matéria organica da floresta derrubada, os
conhecimentos tradicionais passados de pai para filhos no meio rural sdo todos alicer¢ados na
adubacéo organica ou convencional. O novo seria saber como produzir sem adubos o que desde
a criacdo da agricultura é considerado muito dificil, quase impossivel pelo senso comum. A
convivéncia dos agricultores com os adubos e agrotéxicos para produzir alimentos tem que ser
profundamente respeitada, pois fora repassada pelos antepassados de nossos agricultores como

algo bom, sem nenhuma maldade, para manter a seguranca alimentar até os nossos dias.
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Este trabalho tem como objetivos investigar se a adubacdo é a causa da diminuicdo da
produtividade devido as perdas ocasionadas por pragas e doencas, e também se a partir das
variedades cultivadas comercialmente, excetuando-se os hibridos e transgénicos, a agricultura
natural pode criar cultivares produtivos e adaptados aos solos com estrutura granular bem

desenvolvida e livres de fertilizantes aléctones.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.)
2.1.1 No Brasil e no mundo

O tomate foi cultivado e consumido no México muito antes da chegada dos espanhdis ao
continente americano. A sua introdugdo e difusdo na Europa foi acompanhada por uma
domesticacdo que desenvolveu tipos diferentes associados com usos e sistemas de producéo
novos. Como resultado, um aumento no rendimento e na qualidade dos frutos ocorreu durante
este periodo. Mais recentemente, a exploragdo da heterose e o desenvolvimento de cultivares
adaptadas ao processamento e a exploracéo da variabilidade extraespecifica, especialmente da
relacionada a resisténcia ao estresse bidtico e abidtico, tém atualmente dado origem ao
desenvolvimento de variedades de mesa originadas dos tipos Beefsteak, American Bush
Beefsteak, Marmande, Vemone, Francés. Moneymaker, Cocktail e Cereja. O tomate passou de
uma aceitacdo incerta na sua chegada a Europa para a ocupagdo do primeiro lugar no mundo
entre as culturas olericolas no presente (PROHENS; NUEZ, 2008).

A familia Solanaceae inclui varias espécies de importancia agronémica, como o tomate que €
0 produto olericola de maior difusdo de uso no mundo para consumo fresco ou processado,
juntamente com a batata, a cebola e 0 alho (CAMARGO; CAMARGO FILHO, 2008). De
acordo com os dados divulgados pela FAOSTAT (2016), os maiores produtores mundiais de
tomate s&o: China, india, Estados Unidos, Turquia, Egito, Ira, Italia, Espanha, Brasil e México,
respectivamente. Estes paises produzem 76,40% da producdo mundial de tomate. O Brasil se

destaca como 0 nono maior produtor de tomate no mundo.

A producéo de tomate aumentou nos ultimos anos. Segundo a FAOSTAT (2016), em 1990, a
producdo mundial era de 76,33 milhGes de toneladas, em 2014, alcangou-se uma producéao de
171 milhGes de toneladas numa area cultivada de aproximadamente 5 milhGes de hectares, uma
expansao de 124% nos ultimos 25 anos. O aumento da producéo foi seguido pelo aumento do
consumo. Conforme os dados fornecidos pela FAOSTAT (2016), em 2009 o consumo mundial
de tomate foi 20,5 kg per capita ao ano, um aumento de 173% comparado ao ano de 1963 que
foi de apenas 7,5 kg per capita. Esta cultura representa também um dos principais produtos da
inddstria alimentar mundial. Em 2011 o consumo mundial foi de 139 milhdes de toneladas de
tomate in natura e processado, com a producdo total de 158 milhdes de toneladas em 4,68

milhdes de hectares. Além disso, o tomate € um modelo vegetal importante, por fazer
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associacdes com micorrizas, para numerosos estudos de genética, bioquimica, morfologia e
anatomia, mutagénese e outros (PEREZ; AHMED; CABEZAS, 2013).

Em 2015 o Brasil produziu 3.467.990 toneladas de tomate o que corresponde a cerca de 2,50%
da produgdo mundial FAOSTAT (2016). No Brasil, a difusdo de técnicas de irrigacdo, as
inovacOes no processo de produgdo, o uso intensivo de insumos, a introducdo de tomateiros
melhorados geneticamente para serem mais produtivos e com menos perdas pds-colheita foram
o0s principais fatores que contribuiram para 0 aumento da produtividade do tomate nacional, ja
que a area colhida ndo sofreu grandes variacGes (INCAPER, 2010). Dados da FAOSTAT
(2016) mostram que entre 2004 e 2014, a producdo, a &rea colhida e a produtividade

aumentaram 22%, 7% e 14%, respectivamente.

Quanto aos estados brasileiros, dados do Levantamento Sistematico da Producdo Agricola de
2016 do IBGE (Tabela 1) mostram que o estado de Goias € o maior produtor nacional de tomate,
contribuindo, em média, com 23,86% da producdo total, porém neste estado predomina a
producdo de tomate para industria. O tomate de mesa é produzido principalmente na regido
Sudeste. Os estados de Sado Paulo (19,87%) e Minas Gerais (15,27%) foram os dois maiores
produtores desta regido e ocuparam o segundo e o terceiro lugar, respectivamente, na produgédo
nacional de tomate. O Espirito Santo se destaca como 0 nono maior produtor brasileiro (3,93%).
Desta maneira, a regido Sudeste do Brasil € a maior produtora de tomate, com aproximadamente
43,67% da producdo do pais (IBGE, 2016).

Tabela 1 - Producdo Mundial e Brasileira no periodo de 2010 a 2014.

Regiédo 2012 (t) 2013 (t) 2014 (t) 2015 (t) 2016 (t) Média (ton.)
Mundo? 161.791.707 163.719.357 170.750.767 Dados ndo divulgados 165.420.610
Brasil 3.873.985 4.187.646 4.302.777 4.187.729 3.737.925 4.058.012
Sudeste? 1.432.770 1.564.080 1.919.438 2.144.550 1.799.478 1.772.064
S&o Paulo? 656.055 675.196 849.052 1.097.937 753.283 806.305
Minas Gerais?  444.615 559.871 674.962 715.890 702.510 619.570

R. de Janeiro>  195.665 181.923 207.424 185.889 189.611 192.102

Esp. Santo? 136.435 147.090 188.000 144.834 154.074 154.087

IFAOSTAT (2016) http://www.fao.org/faostat/en/#data/CC
2IBGE (2012, 2013, 2014, 2015 e 2016)

No Espirito Santo, apenas o tomate de mesa € cultivado, e as principais regides produtoras
caracterizam-se pela presenca de poucos grandes produtores e a domindncia de pequenas

propriedades com méao de obra de base familiar e localizadas préximas ao mercado consumidor


http://www.fao.org/faostat/en/#data/CC
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da Grande Vitdria, dividindo com a cafeicultura a primazia da importancia agricola dos
principais municipios produtores. O tomate de mesa ocupa posi¢cdo de importancia no cenario
da olericultura capixaba, e na safra de 2016 atingiu uma area de cerca de 2.511 hectares, com
uma produtividade média estimada de 61,36 toneladas por hectare. Os principais municipios
produtores sdo Santa Teresa, Laranja da Terra, Venda Nova do Imigrante, Afonso Claudio,
Domingos Martins, Santa Maria de Jetiba, Castelo e Alfredo Chaves (IBGE, 2016; INCAPER,
2010).

Apesar do avanco da produtividade, o brasileiro consome pouco tomate e por isso producéo
interna de tomate de mesa atende a demanda anual do Brasil. O Gltimo levantamento feito pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, em 2011, mostra que oS
brasileiros consomem apenas 20,37 kg de tomate por ano, comparado a outros paises como
Grécia, Espanha e Estados Unidos que consomem 76,86, 42,58 e 37,81 kg/per capita/ano,
respectivamente (FAOSTAT, 2016) http://www.fao.org/faostat/en/#data/CC.

Todos os anos, 0 Grupo de Trabalho Ambiental (EWG) produz uma lista de frutas e legumes
com o0s mais altos niveis de residuos de pesticidas, conhecida como Dirty Dozen. Os tomates
salada e os tomates cereja sdo frequentemente encontrados nessa lista, levando o EWG a sugerir
que as pessoas comprem tomate organico, sempre que possivel, a fim de minimizar a exposicao
aos agrotoxicos. Em 2016, os tomates salada e cereja ocuparam a 92 e 112 posi¢des da Dirty
Dozen, respectivamente. Essa classificagéo se baseia em resultados de mais de 35.200 amostras
de 48 espécies vegetais alimenticias testadas pelo Departamento de Agricultura dos EUA-
USDA e pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos EUA-FDA

(http://www.medicalnewstoday.com/whitelist-mnt).

Os residuos de agrotdxicos nos tomates produzidos no Brasil, assim como em varias partes do
mundo, também é um problema. Das 730 amostras do fruto do tomateiro analisadas pela
ANVISA, entre 2013 a 2015, 200 amostras apresentaram agrotdxicos ndo autorizados para uso
na cultura de tomate. Dentre os agrotdxicos detectados como ndo autorizado para a cultura, o
clorpirifés e o acefato apresentaram o maior indice de detecgdes, tendo sido encontrados,
respectivamente, em 13,4% e 22,3% das amostras monitoradas. Em todo o Brasil foram
detectados 63 agrotoxicos nas amostras de tomate sendo 13 agrotoxicos ndo autorizados para
essa cultura. No Espirito Santo, de modo geral, os resultados do programa estadual foram
similares aos resultados do Programa de Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos-
PARA. Foram achados residuos de agrotoxicos em 74% das amostras analisadas, sendo

encontrados residuos irregulares em 33% delas. A irregularidade mais comumente detectada


http://www.fao.org/faostat/en/#data/CC
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nas amostras de alimentos foi a presenca de residuo de agrotoxico ndo autorizado para a cultura,
assim como no PARA. (ANVISA, 2016).

2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS E FENOTIPICAS DO TOMATEIRO

O tomateiro pertence a familia Solanaceae juntamente com outras espécies importantes como a
batata, a pimenta e a berinjela. O tomateiro foi classificado por Linnaeus em 1753 como
Solanum lycopersicum e por Miller em 1754 como Lycopersicon esculentum sendo atualmente
validada a primeira classificagdo: Solanum lycopersicum (PERALTA; SPOONER; KNAPP,
2008). O tomateiro € uma espécie diploide com 2n = 2x = 24 cromossomos. O genoma do
tomateiro é composto de, aproximadamente, 950 milhGes de pares de base de DNA, sendo que
mais de 75% € composto de heterocromatina desprovida de genes ativos (PROHENS; NUEZ,
2008). O centro de origem do género Solanum é a regido andina da Colémbia, do Equador, do
Peru, da Bolivia e do Chile, onde crescem espontaneamente diversas espécies do género. O
antepassado mais provavel do tomateiro cultivado € um pequeno tomate silvestre Solanum
lycopersicum var. cerasiforme (Dun.) que cresce facilmente nas regides tropicais e subtropicais
da América e da Europa. No periodo pré-colombiano, alguns espécimes foram introduzidos na
América Central e no México durante os movimentos migratérios indigenas. A palavra tomate
originou-se de tumatl ou tomatl — termo de um dialeto indigena mexicano que significa,
genericamente, plantas de frutos globulares com muitas sementes e polpa aquosa. O México é
considerado um centro de domesticacdo do tomateiro, onde a planta passou a ser cultivada e
melhorada geneticamente. O tomate tornou-se parte integrante da dieta mexicana séculos antes
da chegada dos conquistadores espanhois. Quando a conquista se iniciou, o tomate ja estava
integrado as culturas asteca e de povos indigenas da América Central, que o cultivavam,
comercializavam e o consumiam. Os incas e outras tribos andinas utilizavam os frutos de
formas silvestres apenas esporadicamente. Introduzido na Europa através da Espanha e a partir
do México, entre 1523 e 1554, ja havia alcangado um nivel avancado de domesticacéo,
apresentando tipos diversificados. Inicialmente foi introduzido como planta ornamental e
medicinal, passando em fins do século XVIII a ser cultivado e consumido como hortalica na
Espanha de onde ocorreu a disseminagéo pelo globo (FILGUEIRA, 2003; PROHENS; NUEZ,
2008).



24

O tomate é um fruto carnoso, macio, com dois ou mais I6bulos, protegido por uma cuticula
quase impermedavel a gases e a agua, que contém internamente uma cavidade locular (Figura 1)
(FILGUEIRA, 2003; PROHENS; NUEZ, 2008).

Parede radial do pericarpo

Parede externa do pericarpo

Epiderme

Parede interna
e do pericarpo
Cavidade locular contendo gel e sementes

Figura 1 - Caracterizacdo externa e interna do fruto do tomateiro (PROHENS; NUEZ,
2008). Desenho de Hugo G. Tavares.

O tomateiro é uma planta vascular cujas flores geram frutos carnosos com sementes de dois
cotiledones e assim é classificado como pertencente ao reino Plantae (plantas), sub-reino
Tracheobionta (plantas vasculares), superdivisdo Spermatophyta (plantas com sementes),
divisdo: Magnoliophyta (plantas com flores), classe Magnoliopsida (dicotiled6neas), subclasse:
Asteridae, ordem: Solanales, familia: Solanaceae, género: Solanum L., espécies: Solanum

lycopersicum L. (http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=SOLY2).

O tomateiro € uma planta perene de porte arbustivo que se cultiva como anual, € uma planta
herbacea, de caule flexivel e incapaz de suportar, na posi¢do vertical, 0 peso da parte vegetativa
e dos frutos. Ha dois tipos principais de habito de crescimento. O habito determinado é
caracteristico das cultivares destinadas a agroindudstria conduzidas em cultura rasteiras com as
plantas em forma de moita. As hastes atingem 1,00 m no maximo, terminando por um cacho de
flores. O hébito indeterminado ocorre na maioria das cultivares comerciais para producgéo de

frutos para mesa, com o tomateiro apresentando porte alto e crescimento continuo, podendo


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=SOLY2
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ultrapassar 2,50 m. Ocorre a dominancia da gema apical sobre as gemas laterais, resultando em
menor desenvolvimento destas. O desenvolvimento da planta é vigoroso e continuo,
acontecendo simultaneamente a floragdo e a frutificagdo. O habito indeterminado de
crescimento é caracteristico do grupo Salada, sendo as plantas conduzidas sob tutoramento nas
regides produtoras do Brasil (FILGUEIRA, 2003; PROHENS; NUEZ, 2008).

O ciclo cultural varia de 4 a 7 meses, da semeadura até a producéo de novas sementes, incluido
0 periodo de colheita que pode variar de 1 a 3 meses. As flores se agrupam em cachos, sdo
hermafroditas o que favorece a autopolinizacdo, sendo o tomateiro uma planta autdgama.
Entretanto, a fecundacdo cruzada pode ocorrer através de insetos (zoocoria) embora em
pequena escala. Na maioria das situagdes se observa que é relativamente facil manter as
cultivares geneticamente puras, isenta de cruzamentos indesejaveis. Ap6s a germinacdo, que
ocorre entre 3 a 5 dias, a plantula exibe duas folhas cotiledonares tipicas, alongadas e estreitas,
concomitantemente desenvolve-se a raiz principal, pivotante, posteriormente se desenvolvem
as raizes laterais quase tanto quanto a principal. Em solos profundos a raiz pivotante pode
atingir ou ultrapassar 2,50 m de profundidade no inicio da colheita. Posteriormente,
desenvolvem-se as folhas definitivas, que sdo grandes, pecioladas, compostas por ndmero
impar de foliolos desenvolvidos. No ponto de insercao das folhas com o caule surgem brotos
laterais que podem desenvolver-se, ramificar-se e produzir frutos (FILGUEIRA, 2003;
PROHENS; NUEZ, 2008).

Os frutos sdo bagas carnosas, suculentas, variando em aspecto, tamanho e peso — de 10 g até
500 g, dependendo da cultivar. Também varia o formato, podendo ser globular, cilindrico,
piriforme ou oblongo. O nimero de l6culos é variavel de 2 (biloculares) até 10 (pluriloculares).
A maioria das cultivares produz frutos de coloracdo vermelha bem viva, resultante da
combinacdo da coloracdo rosada da polpa com a pelicula amarela. A coloragdo do fruto é
determinada por dois pigmentos: licopeno de cor vermelha e o caroteno de coloragéo amarela
que dependem das condic¢des climaticas, sendo o primeiro favorecido por temperaturas amenas,
e 0 segundo pelo calor (FILGUEIRA, 2003; PROHENS; NUEZ, 2008).

A cultivar ‘Especial para Salada’ é do tipo Beefsteak cujos frutos se caracterizam por serem
globulares e ligeiramente achatados, multiloculares e com o pericarpo espesso (PROHENS;
NUEZ, 2008).

O tomate é tido como um alimento funcional, um alimento que vai além de fornecer apenas

nutricdo basica. Devido aos seus fitoquimicos benéficos, como o licopeno, os antioxidantes, as
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vitaminas A e C e o acido folico, os tomates também desempenham um papel na prevencao de
doencas crénicas e oferecem outros beneficios a saide humana. O tomate possui em sua
composicdo de 93% a 95% de agua. Nos 5% a 7% restantes, encontram-se compostos
inorgénicos, acidos organicos, aglcares, sélidos insoliveis em alcool e outras substancias
(NEPA, 2011). Os frutos dos tomateiros sdo ricos em licopeno, uma substancia responsavel
pela coloracdo vermelha e associado com a diminuicao do risco de doencas cardiovasculares,
cancer de prostata e cancer de mama. O licopeno é conhecido como um dos melhores
supressores bioldgicos de radicais livres, especialmente aqueles derivados do oxigénio
(FRIEDMAN, 2013).

As variedades devem ser resistentes as doencas e atender ao tamanho e a uniformidade dos
frutos. Esta cultura requer um clima relativamente ameno, entre 21°C a 24°C, para uma
producéo de melhor qualidade. O tomateiro necessita de uma area ensolarada, porém acima de
35°C ha uma tendéncia de dificuldade na formacdo do tubo polinico o que diminuird a
autofecundacéo das flores com a consequente diminuicdo da produtividade. A maioria dos
cultivares de tomateiro € sensivel a temperaturas muito elevadas que causam o abortamento de
flores e também ndo suportam temperaturas muito reduzidas que podem comprometer as folhas.
Com relacdo ao solo, para a cultura do tomate recomenda-se solos férteis, porosos, bem
drenados e ricos em matéria organica. O tomateiro € medianamente tolerante a acidez, mas é
exigente em célcio e magnésio. Além disso, é aconselhavel plantar o tomate em um solo que
ndo tenha sido cultivado antes com tomate ou outra solandcea para evitar doencas
(FILGUEIRA, 2003; INCAPER, 2010; PROHENS; NUEZ, 2008).

2.3 CULTIVO E MANEJO

A demanda crescente de alimentos e energia, associada a preservacdo ambiental e a
disponibilidade limitada de terra, exige estudos focados em diferentes meios de producéo.
Aumentar a produtividade e garantir a sustentabilidade econdmica, ambiental e social na
agricultura sempre foi um grande desafio agricola. Neste contexto, podem-se destacar dois

sistemas de producdo: convencional e organico.

Desde a Revolucdo Verde iniciada na década de 1960, a agricultura brasileira veio fazendo uso
constante, progressivo e, consequentemente, intensivo de maquinas agricolas, de sementes
melhoradas, corretivos de solo, adubos e agrotoxicos para produzir alimentos. Este sistema de

producdo degrada os solos, compromete a qualidade e quantidade dos recursos hidricos, devasta
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florestas e campos nativos, empobrece a diversidade genética de plantas e animais, além de
contaminar os alimentos produzidos para a populacdo. Existe consenso entre 0s especialistas
de que o sistema de producdo agricola derivado da Revolucdo Verde esta em crise e que é
necessario mudar a forma de se produzir e de se relacionar com o meio ambiente
(HESPANHOL, 2008). Em resposta aos impactos negativos causados por este sistema de
producédo, surgem diversos movimentos em prol de uma agricultura mais sustentavel, ambiental
e socialmente justa. Entre estes movimentos, pode-se destacar 0 movimento organico,
biodinamico, natural, regenerativo, permacultura, dentre outros. Cada um com suas
especialidades, porém todos voltados para praticas agricolas que respeitam os recursos naturais
e o conhecimento tradicional (KAMIYAMA, 2011).

Devido a auséncia de agrotdxicos usados na agricultura convencional, a agricultura organica
tende a produzir alimentos para atender a crescente demanda mundial por alimentos mais
saudaveis. Desde 1990 a agricultura orgénica vem crescendo rapidamente e este crescimento
deve-se, principalmente, ao fato da agricultura convencional produzir alimentos contaminados
por agrotdxicos e a maior conscientizacdo de uma parcela de consumidores quanto aos efeitos
deletérios que os residuos de venenos podem causar a saide (DANGOUR et al., 2009; SMITH-
SPANGLER et al., 2012).

A agricultura organica faz uso de técnicas que a direcionam aos pequenos agricultores. Ha uma
tendéncia mundial para o aumento da demanda desses alimentos, o que favorece a criagdo de
emprego e renda para os produtores da agricultura familiar do mundo todo. As vendas de
alimentos e bebidas organicas estdo crescendo rapidamente, aumentando quase cinco vezes
entre 1999 e 2013 chegando ao faturamento de US$ 72 bilhdes. Este valor devera duplicar até
2018. Recentes relatorios internacionais reconhecem a agricultura organica como um sistema
agricola inovador que equilibra multiplos objetivos de sustentabilidade e serd cada vez mais
importante na seguranca global dos alimentos e dos ecossistemas (REGANOLD; WACHTER,
2016).

Hespanhol (2008) apresenta algumas dificuldades enfrentadas pelo pequeno agricultor organico
no Brasil que acabam desestimulando a producéo organica, como: producdo em pequena escala
por causa de problemas com pragas e doencas, instabilidade decorrente da baixa capacitacdo
gerencial; escassez de pesquisa cientifica em agricultura organica; a assisténcia técnica da rede
publica conta com poucos técnicos capazes de difundir a agricultura orgénica; dificuldades
financeiras encontradas durante o processo de conversdo; dificuldades de acesso ao crédito

bancario; custos de certificacdo e de acompanhamento das exigéncias da certificacdo;
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dificuldade de processamento dos produtos agropecuarios; além de maior demanda por mao de
obra. Portanto o processo de conversdo de sistemas de producdo convencionais para organico
apresenta dificuldades iniciais no Brasil. As vantagens financeiras alcancadas a medio e longo
prazos sdo de fundamental importancia para garantir a permanéncia do agricultor familiar no
sistema de producdo organico (HESPANHOL, 2008).

Algumas principais diferencas entre as agriculturas natural, organica e convencional podem ser

observadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Diferencas entre os sistemas de cultivo natural, organico e convencional.

Sistema de cultivo

Manejo Convencional Orgénico Natural
Sim N&o Sim N&o Sim N&o

Aracédo X X X X X
Gradagem X X X X

Adubacdo X X X
Plantio direto X X X X X

Producdo da prépria semente X X X X X
Irrigacdo X X X X X X
Agrotdxicos, caldas e extratos vegetais X X X
Descanso do solo X X X
Aportes externos X X X
Repeticdo de cultura X X X

Rotacdo de cultura X X X X

Fontes: True Health (OKADA, 1987), Tomate (INCAPER, 2010), Agricultura Organica (SOUZA,
2015).

2.3.1 Agricultura Natural

No Brasil, o termo agricultura natural é usado para nomear aos métodos agricolas sustentaveis
criados tanto por Mokiti Okada quanto por Masanobu Fukuoka. O USDA-United States
Department of Agriculture diferencia os dois métodos dando-lhes nomes diferentes, quais

sejam: Nature Farming para o método de Mokiti Okada, ou Mokicho Okada na grafia inglesa,
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e Natural Farming para o de Masanobu Fukuoka (https://www.nal.usda.gov/afsic/sustainable-

agriculture-definitions-and-terms-related-terms#termz21).

A prética da agricultura natural ndo adubada leva o agricultor a saber que as plantas crescem
com os nutrientes do solo, portanto, é desnecessaria e dispensavel a intervencdo do homem
sobre o solo para nutrir as plantas (OKADA, 1987). Os ecossistemas terrestres tém tudo o que
as plantas cultivadas precisam para produzir alimentos saudaveis e em abundancia. As técnicas
da agricultura natural reproduzem no campo agricola o que ocorre nos ambientes naturais e
assim produzem plantas e alimentos tdo saudaveis quanto os coletados pelos homens das

cavernas e 0s encontrados nos centros de origem das plantas cultivadas.

A agricultura natural surgiu a partir do pensamento e da metodologia do pensador japonés
Mokiti Okada no final da década de 1930. A teoria da agricultura natural, como Okada expds,
repousa sobre uma crenca nos poderes vivificantes universais que os elementos do fogo, agua
e terra conferem ao solo. O solo do planeta, criado durante um periodo de eras, adquiriu
propriedades de sustentacdo da vida, de acordo com o principio da indivisibilidade dos reinos
espiritual e material, que por sua vez fornece a forca da vida que permite que as plantas crescam
sem a adubacdo feita pelo homem. Utilizar o poder inerente ao solo é o principio fundamental
de agricultura natural (http://afsic.nal.usda.gov/sustainable-agriculture-definitions-and-terms-

related-terms#term21).

O Governo Federal no Art. 1° da Lei n° 10.831, de 23 de dezembro de 2003 define o que é um

sistema organico de producao:

Art. 1° Considera-se sistema organico de producéo agropecuaria todo aquele em que
se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacdo do uso dos recursos naturais e
socioecondmicos disponiveis e 0 respeito a integridade cultural das comunidades
rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econémica e ecol6gica, a maximizagédo
dos beneficios sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia ndorenovavel,
empregando, sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e mecénicos, em
contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de organismos
geneticamente modificados e radiacdes ionizantes, em qualquer fase do processo de
producéo, processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializacdo, e a
protecdo do meio ambiente.

[...]
A agricultura natural € um tipo de agricultura organica de acordo com o 8 2° do artigo 1° dessa
lei.

[...]
8§ 2° O conceito de sistema organico de producéo agropecudria e industrial abrange os
denominados: ecoldgico, biodinamico, natural (grifo nosso), regenerativo, bioldgico,


http://afsic.nal.usda.gov/sustainable-agriculture-definitions-and-terms-related-terms#term21
http://afsic.nal.usda.gov/sustainable-agriculture-definitions-and-terms-related-terms#term21
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agroecoldgicos, permacultura e outros que atendam os principios estabelecidos por
esta Lei.

[.]

A agricultura natural € uma agricultura sustentavel que tem o solo como um organismo Vvivo
que sera mais produtivo a medida que forem aplicadas as regras canénicas para a conservagdo
da estrutura e da atividade bioldgica dos solos, facilmente conseguidas quando ndo se ara nem

se aduba o solo.

Agricultura sustentavel tem que considerar aspectos socioecondémicos e culturais dos grupos
sociais implicados. Nao basta proteger e melhorar o solo ou a produtividade agricola se ndo
resulta em melhorias nas condicOes de vida das pessoas envolvidas. Portanto, agricultura
sustentavel é um conceito que implica aspectos e conceitos de cidadania e libertagdo dos
esquemas de dominacdo impostos por setores de nossa propria sociedade e por interesses
econdmicos de grandes grupos, de modo que nao se pode abordar o tema reduzindo apenas as
questdes técnicas (CAPORAL; COSTABEBER, 2002). Na agricultura sustentavel a producéo
de alimentos deve ter efeitos negativos minimos no ambiente e ndo liberar substancias toxicas
ou danosas no corpo humano, na atmosfera, na agua superficial ou no lencol freatico; deve
preservar e restaurar a fertilidade, prevenir erosdo e manter a saude ecologica do solo.
Sustentavel também implica o uso da agua de um modo que permita aos aquiferos se
recarregarem e as necessidades de 4gua do ambiente serem satisfeitas. Além dos cuidados com
o solo, implica manter uma diversidade de culturas, usando controles naturais para as pragas e
doencas, facilitando a economia local, promovendo boas rela¢cdes com os vizinhos, em geral,
preservando a saude da terra e dos que nela vivem. A agricultura sustentavel visa atender as
necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geracGes futuras de atender as
suas proprias necessidades (GLIESSMAN, 2006).

No sistema de manejo da agricultura natural as qualidades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo
tém que resultar no livre crescimento das raizes, na entrada e armazenamento das aguas das
chuvas e das irrigacdes, sendo essa interacdo solo-planta-microrganismo se mostrado
diretamente relacionada ao desenvolvimento e sanidade das culturas. A agricultura natural usa
a quimica dos solos oriunda de inimeros processos bioldgicos (OKADA, 1987; PRIMAVESI,
2006). Esse sistema agricola produz plantas com um lento mas eficiente desenvolvimento
inicial da parte aérea em funcdo de serem cultivadas em solos nao adubados e bem estruturados,
0 que as faz investir primeiro em seus sistemas radiculares tal qual ocorre nas matas e florestas
(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013).
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Sabe-se que a cada chuva ocorre 0 processo de lixiviagdo dos nutrientes quimicos do solo
promovido pela infiltracdo das aguas no seu perfil. As plantas que nos alimentam, as
angiospermas, estabeleceram varias estratégias no curso da evolucédo de mais de 140 milhdes
de anos, para ajustar seu crescimento e desenvolvimento sob condi¢fes ambientais varidveis
(BRENNER et al., 2006; GRAFI; OHAD, 2013), incluindo a diminui¢cdo dos teores de

nutrientes no solo, os quais vieram diminuindo a cada chuva (RECH et al., 2009).

Os métodos da agricultura natural privilegiam o reciclo da matéria organica nos campos
agricolas para nutrir as culturas. Com o aumento do reciclo da matéria organica no solo, a vida
microbiana tem grande atividade, pois vive em um ambiente repleto de recurso alimentar e
agua. Com a acdo dos microrganismos sobre a matéria organica, o solo tem agregados estaveis,
se torna de estrutura granular bem desenvolvida e ndo endurece. A capacidade das culturas
produzirem bem na agricultura natural € dependente do constante reciclo da matéria organica

nos solos deste agroecossistema.

A funcdo da matéria orgénica dos restos culturais no solo ndo é a de nutrir as plantas
diretamente, mas sim os organismos do solo. Sdo esses organismos que consomem 0s nutrientes
minerais e organicos do solo fixando-o0s em suas células para em seguida, com sua morte, deixa-
los disponiveis para as plantas na forma de dgua, minerais, gas carbdnico (PRIMAVESI, 2008)
e moléculas organicas (HOORMAN, 2011). Uma Unica colher de cha de solo de mata, cerca de
1 grama, pode conter de 100 milhdes a 1 bilh&o de bactérias, varios metros de filamentos de
fungos, milhares de protozoéarios e dezenas de nematoides. Nas primeiras camadas dos solos,
cerca de 30 cm, duas toneladas e meia de bactérias microscopicas podem estar ativas, nascendo
e morrendo a cada hectare, podendo haver mais de um milhdo de espécies de bactérias presentes
nessa area (HOORMAN, 2011; MERRIFIELD, 2010). A matéria organica comporta-se como
uma esponja, com a capacidade de absorver e manter até 90% do seu peso em agua. A matéria
organica liberard a maior parte da agua que absorve para as plantas (SOIL SURVEY STAFF,
2013).

2.3.1.1 Baixos aportes na agricultura natural

A agricultura natural produz com o que hd em seus canteiros, preferencialmente, matéria
organica autdctone. Os canteiros preparados apenas uma Unica vez, para serem cultivados para
sempre nesse sistema de cultivo, serdo nutridos e estruturados pela decomposicao dos restos

vegetais sobre o0 solo e no seu interior. Nesse método agricola a decomposicao aerobica da
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matéria organica que ocorre sobre o solo e parcialmente anaerdbica no seu perfil produz
sustancias intermedidrias importantes como o0s acidos poliurdnicos necessarios para se criar e
se manter uma boa estrutura do solo em funcao de seu grande poder agregante (KONONOVA,
1966; PRIMAVESI, 1981; SAINJU; JABRO, 2014). A adubacdo verde pode e deve ser feita
com o objetivo de ser Gtil na construcdo da estrutura do solo, no periodo de transicdo entre um
sistema de agricultura adubada e a agricultura natural, usando-se plantas que tenham um forte
sistema radicular capaz de descompactar o solo profundamente como, por exemplo, o feijdo-
de-porco (Canavalia ensiformis) e o guandu (Cajanus cajan). A agricultura natural por ndo usar
agrotoxicos ou caldas permitidas na agricultura orgénica para combater pragas e doencas
produz alimentos mais saudaveis do que as agriculturas convencional e organica (PRIMAVESI,
2006).

A agricultura natural é mais simples que a agricultura organica porque ndo usa elementos
aloctones e acompanha fielmente os movimentos bidticos e abioticos da Natureza que
recuperam e mantém a estrutura do solo igual ou muito proximo da existente no ecossistema
original (PRIMAVESI, 2006).

2.3.1.2 Variedades localmente adaptadas pela agricultura natural

As mudangas climéaticas ameacam a reducdo da producdo agricola e constituem um desafio para
a seguranca alimentar. A criacdo de variedades resistentes a essas mudancas de clima é cada
vez mais urgente. As populacdes de plantas selvagens evoluiram para lidar com as mudancas
em seu ambiente de origem via forcas de selecdo natural. O conhecimento de como sobrevivem,
no centro de origem, as plantas que alimentam a humanidade pode estar distante do objetivo da
agricultura que é o de maximizar o rendimento das culturas em ambientes muito diferentes dos
locais onde se originaram. No entanto, compreender a natureza da adaptacéo, que ocorre no
genoma das populacgdes selvagens, pode revelar estratégias para o melhoramento que resultem
em uma producdo agricola mais resiliente as mudangas climaticas e as pragas e doencas
(HENRY; NEVO, 2014). A agricultura natural usa a adaptagéo das plantas aos solos e ao clima,
com o auxilio dos microrganismos indigenas, para produzir alimentos puros, saudaveis,
saborosos e com pouquissimo aporte de energia. As variedades cultivadas por séculos em solos
adubados quando usadas pela agricultura natural tém o vigor original recuperado pela
simplicidade da selecdo massal que visa manté-las capazes de produzir com o que ha nos solos

nativos e de estrutura recuperada. Essa selecdo tem que ocorrer a cada plantio da agricultura
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natural para aumentar a frequéncia de alelos que resultam em caracteristicas favoraveis das
plantas para o agricultor e para o consumidor. Uma das principais vantagens da selecdo massal
é que ela é baseada somente no fendtipo. Por isso, este tipo de selecdo sofre interferéncia da
qualidade do solo e do clima, ou seja, do meio ambiente. A selecdo massal € o0 método mais
antigo de melhoramento de plantas e vem sendo utilizada pelos agricultores hd milhares de
anos. Tudo isso comegou quando os primeiros agricultores escolheram os melhores frutos ou
plantas para dar origem a geracao seguinte no Crescente Fértil, berco da agricultura, ha 12 mil
anos (BOREM, 2001; MAZOYER; ROUDART, 2010).

2.3.1.3 Repeticéo de cultura

E muito comum se evitar o uso do mesmo solo para culturas repetitivas nos sistemas de
producdo organico e convencional. Entretanto, na agricultura natural podem-se obter étimos
resultados através dessa pratica pelo simples fato de ser um método que ndo recebe nenhum
tipo de adubo. Para se obter um solo vivo e para ativar sua forca, é necessario ndo o adubar e
fazer culturas repetitivas sempre que possivel, pois com elas o solo vai se adaptando
naturalmente a cultura em questdo. Para justificar a cultura repetitiva em culturas anuais, basta
lembrar a quantidades de anos que uma cultura perene permanece nas areas de cultivo
(OKADA, 1987). A capacidade inerente ao solo de se adaptar a uma cultura plantada
repetitivamente na mesma area se da através dos exsudatos radiculares que selecionam 0s

microrganismos do solo benéficos e especificos da planta.

As associacOes bioticas interespecificas recentes ou novas estdo mais sujeitas a desenvolver
acdes conjuntas negativas severas do que as associacbes mais velhas. Na evolugdo e
desenvolvimento dos ecossistemas, as interagdes negativas tendem a reduzir-se ao grau minimo
em favor da simbiose positiva que reforca a sobrevivéncia das espécies que entre si interagem.
As associacOes bidticas novas ou recentes sdo mais passiveis de desenvolver interacdes
negativas severas do que as associacdes mais antigas (ODUM; BARRETT, 2007). Os
microrganismos de solo e plantas interagem por meio dos exsudatos radiculares
(MARSCHNER, 2012). Nas plantas superiores entre 20 a 60% do carbono fotoassimilado é
lancado no perfil do solo (GRAYSTON; VAUGHAN; JONES, 1997; KUZYAKOV;
DOMANSKI, 2000) sob a forma de exsudatos de raizes como por exemplo: substancias
humicas; agucares; acidos organicos; aminoacidos; mucilagens; células descamadas e tecidos

(MARSCHNER, 2012). A quantidade e a composi¢cdo dos compostos liberados s&o
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extremamente variaveis e afetada por multiplos fatores. As estimativas de rizodeposi¢ao variam
de 800 a 4.500 kg de carbono/ha ano (KUZYAKOV; DOMANSKI, 2000; LYNCH; WHIPPS,
1990). A rizodeposicdo para o solo e seus habitantes é uma importante fonte de carbono e
nitrogénio que funcionam como sinalizadores entre plantas e microrganismos do solo
(JENSEN, 1996). Por conseguinte, € de grande importancia para manter o nivel de atividade
microbiana no solo. Substancias organicas de baixo peso molecular dos exsudatos radiculares
desempenham um papel chave nas intera¢fes planta-microrganismos por interferir na estrutura
e funcdo das comunidades de fungos e bactérias do solo (HALF, 2013; SHI et al., 2011). A
ligacdo entre espécies de plantas e comunidades microbianas no solo da rizosfera é rigida e
restrita, sendo o resultado da coevolucdo entre ambos os reinos (NANNIPIERI et al., 2003;
PINTON; VARANINI; NANNIPIERI, 2007). Exsudatos radiculares determinam as interacdes
especificas entre as plantas hospedeiras e as populacdes de microrganismos associados a
rizosfera. Exsudatos radiculares conseguem atrair organismos benéficos, como fungos
micorrizicos e rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PINTON; VARANINI,
NANNIPIERI, 2007). A nutricdo e a melhoria no crescimento de plantas gerada pelos
microrganismos promotores tém um impacto significativo sobre o tipo e a concentracdo de
exsudacdo radiculares. Enquanto as plantas modificam a rizosfera e o ambiente para 0s
microrganismos do solo, estes por sua vez modificam a fisiologia vegetal (LAMBERS;
COLMER, 2005), assim sendo, a repeticdo de cultura desempenha o papel de transformar pelo
envelhecimento as interagfes bidticas novas em simbioses positivas (como mutualismo

[micorrizas] e protocooperacao) entre espécie vegetal e microrganismos de solo.

As interacdes simbidticas ocorrem entre organismos muito distintos entre si como as plantas
que sdo autotrdficas e certos fungos e bactérias que sdo heterotroficos. A medida que os
ecossistemas evoluem na direcdo da maturidade, as interacfes negativas sdo substituidas pelas
positivas que passam a ser uma forte vantagem seletiva. Essa substituicdo parece ser
especialmente importante quando algum aspecto do ambiente é limitante como solos inférteis
(ODUM; BARRETT, 2007) ou como na auséncia das defesas de plantas para a maioria dos
organismos saprofitos de solos causadores de sérias doengas em nossas principais culturas
(CHA et al., 2015). A repeticdo de cultura estimula o envelhecimentos das simbioses e assim
os solos podem atingir um estado de supressividade especifica para os saprofitos devido a
selecédo e ao enriquecimento ao longo do tempo de popula¢des microbianas particulares que
defenderéo a cultura em repetigéo nesses solos (CHA et al., 2015).
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A rotagdo ou repeticdo de cultura interferem na atividade enziméatica dos solos e
consequentemente em suas interacdes simbioticas. Enzimas microbianas extracelulares como a
polifenoloxidase e ureases, uma vez no ambiente do solo por excrecdo ou lise celular,
intermedeiam 0s processos bioquimicos de decomposicdo da matéria organica (BACH et al.,
2013; GERMAN et al., 2012; SINSABAUGH, 2010). Durante 7 anos de repeticdo da cultura
de pepino (Cucumis sativus) nos mesmos solos, em experimentos na China, a atividade da
polifenoloxidase aumentou pronunciadamente nos solos enquanto a das ureases diminuiu.
Nesse mesmo experimento houve aumento de atividade das ureases quando o cultivo de pepino
estava sob rotacdo de cultura (WU; MENG; WANG, 2006). Certos microrganismos que
colonizam as raizes produzem as polifenoloxidases, que podem estimular o crescimento de
plantas (BURNS; DICK, 2002) e as ureases que tém grande atividade em solos poluidos com
excesso de nitrogénio proveniente de adubagdo (DINDAR; SAGBAN; BASKAYA, 2015).

A repeticdo da cultura de caupi (Vigna unguiculata) na india aumentou lentamente os
propéagulos micorrizicos do solo associados a essa espécie enquanto o pousio (plantio+descango
do solo+plantio+...) os reduziu a 40% e a rotagcdo de cultura com mostarda (Brassica juncea)
os diminuiu a 13% (HARINIKUMAR; BAGYARAJ, 1988). As aquisi¢cdes do carbono e
nitrogénio podem ser efetuadas sem o auxilio de microrganismos de solo e ocorrem
simplesmente pela atividade de enzimas proteoliticas lancadas na rizosfera pelas plantas na
forma de exsudatos radiculares para digerirem as proteinas em aminoacidos, 0s quais serdo
absorvidos pelas raizes, pelo apoplasto e assimilados pela planta (PAUNGFOO-LONHIENNE
et al., 2008). Em solos ndo arados da agricultura natural a repeticdo de cultura favorece o
envelhecimento das relag@es simbidticas entre microrganismos de solo e da cultura repetida em
funcdo da manutencgdo dos exsudatos radiculares e enzimas extracelulares dos microrganismos
do cultivo anterior. Faz parte do manejo das agriculturas convencional e orgénica a rotagdo de
culturas entre familias diferentes de plantas cultivadas para se atenuar a infestacdo de ervas
daninhas e evitar pragas e doencas que geralmente ocorre quando uma espécie € continuamente
plantada em area adubada (HENKEL, 2015; PIMENTEL et al., 2005). A repeticdo de cultura é
uma das praticas que diferenciam a agricultura natural dos demais tipos de agricultura
sustentavel, no entanto, caso as condi¢cdes do mercado, em que o praticante desse método atua,
estiverem favoraveis ao cultivo de uma variedade diferente da que se encontra em repeticdo, o

plantio da nova cultura poderé ser executado sem prejuizo para o agricultor.
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Pelo exposto somente as plantas cultivadas na agricultura natural receberdo as benesses de
serem repetidamente plantadas em solos que promovem o amadurecimento do ecossistema
agricola sem a influéncia dos adubos (OKADA, 1987).

Os solos que tém o controle altamente eficaz e sustentavel de doengas de grande potencial
destruidor, como resultado da repeticdo de cultura e sob aportes externos minimos, sao
denominados solos supressores. Os mecanismos de defesa microbianos das raizes contra
patdgenos em solos supressores sao modulados pela planta através dos exsudatos radiculares
que estimulam as populagdes de microrganismos antagénicos da rizosfera. Este mecanismo
frequentemente constitui a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos presentes no
solo. Solos supressores fornecem alguns dos melhores exemplos de microrganismos indigenas
que protegem as raizes das plantas contra patogenos do solo (KWAK; WELLER, 2013). A
interacdo entre espécies de vegetais e microrganismos nos ecossistemas naturais tém um papel
fundamental na manutencdo dos baixos niveis de doenca nesses ambientes (GILBERT, 2002),
no entanto, a rotacdo de cultura, a aragdo e a gradagem favorecem a incidéncia e a gravidade
de doengas causadas por patdgenos com sobrevivéncia saprofitica no solo em agroecossistemas
(CHA et al., 2015). Com o plantio sucessivo da mesma cultura, no entanto, os solos podem
atingir um estado conhecido como supressividade especifica devido a selecdo e ao
enriquecimento, ao longo do tempo, de determinadas populagcdes microbianas que sdo
transferiveis para solos ndo supressivos e, normalmente, sdo eliminados pelo processo de
pasteurizacao, fumigacdo ou rotacdo de culturas (CHA et al., 2015; KWAK; WELLER, 2013).
Existem varios exemplos mostrando que a repeticdo de cultura induz a formacéo de solos
supressivos a doencas especificas de plantas. As variedades cultivadas ndo tém resisténcia
genética para a maioria dos microrganismos patogenos e saprofiticos. Para compensar esta
desvantagem, plantas recrutam membros antagénicos aos patdgenos na microbiota do solo para
defender suas raizes. Os melhores exemplos desta defesa microbiana das raizes sdo observados
em solos cuja a supressdo de doencas é induzida pela repeticdo de cultura, ou seja, por culturas
susceptiveis a um agente patogénico plantadas seguidamente na mesma area (CHA et al., 2015).
A duracéo da repeticdo de culturas necessaria para induzir a formacdo de solos supressivos,
muitas vezes € medida em anos, e ndo pode ser uma ferramenta na pratica de manejo em
sistemas de producdo convencional. Praticas de manejo, que incluem adubacéo, rotacdo de
culturas, aracdo e gradagem entre outras, irdo interferir negativamente nos processos ecoldgicos
das comunidades microbianas envolvidas na supressdo dos fitopatdgenos que habitam os solos
(KWAK; WELLER, 2013; MAZZOLA, 2002; VAN BRUGGEN, 1995; WORKNEH et al.,
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1993). Uma pausa na repeticdo da cultura ird reduzir ou eliminar a supressao a determinado
patdgeno, porém essa defesa pode rapidamente ser recuperada quando a cultura indutora for
cultivada novamente (CHA et al., 2015; KWAK; WELLER, 2013; MAZZOLA, 2002,
SARNIGUET; LUCAS; LUCAS, 1992). O desenvolvimento de solos supressivos foi
conseguido por meio do cultivo repetido de melancia (LARKIN; HOPKINS; MARTIN, 1996),
morango (CHA et al., 2015) e trigo (MAZZOLA, 2002). O desenvolvimento de solo supressivo
ndo foi associado as alteragdes na populacdo do patdgeno e assim ao aumento das populacdes
de actinomicetos, Pseudomonas fluorescentes e bactérias totais na rizosfera do solo supressivo.
Outros trabalhos com diversos grupos de microrganismos isolados a partir destes solos
indicaram que a supressdo foi devida, principalmente, ao aumento das populagdes de fungos
especificos ndo patogénicos aprimorados seletivamente em resposta ao cultivo de determinadas
cultivares (LARKIN; HOPKINS; MARTIN, 1996).

Pelo descrito nos trabalhos que tratam de solos supressivos ha determinados manejos
pertinentes a agricultura natural que favorecem o desenvolvimento de microrganismos
antagbnicos nesses solos, enquanto 0os manejos da agricultura convencional e da agricultura
organica por substituicdo de insumos favorecem fortemente os patdgenos de solo. Os autores
relatam claramente que a repeti¢éo de cultura e cultivo minimo, em que o solo néo € revolvido,
criam e fortalecem a supressdo do solo a sérias doencgas de importantes culturas. Nesses
trabalhos com melancia de Larkin, Hopkins e Martin (1996), com morango de Cha et al. (2015)
e com trigo de Mazzola (2002) ndo ha relato de adubacdo em nenhum deles, portanto os autores
deixam implicito que para o solo apresentar a desejavel supressdo, 0s aportes externos devem

ser minimos ou se restringir somente a matéria organica.

2.3.1.4 Beneficios do cultivo minimo do solo na agricultura natural
2.3.1.4.1 Retencdo do carbono no solo

Estima-se que a agricultura convencional ja tenha ocasionado perdas em cerca da metade do
carbono contido inicialmente nesses solos, devido a intensa movimentagdo conferida pelas
aracOes. (BOURNE JR, 2015). Desde que se comecou a cultivar os solos, as aragdes intensivas
vém oxidando de 30% a 50% de sua matéria organica. Uma boa gestdo do carbono € vital devido
ao seu papel na manutencdo da fertilidade, das propriedades fisicas e da atividade bioldgica do
solo necessarias para a producdo de alimentos. Para diminuir o impacto da agricultura sobre o

aumento global de CO> é imprescindivel que se sequestrem e se mantenham os niveis elevados
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de carbono no solo (LAL, 2005). O solo representa um reservatdrio que contém, pelo menos,
de duas a trés vezes mais carbono do que a atmosfera. Esses valores podem ser maiores, desde
que haja alteracdes no manejo do cultivo dos campos que visam aumentar 0 sequestro de
carbono no primeiro metro de profundidade do solo (BOURNE JR, 2015; KELL, 2011). H&
provas que sustentam a importancia das raizes na melhoria da estrutura e do fluxo da dgua no
perfil do solo e que ainda mostram o carbono organico do solo melhorando a produtividade
agrondmica. AracOes oxidam a matéria organica recém introduzida no solo por meio do sistema
radicular e emitem gas carbdnico como resultado dessa oxida¢do, diminuindo assim o sequestro
de carbono e contribuindo para o0 aumento do efeito estufa. O inverso ocorre em culturas perenes
e no plantio direto de culturas anuais que auxiliam no sequestro de carbono e diminuem a erosédo
por manterem o solo e os sistemas radiculares em seu perfil intactos (KELL, 2011). A grande
intensidade de cultivos no sistema de plantio direto, em uma mesma area sem pousios, minimiza
a perda de carbono e nitrogénio, mantendo o retorno de residuos ao longo do ano para o solo
(SHERROD et al., 2003).

2.3.1.4.2 Criagao e manutencgéo da estrutura do solo

No plantio direto os restos culturais deixados sobre o solo tém impactos positivos na sua
fertilidade, na elevagdo do contetido de biomassa microbiana, no controle biolégico de ervas
daninhas, no aumento dos niveis de fosfato extraivel, na maior quantidade de agregados estaveis
em agua, no aumento da capacidade de infiltracdo em seu perfil, na grande retencao de agua e
na melhor expanséo das raizes nesse solo (DERKSEN; BLACKSHAW; BOYETCHKO, 1996;
SOMMER et al., 2014). O papel da matéria organica ndo € repor nutrientes no solo e nada
consegue substituir o seu efeito nos ecossistemas terrestres. O principal beneficio da matéria
organica consiste em fornecer os teores de carbono necessarios para a biota do solo, incluindo
os microrganismos de vida livre fixadores de nitrogénio (diazotréficos) e os produtores de acido
poliurdnicos (PRIMAVESI, 1981, 2008, SANTOS 2016). Os acidos poliurnicos sdo 0s
produtos iniciais da decomposicdo aerobica dos restos culturais, matéria orgénica rica em
celulose, deixados sobre os campos agricolas. Esses acidos possuem a propriedade de agregar
0 solo em grumos, criando assim a estrutura ideal do solo para o desenvolvimento das raizes e
para a absorcdo da dgua das chuvas e da irrigacdo. As bactérias do género Cytophaga produzem
a geleia agregante do solo a partir da decomposicéo aerdbica da celulose (KONONOVA, 1966;
PRIMAVESI, 1981; SAINJU; JABRO, 2014). Muitos dos complexos biolégico, quimico,

fisico e processos envolvidos na agregacdo do solo podem ser deduzidos por se entender a
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dindmica dos polissacarideos acidos (acidos poliurbnicos) nos ecossistemas terrestres
(SAINJU; JABRO, 2014). Além disso, acidos poliurénicos podem ser facilmente medidos, e
devem fornecer um indicador confiavel da saude do solo, uma vez que se compreenda as
relagBes entre os microrganismos que os produzem e o teor de matéria organica do solo
(CAESAR-TONTHAT etal., 2001). A agregacdo resultante de hifas fangicas é mais facilmente
estabelecida em solos que sdo minimamente perturbados, arados, e ainda, fungos geralmente
dominam em solos sob preparo reduzido onde predomina a decomposicéo aerdbica da materia
organica no solo (HOLLAND; COLEMAN, 1987). Os mesmos &cidos poliurénicos que
agregam o solo (PRIMAVESI, 1981) sdo os principais componentes da lamela média que
formam os canais do apoplasto por onde passam livremente, provenientes da rizosfera, a agua
e os aminoacidos (TAIZ et al., 2015) que sdo os nutrientes do solo relacionados ao nitrogénio,
conforme Mokiti Okada (1987). De acordo com Primavesi (2008), no manejo ecoldgico do
solo, o agricultor ndo pode virar a terra mais profundamente do que ela suporta, 15 centimetros,
e tem que colocar a matéria organica sempre na parte superficial para ter uma decomposicao

aerobica. Essas praticas recuperam e mantém a estrutura do solo (PRIMAVESI, 2008).

2.3.1.4.3 Controle de ervas invasoras.

No plantio direto aplicado sistematicamente na agricultura natural as sementes de ervas
daninhas permanecem na superficie do solo, fazendo com que a mortalidade destas sementes
seja mais elevada do que as que foram enterradas pela aracdo. Roedores e insetos alimentam-
se de algumas destas sementes, impedindo-as de germinar ou entrar no banco de sementes do
solo. Sabe-se que a aracdo enterra sementes das ervas aumentando o seu nimero no banco de
sementes do solo. Estas sementes persistem por mais tempo dentro do solo do que na sua
superficie (BANTING, 1966; DERKSEN; BLACKSHAW; BOYETCHKO, 1996; GULDEN;
SHIRTLIFFE; GORDON THOMAS, 2003). As capinas manuais ou mecéanicas feitas nos
campos ndo arados da agricultura natural ao serem feitas antes das ervas invasores emitirem
flores, prejudicardo a manutencdo do banco de sementes dessa area. A medida que as sementes
mais superficiais germinam e em seguida sdo rocadas as plantulas antes do florescimento, a
quantidade de novas sementes tende a zero. As sementes mais antigas aptas a germinarem no
banco de sementes se encontrardo cada vez mais profundas a cada cultivo até restarem apenas
aquelas que ndo mais conseguirdo germinar por falta dos estimulos necessarios da luz vermelha

curta ou distante.
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2.3.1.5 Agua para as plantas na agricultura natural

A agricultura natural recria a estrutura original do solo a partir dos restos culturais mantidos e
decompostos aerobicamente sobre sua superficie e parcialmente anaerébico em seu interior. O
solo intacto guarda a arquitetura original dos sistemas radiculares dos restos culturais, o que
conserva a matéria organica em seu interior beneficiando a estrutura do solo. Assim, as raizes
da cultura seguinte crescem mais facilmente do que em solos arados e adubados, eliminando a
necessidade de irrigacdo (dry farming) ou diminuindo drasticamente o seu uso. As plantas,
através de um sistema radicular extenso, podem funcionar como bombas que trazem agua e
nutrientes de horizontes profundos, o que é especialmente importante em plantio direto
aplicados em sistemas de poucos aportes (UPHOPP et al., 2006), como na agricultura natural.
O plantio direto aumenta a capacidade de infiltracdo e de retencdo de 4gua no solo (DERKSEN;
BLACKSHAW; BOYETCHKO, 1996; SOMMER et al., 2014) o que diminui a dependéncia
da planta por onerosas irrigacdes. Um solo bem agregado apresenta taxas de infiltracdo de 100
até 400 mm/h e possibilita as plantas a produzirem um extenso e profundo sistema radicular.
Essas taxas podem ser reduzidas para 7 a 8 mm/h quando o solo € inadequadamente manejado.
Com baixa infiltracdo, os cultivos sofrem com a falta de 4gua logo apds pequenos periodos sem
chuvas (PRIMAVESI, 2008). O principal objetivo da agricultura natural é produzir sem adubos
com manejos estimuladores de variadas formas de organismos interagindo entre si e entre 0s
componentes minerais e organicos do solo. Essa dindmica bioldgica exerce uma funcéo
essencial na agregacdo do solo, de modo a torna-lo grumoso, permeavel para a dgua e com
estrutura granular desenvolvida o suficiente para as raizes se aprofundarem em seu perfil
(PRIMAVESI, 2008).

2.3.1.6 Nutrientes do solo versus nutrientes dos adubos

A agricultura natural ndo faz uso de nada que se possa chamar de adubos (OKADA, 1987). E
senso comum que a utilizagdo de adubos quimicos ou organicos traz bons resultados. Segundo
Mokiti Okada (1987) se essa pratica continuar por muito tempo, gradativamente comecarao a
surgir efeitos contrarios. Okada (1987) afirma que muitos dos problemas encontrados nos
campos agricolas adubados, principalmente pragas e doencas, tém como causa primordial a
perda da capacidade das plantas de se alimentarem dos nutrientes do solo. A absor¢éo e
assimilacdo dos nutrientes dos adubos pelas plantas causam mudancas negativas em suas

caracteristicas as quais sdo transmitidas para as geragdes seguintes (OKADA, 1987). Para
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Okada (1987) a causa do aparecimento das pragas e doencas é o adubo. As plantas adubadas
vao perdendo sua funcdo inerente de absorver os nutrientes do solo e mudam suas

caracteristicas, passando a absorver os adubos como nutrientes (OKADA, 1987).

Temos nos centros de origem plantas resistentes a pragas e doencas se adaptando a frugalidade
do solo, no entanto, em meados do século X1X as pesquisas em fisiologia vegetal comecam a
ser feitas em laborat6rios com solugdes nutritivas (JONES JR., 2005) compostas por doses altas
de nutrientes ndo encontradas em ambientes naturais. Provavelmente muitas rotas metabdlicas
de plantas estudadas em laboratorio ndo existam na natureza com a mesma frequéncia que
ocorrem nas bancadas dos laboratérios e tantas outras rotas nao consigam ser detectadas e
estudadas em plantas superadubadas pelas soluc¢Bes nutritivas dos laboratdrios. Segundo Mokiti
Okada (1987) os nutrientes para as plantas se manterem saudaveis e produtivas s6 podem ser
os criados, originados e fornecidos pelo préprio solo. Os nutrientes do solo séo a resultante de
eventos ambientais sobre 0s minerais, 0S microrganismos e a matéria organica que compdem o

solo.

Okada (1987), ao preconizar que a pureza do solo é fundamental para o perfeito crescimento e
desenvolvimento das plantas cultivadas e ao diferenciar nutrientes do solo de nutrientes dos
adubos, anunciava a importancia que a matéria organica autoctone e 0s microrganismos
cosmopolitas e endémicos tinham por produzirem localmente os nutrientes do solo para
alimentar as plantas, deixando-as saudaveis e consequentemente produtivas. Ele alertava que
0s nutrientes dos adubos contaminavam e mudavam as caracteristicas do solo, e
consequentemente, dos microrganismos nativos, das plantas e, portanto, da qualidade de nossos
alimentos (OKADA, 1987). Em ambientes naturais, e muito provavelmente na agricultura
natural, as raizes das plantas absorvem substancias organicas nitrogenadas de pequena massa
molecular, como peptideos e aminoacidos, prontos para entrar em rotas metabolicas especificas
(HIRNER et al.,, 2006; KOMAROVA et al.,, 2008; LEE et al., 2007; PAUNGFOO-
LONHIENNE et al., 2008; SVENNERSTAM et al., 2007). As formas de nitrogénio organico
absorvidas e assimiladas pelas plantas sdo um dos nutrientes do solo mencionados por Mokiti

Okada em seus escritos a respeito da agricultura natural.

O nitrogénio ¢, quantitativamente, o nutriente mineral mais importante para o reino vegetal. Por
iss0, as plantas desenvolveram varios sistemas de transporte para absorver do solo o nitrogénio
em suas diversas formas (HIRNER et al., 2006; LIPSON; NASHOLM, 2001). Com base em
inimeros trabalhos cientificos, acredita-se que a principal fonte de nitrogénio para as plantas

seja o nitrato, porém ha contundentes controveérsias a esse respeito. A importancia potencial do
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nitrogénio organico, principalmente peptideos e aminoacidos, como uma importante fonte de
nitrogénio e carbono para as plantas, particularmente em sistemas de baixo aportes aldctones,
destaca a necessidade de se reexaminar os fluxos desses elementos nos ecossistemas (VAN
BREEMEN, 2002; WARREN, 2014).

O processo Haber—Bosch produz o nitrato a partir do nitrogénio atmosférico (N2) com enormes
gastos de energia para ser fornecido as plantas na agricultura convencional como um dos
nutrientes dos adubos, 0 que causara danos ambientais inevitaveis. Solos adubados com
nitrogénio inorganico, como nitrato (NO3) e amonio (NHJ), tém suas atividades
microbioldgicas diminuidas (SHEN et al., 2010) sendo esse fato um indicio de que o solo
adubado perde sua forca vital, de acordo com o pensamento de Okada (1987). Ha fortes indicios
mostrando que as plantas tém dificuldade para se adaptar a absorcéo de nitrogénio inorganico.
A forma de nitrogénio predominante em solos adubados com nitrogénio inorganico nao
coincide com a capacidade das culturas em adquiri-lo de forma adequada. O nitrogénio
inorganico é extremamente ineficiente nos campos agricolas. Na China houve um incremento
de 37 vezes nos volumes de nitrogénio inorganico aplicados entre 1961-2009 que alcancou
apenas um aumento de 3,4 vezes na produtividade agricola (SCHMIDT; NASHOLM;
RENTSCH, 2014). As plantas adubadas com nitrato tém suas caracteristicas alteradas quando
esse ion é absorvido, pois sabe-se que ele regula, ativando ou desativando, em raizes de
Arabidopsis thaliana, aproximadamente, cerca de 2.000 genes cuja a minoria teve suas funcdes
caracterizadas, e que resultam em consequéncias metabolicas e genéticas altamente distintas e
desconhecidas nas plantas (BRITTO; KRONZUCKER, 2013; CANALES et al., 2014;
SCHMIDT, 2014). As familias de genes transportadores de nitrato, NRT1 e NRT2, estdo
relacionadas com a percepcdo de pequenas quantidades de nitrato no meio ambiente e com a
transducdo de sinal que integra o metabolismo do nitrogénio com o metabolismo do carbono
(CAMANKES et al., 2012). Camafies et al. (2012) demonstraram que a auséncia de nitrato na
solucdo nutritiva estimula a inibicdo dos genes NRT2.1 e NRT2.2 aumentando assim a
resisténcia a Pseudomonas syringae pv tomato, independentemente do nivel total de nitrogénio
enddgeno (CAMANES et al., 2012). Assim, parece claro que alguns dos genes, que regulam o
metabolismo ou transporte do nitrato, controlam fortemente as interacdes planta-patdgeno
(CAMANES et al., 2012).

Nos ecossistemas naturais e na agricultura natural primeiramente ha o investimento maior sobre
o0 sistema radicular e depois o crescimento um pouco menor da parte aérea (MIYAWAKI;
MATSUMOTO-KITANO; KAKIMOTO, 2004; YI et al., 2010). Segundo Mokiti Okada
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(1987) o fundamental, para ativar o crescimento das plantas, € promover primeiramente o
desenvolvimento das raizes em solos de estrutura granular bem desenvolvida e sem
impedimentos, sendo esses atributos conseguidos com a criacdo e manutencdo do reciclo da
matéria organica sobre e sob 0os campos agricolas por meio das praticas da agricultura natural.
O aumento da superficie das raizes através do aumento do crescimento das radiculas é uma
resposta conhecida as concentracGes baixas de nutrientes no solo (GILROY; JONES, 2000;
ROBINSON; RORISON, 1987). Nas plantas cultivadas sem adubos, os pelos absorventes séo
muito mais numerosos e compridos, e a ramificacdo € bem maior; portanto, o enraizamento é
mais forte (DATTA et al., 2011; FOEHSE; JUNGK, 1983; JI, 2011; LEE; CHO, 2013; Y1 et
al., 2010). Segundo Okada, através da agricultura natural, o problema da agricultura serd
solucionado pelas raizes. Embora o gravitropismo e o hidrotropismo na raiz sejam considerados
fatores dominantes no seu alongamento (TSUTSUMI, 2003), a proliferacdo de um vasto
sistema radicular depende também da maciez dos solos e dos nutrientes na rizosfera. Se a
rizosfera é pobre em matéria organica ou muito seca, o crescimento radicular é lento. A medida
que as condicdes na rizosfera melhoram, o crescimento radicular aumenta. Plantas com sistema
radicular vigoroso e extenso podem explorar grandes volumes de solo e absorver mais agua e
nutrientes sob condigdes de estresse nutricional e podem aumentar o rendimento das culturas e
0 uso eficiente do nitrogénio (MERRILL; TANAKA; HANSON, 2002). Em concentracGes
elevadas de nitrato € promovido o desenvolvimento da parte aérea da planta enquanto a
diminuigdo das concentragfes de nitrato aumenta o desenvolvimento do sistema radicular
(CASTAINGS et al., 2011).

A densidade de raizes é um fator chave que afeta a particdo de nitrogénio disponivel entre raizes
e microrganismos. Em todos o0s ecossistemas, o teor de nitrogénio e as taxas de decomposi¢éo
da matéria organica sdo substancialmente mais altas na camada superficial do solo,
disponibilizando grandes teores de nitrogénio organico e infimos teores o nitrogénio
inorganico. Alem disso, a biomassa microbiana diminui com a profundidade do solo e esta
fortemente correlacionada com a biomassa da raiz e o teor de matéria organica do solo. O
aumento da densidade radicular desloca fortemente a competi¢cdo para uma absor¢do muito
maior de nitrogénio pelas raizes. Se a biomassa radicular for < 30 kg de matéria seca (MS)/m?
correspondendo a 20-25 g de raizes por kg de solo, 0s microrganismos superam as raizes entre
5 a 10 vezes. Apenas um sistema radicular com densidade extremamente alta de 53 kg MS/m?
ou 44 g de raizes por kg de solo, pode permitir que a absorcdo da raiz exceda a dos
microrganismos (KUZYAKOV; XU, 2013).
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Se a fertilizacdo e a irrigacdo fornecem nutrientes e 4gua em abundancia, o crescimento
radicular pode ndo acompanhar o da parte aérea (MIYAWAKI; MATSUMOTO-KITANO;
KAKIMOTO, 2004; YI et al., 2010). O crescimento das raizes nestas condi¢Ges, muita agua e
muitos nutrientes, torna-se limitado pela diminuigao na relacéo auxina/citocinina na parte aérea
causado pela rapida expressdo do gene AtIPT3 induzido pelo nitrato da adubacdo (AGREN;
FRANKLIN, 2003; DELLO IOIO et al., 2007; MIYAWAKI et al., 2006; SHIMIZU-SATO;
TANAKA; MORI, 2009; SU; LIU; ZHANG, 2011). Assim, um sistema radicular relativamente
pequeno passa a atender as necessidades nutricionais da planta inteira no solo adubado e
irrigado, porém mantendo a planta com pouca ou nenhuma resisténcia a pequenos periodos de
seca (PRIMAVESI, 1981).

Os aminoéacidos, um dos nutrientes do solo segundo Okada (1987), constituem um grupo
significativo de nitrogénio organico disponivel em abundancia e em muitos ecossistemas
nativos onde as espécies de plantas exibem uma capacidade bem desenvolvida para absorvé-
los (CHEN; XU, 2006; YU et al., 2002). No solo dos ecossistemas naturais o nitrogénio ocorre
predominantemente como proteinas e aminoacidos os quais podem ser usados como fonte de
nitrogénio e carbono sem a assisténcia de outros organismos. As raizes e 0S microrganismos
lancam enzimas proteoliticas no solo para digerir as proteinas em aminoacidos na rizosfera e
terem, assim, acesso as raizes e em seguida a toda planta (ASLAM; TRAVIS; RAINS, 2001;
PADGETT; LEONARD, 1993). Nos solos europeus os teores de nitrogénio organico tendem a
ser mais constantes do que os de nitrogénio inorganico (MURPHY et al., 2000; WILLETT et
al., 2004), ja que estd presente em quantidades maiores, e substanciais, que o nitrogénio
inorganico em todos os ecossistemas naturais e agricolas da Europa (CHRISTOU et al., 2005).
Os solos florestais tém o dobro de nitrogénio organico em relagdo ao nitrato, fazendo as plantas
terem preferéncia pelos primeiros. Em ecossistemas ndo antropizados onde ha pouco nitrato, a
planta tem preferéncia pelos aminoacidos encontrados em abundancia. Em solos arados e
adubados é comum os teores de aminoacidos e proteinas serem infimos na solucéo do solo
sendo nesses casos O nitrato, o nitrogénio inorgénico, o preferencial (ASLAM; TRAVIS;
RAINS, 2001; CHRISTOU et al., 2005; PADGETT; LEONARD, 1996). A concentracdo do
carbono organico em solos agricolas estd altamente correlacionada com a de nitrogénio
organico (CHRISTOU et al., 2005). Em todos ecossistemas naturais ha elevada disponibilidade
no solo de nitrogénio organico e baixa oferta de nitrogénio inorganico como nitrato e amonio
(BARKER; PILBEAM, 2007). As concentra¢des de nitrogénio nos solos geralmente caem

acentuadamente com a profundidade, ficando a maior parte do nitrogénio na camada superior
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de 1,00 metro do solo onde ocorre o reciclo da matéria organica. Mais de 98% do nitrogénio
nas camadas superficiais do solo estd na forma organica da matéria organica. O nitrogénio
inorganico € geralmente inferior a 2% do nitrogénio total dos solos superficiais e sofre
mudangas rapidas na composi¢do e quantidade. O nitrogénio inorgénico varia muito com os
tipos de solos, com o clima e com o tempo, e diminui com as chuvas que 0 movem para as
profundezas do solo pela lixiviacdo, e ainda, a desnitrificacdo de nitrato e a volatilizacdo do
amonio redundam em perdas do nitrogénio inorganico dos solos ou da solucdo do solo
(BARKER; PILBEAM, 2007; MALAVOLTA, 1976). A fracdo de nitrogénio inorganico no
solo é de pequena magnitude e por isso insuficiente para nutrir os ecossistemas (BARKER;
PILBEAM, 2007; CHAPIN; MOILANEN; KIELLAND, 1993; CHEN; XU, 2006; LEADLEY;
REYNOLDS; CHAPIN 111, 1997). A menos que seja fornecido por fertilizantes, o nitrogénio
inorganico no solo é derivado da matéria organica e perfaz menos de 2% (BARKER;
PILBEAM, 2007). Isto indica que outras fontes de nitrogénio sdo importantes para a nutricdo
das plantas dos ecossistemas. As melhores estimativas das quantidades e fluxos de nitrato e
amonio anuais ndo explicam totalmente 0 aumento e manutencdo anual da biomassa de muitos
ecossistemas (CHAPIN; MOILANEN; KIELLAND, 1993; CHEN; XU, 2006; LEADLEY;
REYNOLDS; CHAPIN 111, 1997). H& portanto, muitas evidéncias mostrando que as raizes das
plantas, associadas ou ndo a fungos micorrizicos, podem efetivamente absorver pelo sistema
radicular o nitrogénio organico na forma de aminoacidos, polipeptidios e proteinas
(ABUZINADAH; READ, 1986a, 1986b; CHAPIN; MOILANEN; KIELLAND, 1993,
HENRY; JEFFERIES, 2003; NASHOLM; HUSS-DANELL; HOGBERG, 2000; NASHOLM:;
PERSSON, 2001; SVENNERSTAM et al., 2007) sem a necessidade de serem oxidados por
microrganismos a nitrato ou amdénio (JONES et al., 2004, 2005). A Arabidopsis thaliana
selvagem tem o crescimento do sistema radicular e da parte aérea melhoradas quando a fonte
de nitrogénio é o aminoacido glutamina (MERRILL; TANAKA; HANSON, 2002). Esses
trabalhos pdem em ddvida se o nitrogénio inorganico é a fonte exclusiva de nitrogénio para as
plantas como ocorre nos campos agricolas adubados e nas bancadas dos laboratdrios pelo
mundo afora. Estudos de disponibilidade de nitrogénio para as plantas sdo baseados,
principalmente, no volume e fluxos de nitrogénio inorganico dos laboratérios, no entanto o
nitrogénio organico é a forma mais comum desse elemento quimico no solo. A conclusdo de
gue o nitrogénio organico € uma fonte de nitrogénio potencialmente importante para plantas em
muitos estudos, baseia-se na presenca de muito aminoacidos livres no meio ambiente e a
capacidade das raizes para absorve-los nas espécies de plantas de todos os ecossistemas

terrestres, variando de tundra artica a uma floresta humida subtropical. O nitrogénio organico é
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dominante na floresta boreal, em solos de cultura temperadas e em solo sob cana de agtcar em
ecossistemas subtropicais. Os aminoacidos tém uma presenca consistente nesses trés solos, o
que indica que o nitrogénio organico tem uma presenca geral em solos com ambas as taxas de
mineralizacéo, lenta e alta (SCHMIDT; NASHOLM; RENTSCH, 2014). O nitrogénio organico
do solo é proveniente da decomposicdo da matéria organica e dos exsudatos microbianos e
radiculares. Desde a década de 40 do seculo passado sabe-se que as plantas tém a capacidade
de absorver um largo espectro de aminoacidos (LIPSON; NASHOLM, 2001). Estudos mais
recentes mostram que essa absor¢cdo ocorre através do carreamento efetuado por enzimas
transportadoras da familia AAP (Amino Acid Permease) ou pela LHT1 (Lysine histidine
transporterl) localizadas nas células epidérmicas das raizes e radicelas (BICK et al., 1998;
CHEN; BUSH, 1997; HIRNER et al., 2006; TEGEDER; RENTSCH, 2010; VERSLUES;
SHARMA, 2010). O gene LHT1 é um dos transportadores responsaveis por um amplo espectro
de absorcdo de aminoécidos em tecido de raizes incluindo o apoplasto do cortex (HIRNER et
al., 2006). A absorcdo dos aminoacidos via apoplasto parece usar um transportador entre o
apoplasto do cortex e a endoderme cujas células tém a estria de Casparian que impede a
continuidade do apoplasto. A partir da endoderme da raiz os aminoacidos seguem para 0
periciclo e em seguida alcangcam o xilema e de la toda a planta (LEE et al., 2007). Os niveis de
aminoéacidos livres nos solos sdo de 20 a 100 mM (20.000 a 100.000 puM) (LIPSON;
NASHOLM, 2001). Tendo a glutamina como exemplo, 20 a 100 mM correspondem a 2,92 a
14,61 g/L de solugéo do solo.

Os mecanismos de absorcdo de alta afinidade do gene LHT1 podem ajudar os vegetais a
sobreviver em regides de nitrogénio limitado pela intensa competicdo entre plantas e
microrganismos de solo pelo nitrogénio organico. Os LHTs estdo presentes ndo s6 em
dicotiled6neas, mas também em espécies monocotiledéneas como o arroz (Oryza sativa) (LIU
et al., 2005) e o lirio (Lilium longiflorum) (HIRNER et al., 2006).

A capacidade de aminoéacidos individuais para regular a absorcéo de nitrato foi mostrada em
células de milho (Zea mays) que exibiram uma preferéncia marcante pela absorcdo de
aminoacidos sobre o nitrato quando ambos estavam presentes em meio de cultura. A adicdo de
um aminoacido individual, 2 mM de glutamina ou glicina ou &cido aspértico ou arginina, ao
meio de cultura com 1 mM de nitrato inibiu completamente a captagéo de nitrato (ASLAM,;
TRAVIS; RAINS, 2001; PADGETT; LEONARD, 1993, 1996). Essas condi¢bes, mais
aminoacidos do que nitrato, s6 sdo encontradas em solos de ambientes naturais e jamais em

solos adubados com nitrato. Portanto somente com o aumento dos teores de nitrato na rizosfera
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conseguido com a adubagdo nitrogenada a planta ird absorvé-lo. Em ecossistemas naturais onde
98% do nitrogénio se encontra na forma organica e apenas 2% na forma inorganica a planta
tera preferéncia pela forma mais abundante, o nitrogénio organico que gasta menos energia para

ser absorvido e assimilado.

A ndo ser que seja fornecida por fertilizantes produzidos pelo processo Haber—Bosch, a pequena
fracdo de nitrogénio inorganico no solo € derivada da matéria organica do solo. Na reducdo do
nitrato a glutamato em todas as células vegetais vivas utiliza-se a energia captada na fotossintese
e liberada na respiracao dos tecidos vegetais (TAIZ et al., 2015). Nas raizes, até 37% da energia
respiratéria pode ser utilizada na assimilacdo do nitrato a glutamato (BARKER; PILBEAM,
2007). Em termos energéticos, um mol de nitrato para ser absorvido via simplasto e assimilado
como dois moles de glutamato gasta 155,2 kcal/mol, com o envolvimento de 4 enzimas: nitrato
redutase, nitrito redutase, glutamina sintetase e glutamato sintase (BLOOM, 2015). Em
Arabidopsis thaliana o nitrato, para ser transportado do meio externo para o interior da célula,
gasta entre 76 a 106 kcal/mol ou 10 a 15 moles de ATP para apenas entrar no citoplasma, tendo
0 NRT1 como transportador. Portanto o gasto energético para a planta absorver e transformar
1 mol de nitrato em 2 moles de glutamato pode ficar entre 155,2 a 231,7-261,2 kcal/mol ou 32
a 36 moles de ATP (BLOOM, 2015; http://opm.phar.umich.edu/classes.php?type=1). A
captacio de nitrato é ativa e acoplada ao metabolismo (AMANCIO; STULEN, 2004),
representando um desafio termodindmico, pois sendo carregado negativamente ele tem de se
mover contra o gradiente de potencial elétrico (CRAWFORD, 1995). Por esses motivos
relacionados ao consumo de energia na captacao e assimilacao de nitrato, Persson e Nasholm
(2002) sugerem que a forma de nitrogénio organica ¢ a preferida pelas plantas porque consome
menos energia na captacdo e na assimilacdo desse fundamental elemento quimico (PERSSON;
NASHOLM, 2002).

A absorcdo de um mol de glutamato do solo, na epiderme radicular e possivelmente no
apoplasto do cortex da raiz, parece envolver apenas a enzima LHT1 (HIRNER et al., 2006; LEE
et al., 2007; PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2008) para que esse aminoacido alcance o
xilema. A captacdo de proteinas, peptideos e aminoécidos depende em grande parte da presenga
de pelos radiculares nas plantas de Hakea actites e de Arabidopsis thaliana, espécies lenhosa e
herbacea, respectivamente. As proteinas intactas e seus peptideos foram encontradas nos
apoplasto e nos citoplasmas das células do cortex das radiculas dessas duas espécies
(PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2008) e para que tal captura ocorra constantemente em

campos agricolas, as praticas agricolas tém que ser aquelas que criam e mantém a boa estrutura
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do solo, para as radicelas crescerem livremente em grandes volumes, e que criem e mantenham

o reciclo continuo da matéria organica.

Dois dos mais importantes cultivos para a humanidade, o milho (Zea mays) e o arroz (Oryza
sativa), absorvem aminoacido em taxas comparaveis ou maiores que 0 nitrogénio inorganico
(JONES; DARRAH, 1994; LIPSON; NASHOLM, 2001; NASHOLM; KIELLAND;
GANETEG, 2009). Plantas de cevada produzem mais grdos quando nutridas com o0s
aminoéacidos arginina e glutamina do que com nitrato ou aménio como fontes de nitrogénio
(MA; AHUJA; BRUULSEMA, 2009). Conclui-se em funcdo dos teores muito maiores de
nitrogénio organico e muito menores de nitrogénio inorganico nos solos, que as taxas de
absorcdo de aminoécidos sdo provavelmente mais elevadas do que as de nitrato para a maioria
das espécies de plantas estudadas (NASHOLM; KIELLAND; GANETEG, 2009).

As plantas que nos alimentam passaram cerca de 140 milhdes de anos usando os aminoacidos
como fonte de nitrogénio e carbono. A agricultura natural é o sistema de producdo que usa
apenas 0s nutrientes do solo para nutrir as plantas e por essa razao respeita as relac6es solo-
planta-microrganismo estabelecidas nesse periodo de tempo ao defender praticas agricolas que

dispensam os nutrientes dos adubos.

2.3.1.7 Compostos fendlicos como protecdo das plantas

Todos os métodos aplicados na agricultura natural geram plantas que ndo atraem, ou atraem
muito pouco, as pragas e doencas e por isso ndo se usam caldas nem agrotoxicos para protegé-
las. As plantas da agricultura natural séo cultivadas em solos com menos nutrientes que nos
solos adubados e assim tém mais defesas conferidas pelos compostos fendlicos (DIXON;
PAIVA, 1995; TAIZ et al., 2015). Os flavonoides pertencem a uma grande e importante familia
de compostos fendlicos encontrados em tecidos de plantas, sendo os principais grupos os
flavonais, flavonas, isoflavonas e antocianinas. Os flavonoides sdo encontrados principalmente
concentrados na epiderme superior das folhas e peles de frutas. A producdo de flavonoides é
induzida, entre outros estimulos ambientais, por baixos teores de nutrientes no solo, por
patdgenos e pela luz ultravioleta (UV) (STEWART et al., 2001). Em folhas de tomate (Solanum
lycopersicum), antocianinas e o flavonol quercetina aumentaram de 2 a 3 vezes sob condig¢des
deficientes de nitrogénio, enquanto o total de outros flavonoides aumentou apenas 14%
(BONGUE-BARTELSMAN; PHILLIPS, 1995). Em mudas de Arabidopsis thaliana e em

tecidos de folhas e frutos de plantas de tomate comercial (Solanum licopersicum cv.Chaser) é
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observada uma relacdo inversa significativa entre a disponibilidade de nitrato e fosforo
(KH2PO,) soluveis e o acimulo de flavonoides (STEWART at al., 2001). As propriedades de
absorcéo dos flavonoides e antocianinas na regiao da luz visivel e do UV sdo responsaveis pelas
cores das flores, importantes na orientacdo do nectério para o inseto fazer a polinizacdo das
plantas (LATTANZIO et al., 2006; SISA et al., 2010). Embora certos flavonoides sejam toxicos
para 0s insetos e outros organismos, talvez a principal defesa conferida por eles e por outros
compostos fendlicos ndo seja através do contato direto dessas substancias com 0s organismos
antagonicos as plantas. O comprimento de onda na regido do UV tem influéncia sobre
comportamento dos insetos, tais como, orientacdo, navegacao, localizacdo do hospedeiro e
alimentacdo. Muito embora 0s mecanismos exatos até agora sejam desconhecidos, 0s menores
niveis de infestacdo de pragas podem ser resultantes da interferéncia sobre a interpretacédo visual
e das respostas comportamentais dos insetos a luz UV absorvida pelas plantas (ANTIGNUS et
al., 1996; DIAZ; FERERES, 2007; HOROWITZ; ISHAAYA, 2004; MUTWIWA et al., 2005).

2.3.1.8 Qualidade nutricional

Foi confirmada a auséncia de residuos de pesticidas de 97% das amostras de alimentos
organicos e confirmou-se um menor teor de nitrogénio em vegetais organicos em comparacgao
com os convencionais (LAIRON, 2010). Tanto os residuos de agrotoxicos quanto o maior teor
de nitrogénio nos produtos convencionais sdo deletérios a saide humana. Artigos publicados
até 2012 nao mostram diferencas nutricionais significativas entre os alimentos cultivados por
esses sistemas de agricultura, porém relatam que os produtores e consumidores de produtos
organicos podem ser menos expostos aos residuos de agrotoxicos, aos altos teores de nitrogénio
e as bactérias resistentes a antibioticos (DANGOUR et al., 2009; SMITH-SPANGLER et al.,
2012). Levando-se em conta que a agricultura natural ndo utiliza defensivos, nem mesmo 0s
permitidos na agricultura organica, pode-se supor que sdo alimentos sem contaminagédo alguma
quando comparados com o0s das agriculturas organica e convencional (OKADA, 1987;
PRIMAVESI, 2006).
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2.3.1.9 Custos energéticos da agricultura natural versus os sistemas de producdo orgénica e

convencional

Baseados nos coeficientes técnicos para o plantio de 1 hectare de tomate convencional e
organico no Espirito Santo pode-se constatar que a agricultura natural utiliza menos mao-de-
obra (Tabela 3) muito embora as capinas sejam mais frequentes para que as ervas invasoras nao
produzam sementes e consome pouca energia por ndo usar todos os insumos das agriculturas
adubadas (Tabela 4).

Tabela 3 — Cultivo de 1 hectare de tomate no estado do Espirito Santo.

Sistema de cultivo Méo-de-obra
Convencional 557 d/H*
Orgéanico com irrigacao 458 d/H
Natural com irrigagdo 179 d/H
Natural sem irrigacéo 149 d/H

Fontes: Tomate (INCAPER, 2010) e Agricultura Orgéanica (SOUZA, 2015). *dia/homem



51

Tabela 4 — Insumos utilizados pelos sistemas de cultivo convencional, organico e natural.

Sistema de cultivo

Insumos Convencional Orgénico Natural
Sim Néo Sim Ndo  Sim Né&o

3t de calcario dolomitico X X X
30t de adubo orgénico X X X
10 t de esterco de galinha X X X
2 t de superfosfato simples X X X
2,2 t de NPK 18-00-36 X X X
40 kg de micronutrientes X X X
2 L de herbicida X X X
24 L de Inseticida X X X
70 kg de fungicida X X X
12 L de espalhante adesivo X X X
32.000 L de biofertilizantes X X X
5 L de fosfito X X X
2 kg de Dipel X X X
6.400 L de calda bordalesa X X X

Fonte: Agricultura Orgéanica (SOUZA, 2015)

2.3.2 Agriculturas adubadas

A agricultura convencional usa a quimica dos laboratérios e agricultura organica usa quimica
do quintal. Ambas produzem plantas com um rapido crescimento da parte aérea e totalmente
dependentes desses aparatos quimicos. Ambos os cultivos reproduzem o que ndo existe na
Natureza: solos riquissimos em nutrientes, principalmente o nitrogénio inorganico (OKADA,
1987; PRIMAVESI, 2006). A agricultura organica utiliza matéria organica autoctone e aloctone
para fazer seus adubos organicos. Neste método agricola a decomposicdo aerébica da matéria
organica ocorre na compostagem e devido ao facil e rapido aproveitamento das substancias
digeridas por outros microrganismos, 0 composto ao ser levado ao solo € rico quimicamente
mas contém muito pouco do poder agregante dos acidos poliurénicos necessarios para se criar
e manter uma boa estrutura do solo (KONONOVA, 1966; PRIMAVESI, 1981; SAINJU;
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JABRO, 2014). Embora a agricultura organica seja menos agressiva para 0 meio ambiente e
produza alimentos sem agrotoxicos, 0 seu modus operandi € o mesmo da agricultura
convencional (CEGLIE; AMODIO; COLELLI, 2016). Ambas usam adubos no solo na tentativa
de repor o que foi exportado para as plantas. As plantas adubadas passam a ser dependentes dos
nutrientes do adubo que as deixardo superprodutivas e infestadas de pragas e doengas as quais
serdo eliminadas pelos agrotdxicos ou por caldas que invariavelmente deixardo seus residuos
nos produtos agricolas que chegam a nossa mesa (OKADA, 1987; PRIMAVESI, 2006).

2.3.2.1 Agricultura organica

No Brasil a agricultura familiar e a agricultura organica sdo muito proximas, uma vez gque cerca
de 90% da producdo organica no pais é proveniente da agricultura familiar. A agricultura
organica é um sistema produtivo que visa a sustentacdo autbnoma da propriedade agricola no
tempo e no espaco, a maximizagdo dos beneficios sociais para o agricultor, a minimizacdo da
dependéncia de energias ndo renovaveis na producdo, a oferta de produtos saudaveis e de
elevado valor nutricional, isentos de qualquer tipo de contaminantes que ponham em risco a
saude do consumidor, do agricultor e do meio ambiente, o respeito a integridade cultural dos
agricultores e a preservacdo da saude ambiental e humana. O modus operandi da agricultura
orgénica de base familiar inquire as repercussdes negativas do sistema de producdo
convencional ao torna-se uma ferramenta de promocdo dos valores sociais, ambientais e da
qualidade de vida no meio rural (AZEVEDO; SCHMIDT; KARAM, 2011).

A “agricultura organica de substituicdo” segundo Primavesi (2008) ou “agricultura organica
convencionalizada” segundos autores americanos ndo podem ser confundidas com a agricultura
organica normalmente de base familiar que tem o solo como um ente vivo e ativo na producao
de alimentos. Se as comparacdes entre 0s sistemas organicos e convencionais implementarem
as mesmas praticas e conceitos agrondmicos e apenas variarem no tipo de nutriente ou de
pesticida, esta ndo seria uma comparagdo de sistema organico versus convencional, mas uma
comparagdo de insumos organicos versus convencionais (CEGLIE; AMODIO; COLELLI,
2016). Nao basta substituir os insumos da agricultura convencional por insumos organicos para
denominar esse método de organico, é necessario mais que isso, € necessario passar a ter o solo
como parte da planta e ndo apenas um ancoradouro inerte. Mesmo com uso de caldas de baixa
toxicidade os produtos organicos ainda sdo melhores que os da agricultura convencional. Um

estudo feito pela Universidade Estadual de Washington, EUA, mostrou que a agricultura



53

orgénica pode alimentar de maneira eficiente toda a populagdo mundial. O relatorio mostra que
com este sistema de producao é possivel ter rendimentos suficientes para os consumidores, ao
mesmo tempo em que melhora as condicbes ambientais e dos trabalhadores rurais
(REGANOLD; WACHTER, 2016).

A agricultura organica por substituicdo de insumos, de acordo com Primavesi (2008), trabalha
com grandes dosagens de compostos organicos e estercos com base na crenca de que esses
materiais sempre melhoram o solo e nutrem as plantas. Trabalha com aragdes profundas,
revirando o solo até uma profundidade de 45 cm, trazendo para a superficie as camadas do solo
que se desagregam facilmente sob o impacto da dgua das chuvas ou da irrigacdo. Uma
agricultura limitada unicamente a Idgica da substitui¢cdo dos insumos quimicos por organicos
tera o solo arado e compactado, adubacéo frequente, aplicacdo de caldas e irrigacdo constante
(PRIMAVESI, 2008).

Quando a agricultura organica ndo é de base familiar, ou seja, quando a agricultura organica
ndo € baseada em principios ecologicos, e sim na mera substituicdo dos insumos quimicos por
insumos organicos (PRIMAVESI, 2008), o uso de caldas permitidas por lei sera frequente, o
que podera comprometer a pureza esperada dos alimentos organicos. Nesse caso, sua base é o
uso intensivo de estercos, de irrigacdo e do tratamento convencional do solo com aragoes
pesadas e com aportes energéticos inviaveis a reducdo dos custos. Além disso, sua
produtividade €, em geral, baixa, fazendo com que dependa de mercados que remunerem com
um prego acrescido para que seja vidvel economicamente para o agricultor. Por essa razdo,

trata-se de uma producéo de luxo e ndo acessivel a todos (PRIMAVESI, 2008).

2.3.2.2 Agricultura convencional

O sistema agricola predominante no mundo, chamado de agricultura convencional, agricultura
moderna, ou agricultura industrial, tem produzido enormes ganhos de produtividade e eficiéncia
financeira. A producdo mundial de alimentos aumentou nos tltimos 50 anos. O Banco Mundial
estima que entre 70% e 90% dos recentes aumentos na producdo de alimentos sdo o resultado
do aumento da produtividade da agricultura convencional e ndo de uma maior area cultivada.
Os sistemas agricolas convencionais variam de exploragdo para exploracéo e de pais para pais.
No entanto, eles compartilham muitas caracteristicas: rapida inovacdo tecnoldgica; grandes
investimentos de capital para aplicar tecnologia de producdo e gestdo; grandes fazendas;

grandes monoculturas, plantadas em linhas e cultivadas continuamente ao longo de muitas
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estacOes; culturas hibridas uniformes de alto rendimento; uso extensivo de pesticidas,
herbicidas, fertilizantes e aportes de energia externa; alta eficiéncia da mao-de-obra; e
dependente da relacdo comercial e industrial que envolve a cadeia produtiva convencional da

agropecudria (http://afsic.nal.usda.gov/sustainable-agriculture-definitions-and-terms-1).

Os sistemas de cultivos convencional ndo tém o solo como um organismo vivo. Funcionam
praticamente como um cultivo hidroponico ao ar livre, no qual o solo exerce apenas a funcgéo
de suporte fisico para as plantas, ndo sendo reconhecido como um meio de cultura fisico-
quimico-bioldgico. No sistema de manejo convencional, o solo € considerado somente como
suporte fisico para as plantas. Os manejos, que assim consideram o solo, promovem o uso de
calagem, aracédo e adubacdo, praticas que o deixam duro, impedindo, assim, o livre crescimento
das raizes e a entrada e armazenamento das dguas das chuvas e das irrigacbes (PRIMAVESI,
1981, 2008; SANTOS 2016). Os métodos da agricultura convencional, em geral, nédo
privilegiam o reciclo da matéria organica. Com a reducéo dos teores de matéria organica do
solo, a maior parte da vida microbiana ndo sobrevive, pois fica sem alimento e sem agua. Sem
a acdo da matéria organica e dos microrganismos, 0 solo desagrega, compacta e endurece.
Assim, sua capacidade de producdo fica cada vez mais dependente do pacote quimico da
agricultura convencional. A agricultura convencional usa nutrientes de imediata
disponibilidade para as plantas e em maior volume o nitrogénio inorgénico soltvel (nitrato e
amonio) que tem o potencial de influenciar negativamente a sintese de muitos compostos
secundarios de plantas destinados a defesa contra pragas e doencas. Os fungicidas e a adubacao
nitrogenada da agricultura convencional afetam a biodiversidade da comunidade microbiana do
solo. O enriquecimento ou a perda de algumas espécies de microrganismos podem ocorrer nos
solos contaminados por fertilizantes, assim como as sequéncias de DNA de comunidades
microbianas podem ser alteradas nos solos poluidos por pesticidas e adubos (BOWLES et al.,
2014; JAAP; HOPKINS; BENEDETTI, 2006; JIAN et al., 2000; YANG et al., 2000).

A adubacdo quimica, por mais completa que seja, nunca consegue manter a produtividade do
solo sem que exista 0 retorno minimo e sistematico da matéria organica. A estrutura do solo é
criada a partir da decomposicao da matéria organica e € denominada como bioestrura em funcéo
da intensa atividade de microrganismos para cria-la. Passados 3 a 4 meses do preparo do solo
na agricultura convencional, a bioestrutura comega a decair devido ao reciclo da matéria
organica nesse método agricola ser minimo. A manutencdo dessa bioestrutura necessita da
constante decomposicao de matéria organica (PRIMAVESI, 1981, 2008; SANTOS 2016). A

bioestrutura do solo tem menos acidos poliurdnicos sob manejo convencional, com fertilizantes
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quimicos, do que a bioestrutura dos solos manejados sem esses adubos (KIEM; KOGEL-
KNABNER, 2003). A adubacdo quimica tem influéncia negativa na resisténcia das plantas a
seca. Os mutantes de Arabidopsis thaliana que assimilam muito pouco nitrato, em funcéo da
deficiéncia da atividade da nitrato redutase nas folhas, apresentam hipersensibilidade ao &cido
abscisico e, consequentemente, o fechamento estomatico se torna mais rapido sob estresse
hidrico, o que deixa a planta mais tolerante & seca (LOZANO-JUSTE; LEON, 2010).

O sistema de cultivo convencional faz uso intensivo de adubos e agrotoxicos de tal forma que
uniformiza o ambiente e possibilita que as técnicas de producdo sejam as mesmas em diferentes
ecossistemas, sem considerar a peculiaridade de cada situagdo. Assim sendo, o0 sistema de
cultivo convencional compromete a qualidade do alimento, do meio ambiente e da saude de
todos que direta ou indiretamente estejam envolvidos com a agricultura convencional.
(PRIMAVESI, 1981).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia do adubo na agricultura.

Avaliar a adaptacédo de variedades comerciais de tomate ao sistema de producdo da agricultura
natural e determinar as diferencas de produtividade entre os tomateiros T15 e TO.

Determinar as diferengas moleculares entre raizes e folhas dos tomateiros T15 e TO para

caracterizar as diferencgas na produtividade e defesa contra pragas e doencas.

Determinar as diferencas quimicas entre as folhas dos tomateiros T15 e TO para caracterizar

modificagcOes na defesa dos tomateiros.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia das perdas causadas por pragas e doengas na produtividade de quatro

tratamentos conduzidos em campo experimental.

Detectar e quantificar a expressdo dos genes PAL, LHT1, AAP2, NRT1, NRT2 e NR dos
tomateiros nos tratamentos NF-T15, NF-T0, OF-T0 e OF-T15.

Detectar compostos secundarios nos frutos e folhas dos tratamentos NF-T15, NF-TO, OF-TO e
OF-T15.
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4 CAPITULO 1

PRODUTIVIDADE DOS TOMATEIROS ‘ESPECIAL PARA SALADA’
CULTIVADOS NOS SISTEMAS DE PRODUCAO DAS AGRICULTURAS NATURAL
ORGANICA

RESUMO

Descobrir por gue as plantas cultivadas diminuem a sua produtividade, por ficarem doentes, €
uma preocupacdo constante de produtores e pesquisadores. Este trabalho teve como objetivo
medir a produtividade de tomateiros cultivados sob as condi¢cdes de manejo da agricultura
natural (NF), que ndo utiliza nenhum tipo de adubos, e da agricultura organica (OF) que foi
adubada com 22,42 t/ha de adubo organico produzido pela Fazenda de Agricultura Organica da
West Virginia University-OAFWVU (EUA). A produtividade foi determinada por tomates
comercializaveis, sadios e de 6tima aparéncia. As perdas foram consideradas nos frutos com
alguma lesdo causada por pragas e/ou doengas. Foi determinado o tempo de prateleira, a perda
de peso, os teores de lignina e a matéria seca dos frutos para que os resultados fossem
correlacionados com lesdes de pragas e doencas que normalmente ocorrem na regido de
Morgantown na West Virginia, EUA. Foram utilizadas as sementes TO da variedade comercial
‘Especial para Salada’ da Topseed® e T15 selecionadas da mesma variedade cultivada 15 vezes
com o0 manejo da agricultura natural entre os anos de 2004 e 2015. No campo da OAFWVU
este experimento foi dividido em dois tratamentos de agricultura natural NF-T15, NF-TO e dois
de agricultura organica com adubo organico OF-TO e OF-T15, no delineamento experimental
de blocos casualizados com 5 repeti¢cdes e 5 plantas por repeticdo para a determinacdo da
produtividade. O tempo de prateleira dos frutos foi significativamente maior na agricultura
natural. Os frutos de T15 em ambos os cultivos tiveram os maiores teores de matéria seca. Os
tomateiros NF-T15 e NF-TO produziram 31,00 e 41,04 t/ha, perderam 1,83 e 3,34 t/ha e tiveram
a produtividade de 29,18 e 37,70 t/ha respectivamente. Os tomateiros OF-TO e OF-T15
produziram 43,08 e 34,90 t/ha, perdas de 16,44 e 9,42 t/ha e tiveram a produtividade de 26,65
e 25,37 t/ha, respectivamente. Os mecanismos de defesa de NF-T15, que teve as menores
perdas, podem estar relacionados aos menores teores de lignina nos frutos (6%) e as menores
perdas de agua dos frutos. A produtividade de TO mostrou que estas plantas se adaptaram a
agricultura natural no primeiro plantio. A adubagdo orgénica influenciou negativamente na
produtividade dos tratamentos OF-TO e OF-T15.

Palavras-chave: agricultura natural - tomate - adubo orgénico - produtividade
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4.1 INTRODUCAO

A agricultura natural € um sistema de producédo agricola ndo adubado em que 0os manejos dos
solos e das sementes sdo o cerne de todo o cultivo, enquanto que na agricultura organica a
pratica cultural de maior importancia € o uso dos adubos organicos. As principais vantagens da
agricultura natural para o agricultor é o seu baixo custo de produgdo quando comparado com 0
da agricultura organica. Para o consumidor a melhor vantagem encontra-se na qualidade das
frutas, legumes, verduras e cereais livres dos produtos permitidos pela legislagdo, mas que tém
alguma toxicidade quando usados para o combate eficiente de pragas e doengas comuns na

agricultura orgénica.

As variedades comerciais de tomate (Solanum lycopersicum L.) s@o extremamente produtivas
podendo produzir de 70 a 80 t/ha com aporte de insumos quimicos e irrigacdo. De acordo com
a Topseed®, o tomate ‘Especial para Salada’ tem boa produtividade e é de polinizagdo aberta
cujas plantas e frutos sdo idénticos aos seus pais. Esta variedade € um tomate de genética
americana, proveniente de uma selecdo melhorada de um Beefsteak indeterminado, em que se
buscou varios atributos de interesse do mercado brasileiro (informagdo enviada por e-mail pela
Topseed® em 17 de junho de 2014)

Este capitulo apresenta um estudo comparativo entre a produtividade de dois sistemas de cultivo
com e sem adubag&o orgéanica sobre um mesmo genotipo de tomate comercial, cujas sementes
T15 sdo oriundas de tomateiros da agricultura natural e TO de plantas cultivadas pela Topseed®
por meio da agricultura quimica. As diferencas entre os tratamentos foram estabelecidas através
do estudo da produtividade, das perdas por lesdes ocasionadas por pragas e doencgas, do tempo
de prateleira, da perda de peso dos frutos, de massa seca de frutos e folhas e por fim dos teores

de lignina nas folhas e frutos.

4.2 OBJETIVOS
4.2.1 Objetivo geral

Analisar a produtividade dos tomateiros T15 e TO quando cultivados sob as condicdes de

manejo da agricultura natural e da agricultura organica.
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4.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia das perdas por lesdes nos frutos, causadas por pragas e doencas, na
produtividade dos tomateiros T15 e TO cultivados nos sistemas de producdo da agricultura

natural e da agricultura organica.
Avaliar a adaptacdo dos tomateiros TO ao primeiro cultivo sob as técnicas da agricultura natural.

Comparar o tempo de prateleira dos tomates T15 e TO produzidos nos sistemas de cultivos

natural e organico.
Avaliar a perda de peso dos frutos dos tomateiros T15 e TO.

Quantificar os teores de lignina e de massa seca das folhas e dos frutos das plantas T15 e TO.

4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Origem da variedade ‘Especial para SaladaT15’ ou variedade ‘Terezas’ (2004-2015)

Foram realizados, entre 2004 e 2015, quinze plantios dos tomateiros ‘Especial para Salada’ nos
municipios, do Estado do Espirito Santo, de Vila Velha, Rio Bananal, Viana e de Marechal
Floriano, sempre com as técnicas de agricultura natural. Os tomateiros cultivados com 0s
métodos da agricultura natural apresentaram gendtipo diferente da variedade comercial
‘Especial para Salada’ que lhes originou em 2004, pois ao longo desses onze anos ficaram mais
resistentes a pragas e doencas sendo por isso chamada de cultivar ‘Especial para SaladaT15’ ou
cultivar ‘Terezas’ em homenagem a Tereza Giuberti e & Tereza Sobreiro. As sementes do Ultimo

plantio foram nomeadas de T15 para avaliacdo nesse trabalho.

4.3.2 Selecédo das variedades

Em maio e agosto de 2004 foram plantados seguindo as técnicas da agricultura natural sete
variedades de tomate - ‘Santa Cruz Kada’ (A); ‘Super Marmande’ (B); ‘Santa Cruz Kada
Gigante’ (C); ‘Especial para Salada’ (D); ‘Gaucho’ (E); ‘Gatcho’ (F); ‘Santa Cruz Kada
Gigante’ (G) em uma area cujo solo estava hd 6 meses em pousio apos trés anos de plantios
sucessivos de alface (Lactuca sativa) adubada com esterco de porco e adubos quimicos. O
primeiro plantio, assim que as plantas entraram na fase reprodutiva, foi totalmente perdido por

infestacdo da doenca fangica requeima causada por Phytophthora infestans.
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No terceiro plantio foram plantadas as variedades B, D, E e F que se mostraram as mais
produtivas no segundo plantio e também por serem as preferidas do mercado consumidor da
Grande Vitoria. No quarto e quinto plantios foram plantadas as variedades ‘Gatcho’ e ‘Especial
para Salada’ que foram as mais vigorosas € mais produtivas no terceiro plantio do cultivo
natural. A partir do sexto plantio feito em 14 abril de 2006, apenas a variedade comercial
‘Especial para Salada’, por ter sido a mais produtiva, foi plantada sempre em areas livres de
plantios simultdneos de outras variedades de tomates até a data de fevereiro de 2015. Em
Morgantown o atual experimento foi conduzido na Fazenda Orgénica da West Virginia
University-WVUOAF onde havia inimeras variedades de tomate.

Foram feitos com os métodos da agricultura natural onze plantios do tomate ‘Especial para
Salada’ no periodo de 6 anos: de 17 de maio de 2004 a agosto de 2009 sempre nos mesmos
canteiros em solos nao arados, no municipio de Vila Velha-ES; dois plantios nos mesmos
talhGes em Rio Bananal-ES de maio a dezembro de 2011; um plantio em Viana-ES de setembro
de 2013 a fevereiro de 2014; um cultivo em Marechal Floriano-ES de setembro de 2014 a
fevereiro de 2015 e, por fim, um plantio nos Estados Unidos em Morgantown, no estado da
West Virginia, na WVUOAF, de 26 de maio a 22 de setembro de 2015. Todas as sementes do
tomate ‘Especial para Salada’ utilizadas a partir do segundo plantio foram as produzidas nos
cultivos anteriores com as técnicas de agricultura natural. As sementes eram obtidas dos frutos
maiores e mais saudaveis depois de colhidos, sem o controle do vigor e da sanidade da planta
que lhes deu origem. Na WVUOAF foram produzidas as sementes T16 e T1 provenientes das

plantas mais produtivas e saudaveis das parcelas da agricultura natural.

4.3.3 Cultivos nos sistemas de agriculturas Natural e organica na WVUOAF
4.3.3.1 Solos

A area onde estfo os talhdes low input e high input na WVUOAF (Figura 2) (APENDICE A)
tem 0,81 ha com solos da série Tilsit (Typic Fragiudult) e Dormont (Ultic Hapludalf). Estes
solos sdo sedimentares constituidos de 40% de areia, 40% de silte e 20% de argila, de fertilidade

natural moderada, apresentam boa drenagem e com declives de 3 a 8% (WRIGHT et al., 1982).

As analises quimicas dos solos onde foram instalados os experimentos se encontram nas tabelas
5eb.
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Tabela 5 - Anéalises dos solos do sistema de cultivo da agricultura natural

Resultados das analises do Laboratério de Solos da WVU

P20Os (kg/ha) 244,35 Muito alto

K20 (kg/ha) 733,04 Muito alto

Ca (kg/ha) 3801,92 Alto

Mg (kg/ha) 330,65 Alto

pH do solo 6.2 Necessidade de calagem 2 t/ha
Nutrientes K Ca Mg H Total

cmolc/kg 1 8 1 2 12 (K+Ca+Mg+H)
Ysat 7 69 10 15 87 (K+Cat+Mg)

Tabela 6 - Anélises dos solos do sistema de cultivo da agricultura organica, ou seja, solos do
talhdo low input apds a aplicacdo de 22,42 t/ha de adubo organico da WVUAOF.

Resultados das analises do Laboratério de Solos da WVU

P,0s (kg/ha) 1.380,88 Muito alto

K20 (kg/ha) 1.670,07 Muito alto

Ca (kg/ha) 5.822,82 Muito alto

Mg (kg/ha) 876,50 Muito alto

pH do solo 6.5 Necessidade de calagem 0 t/ha
Nutrientes K Ca Mg H Total

cmolc/kg 2 13 3 1 19 (K+Ca+Mg+H)
Y%sat 11 69 18 5 97 (K+Cat+Mg)

A analise do adubo organico aplicado durante 15 anos de experimentos nas parcelas de high
input da WVUOAF quantificou os teores de nitrogénio (N), fosforo (P20s), potassio (K20),
cobre (Cu), célcio (Ca) e magnésio (Mg). Os teores sdo médias de 15 analises feitas ao longo
de um periodo de 15 anos e sdo expressas em porcentagem de matéria seca. Na taxa de aplicacédo
de 22,42 t/ha fornece aproximadamente 146,48 kg/ha de nutrientes dos quais 35,7% estdo
imediatamente disponiveis para as plantas quando incorporados ao solo de acordo com o
Laboratério do Departamento de Agricultura da West Virginia que realizou a analise. Os

desvios padrdes (DP) séo mostrados na tabela 7.
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Tabela 7 — Analises quimica do composto organico usado na WVUAOF

Nutriente (% da matéria seca)

N N N P K Cu Ca Mg pH
NKT?  Disponivel ~ Aménio  (P20s) (K20)
Disponivel 0,66 0,21 0,05 0,60 0,68 0,0018 2,08 0,22 8,2

DP 0,19 0,07 0,01 0,20 0,24 0,0006 1,89 0,07 0,5

@ NKT = Nitrogénio total Kjedahl.

4.3.3.2 Distribuicéo espacial das parcelas experimentais

A semeadura dos tomateiros T15 e TO foi feita em sementeiras na WVVUOAF (Figura 2) em 26

de maio de 2015 e as mudas transferidas apds um més para os canteiros definitivos.

5/2016
‘

Google earth
(©

Data das imagens: 5/15/2016  39°38'42.05"N 79°56'17.58"0 elev. .0 m altitude do ponto de visao 180 m

Guia de turismo 3

Figura 2 — Campo experimental na Fazenda de Agricultura Orgéanica da West Virginia University —
WVUOAF é dividido em talhdo low input, na regido superior desta figura, com poucos e grandes
canteiros, e talhdo high input com muitos e pequenos canteiros localizados na area inferior da foto aérea.
O retangulo de linhas brancas delimita a local onde foram cultivados os quatro tratamentos deste

experimento na area low input.
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A érea total do experimento foi de 132,30 m? (APENDICE B). As parcelas experimentais da
agricultura natural e da agricultura organica tinham 66,15 m2 (4,90 m x 13,50 m) cada uma. Em
cada parcela experimental de 36,25 m? foram plantadas 25 mudas T15 e 25 mudas TO, todas no
espacamento de 1,30 x 0,55 m. Havia nas bordaduras do experimento da agricultura natural 58
plantas T15 em 29,90 m2. As bordaduras da parcela experimental da agricultura organica tinham

27 plantas T15 e 27 plantas TO em 29,90 m2. Os quatro tratamentos estudados foram:

1.NF-T15 sementes da agricultura natural cultivadas no sistema de producdo da agricultura
natural;

2.NF-TO sementes da Topseed® cultivadas no sistema de producdo da agricultura natural;
3.0F-TO sementes da Topseed® cultivadas no sistema de producdo da agricultura organica;
4.0F-T15 sementes da agricultura natural cultivadas no sistema de producgéo da agricultura

organica.

4.3.3.3 Agricultura natural

Apos o degelo da neve que se acumulou sobre o solo foi feita uma gradagem superficial com
cerca de 10 cm de profundidade nas areas de experimentos de low e high inputs da WVUOAF.
O mato cresceu rapidamente e por isso dez dias depois foi feita mais uma aracdo nos mesmos
moldes da primeira. Entre os manejos de solo adotados desde o ano 1998 pela WVUOAF estéo
incluidas aragdes superficiais e constantes rocagens. Os canteiros da agricultura natural foram
feitos na area de low input, anulando dessa forma a influéncia das adubacdes organicas feitas
rotineiramente desde 0 ano de 1998 na area high input. Em 2015 a area de low input havia 6
anos que ndo recebia adubacdo organica e de 2000 a 2009 essa area fora adubada apenas 5
vezes. A érea low input ndo conta com sistemas de irrigacdo e as pulverizagdes com caldas

usadas na agricultura organica sdo evitadas ao maximo.

Os canteiros de semeadura da agricultura natural receberam as sementes T15 e TO sem que nada
fosse aplicado ao solo. As sementeiras eram molhadas com regador uma vez ao dia, pois ndo
havia irrigacdo na area do low input. As mudas saudaveis foram levadas ao campo um més apds
a semeadura. Nao houve substituicdo de nenhuma planta nos canteiros definitivos. Durante o

cultivo foram feitas cinco capinas.
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4.3.3.4 Agricultura organica

Os canteiros da agricultura organica foram adubados com 22,42 t/ha de composto organico
produzido e usado na WVUOAF em 2015 nas areas de high input. Os canteiros da agricultura
organica do experimento foram feitos na area de low input, para que ndo houvesse influéncia
das adubagdes organicas feitas sistematicamente desde o ano de 2000 na &rea high input. A &rea
de low input apresentava as condi¢des ideais para a implantacdo do experimento da agricultura
natural e da agricultura orgéanica que foi influenciada apenas por uma Unica adubag&o organica

e pela ndo aplicacdo de caldas defensivas.

O canteiro de semeadura da agricultura organica foi adubado na mesma proporcao da area
experimental para que as sementes TO e T15 fossem semeadas. As irrigacdes eram feitas com
regador uma vez ao dia, os experimentos feitos nessa area ndo eram irrigados. As mudas foram
levadas ao campo um més apds a semeadura. As mudas saudaveis foram as selecionadas para
o plantio definitivo. Apenas duas plantas mortas por doencas foram substituidas nos canteiros

definitivos.

4.3.3.5 Produtividade

Apenas o0s frutos saudaveis e sem lesdes foram considerados para que a produtividade fosse
aferida. Cada uma das 100 plantas estudadas tinha um nimero anotado em bandeiras azuis e
laranjas fixadas ao lado de cada planta, T15 e TO, respectivamente (Figura 3). A cada colheita
0 peso e a condicdo de cada fruto, saudavel ou lesionado, eram anotados em uma tabela cujos
numeros correspondiam aos das bandeiras fincadas em cada um dos tomateiros. Os frutos eram

considerados saudaveis quando se apresentavam sem manchas ou outras imperfeicdes.
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Figura 3 — Parcela experimental da agricultura natural, bandeiras azuis
representam tomateiros T15, bandeiras laranjas indicam tomateiros TO e
plantas sem bandeiras s&o as bordaduras.

4.3.3.6 Producdo de sementes para o proximo cultivo

Todos os frutos saudaveis da agricultura natural foram mantidos na temperatura ambiente de
22°C para que ao final da coleta de dados fossem eleitas as plantas que melhor produziram para
fornecerem as sementes T16 e T1.

4.3.4 Tempo de prateleira e perda de peso dos frutos

Todos os tomates foram colhidos em 11 de setembro de 2015 no estagio verde maduro (Figura
4) com tamanhos muito semelhantes dentro de cada tratamento. Foram mantidos no laboratério
de pos-colheita da WVU sob 22°C constantes. O experimento durou 29 dias, de 11 de setembro
a 9 de outubro de 2015.
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Figura 4 — Escala de maturacdo de tomates. Da
esquerda para direita: Verde maduro, Pintado, Rosado,
Vermelho, Vermelho maduro e Vermelho passado
(FERREIRA, 2004).

Os tomates usados para a avaliagcdo do tempo de prateleira foram pesados todos os dias durante
0s 29 dias em que durou o experimento. A diferenca entre os pesos do dia 11 de setembro e do
dia 7 de outubro foram os aproveitados para se avaliar a perda de peso dos frutos em
porcentagem. A perda de peso foi aferida quando os frutos se encontravam entre verde maduro
e vermelho maduro, estigios em que os tomates se mantém em condic¢des de serem comprados

nas géndolas dos supermercados.

4.3.5 Massa seca e teores de lignina nos frutos e nas folhas

Amostras de folhas e frutos foram secas no Laboratorio de Genética de Plantas da WVU. As
amostras foram submetidas a temperatura de 65°C em estufa durante 6 e 10 dias,
respectivamente, até ter sido atingido o peso constante das amostras. Os tomates nos estagios
de maturacdo rosado e vermelho, previamente pesados, foram para a estufa a 65°C do dia 29
de outubro a 4 de novembro de 2015. As folhas foram colhidas e pesadas em 24 de agosto e
mantidas na estufa a 65°C. A diferenca entre os pesos fresco e seco determinou a porcentagem

de matéria seca dos frutos e das folhas.

Para extracdo de lignina das folhas e dos frutos pesou-se aproximadamente 1 g da amostra numa
pequena proveta, em seguida se adicionou suavemente 15 mL de H2SO4 frio a 72% misturando-
0 com a amostra. As amostras foram colocadas em banho-maria a uma temperatura de 20 °C
durante duas horas com agitacdo intermitente a cada 10 minutos. Apds a digestdo pelo acido,
as amostras foram transferidas para um baldo Erlenmeyer e diluidas para 3% de H2SO4 por
adicdo de 560 mL de agua deionizada. Os frascos foram parcialmente cobertos com papel
aluminio e autoclavados durante 20 minutos. As amostras foram arrefecidas e filtradas através
de cadinhos filtrantes de vidro previamente pesados. Os cadinhos com o seu contetdo foram

secos a 105°C durante duas horas. As amostras foram removidas e colocadas em um dessecador
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para esfriar e ndo absorver agua. O peso do cadinho e do residuo seco foram registados com
uma aproximacédo de 0,1 mg. A diferenca de peso entre o cadinho vazio e o cadinho com a
amostra é expressa em percentagem para se obter a lignina insolGvel em acido ou lignina
Klason. (HATFIELD; FUKUSHIMA, 2005)

4.3.6 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos casualizados no esquema fatorial 2 x 2 — dois
métodos de cultivo (natural e organico) e duas sementes, T15 e TO da variedade comercial

‘Especial para Salada’ — de acordo com o0 modelo estatistico:

Yijk:/1+Ci+KJ.+CKiJ.+Bk+eijk (1)

em que:

Yik = valor observado no k-ésimo bloco, avaliado dentro da j-ésima cultivar na i-ésima

variedade;
H = média geral;

Ci. efeito do i-ésimo sistema de cultivo;

Ky efeito do j-ésima cultivar;

K. . . « -~ . L .
U - efeito da interagéo entre o i-esimo cultivo e j-ésima cultivar;

By . efeito do k-ésimo bloco;

€. . - 2
ik - erro experimental onde © N(,c%)

As variaveis mensuradas foram submetidas a uma analise de variancia (ANOVA). No caso de
interacdo significativa entre sistema de cultivo e cultivar, pelo teste F, para uma determinada
caracteristica, foi realizado o teste de Tukey (P < 0,05) para comparacdo de meédias,
considerando os desdobramentos de cultivos dentro do tipo de semente, bem como, o tipo de

semente dentro de cultivo.

Os resultados foram obtidos com o uso do programa estatistico ASSISTAT Versdo 7.7.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 Produtividade e produtividade total

A colheita durou 33 dias, de 22 de agosto a 23 de setembro de 2015. Os frutos foram colhidos
nos estagios pintado, rosado e vermelhos (Figura 4). Com os dados de produtividade de cada
planta de tomate da parcela experimental da agricultura natural foram selecionados o0s
tomateiros T15 e TO (Figura 3) saudaveis e mais produtivos para a producdo de sementes T16
e T1. A produtividade (Figura 5) foi avaliada com os frutos perfeitos para a comercializacéo,
néo se levando em conta os frutos lesionados por pragas ou doencas. A produtividade total foi
0 resultado do somatoério da produtividade com as perdas por hectare de cada um dos

tratamentos.

Produtividade (t/ha)

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

Figura 5 — Produtividade, frutos comercializaveis por hectare dos quatro
tratamentos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura orgéanica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Médias nos tratamentos com a mesma letra ndo sdo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados obtidos na WVU mostram a influéncia do tipo de cultivo nas plantas que geraram
as sementes T15 e TO e do tipo de cultivo a que elas foram submetidas nas terras americanas.
Os tomateiros T15 e TO cultivados na agricultura natural (Figura 6) foram os menos infestados
de pragas e doencas, e por isso perderam 5,90% e 8,14% da produtividade total,
respectivamente. Embora ndo tenha havido diferencas estatisticas significativas entre a
produtividade dos quatro tratamentos (Figura 5), as plantas da agricultura natural foram as que

tiveram as menores perdas por doengas ou pragas, levando-as a ter as melhores produtividades
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e mostrando que a auséncia de adubos diminuiu as incidéncias de pragas e de doengas tanto em
T15 quanto em TO. Na agricultura natural a produtividade de TO foi melhor que a de T15 e esse
fato mostra que nas condi¢Ges em que foi feito o experimento, o sistema de producdo da

agricultura natural foi mais importante que a origem das sementes.

Os tomateiros OF-T15 e OF-TO tiveram as maiores perdas em relacdo produtividade total,
27,28% e 38,16%, respectivamente (Figura 6). Os resultados do experimento (Figura 6)
mostram que o sistema de cultivo foi mais importante que a origem das sementes para conferir
maior defesa as plantas e consequentemente menores perdas na produtividade total. As
sementes TO aparentemente carregaram um potencial genético de grande produtividade que se
perdeu ao longo da producdo das sementes T15, no entanto as sementes T15 tém defesas que
se estabeleceram tanto nos canteiros da agricultura natural quanto nos da agricultura organica.

As perdas de T15 sdo menores quando comparadas com as de TO no mesmo sistema de cultivo.

Quando se compararam os dados dos dois métodos de cultivo, ndo houve diferencas
significativas entre a produtividade total (Figura 7) da agricultura natural e da agricultura
organicas. As plantas da agricultura organica produziram muito, mas perderam muitos frutos
por pragas e doengas (Figura 7) e por isso a produtividade da agricultura natural foi
significativamente maior que a produtividade da agricultura orgénica (Figura 7). De acordo
com Fess, Kotcon e Benedito (2011), o método agricola ideal é aquele que consegue cultivares
com o maximo de produtividade com o menor consumo de energia possivel. Esta vantagem

comparativa foi alcangada pela agricultura natural neste experimento.

Os 15 plantios das sementes do tomate ‘Especial para Salada’ no sistema de cultivo da
agricultura natural parecem ter especializado as plantas na defesa de pragas e doencas e
estacionado a produtividade entre 29 t/ha. Esta estabilidade pode ser atribuida a dois fatos: o0s
tomates dessa variedade produzem no maximo essa quantidade em sistemas de cultivo sem
adubos ou a forma de selecdo dos frutos, que geraram as sementes até o 15° plantio, ndo foi a

ideal.
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31,00 b
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|

Produtividade total (t/ha)

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

® Produtividade (t/ha) ® Perdas (t/ha)

Figura 6 — Produtividade total no topo da coluna, frutos comercializaveis
somados aos frutos descartados por lesGes nos quatro tratamentos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura organica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Meédias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

38,988 a

36,027 a
:

Produtividade total (t/ha)

NF OF

W Produtividade (t/ha) ™ Perdas (t/ha)

Figura 7 — Produtividade total dos sistemas de producéo da
agricultura natural (NF) e da agricultura orgéanica (OF).
Médias nos tratamentos com a mesma letra ndo sdo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

No 5° planto em Vila Velha-ES no final de agosto de 2005 os tomates ‘Especial para Salada’
produzidos no sistema da agricultura natural tiveram a produtividade de 24,85 t/ha de frutos
comercializaveis (TAVARES, 2006). Em Rio Bananal-ES, onde foi feito o0 12° plantio da série
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de 15, a produtividade chegou a 27,31 t/ha. No Espirito Santo a produtividade média do tomate
organico, segundo o INCAPER, tem sido de 38,51 kg/ha (SOUZA, 2015). Sdo varias as
produtividades dos tomates organicos produzidos nos Estados Unidos com grandes aportes de
agua, adubos e caldas defensivas: 60 t/ha (MITCHELL et al.,, 2007); 56 t/ha (KAFFKA,
BRYANT; DENISON, 2005).

A produtividade de TO na agricultura organica, OF-TO (Figura 6) seria, muito provavelmente,
de 43,08 t/ha, ou maior, se as plantas fossem irrigadas e pulverizadas com os defensivos

organicos permitidos nesse cultivo.

4.4.2. Perdas

Os frutos danificados por pragas e doencas foram considerados imprestaveis para a
comercializacdo in natura. As doencas em tomateiros mais frequentes nos campos
experimentais da WVUOAF foram as causadas pelos fungos Septoria lycopersici, Alternaria
solani e Phytophthora infestans (JETT, 2012; RAHMAN, 2013) que estragaram os frutos nos
quatro tratamentos. Também s&o relatados os ataques aos tomateiros dos insetos Leptinotarsa
decemlineata [1], Pollia japonica [2] e Drosophila suzukii [3] nesta regido. Os frutos lesionados

(figura 8) eram descartados no monte da compostagem organica que seria usada em 2016.

Nas perdas associadas a pragas e doencas, o sistema de cultivo organico, sem as devidas
pulverizagdes, foi significativamente prejudicial a T15 e a TO (Figura 9). Na agricultura
organica foi evidente a influéncia negativa dos adubos organicos a base de estercos e outros
restos de animais sobre os tomateiros OF-T0 e OF-T15 (Figura 9), os quais tiveram perdas
extremas. No entanto, OF-T15 expressou suas defesas, conseguindo assim, ter perdas menores

que as do tomateiro TO no mesmo sistema de cultivo.

Na agricultura natural ambas as sementes apresentaram grande eficiéncia em expressar suas
defesas, aumentando assim a produtividade de NF-T15 e NF-TO. Esses resultados mostram que
a auséncia de adubos tem efeito imediato nas defesas dos tomateiros cujas sementes sejam

oriundas de plantas adubadas quimicamente. A auséncia de adubo do sistema de cultivo

[1] http://extension.wvu.edu/lawn-gardening-pests/pests/colorado-potato-beetle

[2] http://extension.wvu.edu/lawn-gardening-pests/pests/japanese-beetle

[3] http://extension.wvu.edu/lawn-gardening-pests/pests/spotted-wing-drosophila
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http://extension.wvu.edu/lawn-gardening-pests/pests/japanese-beetle
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da agricultura natural foi mais importante que a origem das sementes para aumentar a defesa e

a produtividade das plantas (Figura 10).

Os resultados mostram que é inerente as plantas desta variedade expressarem boa produtividade
e grandes defesas em sistemas de producdo ndo adubados (Figuras 9 e 10). As defesas tendem
a aumentar com o passar dos cultivos como de fato ocorreu em NF-T15 que teve a menor perda
entre os 4 tratamentos (Figuras 9 e 6), porém a produtividade de NF-TO na WVUOAF foi
melhor que a de NF-T15 (Figuras 5 e 6) deixando claro que o método de selecdo dos frutos
feito desde 2004 pode néo ter sido o mais adequado para manter o potencial produtivo desta
variedade. Estes resultados mostram que, para uma variedade comercial de tomate se adaptar
ao cultivo da agricultura natural desde o primeiro plantio, € necessario a ado¢ao de métodos de
melhoramento genético por sele¢cdo massal tdo cuidadosos como os executados na obtencao das
sementes T16 e T1 nos campos da WVUOAF.

Figura 8 — Frutos lesionados do cultivo organico.
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Perdas de frutos por lesées (t/ha)

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

Figura 9 —Perdas de frutos por lesdes causadas por pragas e doencas nos quatro
tratamentos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura organica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Médias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Perdas de frutos por lesdes (t/ha)

NF OF

Figura 10 - Perdas de frutos por lesdes
causadas por pragas e doencas na agricultura
natural (NF) e na agricultura orgénica (OF).
Médias nos tratamentos com a mesma letra
ndo sdo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Na fracdo matéria organica dos solos agricultaveis ha 98% de nitrogénio organico e menos de
2% de nitrogénio inorganico (BARKER; PILBEAM, 2007). As analises do composto organico
(Tabela 7), usado na WVUOAF por 16 anos na area high input, mostram que o nitrogénio
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contido na matéria organica cerca de 68,18% € nitrogénio organico e 31,82% de nitrogénio
inorganico. Esses teores de nitrogénio inorganico somados as altissimas quantidades de fosforo,
potassio, calcio e magnesio (Tabela 6) existentes nos solos apos a adubacdo organica onde
foram instalados os tratamentos OF-TO e OF-T15 foram a causa da maior produtividade total
de OF-TO e influenciaram fortemente nas grandes perdas de frutos ocasionados por pragas e

doencas nestes tomateiros adubados.

4.4.3 Tempo de prateleira e perda de peso dos frutos

Os tomates nos estagios de maturacdo entre o verde maduro, pintado e o vermelho maduro
(Figuras 11 e 12), estagios em que normalmente a dona de casa compra os tomates, foram os
avaliados. Os tomates da agricultura natural se mantiveram em condicdes de comercializacéo
por 2 dias a mais que os frutos da agricultura orgéanica (Figura 13). Os frutos de plantas ndo
adubadas, que foram as menos danificadas no campo, mantiveram esta resisténcia nos testes de

tempo de prateleira.

Figura 11 - Tomates nos estagios verde maduro, Figura 12 — Tomates nos estagios vermelho,
pintado e rosado, cinco dias apés a colheita. vermelho maduro e vermelho passado, vinte e
seis dias apos a colheita.
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Tempo de prateleira (dias)

NF OF

Figura 13 — Tempo de prateleira dos frutos entre os estagios pintado e vermelho
maduro (Figura 4) dos dois sistemas de producdo, agricultura natural (NF) e
agricultura orgéanica (OF).

Meédias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Perda de peso dos frutos (%)

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

Figura 14 — Perda de peso dos frutos dos quatro tratamentos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura organica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Meédias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Os frutos de NF-T15 na agricultura natural foram os que tiveram as menores perdas de peso
(Figura 14), mas ao mesmo tempo 0s menores teores de lignina (Figura 15). Assumiu-se que a

maior porcentagem do peso perdido nesse experimento tenha sido de agua. A perda de agua
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dos tomates nédo foi influenciada pelas quantidades de lignina nas paredes celulares, pois 0s
frutos com mais lignina, NF-TO, OF-T0 e OF-T15 (Figura 15), perderam mais dgua. Embora
ndo tenha sido avaliado nesse trabalho a espessura e constitui¢ao da cuticula dos frutos, a menor
perda de agua de NF-T15 é um forte indicio que a melhor qualidade da cuticula tenha sido
fundamental para estes frutos apresentarem as mais eficientes defesas neste experimento. O
sabor tradicional do tomate, a boa aparéncia da fruta, as boas caracteristicas organolépticas, o
alto teor de compostos organicos de interesse para a saude humana e a vida til prolongada dos
tomates estdo presentes em plantas com a capacidade de crescer sob baixos insumos
(GRANELL; MONFORTE, 2015). E relatado por varios autores que os sistemas de producio
organica proporcionam uma vida util longa do tomate, um tempo de prateleira maior (CEGLIE
etal., 2015; CEGLIE; AMODIO; COLELLI, 2016; REMBIALKOWSKA, 2007).

4.4.4 Teores de lignina nas folhas e nos frutos

A menor perda de peso de NF-T15 (Figura 14) provavelmente tenha sido pela melhor formacéao
da cuticula que esta associada a menor quantidade de lignina nos frutos, o que de fato aconteceu
em NF-T15 (Figura 15). A camada cuticular das plantas esta associada firmemente a fungéo de
cada 6rgdo no desenvolvimento, no crescimento e na interacdo com o meio ambiente (SHI et
al., 2013). O fator de transcricdo SHN em Arabidopsis thaliana (AtSHNZ2) regulador da
formacdo de cuticulas em frutos, quando é superexpressado em arroz, coordena também a
biossintese de celulose e de lignina, melhorando nas paredes celulares a deposicao de celulose
em 34% enquanto diminui a de lignina em 45%, sem o comprometimento na robustez, no vigor
e no desempenho da planta (AMBAVARAM et al., 2011). A cuticula fornece suporte estrutural
para a integridade do fruto inteiro e parece influenciar tanto o crescimento quanto a maturagao.
As propriedades mecanicas e reologicas da cuticula sdo de significancia econdémica
consideravel e a variacdo da sua composi¢do no fruto pode estar relacionada a resisténcia e a
dessecacdo, infec¢do microbiana e rachaduras (SHI et al., 2013). A cuticula dos frutos selvagens
de tomate contém camadas cuticulares externas e internas (BUDA et al., 2009). No entanto, a
cuticula dos frutos transgénicos deficientes em cutina, tem apenas uma camada cuticular fina
contendo 40% menos cutina que os frutos selvagens. A quantidade de ceras cuticulares totais
também ¢é significativamente reduzida nas cuticulas desses tomates transgénicos. Assim, a
expressdo reduzida do fator de transcricdo SHN do Solanum lycopersicum (SISHN3) na pré e
pos-colheita afeta negativamente a composi¢éo da cuticula do tomateiro. A deficiéncia de cutina

na cuticula do tomate aumenta a perda de agua pos-colheita e a susceptibilidade a patdgenos
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(ISAACSON et al., 2009; SHI et al., 2013). Shi et al. (2013) mostram que a cuticula dos tomates
deficientes em cutina foram os que perderam mais dgua e apresentam em sua COmposicado a
razao 1:384 entre flavonoides e acidos graxos sendo essa cuticula, além de mais fina, menos
viscosa e menos impermeavel. A cuticula dos frutos selvagens foram os que perderam menos
agua e apresentam a razdo 1:180, indicando que ha mais flavonoides na cutina o que pode ter
deixado a cuticula mais viscosa e mais impermedavel (SHI et al., 2013). Os flavonoides, como
a quercetina, das membranas bioldgicas tém a capacidade de evitar o derretimento dos lipidios

nelas contidos por aumentar a viscosidade lipidica (ARCZEWSKA et al., 2013).

Né&o houve diferengas significativas dos teores de lignina das folhas dos quatro tratamentos e
nos frutos os teores de lignina foram significativamente menores apenas em NF-T15. No
entanto o que se viu no campo foi uma grande infestacdo de doencas na agricultura organica
com OF-TO apresentando perdas de 38,16% e OF-T15 de 27,28% (Figura 6). As plantas NF-
T15 e NF-TO da agricultura natural tiveram apenas 5,90% e 8,14% de perda (Figura 6),
respectivamente. Fica evidente que a lignina nas folhas e frutos das plantas da agricultura
orgénica nao foi eficiente na defesa contra pragas e doengas. Sabe-se que a lignina é um
polimero fendlico que desempenha um papel central na defesa da planta contra insetos e
patdgenos. De acordo com Lagrimini et al. (1993) e War et al. (2012), a lignina limita a entrada
de patdgenos bloqueando fisicamente ou aumentando a tenacidade das folhas, reduzindo a
alimentacdo de herbivoros e também diminuindo o contetdo nutricional da folha. A sintese de
lignina é induzida por infestacéo de herbivoros ou patégenos e sua rapida deposi¢do nas paredes
celulares reduz o crescimento da fecundidade de fungos, bactérias ou insetos. Aumento da
expressdo de genes associados a sintese de lignina em plantas infectadas com pragas e doenca
foram fartamente documentados por vérios autores (LAGRIMINI et al., 1993; WAR et al.,
2012).

N&o houve diferencas significativas entre os teores de lignina nas folhas dos quatro tratamentos
que variou entre 14,40% em NF-T15 e 15,72% em OF-TO0. Os teores de ligninas das folhas de
tomate, extraidos pelo método descrito em 4.3.3.8, estdo de acordo com 0s encontrados na

literatura que variam de 13 a 15%.
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Lignina dos frutos (%)

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

Figura 15 —Teores de lignina dos frutos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura organica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Médias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Os frutos saudaveis de tomateiros adubados tém entre 10 e 11% de lignina (LAGRIMINI et al.,
1993), teores iguais apresentados nos tratamentos NF-TO, OF-TO e OF-T15. Esse resultado
mostra que as sementes TO, cultivadas muitos anos com adubos, carregam consigo a
caracteristica de produzir mais lignina. A capacidade de produzir muita lignina em detrimento
de outros compostos fenolicos pode ser uma caracteristica hereditaria que se perdeu em T15 e
se manteve ausente em NF-T15 no cultivo sem adubo da agricultura natural. Os frutos de NF-
T15 tiveram apenas 6,19% de lignina, que foi significativamente menor que 0s outros trés
tratamentos. No entanto, T15 ao ser novamente cultivado em ambiente adubado da agricultura

organica, OF-T15, voltou a produzir muita lignina em seus frutos.

A diferenca dos teores de lignina (Figura 15) entre os frutos dos tomateiros NF-T15 e OF-TO
foi de 42,84%. Surpreendentemente, Ambavaram et al. (2011) demonstraram que plantas de
tomate transgénicas, com superexpressao do fator de transcri¢do relacionado & producéo de
cutina SISHN3 em tomateiros (Solanum lycopersicum L), tém 45% menos lignina que as plantas

selvagens adubadas.

A evidéncia da pouca importancia da lignina na defesa das plantas desse experimento é mais
dramatica e enigmética devido aos seus baixos teores nos frutos NF-T15 da agricultura natural,
os quais foram os menos infestados por pragas e doengas e também os mais saborosos. Os frutos

NF-T15 da agricultura natural tiveram 37,10% menos de lignina em média que os frutos NF-
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TO, 42,84% e 41,27% a menos quando comparados com OF-T0 e OF-T15, respectivamente. As
mesmas sementes T15 cultivadas com o adubo da agricultura organica, OF-15, tiveram mais

lignina nos frutos, no entanto as perdas por pragas e doencas foram grandes.

Os tomates NF-T15 foram os que tiveram os menores teores de lignina (Figura 15), os que
perderam menos agua (Figura 14) e foram os menos infestados por patdgenos e insetos (Figura
9), indicando fortemente que o fator que levou os frutos a terem menos lignina e perderem

menos agua gerou a maior defesa contra pragas e doencas nos frutos do tomateiro NF-T15.

A combinacdo das sementes T15, provenientes de plantas desenvolvidas 15 vezes em solos sem
adubos, e o cultivo em solos ndo adubados da agricultura natural, gerou plantas com baixos
teores de lignina nos frutos, tendo como consequéncia a defesa feita por mecanismos de
protecdo contra insetos e patdgenos ndo avaliados nesse trabalho e muito provavelmente ainda
desconhecidos pela academia. No entanto, pode-se supor pelos fortes indicios acima
mencionados que a defesa dos frutos NF-T 15 possa estar relacionada a espessura e constituicao
das cuticulas, mais especificamente, a defesa dos frutos NF-T15 pode estar ligada aos fatores
que induzem a superexpressdo do gene SISHN3, indutor da producdo de mais cutina, menos
lignina e, possivelmente, menos compostos fendlicos, e se assim for, a auséncia de adubos nos

cultivos da agricultura natural é o inicio de todo este processo de defesa.

A cuticula é composta de dois tipos de lipidios: um poliéster lipidico insoltvel chamado cutina,

e as ceras de superficie, que cobrem a matriz de cutina e sdo solUveis em solventes organicos.

Os cloroplastos tém capacidade de sintetizar acidos graxos precursores dos lipidios que fazem
parte da cuticula, utilizando 14 NADPH e 7ATP produzidos na fotossintese (RAO, 2006). O
nitrato para entrar nas células e ser reduzido a nitrito gasta 4 ATP no citoplasma e nos
cloroplastos usa trés enzimas que consomem juntas 9 ATP (TAIZ et al. 2015). A reducdo do
nitrato e a producdo de acidos graxos sdo reacdes competidoras pela energia do NADPH e do
ATP nos cloroplastos (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). Portanto, nas plantas
adubadas com nitrato ha uma disputa entre a sintese de acidos graxos e a reducdo do nitrato por
energia ocorrendo no cloroplasto. Pode-se supor que a energia da fotossintese é desviada para
a reducdo do nitrato em detrimento da producgéo de &cidos graxos e de outras possiveis sinteses.
A menor producdo de acidos graxos nos cloroplastos resultard em cuticulas menos espessas e

menos resistentes a dissecacdo de frutos.

A menor quantidade de lignina e a menor perda de adgua nos frutos NF-T15 devem estar

relacionadas a sinalizagdes moleculares que produziram mecanismos de defesa das plantas e
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frutos de tomate no tratamento mais saudavel, NF-T15. Essas possiveis novas rotas de defesa
devem ser descobertas e melhor estudadas em trabalhos de ecofisiologia que venham a ter o

sistema de cultivo da agricultura natural em campo agricola como um laboratdrio a céu aberto.

4.4.5 Matéria seca dos frutos e das folhas

N&o houve diferenca significativa entra a matéria seca das folhas nos quatro tratamentos. Os
frutos de NF-15 e OF-T15 tiveram mais matéria seca que os outros frutos e os de NF-TO os
menores teores (Figura 16). Apesar de todas as sementes serem da mesma variedade ‘Especial
para Salada’, a origem da semente foi mais importante que o sistema de cultivo. Para industria

de tomate as sementes T15 sdo mais importantes por produzirem mais matéria seca.

NF-T15 NF-TO OF-TO OF-T15

Figura 16 —Matéria seca dos frutos dos quatro tratamentos.

NF — agricultura natural, OF — agricultura organica, T15 — semente da agricultura
natural e TO — semente da Topseed®.

Médias nos tratamentos com a mesma letra ndo séo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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4.5 CONCLUSOES

Os tomateiros NF desenvolveram-se com o nitrogénio organico do solo. Os tomateiros OF
foram nutridos com o nitrogénio inorganico dos adubos. A origem e o tipo de nitrogénio,

utilizado pela planta, influenciaram na suscetibilidade as pragas e doencas.

Os frutos NF-T15 tiveram 6,19% de lignina enquanto os frutos dos outros trés tratamentos
tiveram cerca de 10% desta substancia. No campo experimental a presenca de insetos e esporos
de fungos pouco induziram a producdo de lignina em frutos NF-T15, muito embora eles

estivessem no mesmo ambiente indutor dos outros tratamentos.

As plantas NF-15 que tiveram os menores teores de lignina nos frutos foram as que perderam
menos frutos por lesGes causados por pragas e doencgas. Os mecanismos de defesa acionados
pelas plantas NF-T15 foram os mais eficientes, enquanto os acionados por NF-TO, OF-TO e
OF-T15 foram os menos eficazes e podem néo ter sido os mesmos que defenderam as plantas
e frutos NF-T15 da agricultura natural.

O composto organico rico em nitrogénio inorganico foi uma das causas das maiores perdas

ocasionadas por pragas e doencas nos tomateiros adubados.

A semente comercial TO com produtividade de 37,70 t/ha mostrou capacidade de se adaptar a
auséncia de adubos no primeiro cultivo sob as técnicas da agricultura natural. Portanto, as
sementes comercias de tomate ‘Especial para Salada’ foram de facil adaptagao ao novo método
agricola que apenas forneceu os nutrientes do solo aos tomateiros TO. Estes resultados mostram
que é possivel uma produtividade lucrativa para os tomaticultores da agricultura natural a partir

de variedades comerciais de tomate.
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5 CAPITULO 2

DIFERENCAS MOLECULARES ENTRE RAIZES E FOLHAS DOS TOMATEIROS
‘ESPECIAL PARA SALADA’ T15 ¢ T0 COM E SEM FERTILIZACAO DE NITRATO

RESUMO

As plantas em ambientes naturais utilizam como fonte de nitrogénio a sua forma orgénica
enguanto as plantas adubadas tém principalmente o nitrato como fonte deste nutriente. Foram
avaliadas as diferencas moleculares entre uma variedade comercial ‘Especial para Salada’ da
Topseed® (T0) e uma selecionada da ‘Especial para Salada’ cultivada 15 vezes com 0 manejo
da agricultura natural (T15). Foram estudados os genes NRT1, NRT2 e NR diretamente
relacionados com a assimilacdo do nitrato, os genes transportadores de aminoacidos AAP2 e
LHT1 e gene PAL. O RNA foi extraido de raizes e folhas dos tomateiros desenvolvidos em
silica pura irrigados com agua pura e irrigados com agua e nitrato. As amostras de RNA foram
transformadas em cDNA para as andlises quantitativas em @RT-PCR realizadas no
termociclador do Laboratério de Genética Molecular da West Virginia University-WVU
(EUA). Foi realizada a analise de variancia seguida pelo teste t de Student. A atividade dos
genes nos tratamentos sem nitrato (T15-H20 e T0-H,0) e com nitrato (TO-KNO3 e T15-KNO3)
foi relacionada com os resultados de campo da agricultura natural (NF-T15 e NF-TO) e da
agricultura organica (OF-TO e OF-T15), respectivamente. As plantas OF-TO foram as que
tiveram as maiores perdas de frutos, por pragas e doencas, que podem ter como causa as
menores atividades em TO-KNOs dos genes PAL, AAP2 e LHT1 nas raizes e a maior atividade
no gene NRTL1 nas raizes e nas folhas. Os tomateiros NF-T15 foram os que tiveram a menor
perda de frutos por pragas e doencgas, enquanto que em T15-H>O ocorreu a maior atividade dos
genes PAL, AAP2 e LHT1 nas raizes e a menor atividade do gene NRT1 nas raizes e nas folhas.
As perdas por pragas e doencas nos tratamentos adubados com composto organico no campo
experimental da OAFWVU estdo estreitamente relacionadas com os resultados de biologia
molecular nos tratamentos fertilizados e néo fertilizados com nitrato. O gene NRT1 quando
superativado pela presenca de nitrato no solo e nas sementes TO pode ser o indutor de rotas

metabdlicas que diminuem as defesas das plantas adubadas.

Palavras-chave: agricultura natural - tomate - aminoacidos - nitrato - PAL - AAP2 - LHT1 -
NRT1 - NRT2 - NR
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5.1 INTRODUCAO

Nas plantas adubadas a transformacéo do nitrato em aminoécidos consome energia produzida
pela fotossintese enquanto o aparato genético para usar aminoacidos da rizosfera em suas rotas
metabdlicas ndo exige a energia que € indispensavel para a assimilagdo do nitrato pelas plantas
(MARSCHNER, 2012). Mokiti Okada (1987) idealizador da agricultura natural é enfético ao
afirmar que as plantas adubadas deixam de absorver os nutrientes do solo e passam a captar 0s
nutrientes dos adubos, sendo essa a causa das infestacdes de pragas e doengas (OKADA, 1987).
As informacdes de Marschener (2012), a respeito da capacidade que as plantas tém de captar
0s aminoacidos da matéria organica do solo como fonte de nitrogénio, confirmam os
ensinamentos de Okada (1987) a respeito de como as plantas se nutrem em ambientes naturais

e na agricultura natural.

As plantas sdo totalmente dependentes do nitrogénio para terem boa produtividade, podendo
ser o nitrato uma das fontes deste elemento. A poderosa industria de fertilizantes nitrogenados
comercializa mais de 90 milhGes de toneladas de fertilizantes nitrogenados que sao lancados
anualmente aos solos agricolas em todo o mundo (FAOSTAT 2016). A capacidade de uma
planta para capturar o nitrogénio pelas raizes depende do tipo de solo, do ambiente, das espécies
e do método de cultivo. Estima-se que 50% a 70% do nitrogénio fornecido ao solo na forma de
fertilizante agricola é perdido como 6xido nitroso, que vai para a atmosfera aumentando o efeito
estufa, e como nitrato e nitrito, que ao serem lixiviados no perfil do solo, poluem os lengois
freaticos, corregos e rios (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). Portanto, ndo usar o
nitrato é essencial para reduzir os danos causados pela sua grande lixiviacdo. Nas plantas, apés
a assimilacdo do nitrato em amdnio, ocorre a producao do glutamato, precursor direto dos 20
principais aminodcidos produzidos através de longas e complexas rotas metabolicas
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015; TAIZ et al. 2015). Estes aminoacidos existem em
abundancia na matéria organica em constante reciclagem nos solos dos ecossistemas naturais e
da agricultura natural. Esta realidade da Natureza aliada ao que se observa nos cultivos
convencionais e na agricultura organica nos faz crer que as plantas na Natureza ndo precisam
de adubacdo extra, elas ja tém todos 0s mecanismos necessarios para sobreviver e produzir com

0 que ha no solo sem serem infestadas por pragas e doencas.

Os objetivos deste trabalho foram testar a hipotese de que os tomateiros cultivados sem adubos
nitrogenados por 15 plantios consecutivos tém preferéncia por aminoacidos e ndo por nitrato
avaliando-se em raizes e folhas das plantas de tomateiros T15 e TO as expressdes de seis genes
PAL, AAP2, LHT1, NRT1, NRT2 e NR. O gene PAL coordena a biossintese de compostos
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fenodlicos como flavonoides e ligninas, os genes AAP2 e LHT1 sdo transportadores de
aminoacidos da rizosfera para todos os 6rgdos da planta. O gene NRT1 esta relacionado a
percepcao de nitrato no meio em que se desenvolve o sistema radicular, a captacdo do nitrato
para dentro das células radiculares e ao seu transporte por todos os 6rgaos via xilema ou floema.
O gene NRT2 retira o nitrato do embrido das sementes para ser assimilado na raiz ou folha. O

gene NR atua na assimilacao do nitrato em aminoacidos nas raizes ou folhas.

As plantas desenvolveram uma flexibilidade notavel para se adaptar as mudangas no seu
ambiente por ndo poderem fugir de condic6es prejudiciais. Ao mesmo tempo, elas também sao
capazes de explorar as condicBGes favoraveis em seu beneficio. Esta grande capacidade de
adaptacdo € sustentada pela versatil regulacdo da expressdo dos genes. Numerosos sinais
bioticos como infecgbes por patdgenos e abidticos como sombra, calor, disponibilidade de
nutrientes afetam os niveis de compactacdo da cromatina, um processo que mantem a mutavel
regulacdo da expressdo dos genes e que esta associado a grande capacidade de adaptacdo dos
vegetais. O resultado destes processos pressionados pelo ambiente pode persistir por geragdes
por muito tempo apds os sinais iniciais tenham expirado e pode contribuir para evolugdo de

variedades melhoradas por meio de mecanismos epigenéticos (GRAFI; OHAD, 2013).

5.2 OBJETIVOS
5.2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do nitrato e de sua auséncia sob a expressdo dos genes PAL, AAP2, LHT1,
NRT1, NRT2 e NR em raizes e folhas dos tomateiros T15 e TO.

5.2.2 Objetivo especifico

Relacionar os resultados obtidos da atividade de seis genes com os resultados dos campos

experimentais.
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5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Genotipagem dos tomateiros T15e TO

As folhas de NF-T15, NF-TO, OF-TO e OF-T15 foram colhidas no campo 90 dias apds a
semeadura, transportadas em bolsas térmicas com gelo e acondicionadas em freezer a -20°C até
a extracdo de DNA gendmico total para uso no estudo de genotipagem para verificar se 0s
tomateiros T15 e TO sdo uma mesma variedade. O DNA genémico total de cada amostra foi
extraido de folhas jovens trituradas em nitrogénio liquido usando-se o brometo de
cetiltrimetilamonio. O DNA extraido de cada amostra foi diluido até uma concentragdo final de
30 ng/mL com tampdo de 1X TE e armazenado a -80°C. Amplificacdo de marcadores RAPD
(Amplificacdo Aleatoria de DNA Polimorfico) foi feita com a mistura de reacéo, cujo volume
final de 25 pL continha 2,5 puL de tampao 10X, 2,0 uL de dNTP 2,5 mM, 1,5 uL de MgCl» 25
mM, 1,0 pL de primer 1,0 uM, 0,10 pL de 5 U/uL de rTaq Polymerase Dynazyme™ e 60 ng
de DNA gendmico de cada amostra. Reacdes de amplificacdo foram realizadas de acordo com
Williams et al. (1990), com pequenas modificacBes. A PCR foi realizada no termociclador do
Laboratorio de Genética Molecular da WVU, utilizando o seguinte procedimento: pre-
desnaturacdo a 94°C durante 5 minutos e depois 42 ciclos de desnaturacdo a 94° C durante 2
min, recozimento entre 35° a 45°C durante 1 min, e extens&o final de 1 minuto a 72°C. Os
produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese (100 V durante 90 minutos) em géis
de agarose 1,4% (p/v), utilizando o tampdo de corrida TBE 1 X. Os géis foram corados com
brometo de etideo e fotografados sob luz UV. Considerando-se os quatro tratamentos
provenientes de duas sementes T15 e TO, foram testados 6 primers (Tabela 8) indicados por
Korir et al. (2013) para a genotipagem da variedade comercial ‘Especial para Salada’. As
bandas foram avaliadas visualmente levando-se em conta para analise apenas aquelas mais

evidentes e consistentes.
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Tabela 8 — Primers usados na genotipagem de tomateiros

Primer Sequéncia 5°—3’
Y21 GGACCCAACCA
Y22 GGACCCAACCT
Y27 GTGTGCCCCAA
Y35 AAGCCTCGTCG
Y53 TGGTGGCGTTG
Y59 ACCCCCGACTG

5.3.2 Estudos da expressao dos genes PAL, AAP2, LHT1, NRT1, NRT2 e NR em raizes e
folhas dos tomateiros T15e TO

5.3.2.1 Producdo das amostras

Para extracdo do RNA das amostras, na casa de vegetacdo do Campus Evansdale da West
Virginia University, foram semeadas em silica pura as sementes T15 e T0. Os tratamentos
foram denominados T15-H.O e T0-H20 com trés repeticdes para se avaliar a expressdo dos
genes apenas sob a influéncia da &gua pura sem nutrientes. Ambos tratamentos foram
submetidos a irrigaces diarias com 500 ml de gua pura fornecida pelo processo Milli-Q®. As

anotagdes foram feitas em marcadores de plastico branco (Figura 17A).

Foram semeadas em silica pura as mesmas sementes que receberam diariamente 500 ml agua
pura com 500 uM de KNOs para que fosse avaliada a influéncia deste teor de nitrato sob os
genes estudados. Os tratamentos, com trés repeticGes, foram denominados T15-KNOs e TO-

KNOs. As anotagdes foram feitas em marcadores de plastico verde (Figura 17B).

Dezesseis dias ap6s a semeadura as mudas foram coletadas na casa de vegetagdo para as analises
moleculares (Figuras 17A e 17B). As plantulas de tomate foram retiradas da silica pura
cuidadosamente e divididas, por corte de tesoura, em raizes e parte aérea imediatamente
acondicionadas em tubos eppendorf e mergulhados em cuba com nitrogénio liquido. As
amostras foram levadas para o Laboratério de Genética Molecular da WVU e armazenadas no

freezer -80°C até o inicio da extracdo de DNA.
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Figura 17 — Plantulas de tomateiros T15 (superior) e TO (inferior) produzidas em silica pura e agua
pura (A) e T15 (superior) e TO (inferior) produzidas em silica pura e agua pura com 500 uM de KNO3

(B).

5.3.2.2 Extracdo do material genético

Extracdo de RNA foi feita com o uso do Kit mirVana™ miRNA Isolation (AM1560), Ambion®,
EUA. O protocolo de isolamento do kit foi usado em mudas de tomate com 17 dias de idade
semeadas em silica pura. O referido protocolo se encontra no link

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms 055423.pdf

A extracdo de RNA total por mirVana™ miRNA Isolation Kit foi executada seguindo-se as
instrugOes do fabricante. A preparacgdo das solucOes de lavagem foi feita com a adic¢do de 21
mL de etanol 100% a solucdo de lavagem miRNA e 40 mL de etanol 100% a solucdo 2/3.

As amostras de 250 mg de tecido foram lavadas e ressuspendidas em 1 mL de solugdo tampéo
fosfato-salino (PBS) a frio. As células das amostras foram rompidas em 600 pL de solugdo
Lysis/Binding. Agitou-se vigorosamente por 10 segundos no vortex para que fosse obtido um

lisado homogéneo.

Para a extracdo do RNA adicionou-se 1/10 do volume de miRNA Homogenate Additive ao
lisado das células do tecido, e misturou-se bem com vortex. Por exemplo, se 0 volume de lisado
foi de 300 pl, adicionou-se 30 pLL de miRNA Homogenate Additive. Deixou-se a mistura em
gelo por 10 min. Adicionou-se um volume de acido fenol/cloroférmio igual ao volume do lisado
antes da adicdo do miRNA Homogenate Additive. Por exemplo, se o0 volume original do lisado
foi de 300 uL, adicionou-se 300 pL de acido-fenol/cloroférmio. Usou-se o vértex por 60
segundos para misturar as substancias. Centrifugou-se o lisado durante 5 minutos com

velocidade maxima del0.000 rpm a temperatura ambiente para separar as fases aquosa e


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_055423.pdf
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orgénica. Apds a centrifugacgdo, a interfase deve estar compactada, se ndo estiver, repita a
centrifugacdo. Retirou-se cuidadosamente a fase aquosa e transferindo-a para um tubo novo.

Anotou-se o volume removido.

Adicionaram-se 1,25 volumes de etanol 100% em temperatura ambiente a fase aquosa, por

exemplo, se houve 300 uL de fase aquosa, adicionaram-se 375 pL de etanol 100%.

Para cada amostra, foi montada uma coluna em tubo coletor fornecido pelo Kit. Pipetaram-se

700 uL da mistura com etanol 100% na coluna.

Centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 segundos para passar a mistura através do filtro. Descartou-
se 0 sobrenadante e repetiu-se o procedimento até que toda a mistura de lisado e etanol estivesse
filtrada.

Aplicaram-se 700 uL de miRNA Wash Solution 1 a coluna e centrifugou-se por 10 segundos a
10.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante. Aplicaram-se 500 uL. de miRNA Wash Solution 2/3
a coluna e centrifugou-se por 10 segundos a 10.000 rpm. Repetiu-se o procedimento de lavagem

com uma segunda aliquota de 500 uLL de miRNA Wash Solution 2/3.

Depois de descartar o sobrenadante da Gltima lavagem, centrifugou-se o conjunto por 1 minuto

para remover o fluido residual do filtro.

Transferiu-se a coluna para um novo tubo de coleta. Aplicaram-se 100 puL de solugdo de eluigao
de 0,1 mM de EDTA livre de nucleases, pré-aquecida a 95°C no centro do filtro e fechou-se a
tampa do tubo. Centrifugou-se durante 30 segundos na velocidade méxima para recuperar o
RNA.

O RNA extraido foi avaliado quanto a sua qualidade e concentragédo por espectrofotémetro. As
amostras de RNA foram, também, submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado
com brometo de etidio a 1% para analise da integridade através da integridade da visualizacéo
das bandas de RNA.

Para deixar as amostras livres de DNA foram usados os procedimentos da pagina 5 do protocolo
do TURBO DNA-free Kit 15pL reaction of each (50pug DNA/mL RNA) — (AM1907), Ambion®,
EUA encontrado no site:

http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms 055740.pdf

Adicionaram-se 0,1 volume 10x TURBO DNase Buffer ¢ 1 uL de TURBO DNase a0 RNA.
Usou-se 1 uL de TURBO™ DNase (2 U) para até 10 ug de RNA em uma reagdo de 50 pL. Essas


http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_055740.pdf
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condi¢des de reagdao removeram até 2 ug de DNA gendmico do RNA total em um volume de
reacdo de 50 puL. Adicionou-se apenas metade da DNase TURBO™ a reacdo inicial, incubou-se
durante 30 minutos, depois foi adicionado o restante da enzima e incubado por mais 30 minutos
a 37°C.

Adicionou-se 0 DNase Inactivation Reagent ressuspendido, normalmente 0,1 volume, e
misturou-se bem. Usou-se 2 puL ou 0,1 volume de DNase Inactivation Reagent, o que foi maior.
Por exemplo, se o volume de RNA foi de 50 puL, e 1 pL. de TURBO DNase foi usado no passo

anterior, adicionou-se 5 uL. de DNase Inactivation Reagent.

Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente e misturou-se bem. Moveu-se o0 tubo por 2

ou 3 vezes durante o periodo de incubacéo para redispersar o DNase Inactivation Reagent.

Centrifugou-se a 10 000 rpm durante 1,5 minutos e transferiu-se 0 RNA para um tubo novo.
Agitou-se o tubo 3 vezes durante o periodo de incubacdo para misturar o RNA ao DNase
Inactivation Reagent.

Centrifugou-se a 2.000 rpm durante 5 minutos. Este passo de centrifugagdo granulou o DNase
Inactivation Reagent. Apos a centrifugacgdo, transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante, que

continha o RNA livre do DNA genémico, para um tubo novo.

As amostras de RNA, que apresentaram alto grau de integridade e pureza (Figuras 18 e 19),
foram usadas na sintese do cDNA feito com o Kit cDNA Synthesis usando-se Super-Script IV
First-Strand cDNA Synthesis Reaction (1/2 reacdo — 10uL) e tratamento com RNase, cujo
protocolo se encontra no enderego que Se segue.
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/SSIV_First_Strand_Synthesis System U

G.pdf

Misturou-se 1 pL de 50 uM Oligo d(T)20 primer e 2 uM primer reverse especifico de gene, 1
uL de 10 mM de ANTP mix (10 mM cada), acima de 11 uL do padrdo de RNA (10 pg—5 pg de
RNA total ou 10 pg—500 ng de mRNA) e 13 pL de agua Milli-Q® foram misturados em um
tubo de reacdo de PCR e rapidamente centrifugaram-se 0s componentes. Aqueceu-se 0 mix de
primers de RNA a 65°C durante 5 minutos e depois incubou-se em gelo durante pelo menos 1

minuto.

Agitou-se e centrifugou-se rapidamente o tampdo 5x SuperScript™ IV (SSIV). Foram
preparadas duas reagdes. Em cada tubo de reacdo, misturou-se 4 pL. do tampao 5x SSIV, 1 puL

de 100 mM de ditiotreitol-DTT, 1 uL de inibidor de ribonuclease e 1 uL de transcriptase reversa


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/SSIV_First_Strand_Synthesis_System_UG.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/SSIV_First_Strand_Synthesis_System_UG.pdf
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SuperScript™ IV (controle positivo). Tampou-se o tubo, misturou-se, em seguida, centrifugou-

se rapidamente o contetdo.

Adicionou-se o transcriptase reversa-RT mix reaction fornecido pelo Kit para o anelamento do
RNA.

Incubou-se o preparado a 50°C durante 10 minutos para o inicio e manutencdo das reacdes. Em

seguida inativou-se a reacdo ao incubar o preparado a 80°C durante 10 minutos.

Adicionou-se 1 uL de E. coli RNase H e incubou-se a 37°C durante 20 minutos para se proceder

a amplificacdo por PCR.

Foram preparadas duas reacdes. Em cada tubo adicionou-se 37,8 pL de agua Milli-Q®, 5 pL de
10x tampao de PCR de alta precisao, 2 uL. de 50 mM de MgSOg, 1 pL de 10 mM de mistura
dNTP (10 mM cada), 1 puL de primer sense (10 uM) (5'-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-
3", 1 uL de primer antisense (10 uM) (5'-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3"), 2 uL
cDNA da reacdo de controle positivo ou 2 pL de agua Milli-Q® e 0,2 pL de Platinum™ Tagq
DNA Polymerase de alta precisdo (5 U/uL). Misturaram-se suavemente todas as substancias
para que em seguida fossem centrifugadas rapidamente.

Colocou-se a mistura em um termociclador pré-aquecido a 94°C. Executou-se a amplificagcdo
por PCR usando para desnaturacao inicial a temperatura de 94°C por 2 minutos e 35 ciclos de
PCR (94°C por 15 seg., 55°C por 30 seg. e 68°C por 1 minuto) para amplificacdo, ao final

manteve-se a reacdo em 4°C.

Analisaram-se 10 uL de cada reagdo usando eletroforese em gel de agarose e coloragdo com
brometo de etidio. A banda 353 pb visivel foi o controle positivo com a enzima transcriptase
reversa-RT. Para a reacdo de controle sem RT, a mesma banda teve menos 50% de intensidade

guando comparada ao controle positivo.

A extracdo do RNA das plantas cultivadas em silica pura foi bem-sucedida (Figuras 18 e 19)
para se prosseguir com os procedimentos seguintes para garantir a qualidade dos resultados

finais. Os nimeros nas figuras indicam cada uma das 3 repeti¢6es de cada tratamento.



T0-KNO; T0-HO
2 3 1 2

T15-KNO; TI15-H.O

3 1Kb+

1IKb+1 2 3 1 2 3 1

Figura 18 — Confirmacao da extracdo de RNA
das 3 repeticdes das raizes das amostras
fertilizadas com nitrato T15-KNO; e TO-
KNOs e das ndo fertilizadas T15-H,0 e TO-
H,0.

5.3.2.3 Desenho dos primers

T15-KNOs; TI15-H.0 TO0-KNO; T0-H0

3 1Kb+

iIKb+1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2

Figura 19 — Confirmacédo da extra¢do do RNA
das 3 repetices das folhas de amostras
fertilizadas com nitrato T15-KNO3 e TO-KNO;
e das ndo fertilizadas T15-H,0 e T0-H,O.
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O programa Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) foi

utilizado para se desenhar primers adequados ao PCR quantitativo em tempo real para os genes
PAL, AAP2, LHT1, NRT1, NRT2 e NR de Solanum lycopersicum L. (Tabela 9).

Tabela 9 — Sequéncia dos primers para analise de gRT-PCR.

Gene Sequéncia dos primers Referéncia
(http://solcyc.solgenomics.net/)
Fw: 5 ACCGAGACCATAACTCATTCG 3’
PAL Rv: 5° GTCCATACTCCCGATGCCTA 3° Solyc06g060110
Fw: 5° CTCAAATCACCACCAGCAGA 3’
AAP2 Rv: 5 CATACCCAAAGCAACCACAA 3’ Solyc019087550.2
Fw: 5 TCACATTCCCTTTCTTTGGTG 3’
LHT1 Rv: 5 GACTCCATCTCCTTGGCTTG 3’ Solyc08g007420
Fw: 5 TTGGGAAGAGAATGGGGTTA 3°
NTR1 Rv: 5" GCAGCCACAAATACTGATGC 3’ Solyc06g074990
Fw: 5 GCAACTCCGTTCACTGCTT 3’
NRT2 Rv: 5 CAACACTAAAATACCCATCACCAC 3° Solyc029093860.2
\R Fw: 5’ CAGGCAAGCAAGCAAGTAGA 3 Solye09g007620.2

Rv: 5> TGGGACTGAAAATCCACCAT 3’

PAL - Fenilalanina amonia-liase. AAP2 — Permease de Aminoacidos 2. LHT1 — Transportador de Lisina e
Histidina 1. NRT1 — Transportador de Nitrato 1. NRT2 - Transportador de Nitrato 2. NR — Redutase do nitrato.
Fw — Sequéncia do primer forward. Rv — Sequéncia do primer reverse.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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5.3.2.4 Analises quantitativas da expressdo dos genes em gRT-PCR

A andlise da expressdo quantitativa dos genes por qRT-PCR foi feita no Sistema de detecgdo
de sequéncias CFX96 Real-Time System da Bio-Rad C1000 TM Thermal Cycler do
Laboratorio de Genética Molecular da West Virginia University. As reacfes foram submetidas
a uma incubacédo a 50°C por 2 minutos, em seguida a uma desnaturacao inicial a 95°C por 2
minutos e na sequéncia iniciou-se 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnaturagéo do
DNA e 55°C por 1 minuto para anelamento de primers e extensdo. Logo apos os ciclos de PCR
as reacOes foram incubadas a 95°C por 15 segundos e 60°C por 10 segundos seguido pelo
aumento da temperatura de 0,5°C até 95°C para a feitura da Melt Curve. No final do ciclo as
reacOes foram mantidas a 20°C e as placas colocadas na geladeira a 4°C. Para cada reagdo foram
usados 5uL, sendo 2,5uL de Power SYBR® Green PCR Master Mix, 0,5uL de H»0, 0,5uL de
primer forward, 0,5uL primer reverse e 1uL 1/10 de cDNA.

Para a melhor compreensao das analises os resultados foram apresentados a partir do modelo
matematico estabelecido por Pfaffl (2001) que determinou a expressdo relativa em gRT-PCR,
cujos valores apresentados foram calculados a partir dos resultados do tratamento controle TO-
H20. A expresséo relativa mediu a alteracdo do mMRNA dos genes alvos dos tratamentos T15-
H.O, TO-KNOz e T15-KNOs em relacéo aos niveis de expressdo do mRNA do controle TO-
H-0.

5.3.2.5 Analises estatisticas

Anaélise de expressao de genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio em mudas de tomate.
Os dados transformados com logz x foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA)
unidirecional seguida pelo teste t de Student no teste bicaudal, com significancia de 5%. O teste
t é preferido para os dados gRT-PCR.

Para a comparacdo das médias dos tratamentos foram usados os valores de p-Value da Ordered
Diference Report. As letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5%

de significancia.
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Genotipagem de tomateiros

Os tomateiros que ndo foram adubados mostraram as bandas mais definidas. Dos 6 primers
propostos pelo protocolo (KORIR et al., 2013) quatro, Y35, Y53, Y27 e Y59, apresentaram as
mesmas bandas em NF-T15 e NF-TO. Os resultados mostram que T15 e TO sdo tomateiros da
variedade comercial ‘Especial para Salada’. Ao longo de 15 anos, nos cultivos sucessivos do
tomateiro ‘Especial para Salada’ da Topseed® no sistema de cultivo da agricultura natural, ndo
ocorreu a criacdo de uma nova variedade que pudesse justificar as diferengas mostradas nos trés
capitulos deste trabalho. Portanto os resultados distintos apresentados por T15 e TO sédo

provenientes dos diferentes tratamentos aplicados em cada avaliacéo.

5.4.2 Estudos da atividade dos genes PAL, AAP2, LHT1, NRT1, NRT2 e NR em raizes e
folhas dos tomateiros T15e TO

5.4.2.1 Gene PAL — Fenilalanina amodnia-liase

A menor expressdo da PAL foi nas raizes de TO-KNOs (Figura 20A). TO-KNOs manteve a
menor atividade da PAL em ambiente fertilizado, onde normalmente este gene tem a expressao
diminuida. Em T0-H20 a auséncia de nutrientes na irrigacdo induziu a grande atividade da PAL
sendo este resultado um padrdo em meios distroficos. Apos muitas geragdes adubadas com
nitrogénio inorganico, no primeiro plantio sem este nutriente, este gene de pronto aumentou sua
atividade em T0-H»O. A atividade da PAL nas raizes de TO sofreu somente a influéncia do meio

em que foi cultivado neste trabalho.

A despeito de estarem em ambiente fertilizados com nitrato, as raizes de T15-KNOs tiveram a
maior atividade da PAL por terem herdado esse nivel de expressao de T15. T15-H,O também
apresentou grande atividade da PAL por se encontrar em ambiente sem fertilizante e por ter
herdado de T15 uma grande atividade deste gene. Os compostos fendlicos, especificamente 0s
flavonoides, resultantes da atividade da PAL nas raizes sdo sinalizadores das interacfes
benéficas solo-planta-microrganismo existentes a pelo menos 140 milhdes de anos (TAIZ et al.
2015).

Nas folhas (Figura 20B) n&o houve diferencas significativas entre a atividade da PAL em todos

o0s tratamentos, assim como ndo houve diferencas significativas entre os teores de lignina das



97

folhas mostrados no Capitulo 1, cuja PAL (APENDICE C) é sua precursora na via bioquimica

dos fenilpropanoides,
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Figura 20 — Expressdo do gene PAL em raizes (A) e folhas (B) do tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

A PAL catalisa a desaminagdo ndo oxidativa da fenilalanina nas dicotiledoneas e a tirosina nas
monocotiled6neas para formar o 4cido trans-cindmico e o &cido p-cumarico, respectivamente.
Ela é a primeira enzima da via dos fenilpropanoides que produzem ligninas, cumarinas e
flavonoides (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015; TAIZ et al. 2015).

Do ponto de vista fisiologico, a PAL é expressa constitutivamente nos vegetais e também pode
ser induzida por exposicéo a estresse bioticos e abidticos. Os padrdes de expressao da PAL sdo
muito semelhantes para varios tecidos como folhas, calos, inflorescéncia e raizes. Em A.
thaliana, AtPAL1 foi proposto como envolvido na lignificacdo destes 6rgdos (COCHRANE;
DAVIN; LEWIS, 2004).

Em plantas cultivadas em ambientes ndo adubados a atividade da PAL aumenta quando
comparados aos com mais nutrientes, da mesma forma que em ambientes mais ricos em
nutrientes a atividade da PAL diminui (TAIZ et al. 2015). No entanto os resultados do presente
estudo mostram que o sistema de producdo adubado ou ndo a que foram submetidas as plantas
que geraram as sementes T15 e TO foi determinante na atividade da PAL nas raizes, pois 0 meio
com ou sem KNOs ndo teve relevancia para T15 expressar as maiores atividades deste gene,

mas influenciou positivamente na expressao de TO quando cultivado sem nitrato.

No campo experimental a menor atividade da PAL nos tomateiros OF-TO pode ter contribuido
para a maior suscetibilidade destas plantas que perderam 38,16% da produtividade total. A
maior atividade da PAL em NF-T15 e NF-TO pode ter contribuido para as menores perdas

destes dois tratamentos, 5,90% e 8,13% respectivamente.
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5.4.2.2 Gene AAP2 — Permease de Aminoacidos 2

As sementes T15 sdo significativamente mais pesadas que as T0. Logo, as sementes T15 tém
mais nutrientes, entre eles 0os aminoacidos, em seus tecidos. A diferenca significativa entre os
pesos das sementes pode ser relacionada com a maior atividade de AAP2 como é mostrado por
Kemp (2011). Os tratamentos TO0-H.O, T15-KNOs e T15-H,O apresentaram as maiores
atividades de AAP2 nas raizes (Figura 21A) indicando que os aminoacidos das sementes estéo
sendo transportados para onde sdo necessarios: para propria raiz e para a parte aérea. T0-KNOs
teve a menor atividade de AAP2 nas raizes, este resultado pode indicar que os teores externo e
interno de nitrato podem ter induzido & menor atividade deste gene. As folhas de T15-H>O
tiveram maior expressdo de AAP2 que as folhas de T0-H>O (Figura 21B), indicando que T15
tem mais aminoacidos nos tecidos de reservas das sementes em funcdo de serem mais pesadas
que as sementes de TO. As plantas que geraram as sementes TO foram sistematicamente
adubadas com nitrato, ou outra forma de nitrogénio inorganico, enquanto as que geraram as
sementes T15 se desenvolveram com muito nitrogénio organico e infimas quantidades de
nitrogénio inorganico durante 15 plantios consecutivos. O tipo de nitrogénio na nutri¢do das
plantas interferiu positivamente no peso das sementes T15. As folhas de TO-KNOsz e T15-KNO3
tiveram as atividades de AAP2 maiores que T15-H>O e T0-H.O por transportarem glutamina

da intensa assimilacéo do nitrato nas folhas destes tratamentos.

O gene AAP2, com grande atividade nas membranas celulares de raizes, exerce a funcéo
molecular de simporte amino acido-préton (H"), ndo dependendo de ATP para executar sua
atividade. O AAP2 tem grande atividade nas raizes e no floema de folhas e sementes. O APP2
¢ um transportador com uma ampla especificidade para histidina, arginina, glutamato e
aminoacidos neutros, favorecendo pequenos aminoadcidos como alanina, asparagina e
glutamina. Transporta também grandes residuos arométicos, como fenilalanina ou tirosina. Tem
uma afinidade muito maior para aminoécidos basicos em comparagdo com AAPL. Nos tecidos
verdes dos frutos, o gene AAP2 pode funcionar na transferéncia do xilema para o floema e na
absorcdo de aminoacidos assimilados (FISCHER et al., 1995; KWART et al., 1993). Mutantes
de Arabidopsis thaliana aap2 apresentam a largura da folha, o nimero de folhas e o nimero
médio de siliquas reduzidos em comparagdo com as plantas do tipo selvagem. O peso individual
da semente foi significativamente reduzido nos mutantes aap2, o que mostra a importancia do
gene AAP2 no carregamento de aminoacidos para o embrido em desenvolvimento. O

desenvolvimento das sementes depende fortemente do sucesso da importacdo do nitrogénio
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assimilado nas folhas e raizes e translocado para as sementes em desenvolvimento na forma de
aminoacidos (KEMP, 2011).
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Figura 21 - Expressdo do gene AAP2 em raizes (A) e folhas (B) de tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

A menor atividade de NRT1 (Figura 23A) e a maior atividade de AAP2 (Figura 21A), ambas
nas raizes, nos tratamentos ndo fertilizados indica que as plantas estdo transportando mais
aminoacido do que nitrato, ambos provenientes das reservas das sementes. T15-H,O e T0-H.O
foram influenciadas pelo meio e expressaram as maiores atividades de AAP2. TO-KNO3 foi
influenciado pelo teor de nitrato e apresentou a menor atividade de AAP2 e T15-KNOs recebeu
influéncia da heranca e manteve a maior atividade do gene mesmo em ambiente com nitrato,
mostrando com isso que as sementes T15 se tornaram mais aptas a captar aminoacidos que as
sementes TO em ambiente fertilizado. A atividade do gene AAP2 nas raizes de TO-KNOj3 foi
significativamente menor que nos outros trés tratamentos. Esta menor atividade no tratamento
com 500 pM de KNO3 foi influenciado pelo teor de nitrato e pode também ter sido por
interferéncia da heranca. Esta heranca foi muito forte em T15-KNOs pois, estas plantulas
herdaram de T15 a grande atividade deste gene nas raizes mesmo estando em ambiente
fertilizado com nitrato, assim como TO-KNOg3 pode ter herdado de TO a menor atividade de
AAP2 nas raizes adquirida nos sucessivos plantios adubados. T15-H.O e T0-H,O apresentaram
influéncia do sistema de producéo adubado e ndo adubado em que se desenvolveram as plantas
que produziram as sementes T15 e TO, sendo que T15 manteve a grande atividade de AAP2 em
funcéo dos estimulos recebidos em 15 plantios sem adubacdo e TO aumentou a atividade deste
gene ja no primeiro momento em que foi exposto a auséncia de nitrato. As sementes TO
originadas de plantas continuamente adubadas com nitrogénio inorganico apresentaram a
menor atividade de AAP2 no tratamento fertilizado TO-KNOs, no entanto, mesmo passadas

inimeras geracdes sob intensas adubagdes nitrogenadas, no primeiro plantio sem nitrogénio
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inorganico, este gene imediatamente aumentou sua atividade em T0-H2O. As plantas adubadas
tém preferéncia pelas altas quantidades de nitrato, como fonte de nitrogénio, mesmo que haja
no solo aminoacidos em menores teores. Quando os teores de aminoacidos sdo mais que o dobro
dos teores de nitrato, a planta passa usa-los como fonte de nitrogénio com o auxilio dos
transportadores de aminoacidos das raizes. As plantas assimilam os aminoécidos em ambientes
onde seus teores sdo bem maiores que as quantidades de nitrato, tal qual ocorre nos solos de
ambientes ndo adubados como os de matas e florestas onde os teores de nitrato sdo de apenas
pouco menos de 2% enquanto os teores de nitrogénio organico é de 98% do teor total de
nitrogénio da matéria organica do solo (ASLAM; TRAVIS; RAINS, 2001; MALAVOLTA,
1976; PADGETT; LEONARD, 1993, 1996). Os teores de nitrogénio total dos solos
agricultaveis variam, em geral, entre 0,02 e 0,5 dag kg™ (0,2 a 5 g de nitrogénio total por quilo
de solo), sendo que. 98% desses teores encontram-se na forma organica. Os 2% restantes
correspondem a formas inorganicas, principalmente, nitrato e amonio (MALAVOLTA, 1976;
MENDONCA; MATOS, 2005).

O gene AAP2 transporta a fenilalanina, o substrato da PAL. Os resultados deste experimento
mostraram que a menor expressdo para AAP2 e PAL foram nas raizes de TO-KNO3 (Figuras
21A e 20A). No campo a maior perda por lesdes nos frutos causadas por pragas e doencas foi
no tratamento adubado OF-TO, cujo correspondente no laboratério foi o tratamento TO-KNOs.
As atividades destes dois genes foram significativamente maiores para 0s outros tratamentos
gue apresentaram as menores perdas no campo. A combinacao das maiores atividades de AAP2
e PAL (Figuras 21A e 20A) nas raizes de T15-H20 pode ter ocorrido no campo em NF-T15 e
ter produzido mais substancias de defesa como &cido salicilico, ou mais cutina, nas plantas ndo
adubadas, diminuindo assim a infestacdo por pragas e doengas no sistema de cultivo da
agricultura natural na WVUOAF.

O gene AAP2 transporta a glutamina. O tratamento das raizes com glutamina ativou a
transcricdo em cascata de uma grande variedade de genes relacionados a defesa, tanto nas raizes
quanto nas folhas. Nas folhas foram induzidos, por este tratamento, genes que respondem ao
acido salicilico, ndo havendo indu¢do do acido jasmdnico nem dos genes que respondem ao
etileno. A resisténcia induzida por aminoécidos depende parcialmente da via do &cido salicilico
(KADOTANI etal., 2016). O &cido salicilico € um composto fendlico que se acumula em niveis
elevados na vizinhanca de infeccGes. Ele é derivado da via fenilpropanoides, e inimeros papéis
defesa da planta tém sido propostos para o acido salicilico, incluindo a resisténcia adquirida

sistémica. O &cido salicilico, uma molécula de sinalizacdo importante nas plantas, é sintetizado
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a partir do &cido cinamico produzido pela atividade da PAL. O silenciamento de genes da PAL
no tabaco ou a inibicdo quimica da atividade PAL em Arabidopsis, pepino e batata reduz o
acumulo de acido salicilico induzido por patdgenos. Assim, o acido salicilico esta diretamente
relacionado coma a atividade da PAL. (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015; CHEN et
al., 2009).

No campo experimental a maior atividade do gene AAP2 nos tomateiros NF-TO e NF-T15 pode
ter contribuido para a menor suscetibilidade destas plantas e para as maiores produtividades
37,70 t/ha e 29,18 t/ha, respectivamente. Estas produtividades podem ter sido fortemente
influenciadas pelo nitrogénio organico que nutriu as plantas, conferindo assim as maiores
atividades dos genes AAP2, LHT1 e de outros transportadores de aminoécidos nos solos dos

cultivos da agricultura natural.

5.4.2.3 Gene LHT1 — Transportador de Lisina e Histidina 1

As raizes de T15-H,O (Figura 22A) tiveram as maiores atividades de LHT1 enquanto as do TO-
KNOs apresentaram a menor atividade. A origem da semente foi determinante na expressao de
LHT1, porém o meio também influenciou fortemente a expressao deste gene, tanto em TO
guanto em T15. A atividade de LHT1 nas raizes foi significativamente maior em T0-H20 que
em TO0-KNO3 assim como foi maior em T15-H>0 ao ser comparado com T15-KNO3z (Figura
22A\) evidenciando as nitidas influéncias negativa dos 500 uM de KNO3 e positiva do
tratamento sem fertilizantes sobre a expressdo do LHT1. O gene AAP2 e LHT1 das raizes
transportam a glutamina, um aminoacido importante em rotas de defesa das plantas como a via
do &cido salicilico que € influenciado pela PAL. As expressdes dos genes PAL, AAP2 e LHT1
(Figuras 20A, 21A e 22A) nas raizes foram as maiores para T15-H20 e as menores para TO-
KNO3 o que pode inferir um cenario no campo experimental em que a atividade conjunta e
simultanea destes genes nas raizes é diretamente proporcional a produtividade de T15 e TO. A
atividade da NR nas folhas dos tratamentos néo fertilizados (Figura 25B) foram as menores por
falta de nitrato exdgeno. Isso indica que os aminoacidos dos tecidos de reservas das sementes
foram transportados pela atividade de AAP2 e LHT1 (Figuras 21B e 22B). A grande atividade
da NR nas raizes de T15-H20 assimilou o nitrato, que estava estocado nas sementes, em
aminoacidos que foram transportados por esses genes. As folhas dos quatro tratamentos nédo
apresentaram diferencas significativas entre as médias de atividade de LHT1 (Figura 22B). O
gene LHT1, com grande atividade nas membranas celulares de folhas e raizes, exerce a fungéo
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molecular de simporte amino acido-préton (H*), ndo depende de ATP para executar sua
atividade. O gene LHT1 é um transportador com especificidade ampla para histidina, lisina,
acido glutamico, glutamina, alanina, serina, prolina e glicina. O LHT1 esta envolvido tanto na
captacdo de aminoacidos pelo apoplasto das raizes quanto no transporte de aminoécidos nas
folhas via apoplasto (CHEN; BUSH, 1997; HIRNER et al., 2006; SVENNERSTAM et al.,
2007; SVENNERSTAM; GANETEG; NASHOLM, 2008).

No campo experimental a atividade intermediaria do gene LHT1 nos tomateiros NF-TO e a
maior atividade em NF-T15 pode ter contribuido para a menor suscetibilidade destas plantas e
para as maiores produtividades 37,70 t/ha e 29,18 t/ha, respectivamente. Os tomateiros OF-TO
produziram 26,65 t/ha. Esta baixa produtividade pode estar relacionada a menor atividade do
gene LHT1 que regula a captacdo dos aminoécidos histidina, lisina, &cido glutdmico, glutamina,

alanina, serina, prolina e glicina.
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Figura 22 - Expressdo do gene LHT1 em raizes (A) e folhas (B) de tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

5.4.2.4 Genes NRT1 e NRT2 — Transportadores de Nitrato 1 e 2

Duas familias de genes transportadores de nitrato, NRT1 e NRT2, foram descobertas até agora.
O NRT1 é transportador simporte com alta e baixa afinidades com nitrato acoplado ao H*
localizado na membrana plasmatica. Ndo ha homologia de sequéncias entre as familias NRT1
e NRT2. O NRT2 é um transportador simporte com alta afinidade com nitrato acoplados ao H".
A familia dos transportadores simportes NRT1 e NRT2 funcionam na captagdo e transporte de
nitrato através da membrana plasmatica e apenas o NRT2 atua no tonoplasto (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015).

A atividade de NRT1 nas raizes (Figura 23A) foi influenciada pelo meio. T15-H,O e T0-H.O
tiveram as menores atividades deste gene e TO-KNO3 e T15-KNO3 as maiores expressdes de
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NRT1. A maior atividade de NRT1 nas raizes dos tratamentos irrigados com 500 uM de KNO3
induziu o envio imediato do nitrato para a parte aérea das mudas TO-KNOsz; e T15-KNO3
direcionando para as folhas quantidades grandes de nitrato. O nitrato enviado para a parte aérea
das mudas foi imediatamente assimilado pela intensa atividade da NR nas folhas de TO-KNOs
e de T15-KNOs (Figura 25B). Nas raizes a menor atividade da NR (Figura 25A) nos tratamentos
fertilizados indica que os grandes teores de nitrato foram transportados pelo NRT1 para a parte
aérea, diminuindo, assim, os teores de nitrato e a atividade do gene NR neste 6rgdo. A grande
assimilacdo do nitrato nas folhas de TO-KNOs e T15-KNOs e o fato das sementes T15 serem
significativamente 18% mais pesadas que as TO pode ser uma das causas das plantulas T15-

KNOs produzissem folhas cotiledonares mais robustas que as plantas TO-KNO3z (Figura 17B).

O nitrato induz a expressdo de muitos genes e também da sua propria via de assimilacdo,
incluindo aqueles codificadores da NR, nitrito redutase, e muitos transportadores das familias
NRT1 e NRT2. A inducdo dos genes NRT1 e NRT2 é mantida em mutantes de Arabidopsis
thaliana deficientes em NR incapazes de reduzir o nitrato a nitrito indicando que o nitrato, por
si sO, € a molécula sinal. A expressado de até 10% do genoma, ou seja, mais de 2000 genes, esta
sob controle do fornecimento de nitrato. A inducdo do nitrato sobre a expressao de muitos destes
genes ocorre muito rapidamente, dentro de minutos, sem requerer sintese de proteina. Essa
rapida inducdo afeta uma grande variedade de categorias de genes funcionais, incluindo o
transporte de ions, os metabolismos primarios e secundarios, a biossintese de acidos nucleicos,
0 processamento e a transcricdo do RNA e a homeostase hormonal. (BOUGUYON; GOJON;
NACRY, 2012). O gene NRT1 atua também como um sensor de nitrato, uma sentinela bem na
ponta das raizes que desencadeia uma cascata de sinalizacdo especifica, que estimula o
crescimento de raizes laterais e a germinacdo de sementes. A atividade de captacdo ndo €
necessaria para 0 NRT1 atuar na funcdo de sensor de nitrato (BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2015; MARSCHNER, 2012). A familia NRT2 codifica transportadores que
contribuem para o sistema de captacéo induzivel de alta afinidade (HATS). A familia NRT1 é
mais complexa, incluindo transportadores de nitrato com afinidade dupla, alta ou baixa, ou
apenas baixa afinidade (LATS). O transporte de nitrato em baixas concentragoes, 0,5 mM (<500
M) envolve o sistema de transporte de alta afinidade de NRT2 em raizes que, dependendo das
condicdes fisiologicas sob as quais as plantas sdo cultivadas, incluem também o transportador
de nitrato NRT1 (ALBORESI et al., 2005; MARSCHNER, 2012). A captacgdo de nitrato através
da membrana plasmatica é um processo de transporte ativo com gasto de energia. O sistema de

transporte de alta afinidade HATS ¢é dividido em um componente constitutivo, que é expresso
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na auséncia de nitrato, e um componente induzivel, que é acionado pelo tratamento com nitrato.
O sistema de transporte de baixa afinidade LATS comandado pela familia NRT1 é mais
observavel em uma concentracdo de nitrato superior a 0,5 mM (>500 uM). Estas vias
importantes permitem que as plantas acomodem uma ampla gama de concentragdes de nitrato
externo de 5 uM a 50 mM (5 a 50.000 uM) sem experimentar deficiéncia grave ou toxicidade.
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015; MARSCHNER, 2012).

Nas raizes a expressdo de NRT1 e NRT2 em Arabidopsis thaliana para a absorcao de nitrato é
restrita as camadas de células radiculares externas que incluem a epiderme, o cortex e a
endoderme. NRT2 é expressado principalmente na parte basal, a por¢cdo mais antiga da raiz,
enquanto que NRT1 é mais expressado nas &reas jovens das raizes, na porcao terminal que
inclui a coifa e a regido meristemética onde ocorrem a diferenciagdo e o alongamento celular.
Em funcdo da grande atividade nessas regides das raizes os genes da familia NRT1 sdo
caracterizados como sentinelas, sensores da disponibilidade de nitrato no solo. Por isso, 0s
niveis de expressdo dos genes NRT1 e NRT2 séo regulados de maneiras diferentes em funcéo
dos teores de nitrato e dos teores das formas reduzidas de nitrogénio, como amdnio,
aminoacidos, peptideos e proteinas, encontrados na rizosfera. O gene NRT1 atua como um
transportador fortemente envolvido na translocacdo de nitrato da raiz para os galhos e folhas.
O transporte de nitrato da raiz para as folhas é feito pelo xilema. Para o carregamento do xilema,
0 nitrato deve ser transportado para fora das células parenquimatosas proximas a estes feixes
condutores. O NRT1, expresso nas celulas de periciclo ao lado do xilema da raiz, é o
responsavel pelo carregamento do xilema com nitrato (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2015).

As raizes das plantas T15-H20 e T0-H20O apesentaram atividade baixa do gene NRT1 pela
auséncia de nitrato e alta atividade do NRT2 pela presenga de nitrato no embrido das sementes
(Figuras 23A e 24A). O transportador NRT2 localizado no tonoplasto do embrido descarrega o
nitrato armazenado nos vacuolos das sementes para as vias metabdlicas em que o nitrogénio é
necessario durante a germinacdo (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). A baixa
atividade de NRT1 nas raizes de T15-H.O e T0-H,O (Figura 23A) ndo transportou todo o
nitrato, carreado dos vacuolos pela alta atividade de NRT2 (Figura 24A), para as folhas,
mantendo boa parte do nitrogénio nas células radiculares onde é rapidamente reduzido pela
grande atividade da NR (Figura 25A) e em seguida assimilado em proteinas indispensaveis ao
desenvolvimento das raizes. As atividades de NRT1, NRT2 e NR nas raizes dos tratamentos

T15-H,0 e TO-HO caracterizam um ambiente com pouco nitrato exdgeno e dependente do
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nitrato endogeno que, possivelmente, direciona as rotas metabdlicas para o grande
desenvolvimento inicial das raizes. A atividade dos genes NRT1, NRT2 e NR nos solos ndo
adubados da agricultura natural e nos solos adubados da agricultura organica deste experimento
pode ser um caminho para explicar o rapido desenvolvimento de caules e folhas das plantas
adubadas no campo e o lento crescimento inicial da parte aérea dos tomateiros cultivados na

agricultura natural.

O suprimento de nitrogénio inorganico tem um efeito forte e consistente na particdo da matéria
seca entre a parte aerea e a raiz das plantas vasculares desde a fase da plantula até a maturidade.
Especificamente, a razdo do peso seco entre a parte aérea € a raiz aumenta com a elevacdo da
oferta de nitrogénio inorganico ao longo do desenvolvimento das plantas em solos naturais e
agricolas (ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; KRUGER; HILL; RATCLIFFE, 1999;
SCHEIBLE et al., 1997).

Nas folhas T15-H>0 e T15-KNO3 apresentaram as menores atividades de NRT1 e em T0-H.O
e TO-KNOs houve as maiores expressdes de NRT1. Por estes resultados as plantas TO tém uma
capacidade maior de remobilizar o nitrogénio. Enquanto as plantas T15 remobilizam menos
este elemento quimico. As plantas de tomate ‘Especial para Salada’ da Topseed® foram
sistematicamente adubadas com nitrato, passando esta informac&o para as sementes TO, as quais
tiveram as maiores atividades de NRT1 nas folhas (Figura 23B) mesmo cultivadas apenas em

agua pura.

A maior atividade de NRT1 nas folhas de TO-H2O ocorreu porque ha nitrato nos tecidos de
reserva da semente que se desenvolveram como folhas cotiledonares. A maior atividade de
NRT1 nas folhas de TO-KNOs pode ser devido ao KNO3z da solugdo ou apenas devido ao nitrato
contido nas reservas das folhas cotiledonares, ja que, em T15-KNOs o nitrato da solucdo nédo
aumentou a atividade de NRT1 nas folhas. As menores atividades de NRT1 nas folhas de T15-
H20 e T15-KNOs3 indicam que os tecidos de reserva das sementes T15 tinham nitrato em
quantidades infimas. TO-KNOs e T15-KNOsz apresentaram grande atividade nas raizes de NRT1
e grande atividade de NR nas folhas indicando que o nitrato da adubacédo foi transportado e
assimilado nas folhas. A atividade de NRT1 nas folhas de T15 foram as menores mostrando
que estas sementes geraram plantas com pouca remobilizagdo do nitrato nos tomateiros
adubados ou ndo adubados. A presenca ou auséncia de nitrato nas folhas cotiledonares esta
diretamente relacionada ao sistema de cultivo a que foram submetidas TO e T15, j& que o teor
de nitrato das sementes estd diretamente relacionado aos niveis de nitrato do solo

(GALLAGHER, 2014) o que mantém uma correlacdo positiva entre a dose de nitrato fornecida
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a planta-mae e os niveis deste nitrogénio inorganico encontrados nas sementes (ALBORESI et
al., 2005).

Estes resultados também sdo consistentes com o que se observa em folhas de Arabidopsis
thaliana onde ocorre intensa remobilizacdo de nitrogénio quando a planta detecta a diminuicéo
de nitrato no solo ou porque a planta entrou na fase reprodutiva quando ha diminuicdo das
atividades em NRT1 e NRT2 nas raizes assim a planta passa a contar com outras fontes de
nitrogénio como as fornecidas pela degradacdo primeiramente dos cloroplastos e
posteriormente de outras organela celulares (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

A familia NRT1 de Arabidopsis estd envolvida na remobilizacdo do nitrato. A remobilizacédo
de nitrato, da fonte para os tecidos drenos, ocorre pelo transporte do floema nas folhas feito por
membros da familia de genes NRT1. A remobilizagdo ocorre ndo apenas de folha para folha
durante a fase vegetativa, mas também da folha para as sementes durante a fase reprodutiva. O
transportador de nitrato NRT1 € responsavel pela remobilizacdo do nitrato de folhas mais
antigas para tecidos que exigem nitrogénio, tais como folhas jovens e sementes (FAN et al.,
2009). O processo de remobilizacdo de nitrogénio nas folhas € maior quando ocorre 0 aumento
da inducdo dos genes GLN1, codificador da glutamina sintase, por fatores abioticos como a
presenca de nitrato transportado das raizes para as folhas pelo gene NRT1 em plantas adunadas
com nitrato (DECHORGNAT; CHARDON; GAUFICHON, 2010; FAN et al., 2009; PEREZ-
GARCIA et al., 1998).

A atividade de NRT1 nas folhas (Figura 23B) néo foi influenciada pelo meio e sim pela auséncia
ou presenca de nitrato nos sistemas de cultivos a que foram submetidas as plantas que geraram
T15 e TO. A atividade de NRT1 foi menor nas folhas de T15 fertilizado ou ndo (Figura 23B).
Nas folhas de TO, a maior atividade de NRT1 ocorreu tanto no tratamento fertilizado quanto no
ndo fertilizado. Devido a estes resultados, entre os seis genes estudados neste trabalho, o tnico
que pode ter tido alteracdo epigenética € o gene NRT1 nas folhas. O termo epigenético refere-
se a todas as mudancas reversiveis e herdaveis no genoma funcional que ndo alteram a
sequéncia de nucleotideos do DNA e que ocorrem em funcdo de adapta¢fes ao meio ambiente.
Fatores ambientais podem mudar a maneira como 0s genes Sao expressos, sendo que os padrdes
de expressdo epigenéticos sdo passados obrigatoriamente para os descendentes. (GRAFI;
OHAD, 2013; MEYER, 2005; IWASAKI; PASZKOWSKI, 2014).

As menores atividades de NRT1 nas folhas de T15 indicam que a remobilizacdo do nitrogénio

foi menor mesmo quando T15 foi cultivada uma Unica vez em solugdo com 500 uM de nitrato,
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enquanto as maiores atividades de NRT1 nas folhas de TO mostram que a remobilizacdo foi
maior nas plantulas destas sementes quando cultivadas apenas com agua. As plantas de tomate
cultivados na agricultura quimica apresentam intensa remobilizacdo do nitrogénio nas folhas
de plantas adubadas com nitrato e por isso 0 INCAPER recomendou para o solo do sitio Alice
(APENDICE D) que cada planta de tomate, j& adubada na cova, recebesse por cobertura 15 g
da formulacdo 20-00-15 de NPK a cada 15 dias, sendo a primeira aplicacdo no 15° dia ap0s o
plantio até o 60° dia. Do 75° ao 120° dia cada planta teria que receber a cada 15 dias 20 g da
formulacdo 10-00-15 de NPK. Tanto o nitrogénio quanto o potassio sao extremamente moveis
nas plantas quanto nos solos. As adubacdes por cobertura aplicadas diretamente sobre as folhas
sdo feitas para diminuir a remobilizacdo do nitrogénio, e também do potassio, das folhas mais
antigas para as mais novas nos plantios de tomate cultivados pela agricultura convencional
(FILGUEIRA, 2003; INCAPER, 2010; PROHENS; NUEZ, 2008).
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Figura 23 - Expresséo do gene NRT1 em raizes (A) e em folhas (B) de tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

5.4.2.5 Gene NRT2 — Transportador de Nitrato 2

A grande atividade de NRT1 nas raizes fertilizadas (Figura 23A) indica que a captacdo de
nitrato esta acima de 500 uM. O nitrato descarregado dos vactolos das sementes pela grande
atividade de NRT2 (Figura 24A), somado aos 500 uM da fertilizacdo podem ter induzido as
maiores atividades do NRT1 nas raizes fertilizadas. A atividade de NRT2 nas raizes ndo
fertilizadas (Figura 24A) indica que a captagdo de nitrato esta abaixo de 500 uM e que ele é,
certamente, proveniente dos teores armazenados nos vacuolos do embrido das sementes. Os
baixos teores de nitrato em T15-H>O e T0-H2O foram pouco transportados para a parte area,
pois eles mantiveram a menor atividade de NRT1 nas raizes (Figura 23A). O nitrato foi mais
assimilado nas raizes onde ocorreu a maior atividade da NR (Figura 25A) nos tratamentos T15-
H>O e T0-H2O. A maior assimilacdo do nitrato nas raizes de T15-H>O e T0-H.O pode ter
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direcionado as plantas nos estagios iniciais de desenvolvimento a investirem mais nas raizes do
que em folhas e caules. O transportador NRT2 localizado no tonoplasto do embrido descarrega
0 nitrato armazenado nos vacuolos das sementes para as vias metabdlicas em que o nitrogénio
é necessario (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015). As sementes podem absorver nitrato
durante o desenvolvimento da planta ou diretamente do teor de nitrato do solo apds a maturagao
e a dispersdo. Em espécies como Arabidopsis thaliana, o teor de nitrato das sementes esta
diretamente relacionado aos niveis de nitrato do solo (GALLAGHER, 2014) o que mantém
uma correlacao positiva entre a dose de nitrato dada a planta-mae e a capacidade germinativa
das sementes produzidas (ALBORESI et al., 2005).

As plantas néo fertilizadas T15-H20 e T0-H20 foram as que tiveram as menores atividades de
NRT2 nas folhas. Nos campos da WVUOAF as plantas ndo adubadas, NF-T15 e NF-TO, foram
as menos infestadas por doencas e pragas e por isso as mais produtivas. As plantulas fertilizadas
T15-KNO3z e TO-KNOs tiveram as maiores expressdes do gene NRT2 nas folhas (Figura 24B).
Nos campos da WVUOAF os tomateiros adubados com composto orgéanico, OF-T0 e OF-T15,
foram os mais infestados por parasitos nos canteiros e por isso as menos produtivas. Para reduzir
a atividade de NRT2 com o intuito de aumentar a resisténcia das plantas as bactérias, a atitude
mais certeira € ndo adubar com nitrato os campos agricolas. Nao houve diferencas significativas
na atividade de NRT2 nas raizes (Figura 24A).
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Figura 24 - Expressao do gene NRT2 em raizes (A) e em folhas (B) de tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

Para uma resposta de defesa eficaz contra patogenos, as plantas devem coordenar uma
reprogramacao genética rapida para produzir uma interacdo incompativel. H4& um papel
adicional para o gene NRT2 que o liga a resisténcia de plantas contra patdgenos e que muito
provavelmente ocorreu neste experimento como uma das defesas dos tomateiros estudados. A

atividade do gene NRT2 antagoniza a preparacdo da defesa vinda do acido salicilico contra o
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agente patogénico bacteriano Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst). O mutante nrt2,
deficiente nos genes NRT2.1 e NRT2.2, exibe resisténcia a esta bactéria por meio do acido
salicilico. O estimulo as condigdes ambientais que induzem a inibicdo do gene NRT2.1
influenciam positivamente na resisténcia a Pst, independentemente do nivel total de nitrogénio
enddgeno nas plantas de tomate. A susceptibilidade causada pela bactéria foi alterada em nrt2,
provavelmente devido a resisténcia a fitotoxina bacteriana coronatina. A resisténcia de
mutantes nrt2 parece ser uma combinacdo da preparacdo das defesas dependentes do &cido
salicilico e a sensibilidade reduzida a coronatina bacteriana (CAMANES et al., 2012). Portanto,
para ativar as defesas decorrentes da ndo expressdo do NRT2, como o descrito por Camafies et
al. (2012), basta ndo adubar as plantas com nitrato, como ocorreu no cultivo da agricultura

natural neste experimento.

5.4.2.6 Gene NR — Redutase do Nitrato

As plantas ndo fertilizadas T15-H20 e T0-H20 tém as menores atividades de NR nas folhas
(Figura 25B) e as menores expressdes de NRT1 nas raizes (Figura 23A) mostrando que o nitrato
enddgeno disponivel foi mais assimilado nas raizes do que na parte aérea. Para NR o meio foi
determinante na expressao deste gene nas raizes e nas folhas. A atividade da NR foi maior nas
folhas e menor nas raizes de Arabidopsis thaliana cultivadas em solu¢do com 5.000 uM KNOs3
(WANG et al., 2004) e de cevada (Hordeum vulgare L.) (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2015). A maior atividade da NR nas folhas foi em consequéncia da maior atividade de NRT1
nas raizes como Wang et al. (2004) mostrou em Arabidopsis thaliana. As plantas TO-KNOs e
T15-KNO3z apresentaram estes mesmos padrdes para NRT1 (Figura 23A) e NR (Figura 25B)
em plantas fertilizadas com nitrato, o que evidencia o grande transporte de nitrato para a parte
aérea onde ha mais espaco fisico e mais estimulos, CO2, Oz e luz, para que a atividade da NR
tenha sido maior neste experimento e nos trabalhos de Buchanan, Gruissem e Jones (2015) e
Wang et al. (2004).
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Figura 25 - Expressdo do gene NR em raizes (A) e em folhas (B) de tomate ‘Especial para Salada’.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste t de Student com 5% de significancia.

5.4.2.7 Interatividade dos genes PAL, AAP2, LHT1, NRT1, NRT2 e NR

Nos tratamentos fertilizadas a producdo de aminoacidos a partir do nitrato exdgeno foi
determinante para as atividades de AAP2, LHT1 e NR nas folhas (Figuras 21B, 22B e 25B)
terem sido as maiores quando comparadas com o0s tratamentos ndo fertilizados. A atividade
conjunta desses genes mostra que os tratamentos fertilizados ocasionam uma intensa producéo,
e transporte via floema, de aminoécidos nos tomateiros do laboratorio e nos campos. As
moscas-brancas (Bemisia tabaci) percebem a maior circulacdo de aminoacidos no floema nas
plantas de algod&o fertilizadas com 2mM de KNOs e por isso infestaram mais essas plantas que
as ndo fertilizadas com nitrato (CRAFTS-BRANDNER, 2002).

As atividades dos genes NRT1, NRT2 e NR nos tratamentos ndo fertilizados e nos tratamentos
fertilizados (Figuras 23, 24 e 25) mostrou que a maior assimilagcdo do nitrato nas folhas de TO
e T15 comegou com a percepc¢do, pelo NRT1 (Figura 23A) localizado na ponta das raizes e
radiculas, da presenca de 500 uM de nitrato na solucéo irrigada dos tratamentos fertilizados.
As folhas de T15-H,O foram as que tiveram menos nitrato em seus tecidos, pois 0s genes NRT1,
NRT2 e NR (Figuras 23B, 24B e 25B) apresentaram as mais baixas atividades entre 0s
tratamentos. Por outro lado, as folhas de TO-KNO3 tiveram mais nitrato devido aos genes
NRT1, NRT2 e NR (Figuras 23A, 24A e 25A) apresentarem as mais altas atividades nas raizes
deste tratamento quando comparado com os outros. Os resultados de campo, apresentados no
Capitulo 1, dos tratamentos ndo adubados NF-T15 e NF-TO e dos tratamentos adubados OF-TO
e OF-T15 podem ser explicados, em parte, pelos resultados de expressdo dos genes NRT1,
NRT2 e NR obtidos nos tratamentos irrigados com H;O e nos fertilizados com 500 puM de
KNO3z em laboratorio. Nos canteiros da WVUOAF NF-T15 perdeu apenas 5,90% de sua

produtividade total por causa de lesbes provocadas por pragas e doencas enquanto OF-TO
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perdeu, também por lesdes, 38,16% de seus frutos. De acordo com os resultados encontrados
por Camairies et al. (2012) em mutantes nrt2 de Arabidopsis thaliana e levando-se em conta a
relacdo entre os resultados de campo e de laboratério, a maior atividade de NRT2 nas folhas de
OF-TO (Figura 24B) pode ter deixado as plantas menos resistentes aos patégenos, assim como
a menor atividade deste gene nas folhas de NF-T15 (Figura 24B) pode ter conferido uma grande

resisténcia a bactérias, o que pode explicar as menores perdas de produtividade no campo.

Nas raizes as maiores atividades dos trés genes influentes nas defesas de plantas PAL, AAP2 e
LHT1 (Figuras 20A, 21A e 22A) em T15-H0 aliadas as menores atividades dos genes NRT1,
NRT2 e NR nas folhas (Figuras 23B, 24B e 25B) mostraram que pouco nitrato foi assimilado
nas folhas, o que pode ter levado as plantas NF-T15 a perderem menos frutos no sistema de
cultivo ndo adubado. Ainda, nas raizes as menores atividades da PAL, AAP2 e LHT1 (Figuras
20A, 21A e 22A) em T0-KNOz somadas as maiores atividades nas folhas dos genes NRT1,
NRT2 e NR (Figuras 23B, 24B e 25B) mostrou que houve grande captacdo de nitrato nos solos
com pequena assimilagdo nas raizes e com grande assimilagdo nas folhas podendo esta
diferenca do local de assimilacdo ser uma das causas de as plantas perderem muitos frutos
lesionados no sistema de cultivo adubado por composto organico. A capacidade de
remobilizacéo do nitrogénio nas folhas das plantas TO foi marcada pela maior atividade do gene
NRT1, e isto pode ser uma das causas das plantas TO terem sido as mais infestadas por pragas
e doencas dentro de cada sistema de cultivo nos campos da WVUOAF. Nos tomateiros TO e

T15 a remobilizacdo ndo sofreu influéncia do meio e sim da heranca epigenética.

Os genes PAL, AAP2 e LHT1 (Figuras 20A, 21A e 22A) nas raizes de TO no primeiro plantio
sem fertilizante a base de nitrato alcancaram os niveis de atividade de T15 na agricultura
natural. A presenca de nitrato na solucdo diminuiu significativamente a atividade destes trés
genes nas sementes TO. Quando a atividades destes genes foram simultaneamente as menores
em TO, houve perda de 38,16% da produtividade total no cultivo com adubo organico da
agricultura organica. A combinacdo das maiores atividades destes genes, possivelmente, fez
com que as plantas TO perdessem 8,14% dos frutos no cultivo da agricultura natural. Esses
resultados mostram que a variedade de tomate ‘Especial para Salada’ da Topseed® (T0) adaptou

rapidamente suas rotas metabdlicas ao sistema de cultivo da agricultura natural.
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5.5 CONCLUSOES

E muito possivel que a quebra de resisténcia de inimeras variedades comerciais seja feita pela
intensa atividade do NRT1 nas plantas continuamente adubadas com nitrato por véarias geracdes

como o ocorrido nas sementes TO da variedade comercial ‘Especial para Salada’ da Topseed®.

A menor suscetibilidade de T15 no campo, provavelmente, foi devido a menor atividade de
NRT1 nas folhas em ambientes com e sem nitrato. A maior resisténcia das plantas NF-T15,
possivelmente, foi obtida pela menor atividade do NRT1 nas folhas dos tomateiros

continuamente cultivados sem adubos a base de nitrato, por 15 plantios consecutivos.

Nos tratamentos sem e com nitrato as folhas das plantas TO tiveram a maior atividade do NRT1
devido a presenca de nitrato acumulado nas sementes. Este resultado indica que tomateiros
provenientes de sementes continuamente adubadas com nitrato apresentam a remobilizacao do
nitrato como caracteristica na germinacao e isto pode estar diretamente relacionado a maior

suscetibilidade das plantas TO no campo.

Nos tratamentos sem e com nitrato as folhas das plantas T15 tiveram a menor atividade do
NRT1 em funcdo dos infimos teores de nitrato nas sementes. Este resultado indica que
tomateiros provenientes de sementes continuamente cultivadas sem adubos ndo apresentam a
remobilizacdo do nitrato como caracteristica na germinacdo, podendo ser esta caracteristica a

origem da maior resisténcia das plantas T15 no campo.

As plantas TO-KNO3z e T15-KNOs, que apresentaram as maiores atividades de NRT1 nas raizes,
tiveram no campo, OF-TO e OF-T15 respectivamente, as maiores perdas. As plantas T15-H,O
e TO-H20, que apresentaram as menores atividades de NRT1 nas raizes foram as que tiveram

as menores perdas no campo, NF-T15 e NF-TO, respectivamente.

Mais estudos sdo necessarios para mostrar a importancia da atividade de NRT1 na perda de

defesa das plantas de tomate em solos adubados com nitrato.

A atividade de NRT2 nas folhas foi diretamente proporcional a infestacdo de pragas e doencas

no campo.

Em T15 a PAL manteve alta atividade indicando que os tomateiros adubados ou ndo adubados
produziram flavonoides sinalizadores da interag@o solo-planta-microrganismo. Estas interagdes
podem ter beneficiado as plantas com uma melhor resisténcia a pragas e doengas. A menor
atividade de TO adubado diminuiu a capacidade de interacdo destas plantas com o meio

ambiente.
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Em T15 fertilizado ou ndo os genes AAP2 e LHT1 tiveram altas atividades mostrando que a
planta se mantém apta a captar aminoacidos do solo. TO fertilizado diminuiu esta capacidade

ao apresentar a menor atividade para AAP2 e LHT1.

Em um mundo onde a demanda de alimentos livres de agrotdxicos é vertiginosamente

crescente, parece ser um mal negdcio nutrir as plantas com adubos que contenham nitrato.
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6 CAPITULO 3

COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NAS FOLHAS DE TOMATEIROS
‘ESPECIAL PARA SALADA’ SELECIONADOS PELA TOPSEED® E PELA
AGRICULTURA NATURAL

RESUMO

Os compostos fendlicos produzidos pelas plantas tém como principal funcdo a defesa contra
pragas e doengas, de acordo com inumeros autores. Foram utilizadas as sementes TO da
variedade comercial ‘Especial para Salada’ da Topseed® e (TO) e selecionada da mesma
variedade cultivada 15 vezes com os manejos da agricultura natural (T15) Para determinar as
substancias quimicas presentes nas folhas que atuam na defesa dos tomateiros, cultivados pelos
sistemas de cultivos das agriculturas natural (NF) e organica (OF). A partir das folhas secas
foram feitas extracGes exaustivas pelo método de maceragdo com etanol para produgdo do
extrato bruto etanolico-EBE. Para o ensaio fitoquimico os EBEs e as fra¢des acetato e butanol
foram submetidas a analise por cromatografia em camada delgada-CCD a fim de caracterizar
os flavonoides. O precipitado resultante destas duas fragdes foi identificado por RMN 'H como
sendo o flavonoide rutina. O ensaio fitoquimico mostrou que os tratamentos NF-T0, OF-T0 e
OF-T15 produziram em igual intensidade o &4cido clorogénico, os flavonoides rutina e
hiperosideo que ¢ uma fitoalexina e que o tratamento NF-T15 ndo produziu o hiperosideo e em
menor intensidade o acido clorogénico e rutina. As plantas de NF-T15 foram os que perderam
menos frutos e, surpreendentemente, onde os compostos fenolicos foram detectados em
menores quantidades, muito embora estivessem no mesmo ambiente dos outros trés tratamentos

que foram fortemente induzidos a produzir estas substancias quimicas.

Palavras-chave: agricultura natural - tomate - flavonoides - adubo organico - rutina - acido

clorogénico - hiperosideo
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6.1 INTRODUCAO

A agricultura adubada influéncia de alguma forma a sintese de muitos compostos fendlicos de
plantas destinados a defesa contra pragas e doencas. Entre 0os metabdlitos secundarios, 0s
compostos fenolicos sdo os produzidos em maior abundancia no reino vegetal. A enzima chave
que catalisa a biossintese de compostos secundarios é a fenilalanina amonia-liase-PAL
(MITCHELL et al., 2007) cuja atividade aumenta, segundo Stewart et al. (2001), em plantas
cultivadas sob solos com baixos teores de nutrientes, com ferimentos, infectadas por patdgenos
e infestadas por insetos, ou sob radiacdo UV-B (STEWART et al., 2001).

Os compostos fendlicos exibem intensa absorcdo na regido UV do espectro, mesmo 0s que
absorvem fortemente na regido do visivel (GRONQUIST et al., 2001; LATTANZIO et al.,
2006). Flavonoides tém sido relatados como possuidores de atividade antimicrobiana, séo
sintetizados pelas plantas em resposta as infecgdes e estdo sempre presentes nas camadas de
células da epiderme de folhas e em tecidos que sdo expostos a luz, tal como as pétalas, o polen
e 0 meristema apical (SISA et al., 2010; WINKEL-SHIRLEY, 2002; YIN et al., 2013). Plantas
no campo sao expostos a radiacdo solar com UV-A (320-400 nm), UV-B (290-320 nm) e UV-
C (200-290) (DIAZ; FERERES, 2007). As flavonas e flavondis absorvem a luz UV
aproximadamente nos mesmos comprimentos de ondas do espectro luminoso, entre 250 e 350
nm (LATTANZIO et al., 2008). A quercetina, um flavonol, absorve a radiagdao UV A (Amax =
365 nm) ¢ UV C (Amax = 256 nm) (SAEWAN; JIMTAISONG, 2013). A capacidade dos
flavonoides de absorver UV pode interferir na imagem da planta para o inseto conferindo uma
importante defesa contra pragas e doencas. A infestacdo de mosca-branca (Trialeurodes
vaporariorum e Bemisia tabaci), tripes (Frankliniella occidentalis) e afideos do algodao (Aphis
gossypii) estdo entre as mais importantes pragas da agricultura mundial e ainda sdo vetores de
doencas virais economicamente importantes. Casas de vegetacdo construidas com placas de
polietileno revestidas por substancia que absorve eficientemente a luz UV na faixa entre 200 e
370 nm, protegeram as plantas em seu interior sem o uso de nenhum inseticida. Nesse ambiente
a incidéncia de infestacao foi de 20% e da casa de vegetacdo construida com placas pintadas
por substancias que ndo absorvem o UV foi de 93%. Antignus et al. (1996) encontraram uma
correlacdo positiva entre o nivel de protecdo das plantas e a capacidade das placas de polietileno
revestidas que absorveram a luz UV. Os mecanismos ainda ndo séo totalmente conhecidos, mas
presume-se que o0s niveis de infestacdo de pragas reduzidos resultam da interferéncia sobre a
interpretacdo visual e das respostas comportamentais dos insetos a luz UV absorvida. O

comprimento de onda na regido do UV tem influéncia sobre comportamento dos insetos, tais
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como, orientacdo, navegacgéo, localizagdo do hospedeiro e alimentagdo (ANTIGNUS et al.,
1996; DIAZ; FERERES, 2007, HOROWITZ; ISHAAYA, 2004; MUTWIWA et al., 2005).

Como os flavonoides tém uma elevada capacidade de absorcdo da UV em 250-270 e 335-360
nm (LATTANZIO et al., 2006), pode-se deduzir que estes compostos, encontrados nos tecidos
vegetais expostos a luz solar, ao absorverem os raios UV conferem, de alguma forma, protecéo
as plantas contra a infestacdo de pragas. Tem sido proposto que os flavonoides nas plantas
atuam como protecdo contra os efeitos mutagénicos dos raios UV sobre o DNA e sejam
importantes tambeém para outras funcdes a serem esclarecidas (LATTANZIO et al., 20086,
2008). Johnson e Andersson (2002) mostram que as substancias que absorvem o UV deixam as
plantas indisponiveis visualmente para as abelhas. Esses autores realizaram um estudo para
verificar a resposta de insetos polinizadores a refletdncia de raios UV em flores,
independentemente de outros comprimentos de onda. Corolas de flores de Hypoxis
hemerocallidea foram pintadas com protetor solar para humanos capaz de absorver 0s
comprimentos de onda do UV. Os resultados mostraram que as abelhas (Apis mellifera
scutellata) se alimentaram das flores de H. hemerocallidea fortemente reflectoras de UV,
rejeitaram as flores que tiveram a refletancia do UV eliminada pelo protetor solar, mas
continuaram a visitar as flores do controle pintadas com o protetor solar que ndo continha as
substancias que absorvem o UV (JOHNSON; ANDERSSON, 2002).

O UV-B induziu a producdo e o acumulo de derivados de fenilpropanoides, como &cido
clorogénico e varios compostos fendlicos que absorvem o UV, tais quais os flavonoides, em
duas espécies selvagens de Nicotiana sp.. Essa inducdo € semelhante aos efeitos produzidos na
planta em resposta a infestacdo de insetos (IZAGUIRRE et al., 2007). Houve uma convergéncia
significativa nos perfis fenolicos induzidos por UV-B e pela herbivoria simulada: &cido
clorogénico e isdmeros de dicafeoilespermidina, em particular, mostraram um padréo
semelhante de resposta aos dois estimulos. A rutina, o Unico flavonoide que se acumulou em
quantidades significativas nos experimentos de lzaguirre et al. (2007), foi apenas induzida por
UV-B. Esses resultados sugerem que o efeito antagonista aos insetos é induzido por UV-B que
pode ser intermediado, pelo menos em parte, pelo acimulo de derivados de fenilpropanoides
que sdo semelhantes aos induzidos pela planta em resposta ao ataque de insetos (IZAGUIRRE
et al., 2007).

Este trabalho teve a intencdo de mostrar que a adubacdo aldctone no solo, ou a sua auséncia,

interfere na producgdo de compostos secundarios sobretudo os flavonoides, o &cido clorogénico
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e as fitoalexinas e que os teores destas substancias interferem na relagdo planta-parasitos nos

tratamentos estudados.

6.2 OBJETIVOS
6.2.1 Objetivo geral

Estudar as diferencas quimicas nas folhas de tomateiros cultivados com adubacao orgénica e

sem adubac&o organica.

6.2.2 Objetivos especificos

Relacionar a presenca dos compostos fendlicos nas folhas de tomateiros cultivados com
adubacéo organica e sem adubacdo organica em quatro tratamentos.

Avaliar o perfil quimico das folhas de tomateiro por cromatografia em camada delgada e

identificar a presenca de flavonoides nas folhas de tomateiro adubados ou ndo.

6.3 MATERIAIS E METODOS

6.3.1 Cultivos dos tomateiros T15 e TO sob as condi¢des de manejo da agricultura natural
e da agricultura organica em Marechal Floriano-ES

O plantio dos quatro tratamentos foi feito em 1° de maio de 2016, no Sitio Alice (20°25°22.43”S
e 40°39°06.20”0) localizado no municipio capixaba de Marechal Floriano que tem clima
tropical de altitude, com temperatura e precipitacdo media anual de 18°C e de 1493 mm anuais.
O municipio possui 36% da area coberta com remanescentes da Mata Atlantica e o solo
caracteristico € o Latossolo Vermelho Amarelo-LVA distrofico arenoso e areno-argiloso. A
adubacdo aplicada aos tratamentos OF-TO e OF-T15 foi feito com cama de galinheiro
normalmente usada pelos produtores de tomate do municipio como adubo orgéanico. Os
tratamentos NF-T15 e NF-TO foram os tratamentos do sistema de cultivo da agricultura natural.
Os tratamentos OF-T10 e OF-T15 ndo receberam nenhuma pulverizagdo de defensivos

organicos permitido por lei.
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6.3.2 Material vegetal

Para o estudo quimico das folhas de tomateiros (Solanum lycopersicum L.) da variedade
comercial ‘Especial para Salada’ T15 e TO, semeadas em 1° de maio e coletadas no inicio da
fase reprodutiva em 27 de julho de 2016 no sitio Alice em Marechal Floriano. As folhas foram
secas em estufa sob circulagdo de ar forgada a temperatura de 40°C por 5 dias no Laboratdrio
de Botanica da UFES. Ap0s a secagem, as massas secas resultantes de cada tratamento foram:
NF-T15 - 48,14 g; NF-TO - 45,13 g; OF-T0 - 75,17 g; OF-T15 - 79,65 g.

6.3.3 Preparacao dos extratos

A partir das folhas secas foram realizadas extracfes exaustivas pelo método de maceracao. O
etanol foi posteriormente evaporado utilizando Evaporador Rotativo SL-126 da marca SOLAB,
a 60°C, até a eliminagao completa do solvente. O extrato bruto etanolico-EBE concentrado foi
armazenado em recipiente de vidro, fechado com papel aluminio e guardado no escuro até as

analises quimicas.

Os EBEs foram ressuspensos em uma solugao de agua:etanol (20% v/v) e submetido a extragao
fracionada de polaridade crescente utilizando hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol.
Os solventes foram evaporados e com isso obtiveram-se as suas respectivas fragdes. Durante o
processo de fracionamento das parcelas de acetato de etila e butandlica, dos diferentes
tratamentos, houve a formacao de um precipitado amarelo claro que passou a ser investigado

por se tratar de um flavonoide.

6.3.4 Ensaio fitoquimico

As amostras dos EBEs e duas fragdes foram submetidas a analise por cromatografia em camada
delgada-CCD para avaliar a semelhanca do perfil cromatografico. Foram utilizadas placas de
aluminio de gel em silica ALUGRAM® SIL G/UVas4, medindo 20 cm x 10 cm com 0,20 mm
de espessura de fase normal. A fase movel foi uma mistura de acetato de etila: 4cido acético:
acido formico e dgua na propor¢ao 100:11:11:26. Todas as revelagdes cromatograficas foram
realizadas por métodos fisicos com lampadas de UV de 254 nm e 365 nm e método quimico
utilizando o revelador NP/PEG (Solug@o metanolica com 1% de 2-difenilborinato-aminoetilo)
especifico para grupos de flavonoides e compostos fendlicos de cadeia simples (WAGNER,;
BLADT, 2001). Os EBEs e as fra¢cfes acetato e butanol foram submetidas a analise por CCD
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para caraterizacdo de flavonoides. Apos purificagdo por recristalizagao, o precipitado resultante

foi encaminhado para analises de identificag¢do estrutural por RMN 'H.

As amostras de EBEs das folhas de tomateiro NF-T15, NF-TO, OF-TO e OF-T15 foram
preparadas numa concentracdo de 10mg/mL de metanol. Dessas diluicdes foram aplicados 5
uL sobre a placa cromatogréafica, além de 5 pL dos padrdes de Miricetina-3-O-beta-
arabinosideo, Quercetina, Kaempferol, Acido Clorogénico, Quercitrina, Miricetina,

Hiperosideo e Rutina.

6.3.5 Espectro de ressonancia magnética nuclear-RMN *H

O espectro de RMN unidimensional de H, para elucidac&o estrutural de um composto quimico,
foi adquirido num aparelho Varian modelo VNMRS 400 com frequéncia de 400 MHz do
Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de Metodologias para Caracterizacdo de Oleos
Pesados-UFES/LabPetro. Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milhao-
ppm. As amostras foram solubilizadas em metanol deuterado para as analises. Os espectros
foram tratados no software MestReNova.

6.3.6 Exposicao das folhas aos raios ultravioletas

Segmentos de folhas dos quatro tratamentos foram expostos aos raios UV em camaras
reveladoras de placas de gel de agarose e fotografadas no Laboratorio de Genética Molecular
da WVU. Foi usado para tal uma camara escura com o transluminador UV eletrénico acoplado
a ultracamera de imagem digital da marca Ultra-Lum Electronic (Electronic UV

Translluminator Coupled with Ultracam Digital Imaging)

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.4.1 Cromatografia em camada delgada-CCD

Durante o processo de fracionamento dos extratos e das fragdes acetato e butanol houve a
precipitacdo de solido amarelado nas fragdes acetato, butanol e no residuo aquoso. Logo foi
realizada uma CCD com os EBEs (Figura 26) e com as fragdes que continham os precipitados,

assim como os sobrenadantes destes precipitados. O resultado do perfil quimico dos EBEs das
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folhas dos tomateiros e a comparagdo com a substancia isolada podem ser observados na Figura

27.

v ‘\ b} i\

1 23456 7 89 10111213 1 2 3 4 5
Figura 26 — Placa de CCD com as fragBes: 1- Figura 27 — Placa de CCD dos extratos
Sobrenadante NF-T15; 2-Precipitado NF- etandlicos de folhas de tomateiro nos
T15; 3- Precipitado NF-T15 + H,0; 4- tratamentos 1-NF-T15, 2-NF-TO0, 3-OF-TO0, 4-
Sobrenadante NF-TO; 5-Precipitado NF-TO; OF-15 e 5-s6lido purificado.
6-Sobrenadante OF-TO; 7-Precipitado OF-TO;
8-Sobrenadante OF-T15; 9-Nulo; 10-Extrato
bruto NF-T15; 11-Extrato bruto NF-TO; 12-
Extrato bruto OF-TO e 13-Extrato bruto OF-
T15.

6.4.2 Analise de RMN *H para o precipitado

Das parti¢des de acetato de etila e butanol das folhas de tomateiro foi observado um precipitado
amarelo (Figura 26). Este precipitado foi analisado por CCD (Figura 27) e observou-se uma
mancha amarelada que ficou mais intensa apds revelagdo com NP/PEG. Depois da purificacao

este precipitado foi submetido a analise de RMN 'H.

Com o resultado prévio da CCD julgou-se que o precipitado fosse o flavonoide rutina (Figura
27). Os dados de deslocamentos quimicos do espectro RMN 'H foram comparados com os
dados da literatura o que confirmou a identificacio da rutina. O espectro de RMN 'H obtido
(Figura 28) mostrou os deslocamentos quimicos da rutina. As suas ampliagdes realcam a parte
aglicona do flavonol (Figura 29), onde os anéis aromaticos estdo em descolamentos maiores,
conforme estrutura quimica da rutina. A por¢do agiicar da molécula estd destacando o carbono
anomérico da porcdo glicopiranosideo ligada ao flavonol, assim como a por¢ao rhamnosideo

ligada ao glicopiranosideo (figuras 30 e 31)
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Figura 28 - Espectro de RMN 'H da rutina isolada das folhas de tomateiro.
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Figura 29 — Amplificagdo da parte aglicona do flavonol.
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Figura 30 — Ampliacdo do carbono anomérico da por¢do glicopiranosideo ligada ao flavonol, assim
como a por¢ao rhamnosideo ligada ao glicopiranosideo.
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Figura 31 — Ampliacdo mostrando os grupos metilenos e o grupamento metila da por¢do rhamnosideo.

Os resultados das analises do RMN *H revelaram o isolamento da quercetina-3-O-rutinosideo,
mais comumente conhecida como rutina. A rutina, que esta presente nos quatro tratamentos em
concentracBes ndo avaliadas nesse trabalho (Figuras 27 e 32) também é chamada de rutosideo,
quercetina-3-O-rutinosideo, soporina ou vitamina P, € o flavonoide glicosideo que combina o
flavonol mais abundante na natureza, a quercetina, e o dissacarideo rutinose. As principais
fontes de rutina na natureza sdo os vegetais folhosos, as frutas citricas e o trigo-sarraceno
(Fagopyrum esculentum). A rutina tem as maiores afinidades de absor¢do de UV, ou
absorbancias maximas, proximas a 201 nm (UV-C), 257 nm (UV-B) e 352 nm (UV-A).
Portanto, a rutina € um composto que absorve toda a gama de raios UV. A rutina é um
flavonoide glicosidico cuja sintese ¢ fortemente induzida mais por plantas sob os raios UV-B e
muito menos, ou quase nada por insetos. Segundo lzaguirre et al. (2007) os raios UV-B
induziram o acimulo de varios compostos fendlicos que absorvem esses raios. Houve uma
convergéncia significativa do acido clorogénico induzido por UV-B e por herbivoria simulada,
mostrando um padrdo semelhante de resposta a estes dois estimulos. No entanto, a rutina, o
unico flavonoide que se acumulou em quantidades significativas nos experimentos, foi apenas

induzida por UV-B (IZAGUIRRE et al., 2007).
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6.4.3 Respostas fitoquimicas dos tomateiros T15 e TO cultivados nos sistemas de cultivos

das agriculturas natural e organica

Apds a revelacdo com NP/PEG, os resultados identificaram a presenca de trés substancias,
sendo que o 4cido clorogénico, na coluna 8, e a rutina, na coluna 12 da Figura 32, apresentaram
o mesmo fator de retencdo com coloracoes diferentes, e a fitoalexina hiperosideo (Coluna 11

da figura 32) que esté presente nos tratamentos NF-TO, OF-T0 e OF-T15 e ausente no NF-T15.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 32 — Amostras de EBEs (10 mg/mL): 1-NF-T15, 2-NF-T0, 3-OF-TO0, 4-OF-TO. Padrées (5
pL): 5-Miricetina-3-O-beta-arabinosideo, 6-Quercetina, 7-Kaempferol, 8-Acido Clorogénico, 9-
Quercitrina, 10-Miricetina, 11-Hiperosideo e 12-Rutina.

Uma variedade de inibidores quimicos e uma gama de processos bioquimicos sdo induzidos na
planta por patégenos. Nos campos agricolas é corriqueira a defesa atraves de niveis aumentados
de compostos fenolicos nas plantas (STEWART et al., 2001). Alguns dos compostos fenolicos
envolvidos nos mecanismos de defesa sdo comuns em plantas, saudaveis e doentes. Porém, a
sintese ou acumulacédo deles é acelerada ap0s a infecgdo. Tais compostos podem ser chamados
fenolicos comuns. Estes incluem o &cido clorogénico que € toxico para os patdgenos. O acido
clorogénico (CGA, acido 5-O-cafeoilquinico) é o principal fenilpropanoide em muitas plantas,
incluindo a batata (Solanum tuberosum), o tomateiro (Solanum lycopersicon), a maca (Malus
domestica) e o café (Coffee arabica) (PAYYAVULA et al., 2015). Frutos, caules e folhas de
tomateiros (Solanum lycopersicum L.) transgénico tiveram a biossintese de lignina reduzida
pela baixa atividade de cinamoil-CoA redutase resultando no aumento da disponibilidade do
seu precursor cinamoil-CoA que estimulou a produgdo de compostos fendlicos sollveis como
0 acido clorogénico e rutina (VAN DER REST et al., 2006). A enzima fenilalanina amonia-

liase (PAL) controla um ponto da ramificagdo chave na via biossintética dos fenilpropanoides
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que tem a fenilalanina, um metabdlito primario, como substrato para a sintese de lignina e de
varios flavonoides e isoflavanoides que séo fitoalexinas. (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2015).

Os tomateiros NF-TO, OF-TO e OF-T15 produziram hiperosideo, uma fitoalexina sintetizada
por inducdo de fatores ambientais, mas mesmo assim foram as mais infestadas e tiveram mais
frutos lesados que as plantas NF-T15. Embora as plantas NF-T15 estejam sob as mesmas
pressdes ambientais, elas ndo produziram a fitoalexina hiperosideo em suas folhas (Figura 32),
haja vista terem sido as menos infestadas por pragas e doengas nos campos experimentais de
Marechal Floriano e na WVUOAF. Nesses tomateiros a total auséncia da fitoalexina
hiperosideo, as quantidades de &cido clorogénico (Figura 32) e de rutina podem ter conferido
mais eficiéncia na defesa das plantas NF-T15. Curiosamente os tomateiros NF-T15 também
foram os que produziram menos lignina em seus frutos (Figura 15), porém aparentemente tém
menos rutina e acido clorogénico (Figura 32), sendo este resultado o contrario do apresentado
por Van Der Rest et al. (2006) em seus estudos. Levando-se em conta a auséncia da fitoalexina
hiperosideo nas folhas de NF-T15 pode-se afirmar que os esporos dos fungos que causaram
danos aos outros tratamentos, ndo induziram a producédo das defesas candnicas conhecidas até
aqui nos tomateiros NF-T15. As fitoalexinas sdo compostos fendlicos, ndo presentes em plantas
saudaveis, em geral sdo sintetizadas nas plantas apenas apos infec¢do, lesdo ou por estimulos
de certas secre¢des fungicas, e servem para inibir os microrganismos que infestam as plantas
(STANGARLIN et al., 2011). As fitoalexinas sdo compostos antimicrobianos lipofilicos de
baixo peso molecular que se acumulam rapidamente em locais de infecgdes incompativeis com
patégenos. O hiperosideo (hiperina, quercetina-3-O-galactosideo; HYP) é um composto
fendlico pertencente ao grupo dos flavonoides glicosilados, encontrado em diferentes espécies
vegetais. Apresenta-se como um po amarelo, se comportando como uma molécula
relativamente hidrofilica. (LI et al., 2014).

6.4.4 Exposicao das folhas aos raios ultravioletas

De alguma maneira as folhas dos tomateiros NF-T15 absorveram mais os raios na faixa do UV
(Figura 33) e podem ter deixado a visao das plantas indisponivel para os insetos, sendo essa
uma das causas das plantas terem sido as menos infestadas de pragas e doengas nos campos. As
folhas de OF-TO foram as mais visiveis ao serem expostas aos raios UV o que pode ter deixado

os tomateiros adubados mais visiveis aos parasitos a procura de alimentos.
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Os flavonoides como a rutina, que absorvem os raios UV-A, UV-B e UV-C, se acumulam nas
camadas superficiais do tecido vegetal, podem alterar significativamente as propriedades
Opticas de frutas, flores e folhas. As folhas de NF-T15 quando expostas aos raios UV
apresentaram a melhor capacidade de absorvé-los e por isso mantiveram-se mais escuras que
as folhas de NF-TO, OF-TO e OF-T15 (Figura 33). As folhas de NF-T15 produziram menos
flavonoides (Figura 32) que os outros tratamentos, no entanto a absorcdo do UV foi mais
intensa. Pode-se inferir que as folhas de NF-TO, OF-TO e OF-T15 que tiveram melhores teores
de flavonoides também tiveram mais aminoacidos livres totais, de acordo com os resultados
encontrados pelo autor nas folhas de tomateiros da variedade comercial ‘Especial para Salada’
adubados e ndo adubados (TAVARES, 2006). O UV absorvido pelas folhas NF-TO, OF-TO e
OF-T15 emitiu fluorescéncia (Figura 33) e por isso as deixou mais visiveis para os insetos. O
brilho apresentado pelas folhas NF-TO, OF-TO e OF-T15 na figura 33 pode sinalizar aos insetos
a presenca abundante de aminodcidos livres para alimenta-los fartamente, aumentar sua
populacdo e virarem pragas. O equilibrio entre flavonoides e aminoacidos livres totais
possivelmente deixou as folhas de NF-T15 visualmente indisponiveis para 0s insetos, o que
pode ter induzido essas plantas a ndo produzirem a fitoalexina hiperosideo. Por outro lado, o
desequilibrio entre flavonoides e aminoécidos livres totais deixou as folhas mais visiveis para
0 inseto, 0 que pode ter induzido a producéo de hiperosideo, ja que a primeira prote¢do falhou.
Embora Tavares (2006) tenha mostrado que tomateiros ‘Especial para Salada’ adubadas
produzem mais aminoacidos livres totais que os tomateiros ndo adubados, estudos mais
detalhados devam ser feitos a respeito da influéncia do equilibrio entre flavonoides e
aminodcidos livres sobre a absorcdo e emissdo de fluorescéncia dos raios UV nas folhas de

plantas adubadas e ndo adubadas.

O comprimento de onda na regido do UV tem influéncia sobre comportamento dos insetos para
localizar o hospedeiro fornecedor de alimento (ANTIGNUS et al., 1996; DIAZ; FERERES,
2007; HOROWITZ; ISHAAYA, 2004; MUTWIWA et al., 2005). Insetos como as moscas-
brancas (Bemisia tabaci) perceberam a maior circulacdo de aminoacidos no floema nas plantas
de algoddo (Gossypium hirsutumL., cv. Coker) adubadas com 2 mM de KNOs3 e por isso essas
plantas foram mais visitadas por esses insetos (CRAFTS-BRANDNER, 2002). Aminoacidos
aromaticos sdo intrinsecamente fluorescentes quando excitado com luz UV. Estas substancias
tém uma caracteristica comum: todas contém estruturas de anel aromatico que absorvem luz
UV para excitacdo. Os aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina podem emitir ondas UV

mostrando-se fluorescentes estando livres ou fazendo parte de proteinas e peptideos (HELD,
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2006). Assim, a fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos pode deixar as folhas das plantas

adubadas mais visiveis para os insetos.

Figura 33 — Folhas dos tomateiros da variedade comercial ‘Especial para Salada’ sob raios UV. Na
sequéncia da esquerda para direita tém-se os tratamentos NF-T15, NF-TO, OF-TO e OF-15.
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6.5 CONCLUSOES

Os tomateiros NF-T15 apresentaram uma rota metabdlica para defesa de suas folhas mais
eficiente que ndo produziu a fitoalexina hiperosideo, ndo houve inducdo para aumentar a
producéo de acido clorogénico e o teor de rutina foi semelhante aos tratamentos NF-TO, OF-TO
e OF-T15. Surpreendentemente, as plantas NF-T15 que apresentaram as menores perdas no

campo foram as que tiveram os menores teores de fendis em suas folhas e frutos.

Os tratamentos NF-TO, OF-TO e OF-T15 produziram hiperosideo e mais acido clorogénico do
que NF-T15, porém estas defesas foram dramaticamente ineficientes, redundando em grandes

perdas de frutos nos campos.

A producao de compostos fenolicos nas folhas dos cultivos adubados com adubo organicos ndo
conferiu a defesa observada em NF-T15, deixando evidente que ndo foram apenas os teores de

flavonoides que tornaram NF-T15 mais resistente.

Estudos mais apurados devem ser feitos para se avaliar a influéncia dos flavonoides em geral e

da rutina sobre as defesas visuais conferidas as plantas.
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7 CONCLUSOES FINAIS

A variedade comercial de tomate ‘Especial para Salada’ da Topseed® adaptou-se aos métodos
da agricultura natural, com produtividade entre 29,00 e 37,00 t/ha, o que torna viavel a
possibilidade de outras variedades comerciais de tomate terem a mesma performance no sistema

de cultivo da agricultura natural.

As rotas metabdlicas que produzem compostos secundarios de defesa, como a lignina e
compostos fendlicos, estdo menos ativadas nas plantas NF-T15, embora os mecanismos de
defesa destes tomateiros tenham sido os mais eficientes. A menor perda de dgua dos frutos NF-
T15 esta relacionada com os resultados do mais eficiente mecanismo de defesa apresentado
neste trabalho. O mesmo mecanismo que levou os frutos a perderem menos agua também
conferiu a melhor defesa que certamente esta ligada a permeabilidade da cuticula conferida
pelos acidos graxos. Essa modalidade de defesa precisa ser melhor compreendida em estudos

de ecofisiologia mais detalhados.

Os aminoéacidos sdo as fontes de nitrogénio mais adequadas para as plantas de tomate, pois 0s
genes gue os transportam nas raizes tiveram as menores atividades apenas quando as sementes

TO estiveram em ambientes adubados por nitrato.

A fonte de nitrogénio, organico ou inorganico, fornecida aos tomateiros que produziram as
sementes T15 e TO foi determinante nos diversos resultados aferidos neste trabalho, tanto nas
diferentes condicGes de campo quanto nos laboratérios.

As plantas ndo adubadas originadas das sementes T15 s&o caracterizadas por serem nutridas
pelos aminoacidos, um dos nutrientes do solo, por outro lado, as plantas adubadas originadas
de semente TO tém como caracteristica serem nutridas pelo nitrato, um dos nutrientes dos

adubos.

Nas folhas o gene NRT1 apresentou as maiores atividades em TO e as menores atividades em
T15, independentemente de terem sido os tomateiros adubados ou ndo. A atividade de NRT1
nas folhas cotiledonares pode ser estudado para avaliar a suscetibilidade a pragas e doencas dos
tomateiros cultivados em diversos sistemas de cultivo. O gene NRT1, quando superativado pela
presenca de nitrato no solo e em sementes produzidas por plantas continuamente adubadas com

nitrato, pode ser o indutor de rotas metabolicas que diminuem as defesas das plantas adubadas.
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O adubo orgéanico contribuiu para que genes associados a defesa ndo fossem expressados ou
passassem a ter menor atividade nas plantas adubadas e por isto o adubo foi prejudicial a

produtividade dos tomateiros cultivados no sistema de plantio organico.
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APENDICE A - Mapa de solos da WVUOAF. A area do experimento, indicada pela seta, esta
na secao TIB.
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APENDICE B — Parcelas experimentais das agriculturas natural e organica.

Parcelas experimentais da agricultura natural com 66,15 m2 (4,90 m x 13,50 m)

156

Agricultura Natural-NF

T15 1 muda T15 1 muda TO T15
T15 5 mudas T15 5 mudas TO T15
T15 5 mudas TO 5 mudas T15 T15
T15 5 mudas T15 5 mudas TO T15
T15 5 mudas TO 5 mudas T15 T15
T15 5 mudas T15 5 mudas TO T15
T15 1 muda T15 1 muda TO T15

Passagem gramada de 1 metro de largura entre canteiros

Borda

’ Plantas estudadas

Parcelas experimentais da agricultura organica com 66,15 m2 (4,90 m x 13,50 m)

Agricultura organica-OF

Passagem gramada de 1 metro de largura entre canteiros NF e OF

T15 1 muda T15 1 muda TO TO
T15 5 mudas T15 5 mudas TO TO
T15 5 mudas TO 5 mudas T15 TO
T15 5 mudas T15 5 mudas TO TO
T15 5 mudas TO 5 mudas T15 TO
T15 5 mudas T15 5 mudas TO TO
T15 1 muda T15 1 muda TO TO
Estradinha gramada




APENDICE C - Via dos fenilpropanoides que tem a PAL como a principal enzima
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2015; TAIZ et al. 2015. [8.Referéncias]).
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APENDICE D - Analises quimicas e fisicas do Sitio Alice, Marechal Floriano-ES
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Instituto Capixada de Pesquisa, .\’ ~
i
Assisténcia Técnica e Extensbo Rural

Laboratério de Analises de Solos

Centro Regional de Desenvolvimento Rural Centro Serrano

Rod. BR 262 km 94 CEP: 29.375.000 Venda Nova do Imigrante
Tel: (27) 3248.1181 Email. crdrcserrano@incaper.es.gov.br
CGC/MF: 27.273.416.0001-30 - Insc. Estadual: 080.638.35-0
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Registro N°: 1107 Municipio:  Marechal Floriano-ES
Cliente:  Nelson Salgado Tavares Data: 10/09/2014
Propriedade: Sitio Rita Valor: R$ 3641
Referéncia Referéncia do Cliente pH P | K[ Na| ca| mg]| Al [H+AL
Laboratério H,0 mg/dm® cmol/dm®

1 Tomate 6,5 | 420 | 79 7 45 | 07 [ 00 | 27
Referencia| SB [ t | T V [ m[ISNa] MO [P-rem[ Zn [Fe [ Mn [ Cu | B [ S
Laboratério cmol./dm® % dag/kg | mg/L mg/dm®

1 55 (55| 82 67 | 0 | 00 | 2,7 - 30,0/ 547|234 | 46 | 06 B

pH em agua - Relagdo 1:2.5

P-Na-K-Fe-Zn-Mn - Cu - Extrator Mehlich-1

Ca - M - Al - Extrator KCI - 1 mol/L
H + Al - Correlagdo com pH SMP
B - Extrator 4gua quente

S - Extrator Fosfato monocélcico em 4cido acético

SB - Soma de bases trocaveis

t - Capacidade de troca catidnica efetiva
T - Capacidade de troca catidnica a pH 7 (CTC)
V - Indice de saturagéo em bases

m = Indice de saturagao em aluminio
ISNa = Indice de saturago de sodio
MO - Matéria organica (C.org. x 1.724)
P-rem - Fosforo remanescente ou de equilibrio

D.Sc. SOLOS E NUTRIGAO DE PLANTAS
CREA 011166-D



Estimativa da textura do solo em fungéo do fosforo remanescente (P-rem)

Interpretacdo da Andlise do Solo

P-rem (mg/L) Estimativa da textura do solo
0-10 Argilosa
10-40 Média
40 - 60 Arenosa

Classes de interpretagéo para fésfore disponivel em fungZo da cultura e da textura do solo

Deter 1 Métod Unidade Cultura Textura Classificagéio
Baixo . Médio Alto
Argilosa < 5 5-10 >10
Perene Média <10 10-20 >20
Arenosa <20 20-30 >30
Argilosa <20 20-40 >40
Fosforo (P) Mehlich-1 mg/dm’ Anual Média <40 40-60 >60
Arenosa <60 60 - 80 >80
Argilosa <30 30-60 > 60
Hortalica Média <60 60 - 100 > 100
Arenosa - <100 100 - 150 > 150
Classes de interpretag#o para potéssio disponivel em funcdc da cultura
Deter i Métod Unidade Cultura Classificagiio
Baixo Médio Alto
Potassio (K) Mehlich-1 mg/dm’ Perene/Anual <60 60 - 150 > 150
Hortaliga <80 80 - 200 >200
Classes de interpretago para cétions, enxofre ¢ matéria organica
Determinagao Método Unidade Classificagdo
Baixo Médio Alto
Caicio (Ca) KCl 1M cmol/dm® <15 1,5-4,0 >40
Magnésio {(Mg) KCI 1M cmoly/dm® <0,5 0,5-1,0 >10
Aluminio (Al) KCI1 M <cmol/dm® <03 03-1,0 >1,0
Enxofre (S) CaH.PO, 0,01 M mg/dm® <50 50-10 > 10
Acidez potencial (H + Al) Correlagéo pH SMP cmoly/dm® <25 25-50 >5,0
Soma de bases (SB) K+ Ca+Mg+Na cmoly/dm® <20 20-50 >50
CTC efetiva (t) SB + Al cmolddm® <25 25-6,0 >86,0
CTCpH 7 (T) SB+H+Al cmolydm® <45 45-10 >10
Saturagéo em bases (V) SB/CTC x 100 % <50 50-70 >70
Saturagéo de aluminio (m) Alft x 100 % <20 20-40 > 40
Matéria organica (MO) Colorimétrico dag/dm® 1.5 1,5-3,0 >3,0
Classes de interpretagdo para micronutrientes disponiveis no solo
Determinago Método Unidade Classificagéio
Baixo Médio Alto
Boro (B) Agua quente mg/dm’ <035 035-09 >0,9
Zinco (Zn) Mehlich - 1 mg/dm’ <10 1,0-22 >22
Cobre (Cu) Mehlich - 1 mg/dm’ <08 08-18 >1,8
Ferro (Fe) Mehlich - 1 mg/dm® <20 20-45 >45
Manganés (Mn) Mehlich - 1 mg/dm’ <5,0 50-12 >12
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institulc Capixadade Pssouisa.
Assisténcia Téenia s Exiensi

CENTRO REGIONAL DE DESENVOLVIMENTO RURAL

Rod. BR 101 Norte — Km 125 - Caixa Postal, 62 CEP: 29.915-140 - LINHARES/ES
Tel: (0xx27) 3371-1210 / 4959 — Fax: (0xx27) 3371-4942
E-mail: crdreentronorte@incaper. es. gov. br

LABORATORIO DE ANALISES DE SOLOS

SOLICITANTE: NELSON S. TAVARES
PROPRIEDADE:
ENDERECO: MARECHAL FLORIANO/ES

RESULTADO DE ANALISE GRANULOMETRICA

IDENTIFICACAO AREIA AREIA SILTE ARGILA CLASSIFICACAO

b AMOSTRA GROSSA FINA TEXTURAL
— ———g/kg————
274 TOMATE 0-20 539 97,80 183,00 180 Franco Arenoso
- Método analitico: EMBRAPA (2011) A / 7 L
7] UK v~ K
Gpistavo Soares de Souza
) Eng. Agrénomo —D.Sec.
Data: 05/09/2014 CREA-ES 028042/D
PROGRAMA DE QUALIDADE 2, Responsavel técnico
DE ANALISE DE 50L0 1AC Qanos

el

GRANULOMETRIA [ A(
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INCAPER

INSTITUTO CAPIXABA DE PESQUISA, ASSISTENCIA TECNICA E EXTENSAO RURAL

Produtor:  Luiz Claudio
Adubagéo para a Cultura do Tomate

Espagamento (m x m): X = 20.000 pl/ha

Analise do Solo: 420 |P (mg/dm®)
79 |K (mg/dm®)
8,2 |CTC(T) (cmol/dm®)

57 |V (%)
PRNT do calcario: [o0 1%
2
Quantidade de Calcério: 12 tha ( dalswitice) = 4205 s

Quantidade de Nutrientes: 280 kghadeN
(Para todo o ciclo da cultura) 0 kg/ha de P20s
550 kg/hade K0

W 2o ~2 ~2o )
Quantidade de Fertilizantes:

-

Adubacéo por Cova 15 g/cova de 20-00-30  ou 3 L de esterco bovino
0 g/cova de Superfosfato Simples
6 g/cova de FTE

Adubacéo de cobertura: 15 o/ planta de 20-00-30  aos 15, 30, 45 e 60 dias do plantio
20 g/ planta de 10-00-30  aos 75, 90, 105 e 120 dias do plantio

Observagdes:

1) Se utilizar esterco de cama de aves, reduzir a dose pela metade. Se utilizar esterco de gaiola,
reduzir a dose para 1/3. Se utilizar composto, aplicar a mesma dose do esterco bovino.

2) Reduzir 10% de P20s para cada 5 toneladas de esterco de gado ou 2 toneladas de esterco
de aves

3) Reduzir a dose de nitrogénio no caso de excessivo vigor vegetativo das plantas.

4) No caso de ocorréncia de podrido apical, pulverizar os frutos em formagéo com solucdo
de 6 g/L de Cloreto de Calcio semanalmente, enquanto persistir a ocorréncia nos frutos novos.

5) A deficiéncia de magnésio (amarelo baixeiro) pode ser corrigida com pulverizacdes nas
folhas de solugdo 20 g/L de sulfato de magnésio, duas a trés vezes. A adi¢ao de 5 g/L
de uréia favorece a absorgéo foliar do magnésio.

8) Produtividade esperada = 100 t/ha de produto comercial

Data:



