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RESUMO

A toxidez do aluminio (Al) € um fator limitante do crescimento e
desenvolvimento da maioria das culturas agricolas. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do Al sobre aspectos fisiolégicos do maracujazeiro cv. Maguary
(FB 100) e cv. Yellow Master (FB 200) em plantas jovens, em casa de
vegetacdo (Capitulo 1), e adultas, em campo (Capitulo 2). Foram analisados
aspectos das trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, indice de clorofila e
atividade especifica da SOD, catalase e peroxidase do ascorbato, no
maracujazeiro, nas duas situacdes distintas. As determinagbes em casa de
vegetacdo foram realizadas em plantas cultivadas por 45 dias em vasos
plasticos contendo areia lavada e irrigadas com soluc&o nutritiva diferenciada,
com O mM Al (pH 6); 0; 0,2 e 2,0 mM de Al (pH 4) durante 10 dias. As medidas
em campo foram realizadas em trés lavouras, no municipio de Jaguaré — ES,
de um ano de idade contendo 0 (pH 6); 0,33 (pH 5,6) e 2,6 mM de Al (pH 4,7).
Nas plantas jovens, houve apenas tendéncias ao declinio na assimilacdo
liquida de CO2 que nao se concretizaram em eventos significativos. Também
nao foram observadas grandes mudancas na atividade das enzimas
antioxidantes. Apesar disso, as cultivares FB 100 e FB 200 de maracujazeiro
apresentam respostas diferenciadas a exposicao ao Al em solucdo nutritiva.
Contudo, o padrdo apresentado pelas bandas L e K ao longo dos dias de
tratamento indicam que a presenca do Al em solucdo é um fator estressante
apenas até os cinco dias de tratamento na cultivar FB 100 e apenas aos 10
dias na cultivar FB 200. Nas plantas expostas ao Al em condi¢cdes naturais
também nao foram observadas grandes alteracGes nas trocas gasosas. Porém
a atividade da SOD e da peroxidase do ascorbato foram maiores apenas nas
plantas expostas a maior concentracdo de Al. Nas plantas expostas a menor
concentracdo, houve a presenca das bandas K e L negativas, indicando que as
plantas se encontravam em situacdo de estresse. Os resultados indicam que o
Al ndo é capaz de causar grandes prejuizos ao aparato fotossintético do

maracujazeiro.

Palavras chave: fluorescéncia da clorofila a, enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

Effect of aluminum on physiological aspects of FB100 and FB200
varieties of passion fruit (Passiflora edulis Sims f. Flavicarpa)

The toxicity of aluminum (Al) is a limiting factor on growth and
development of most crops. The objective of this study was to evaluate the
effect of Al on physiological aspects of the passion fruit cv. Maguary (FB 100)
and cv. Yellow Master (FB 200) of seedlings, in the greenhouse, grown in the
field. Were analyzed aspects of gas exchange, chlorophyll fluorescence,
chlorophyll content and specific activity of SOD, catalase and ascorbate
peroxidase, in plants, in two different situations. Measurements in the
greenhouse were conducted on plants grown for 45 days in plastic pots
containing washed sand and irrigated with nutrient solution containing 0 mM Al
(pH 6), 0, 0.2 and 2.0 mM Al (pH 4) for 10 days. The measurements in field
were performed in three crops of one year old containing O (pH 6), 0.33 (pH 5.6)
and Al 2.6 mM (pH 4.7). In young plants, there was only declining trends in net
assimilation of CO2 that have not materialized in significant events. There were
also no major changes in antioxidant enzyme activity. Nevertheless, the
cultivars FB 100 and FB 200 exhibit differential responses to exposure to Al
solution. However, the pattern shown by K and L bands over the days of
treatment show that the presence of Al in solution is a stressor only up to five
days of treatment in the cultivar FB 100 and only 10 days to grow in the FB 200.
In plants exposed to Al in natural conditions there were also no significant
changes in gas exchange. But the activity of SOD and ascorbate peroxidase
were higher only in plants exposed to higher concentration of Al in plants
exposed to lower concentrations, there was the presence of K and L bands
negative, indicating that plants were under stress. The results indicate that Al is
not capable of causing great damage to the photosynthetic apparatus of

passion.

Keywords: chlorophyll a fluorescence, antioxidant enzymes.
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100 (A, B e C) e FB 200 (D, E e F) submetido a diferentes condi¢cbes
de Al e pH em solugdo. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas entre as méidas (Tuckey 5%). Barras = desvio padrao da

Figura 14: Umidade do solo de lavouras de maracujazeiro com diferentes
concentragfes de Al no solo. Barras = desvio padrdo da média. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (Tukey a 5% de probabilidade)

Figura 15: Fotossintese, transpiracao, relacdo entre o carbono interno e o
carbono ambiente (Ci/Camp) € €ficiéncia do uso da agua em folhas de
maracujazeiro (FB 200) cultivadas em campo sob diferentes
concentragcbes de Al. Barras=desvio padrdo da média. Letras
diferentes se referem a diferenca estatistica (Tukey a 5% de
Probabilidade).........cooveriiiii 85

Figura 16: indice de clorofila a, b, total e razdo clorofila a/clorofila b de folhas
de maracujazeiro FB 200 cultivadas em lavouras com diferentes
concentragdes de Al no solo. Barras = desvio padrédo da média. Letras
diferentes referem-se a diferencas estatisticas (Tukey a 5% de
Probabilidade)........ccooie i 86

Figura 17: Fluorescéncia transiente da clorofila a do ponto O ao ponto P apés
dupla normalizacdo entre os passos Fo e Fp de folhas de
maracujazeiro (FB 200), adaptadas ao escuro, cultivadas em campo
sob diferentes concentracdes de Al. (A) Intensidade de fluorescéncia
(FY; (B) Fluorescéncia variavel relativa [Vop = (Fr-Fo)/(Fu-Fo); (C)

dlferen(}a Clnétlca de VOP [AVOP = (VOP(Tratamento) _VOP(Contre|e)]. ........... 88

Figura 18: Fluorescéncia transiente da clorofila a do ponto O ao ponto J e do
ponto O ao ponto K apds dupla normalizacédo entre os passos Fo e Fg
de folhas de maracujazeiro (FB 200) adaptadas ao escuro cultivadas
em campo sob diferentes concentracbes de Al. (A) Fluorescéncia
variavel entre os passos O e J [Vos = (Ft— Fo)/ (F; - Fo)] e
diferenca cinética entre os pontos O e J evidenciando a Banda K

[AVoy = (Vok (tratamento) — Vou (controle)]- (B) Fluorescéncia variavel entre
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os passos O e K [Vok = (Fi— Fo)/ (FK - Fo)] e diferenca cinética
entre os pontos O e K evidenciando a Banda L [AVok = (Vok (tratamento)

- VOK (Contr0|e)]. .................................................................................... 89

Figura 19: Valores relativos de parametros do JIP-Teste de folhas de
maracujazeiro (FB 200) cultivadas em lavouras sob diferentes
concentragdes de Al no solo. Fluxos de energia por centro de reacéo:
ABS/RC = Fluxo de absor¢cédo de energia luminosa por centro de
reacdo. TRo/RC = Fluxos de captura de energia por centro de reacao.
ETo/RC = Fluxos de transporte de energia por centro de reacéo.
DIo/RC = Fluxos de dissipacdo de energia por centro de reacao.
indices de performance e os parametros envolvidos: RC/ABS =

Densidade de centros de reacdo ativos no PSIl. ¢@Po/(1-¢Po)

Performance das reagdes Iluminosas do PSIl. Wy/(1-Wy)

Performance das reacdes de oxi-reducédo do PSIl. dR/(1- dRy)
Performance das reacBes de oxi-reducdo do PSI Plg,s = indice de
performance das reagfes luminosas do PSII (Plags = [RC/ABS] x
[@Po/(1-9Po)] x [Wo/(1-Wo)]. Prrota = Indice de performance total das
reacoes luminosas (Plyoa = [RC/ABS] X [@Po/(1-0Po)] x [Wo/(1-Wo)] X

o AT <120 ) ) R 91

Figura 20: Valores relativos de parametros da fluorescéncia do estado
adaptado a luz. Produtividade quantica efetiva do fotossistema II,
(FV'/IFM’); Taxa de transporte de elétrons, (ETR); Coeficiente de
extingdo fotoquimico [P = (FM- Fs)/(Fv'- Fo)]; Eficiéncia
fotoquimica atual do FS Il [pPSIl = (F\'- Fs)/ FM’] do maracujazeiro
Passiflora edulis Sims cv. FB 200 submetidas a diferentes

concentragcfes de Al N0 SOI0. ......ccoovvviiiiiiii e 92

Figura 21: Atividades especificas da catalase, peroxidase do ascorbato e
superéxido dismutase (SOD) de folhas de maracujazeiro crescidos
em lavouras com diferentes concentracdes de Al e pH no solo. Barras
= desvio padrdo da média. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (TUCKEY 5%0). .....uuuiiiii e 93
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Figura 22: Caracteristicas fisicas dos frutos de maracujazeiro sob diferentes
concentracdes de Al no solo. Barras = desvio padrdo da media. Letras
iguais indicam similaridade estatistica (Tuckey 5% de probabilidade)

Figura 23: Caracteristicas quimicas dos frutos de maracujazeiro sob diferentes
concentracdes de Al no solo. Barras = desvio padrao da média. Letras
iguais indicam similaridade estatistica (Tuckey 5% de probabilidade)
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LISTA DE ABREVIATURAS

A Fotossintese liquida

ABS/RC Fluxo de absor¢céo de energia por centro de reacao ativo
APX Peroxidase do ascorbato

Ca Carbono ambiente

CAT Catalase

CEO Complexo de evolugéo do oxigénio

Ci Carbono interno

Dio/RC Fluxo de dissipacdo de energia por centro de reacdo

E Transpiracédo

ETo/RC Fluxo de transporte de elétrons por centro de reacdo ativo
ETR Taxa de transporte de elétrons

Fo Fluorescéncia inicial

Fm Fluorescéncia maxima

FSI Fotossistema |

FSII Fotossistema |

F: Fluorescéncia em cada unidade de tempo

FV'/FM® Produtividade quantica efetiva do fotossistema |l

Os Condutancia estomatica

Piabs indice de desempenho do PSII

Plroa I;gl:lc;e de desempenho total do aparato fotoquimico (PSl e
gP Coeficiente de extincdo fotoquimico

RC/ABS Densidade de centros de reacdo ativos no PSII

SOD Superoxido dismutase

TRo/RC Fluxo de captura de energia por centro de reacdo ativo
Vop Intensidade de fluorescéncia variavel entre os passos O e P
ORy/(1-8Ry) Desempenho das reac¢des de oxi-redugéo no PSI
@o/(1-¢@o) Desempenho das rea¢des luminosas no PSII

@PSII Eficiéncia fotoquimica atual do FSlI

Wo/(1-yo) Desempenho das reac¢des de oxi-redu¢do no escuro
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1 INTRODUCAO GERAL

Com o crescente aumento da populacdo mundial, cresce também a
necessidade de aumentar a producdo de alimentos (MORAES et al 2009).
Porém, para que a atividade agricola obtenha o sucesso almejado, além da
adocédo de técnicas agricolas de manejo que minimizem condi¢des restritivas
do ambiente, é necesséria a utilizacdo de cultivares com alto desempenho

produtivo mesmo sob estas condi¢cdes (EMBRAPA 2006).

Segundo Lobato (2004) um dos principais fatores que oferecem
restricdes para os cultivos agricolas nos tropicos estéa relacionado a acidez dos
solos. Esta acidez é frequentemente associada a presencga do aluminio (Al),
gue é considerado toxico para a maioria das culturas (KOCHIAN et al 2004).
Segundo Curi et al (2009), é comum a presenca de Al na regido sudeste do
Brasil, particularmente no Espirito Santo (MAGNAGO et al 2010). No Estado é
frequente a presenca de Latossolos que, além de ricos em Al, apresentam
baixo poder tampao, havendo, portanto, maiores possibilidades de ocorrerem
desbalancos, principalmente no pH e nos teores de micronutrientes (COSTA &
COSTA, 2005).

O Al pode levar a altera¢cdes morfologicas, bioquimicas e fisioldégicas em
plantas de diversas culturas, cujos efeitos nocivos e de severidade variam de
acordo com a espécie e a cultivar (KOCHIAN et al., 2004). Dentre os efeitos
causados na planta, em consequéncia da toxidez por Al, destacam-se 0s
prejuizos na raiz, incluindo crescimento, absorcdo de agua e nutrientes, e na
parte aérea, como decréscimo na assimilacdo liquida de CO, nas folhas
(JIANG et al 2008; AKAYA & TANENAKA, 2001) e aumento da producado de

espécies reativas de oxigénio (LI et al 2011).

O Brasil é grande produtor mundial de frutas, inclusive de Maracuja
tendo o Espirito Santo posicdo de destaque neste setor. Contudo, sao
escassas as pesquisas envolvendo os efeitos do baixo pH e da presenca do Al
téxico na cultura do Maracujazeiro. Assim, com o objetivo de estudar os efeitos

de diferentes concentracdes de aluminio nos processos relacionados a
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fotossintese e a atividades de enzimas antioxidantes, no maracujazeiro, este
trabalho foi conduzido em duas etapas. A primeira foi desenvolvida com o
objetivo de estudar o efeito do Al em plantas jovens de duas cultivares de
maracujazeiro em condi¢des controladas, a fim de avaliar isoladamente os
efeitos do pH baixo e do Al no maracujazeiro. A segunda etapa objetivou
verificar como o0 maracujazeiro, ja em fase reprodutiva, se comporta na
presenca do Al no solo, mesmo com a interagdo entre outros fatores presentes
em estudos em campo. Esse conhecimento contribuird de maneira significativa
para programas de melhoramento genético, no sentido de desenvolver
cultivares mais resistentes ao excesso de Al no solo, além de fornecer

embasamento para a melhoria de técnicas de cultivo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ALUMINIO NO SOLO

O aluminio estad presente em cerca de 50% dos solos com potencial
agricola no mundo e a disponibilizacdo deste metal para as raizes das plantas
esta diretamente relacionada & acidez do solo (FOY, 1978). A presenca do Al
disponivel pode se dar tanto em solos naturalmente acidos como em solos
submetidos ao uso intensivo de fertilizantes ou & chuva acida (ZHANG et al.,
2007).

Ao longo do processo de formacéo dos solos de regifes que apresentam
altas precipitacdes pluviométricas, os cations Na*, K*, Ca®** e Mg** e os anions
cloreto, sulfato e nitrato vao sendo lixiviados. Quando essa lixiviacdo de cations
€ maior que sua liberacao por intemperizagéo, o pH do solo diminui (TEDESCO
& BISSANI 2004). A perda de cétions do solo leva a retencao preferencial de
cations de maior valéncia como o AlI** nos sitios de troca da argila e da matéria
organica (BISSANI et al 2006) fazendo com que o aluminio seja um dos

principais componentes da acidez potencial dos solos.
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Quando presente em solugdes acidas (pH<5), o Al pode ser encontrado
na forma toxica para as plantas (Al(H20)s>") (também chamada de A*").
Quando o pH se eleva, esta molécula sofre hidrolise formando complexos
mononucleares (Al(OH)*" e Al(OH)," (ROSSIELLO & JACOB NETO, 2006). Em
pH neutro predominam a gibsita (AI(OH)%), que é praticamente insolGvel no
citoplasma da célula (pH 7,4), e o fon aluminato AI(OH)*, que é a forma
dominante (KOCHIAN, 1995).

A acidificacdo do solo pode ser corrigida pela calagem, num processo
que neutraliza os fons H* e AI**. Entretanto, como os corretivos da acidez s&o
pouco sollveis, e os produtos da reacao do calcario com o solo tém mobilidade
limitada, a acdo da calagem é restrita as camadas superficiais do solo. Ainda
no sistema de plantio direto, em que o calcéario é aplicado na superficie e sem
incorporacdo, a toxidez provocada pelo Al no subsolo torna-se uma das
principais causas da limitacdo a producédo agricola e funciona como uma

barreira quimica para o crescimento das raizes (CAMBRI, 2004).

2.2 O EFEITO DO ALUMINIO NAS PLANTAS

Um dos primeiros e mais importantes efeitos da toxidade do Al esta
relacionado a inibicdo do crescimento radicular (KOCHIAN, 1995; KOLLMEIER
et al 2000), efeito que ja se manifesta ap0s poucos minutos de exposicdo em
cultivares sensiveis de milho (LUGANY et al 1995). A regido apical da raiz é
frequentemente apontada como alvo primario da acéo inibitoria do Al, levando
a comprometimentos na absorcdo de agua e nutrientes minerais (CALBO &
CAMBRAIA, 1980; MENDONCA et al 2003; DELHAIZE et al 1993) .

O Al também pode levar a prejuizos no crescimento da parte aérea que
podem ocorrer como consequéncia da diminuicdo da atividade fotossintética;
esta, por sua vez, pode estar relacionada tanto com fatores estomaticos como
nao estomaticos. Em algumas espécies a exposi¢do ao Al pode levar a queda
na condutancia estomética e nas reacfes bioquimicas de fixacdo de CO.
(LINDON et al 1999; PEREIRA et al 2000; AKAYA & TAKENAKA, 2001;
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PEIXOTO et al 2002;). Também pode levar a injarias na formagéo e na funcéo
do cloroplasto, afetando as membranas do tilacoide e o transporte de elétrons
(MOUSTAKAS et al 1995; PEREIRA et al 2000; PEIXOTO et al 2002; JIANG et
al, 2008; HE et al 2011; MIHAILOVIC et al 2011) interferindo de forma direta na
taxa de assimilacado de CO,, resultando, em grandes perdas em crescimento e
produtividade de diversas culturas.

Devido a intensidade de sua carga elétrica positiva, o Al reage com
inimeros sitios nas células, como a parede celular, o citoesqueleto, o nacleo e,
principalmente, a membrana plasmatica, alterando diversas funcdes
fundamentais da mesma (KOCHIAN et al 2004; OTEIZA,1994; WAGATSUMA
et al 1995; MERIGA et al 2004). Evidéncias sugerem que parte dos efeitos
toxicos do Al sobre a membrana deve-se ao estresse oxidativo sendo a
peroxidagéo de lipidios, induzida por Al, considerada um evento secundario e
posterior a acdo do Al (YAMAMOTO et al 2001) que seria, inicialmente, a de
induzir processos que resultariam na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) pelo aparato fotossintético e respiratério (LI et al 2011;
MOHAMMADIRAD & ABDOLAHI 2011)

Apesar da extensa literatura existente e das inUmeras hipoteses, nao ha,
no meio cientifico, um consenso sobre os mecanismos fisioldgicos de toxidade
do Al (MENDONCA et al, 1999; VITORELLO, 2005). Esta dificuldade é
decorrente, dentre outros fatores, das diferentes respostas apresentadas por
cada espécie vegetal (MENDONCA et al 1999). Contudo, quando presente em
baixas concentracdes, o Al pode, muitas vezes, ndo ser considerado toxico
para muitas culturas. Baixas concentracGes de Al sdo capazes de provocar
efeito positivo no crescimento e na producdo de matéria seca, de folhas, caules
e raizes de pimenteira (VELOSO et al 1995) e goiabeira (SALVADOR et al
2000).
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2.3 O MARACUJAZEIRO E O ALUMINIO

O maracujazeiro pertence a ordem Violales, familia Passifloraceae e
género Passiflora, que compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas, de
hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas, suberificadas, glabras ou
pilosas (SIQUEIRA, 2009). No Brasil, existem cerca de 200 espécies do género
Passiflora (SEMIR & BROWN, 1975), sendo que somente 70 espécies
apresentam frutos comestiveis (COSTA & COSTA, 2005). Os cultivos
comerciais no Brasil se baseiam, principalmente, na espécie Passiflora edulis
Sins f. flavicarpa Degener, (maracuja amarelo ou maracuja azedo) (MELETTI,
2002) sendo elas de grande importancia no setor agricola, devido as
caracteristicas fisico-quimicas e farmaco-terapéuticas dos frutos (CAVICHIOLI
et al., 2008).

Tem-se verificado que o maracujazeiro se desenvolve bem em uma
grande amplitude de diferentes tipos de solo, desde os vulcanicos no Hawali,
aos solos de cerrado de Goias (PIZA JUNIOR, 1991). No Espirito Santo,
destaca-se a producdo do maracuja amarelo, sendo as seguintes cultivares

algumas das mais comercializadas:
e Selecdo Maguary ou Araguary — FB 100

Tem como principais caracteristicas o alto rendimento de suco, alto teor
de acucares, alta produtividade e rusticidade. A polpa apresenta cor amarela-
alaranjada. E resultado de uma mistura de clones desenvolvida com o intuito
de atender ao mercado industrial. Nao apresenta uniformidade no tamanho,
sabor ou coloracdo da casca. O potencial produtivo é de 50 ton/ha/ano e o
rendimento do suco gira em torno de 42% (COSTA & COSTA, 2005).

e Hibrido Flora Brasil — FB 200 (Yelow Master)

Apresenta plantas vigorosas, frutos grandes e de formato ovalado, polpa
amarela-alaranjada, além de bom rendimento de suco e normal teor de
acucares. Destinado tanto a industria de sucos como ao mercado de frutas ‘in

natura’. Os frutos apresentam uniformidade de tamanho, formato e cor. A
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produtividade em média é de 50 ton/h&/ano e o rendimento do suco € de cerca
de 36% (COSTA & COSTA, 2005).

Segundo o Anuario Brasileiro da Fruticultura (2011), a producdo de
maracujd no Brasil em 2009 ocupou 50.853 hectares produzindo 798.798
toneladas. O Espirito Santo € o quarto maior produtor (42.320 toneladas ao
ano) tendo a fruta grande destaque na agricultura capixaba. O maracuja tem
grande aceitacdo publica de seu sabor, fazendo com que seja bem requisitado
pela industria de sucos prontos, industria esta que vem crescendo no Estado,
tendo, portanto, grandes perspectivas para o0 aumento na demanda pela fruta
(ESTA TERRA, 2011; COSTA & COSTA, 2005).

Na literatura sdo escassos os trabalhos que avaliam respostas do
maracujazeiro ao Al ou a aplicacdo de corretivos de acidez. Estes trabalhos
revelaram que, com a elevacdo das doses de Al, houve reducdo no
crescimento da parte aérea, no peso de matéria seca das plantas e na area
foliar, além de reducdo na concentracdo de fosforo foliar. Além disso, houve
também aumento no didmetro de raizes, do comprimento dos internédios e no
numero de gavinhas, além de acumulo de fosforo nas raizes (MENDONCA et
al, 1999). O trabalho de Silva (2009) mostra que, a partir de 160 uM de Al
ocorreu efeito de toxidez em plantulas de maracujazeiro mas, em 20, 40 e

80uM, ocorreu estimulo ao crescimento radicular.

Estudos em solucdo nutritiva, indicam a sensibilidade da fruteira ao
aluminio téxico (MENDONCA et al., 1999), de forma que tém sido indicados
valores de saturacéo por bases de 70% (LIMA, 1999) até 80% (PIZA JUNIOR
et al.,1996; RIZZI et al.,1998; SILVA & OLIVEIRA, 2000) para o maracujazeiro
adulto. Entretanto, estas indicacdes carecem de experimentacdo. Em mudas,
existe ainda uma indicacdo da baixa resposta do maracujazeiro a calagem
(FONSECA et al., 2002). Vale et al. (1997) explicam que, dependendo da
tolerancia de determinadas espécies vegetais a solos acidos, pode-se ter
crescimento muito satisfatério com saturacdo por bases menores que 50%.

Assim, observa-se que as indicagbes da literatura sobre a resposta do
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maracujazeiro a calagem séo contraditérias e, praticamente, inexistem estudos

realizados em campo.

2.4 TECNICAS INDICADORAS DE ESTRESSE VEGETAL

Ha interesse crescente da comunidade cientifica em compreender os
mecanismos fisioldgicos de resposta das plantas aos diversos estresses
abidticos (ASHRAF & FOOLAD, 2007). O desenvolvimento de um método
rapido de determinacgéo de estrese por Al nos vegetais requer a escolha correta
dos fatores que afetam a toxidade desse elemento, bem como de parametros
de avaliacdo faceis de serem determinados e suficientemente sensiveis para
discriminar as diferencas de tolerancia entre as cultivares (CAMBRAIA et al.,
1991). Além de rapidos, estes métodos devem ser eficientes e de baixo custo
operacional, a fim de acelerar os programas de melhoramento genético
(FURLANI & HANNA, 1984; LITTLE, 1988).

Considerando a sensibilidade do aparato fotossintético ao estresse
vegetal, 0 uso da técnica da fluorescéncia da clorofila a tem sido importante
para a quantificacdo de determinados tipos de estresse. O fotossistema Il € o
componente do aparato fotossintético mais sensivel, sendo, portanto,
considerado como chave para o entendimento de inUmeras perturbacfes
ambientais (JIANG et al 2008). O uso desta técnica, além de contribuir para o
aumento do conhecimento dos processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos, que
ocorrem na membrana dos tilacoides dos cloroplastos (ROHACEK, 2002),
possibilita o estudo de caracteristicas relacionadas a capacidade de absorcao e
transferéncia de energia luminosa na cadeia de transporte de elétrons
(KRAUSE; WEIS, 1991). Contudo, pouco se sabe sobre como os fluxos de
absorcao, captura, transporte e dissipacao de energia no FSIl sdo afetados em
resposta ao Al (JJANG et al 2008).

O comprometimento da fase fotoquimica pode ter como consequéncia a
formacé&o de baixo poder redutor (NADPH,), tendo como resultado, a formacgé&o

de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CHEN et al 2005). As enzimas
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antioxidantes desempenham papel importante na detoxificacdo de EROs
produzidas em condi¢des de estresses (SHIGEOKA et al 2002). A SOD atua na
primeira linha de defesa dismutando o superoxido (O;7) a peréxido de
hidrogénio e (H20;) e oxigénio (O,) (BOSCOLO et al 2003). A Peroxidase do
Ascorbato (APx) e a Catalase (CAT) agem subsequentemente de forma a
catalisar a reducao do peréxido de hidrogénio - formado também pelas reacfes

de oxi-reducao - em agua.

O aumento na atividade das enzimas antioxidantes tem sido relatado em
diversas espécies de plantas submetidas a diferentes estresses ambientais
(YOSHIMURA et al 2000; MITTOVA et al 2004; SHARMA & DUBEY, 2004)
incluindo o Al (PANDA & MATSUMOTO 2010; SHUCH et al 2010; LI et al
2011). Segundo Gonzales-Santana et al (2012) a exposicao ao Al pode induzir
ao aumento na atividade das enzimas antioxidantes em folhas, diminuindo

assim os niveis de H,O; nas células, prevenindo dano adicional a membrana.
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CAPITULO |

EFEITO DO AL EM SOLUCAO NUTRITIVA SOBRE O APARATO
FOTOSSINTETICO DO MARACUJAZEIRO cV. FB 100 E FB
200.
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RESUMO

A acidez dos solos, associada a presenca do aluminio (Al), € um fator
limitante do crescimento e desenvolvimento da maioria das culturas agricolas
no Brasil e no mundo, prejudicando, portanto, a producdo de alimentos. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do baixo pH sobre a atividade
fotoquimica do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims. f. Flavicarpa Deg) cv.
Maguary (FB 100) e Yellow Master (FB 200), somado a presenca do Al. As
plantas foram cultivadas por 45 dias em vasos plasticos (4,5 L) contendo areia
lavada, sendo irrigadas com solucéo nutritiva com 0 mM de Al (pH 6,0); 0, 0,2 e
2,0 mM de Al (pH 4). Durante 10 dias de tratamento foram realizadas medidas
de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, indice de clorofila e atividade de
enzimas antioxidantes. Contudo, em todos os tratamentos foram observadas
apenas tendéncias ao declinio na assimilacdo liquida de CO2 que nao se
concretizaram em eventos significativos. Também ndo houve grandes
mudancas na atividade das enzimas antioxidantes ou indice de clorofila, sendo
observados efeitos apenas na fase fotoquimica da fotossintese. As cultivares
de maracujazeiro FB 100 e FB 200 mostraram respostas diferenciadas a
exposicao Al em solucéo nutritiva. O padréo apresentado pelas bandas L e K e
pelos parametros do teste-Jip ao longo dos dias de tratamento indicam que a
presenca do Al em solucdo € um fator estressante apenas até os cinco dias de
tratamento na cultivar FB 100 e apenas aos 10 dias na cultivar FB 200. De
forma geral, o estresse causado pelo baixo pH do solo foi potencializado com o
acréscimo de Al em solucdo. Porém, os efeitos do Al diferiram entre as doses
aplicadas, sendo 2,0 mM de Al a concentracdo de maior interferéncia na

atividade fotoquimica das plantas.

Palavras chave: Casa de vegetacao, baixo pH, teste-JIP, toxidez. 27
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ABSTRACT

The acidity of the soil, associated with the presence of aluminum (Al), is
a limiting factor for growth and development of most crops in Brazil and
worldwide, affecting therefore the production of food. Thus, the aim of this study
was to evaluate the effect of low pH on the photochemical activity of passion
fruit (Passiflora edulis Sims. F. Flavicarpa Deg) cv. Maguary (FB 100) and
Yellow Master (FB 200), plus the presence of Al plants were grown for 45 days
in plastic pots (4.5 L) containing washed sand and irrigated with nutrient
solution containing 0 mM Al (pH 6, 0), 0, 0.2 and 2.0 mM Al (pH 4). During 10
days of treatment were measured gas exchange, chlorophyll fluorescence,
chlorophyll content and activity of antioxidant enzymes. However, in all
treatments were observed only declining trends in net assimilation of CO2 that
have not materialized in significant events. There was also no major changes in
antioxidant enzyme activity or content of chlorophyll, observed only in phase
photochemical effects of photosynthesis. Cultivars FB 100 and FB 200 showed
different responses Al exposure in solution. The pattern shown by the bands K
and L and the parameters of the Jip-Test over the days of treatment show that
the presence of Al in solution is a stressor only to the five days of treatment in
cultivar FB 100 and only 10 days to grow in FB 200. In general, the stress
caused by low soil pH was enhanced with the addition of Al in solution.
However, the effects of Al differed between the rates, and 2.0 mM Al

concentration higher interference photochemical activity in the plants.

Keywords: Greenhouse, low pH, JIP-test, toxicity

30



1 INTRODUCAO

Dentre os estresses ambientais que restringem a produtividade agricola,
a acidez do solo merece destaque. Segundo Lucas & Davis (1961), a medida
gue o pH do solo diminui, ocorre também reducédo na disponibilidade de muitos
nutrientes para as raizes das plantas (Figura 1), podendo causar estresse por
deficiéncia nutricional. Segundo Brandoni & Paiva (1996), no Brasil, cerca de
60% do territério nacional apresenta solos acidos, sendo esta acidez
frequentemente associada a presenca do Al (KOCHIAN et al 2004).

Segundo Foy et al (1978), o pH abaixo de 5 geralmente promove a
decomposicdo da argila, o que faz com que o Al se desloque para a fracéo
trocavel ou para a solucdo do solo (Figura 1).

F 3

Fe, Cu, Mn e Zn

Disponibilidade
crescente

5.0 60 65 7.0 8.0 pH em H0

Figura 1: Relacdo entre pH e disponibilidade de elementos no solo. (FONTE: EMBRAPA,
2000)

Alguns trabalhos relatam que prejuizos a diversas culturas podem estar
relacionados ao baixo pH do solo. Fageria & Baligar (1999), trabalhando com
varias culturas em casa de vegetacao, verificaram que todas tiveram o peso da
matéria seca da parte aérea afetado pelo pH. Borkert & Cox (1999) notaram

que, com a diminuicdo de pH numa faixa de 5,0 a 7,0, o peso seco de plantas
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de soja diminuiu. Contudo, diversos estudos demonstram que, associado ao
baixo pH do solo, a presenca do Al pode levar a sintomas de toxidez (LINDON
et al 1999; PEREIRA et al 2000; JIANG et al 2008).

Segundo Silva & Sodek (1997) o pH baixo parece ser um fator mais
limitante na inibicdo do estabelecimento dos nédulos em soja do que a
presenca do Al, enquanto a inibicdo do crescimento dos nédulos é mais devida
ao Al do que ao pH.

Ha evidéncias que indicam a existéncia de diferencas quanto a
tolerancia ao Al, que pode ser observada tanto entre espécies quanto entre
cultivares da mesma espécie (FOY et al 1978). Em diversas espécies foram
verificadas respostas diferenciais da taxa de assimilagcdo de CO, e de variaveis
relacionadas a inducéo da fluorescéncia da clorofila a em funcéo do grau de
tolerdncia ao Al (MACHADO & PEREIRA, 1990; MOUSTAKA et al, 1995;
PEREIRA et al 2000; PEIXOTO et al 2002). A fotossintese, em espécies ou
cultivares menos tolerantes, geralmente € menos afetada, podendo apresentar
estratégias de adaptacdo do aparelho fotossintético em funcdo do tempo de
duracdo do estresse (PEIXOTO et al (2002). BRACCINI et al (1998) e
KONRAD et al (2005) verificaram que em espécies de cafeeiro podem haver
diferentes niveis de tolerancia em relacédo a presenca do Al toxico, quando se

avaliam variaveis relacionadas ao crescimento das raizes.

A fruticultura € um dos setores da economia capixaba que apresenta
grande potencial de crescimento, principalmente pela elevada demanda das
agroindustrias por polpa de frutas para a producdo de sucos (COSTA &
COSTA, 2005). Dentre as frutiferas, o maracujazeiro apresenta posicao de
destaque no agronegdcio no ES, ja que em 2009 foram produzidas quase 50
mil toneladas (ANUAL BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2011). Ainda assim,
existem gargalos na producdo do maracuja, principalmente em relacdo a
informacBes técnicas que propiciem sistemas de cultivo adaptados &s
condi¢Bes edafoclimaticas do Estado (COSTA & COSTA, 2005) e ainda séo
escassas as informacgdes sobre as respostas do maracujazeiro ao baixo pH do
solo (MENDONCA et al 1999; SILVA, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas fisiologicas
de plantas jovens de maracujazeiro cvs. FB 100 (Maguary) e FB 200 (Yellow
Master) a diferentes niveis de pH e concentracdes de Al em solucéo nutritiva, a
fim de identificar se o Al € toxico ao maracujazeiro ou se o baixo pH da solucao
nutritiva ja é capaz de causar estresse fisioldgico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eDiscutir se diferentes concentracdes de Al e pH podem afetar o potencial
hidrico das cultivares FB 100 e FB 200;

eAnalisar se ha alteracbes nas caracteristicas da fluorescéncia da
clorofila a e das trocas gasosas nas duas cultivares de maracujazeiro

expostas a diferentes concentracdes de Al e pH em solugéo nutritiva,

elnvestigar se diferentes concentracdes de Al e pH em solugcédo nutritiva

podem afetar o indice de clorofila de cada cultivar;

eAvaliar a atividade de enzimas antioxidantes na presenca de diferentes

concentracfes de Al e pH em solucéo nutritiva,

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Neste estudo foram utilizadas sementes de maracujazeiro Passiflora
edulis Sins f. flavicarpa Degener cv. FB 100 — “Maguary” e FB200 —“Yellow
Master”, ambas amplamente cultivadas no Estado do Espirito Santo para a
indlstria de sucos e consumo in natura. O experimento foi realizado em casa
de vegetacdo na Universidade Federal do Espirito Santo/lUFES (20°18'52”S e
40°19°06”W), sob temperatura média de 28 °C (+2) e fotoperiodo natural.
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As sementes foram germinadas em mar¢o de 2011 em bandejas
plasticas contendo areia lavada e esterilizada com HCI 5%. Apos a
germinacao, as plantulas com altura uniforme foram transplantadas para vasos
plasticos com capacidade para 4,5 L contendo areia lavada. Uma planta foi
mantida por vaso. Apos o transplantio as plantas foram irrigadas trés vezes por
semana com 50 mL de solucdo nutritiva completa modificada (HOAGLAND &
ARNON, 1950) % forga, contendo:

Macronutrientes (concentracgéo final — mM)
KH2POy, 4

KNOs, 4
MgCl,.6H,0 1
MgS04.7H,0, 3
CaCl,.2H,0, 3
CaS04.2H,0, 1,2

NaNOs3, 2

NH4NOs3, 1
Micronutrientes (concentracéao final — mM)
H3BO3 0,0092
ZnS04.7H,0 0,0003
CuS0,45H,0 0,00006
MnCl,4H,0 0,00036
Na;MoQO4 2H,0 0,00012
Fe-EDTA (concentracao final — mM)
FeCls.6H,0O 0,0038
Na,EDTA 0,0038

Passados 45 dias ap0s o transplantio as plantas foram submetidas aos

seguintes tratamentos:

a) 0 Al pH 6.0 (solucéo nutritiva de Hoagland, %2 forca, sem Al e pH 6)
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b) 0 Al pH 4.0 (solucao nutritiva de Hoagland, ¥z forgca, sem Al e pH 4)

c) 0,2 Al pH 4,0 (solugéo nutritiva de Hoagland, ¥ forca, 0,2 mM de Al
(AL-EDTA) e pH 4)

d) 2,0 de Al pH 4,0 (solucéo nutritiva de Hoagland, %2 forca, 2,0 mM de Al
(AI-EDTA) e pH 4)

As solugbes para os tratamentos com Al foram preparadas segundo

metodologia proposta por Mendham et al (2002) e continham:

AlI-EDTA (concentracao (concentracéao
final — 0,2 Al) final — 2,0 Al)

AICl3 0,2 mM 0,2 mM

Na,EDTA 0,2mM 0,2mM

O pH de cada solucéo foi ajustado com o uso de solucdo HCI 1M e
NaOH 1M sendo:

Solucéo: HCI 1M NaOH 1M
0 Al pH 6,0 - 2,5mL/L
0 AlpH 4,0 250puL/L -

0,2 Al pH 4,0 - 75uL/L
2,0 AlpH 4,0 4,2ml/L -

A agua utilizada para o preparo das solucbes nutritivas foi levada pra
analise em laboratério especializado (FULLIN) e apresentava as seguintes

caracteristicas:

Tabela 1: Resultados da andlise da 4gua utilizada para o preparo das solu¢des nutritivas.

Pardmetro Amostra
Condutividade elétrica dS/m 0,09
pH 6
Razé&o de Adsorcéo de Sodio 0,29
Ferro reduzido (mg/L) Nd
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Ferro oxidado (mg/L) Nd

Ferro total (mg/L) 0,06
Sadio (meq/L) 0,16
Cloro (meg/L) 0,1

Carbonato (CO3?) (mg/L) Nd

Dureza (CaCOg) (mg/L) 32,47
Bicarbonato (HCO5?) (mg/L) Nd

Sulfato (SO4?) 0,22
Fosfato (PO,?) (mg/L) 0,09
Potassio (mg/L) 1,8

Calcio (meg/L) 0,51
Magnésio (meq/L) 0,14
Boro (mg/L) 0,02
Manganés (mg/L) 0,01
Zinco (mg/L) 0,01
Cobre (mg/L) 0,01
Aluminio (umol/L) 2,096
Nitrogénio (mg/L) 0,38

3.2 AVALIACOES FISIOLOGICAS

As avaliacdes fisiologicas foram realizadas antes do inicio da exposicéo
das plantas aos diferentes niveis de pH e concentracdes de Al (dia 0) e apés
dois, cinco e 10 dias de exposi¢do aos tratamentos. Com excecdo das plantas
qgue foram utilizadas para a determinacdo das atividades das enzimas
antioxidantes, as plantas foram retiradas da casa de vegetacdo e deixadas ao

ar livre ao fim da tarde anterior a cada coleta de dados.

3.2.1 Potencial Hidrico foliar (g)

O potencial hidrico das plantas (y,) foi determinado em trés folhas
jovens completamente expandidas de cada tratamento com o auxilio de uma
bomba de pressdo (SHOLANDER et al 1965). As medidas foram realizadas

antes do nascer do sol (aproximadamente 5:00 horas da manh&). Os
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resultados foram obtidos em Bar e convertidos em megapascal (MPa)
dividindo-se cada valor obtido por 10.

3.2.2 Trocas gasosas e assimilacao liqguida do CO;

A taxa de assimilacdo liquida do CO; (A, pmol m? s™?), a condutancia
estomatica (gs, mmol m?s™), a taxa de transpiracdo (E, mmol m?s™), a relagéo
entre o carbono interno e o carbono ambiente (C/C,) e a eficiéncia do uso da
agua (A/E) foram determinados em folhas jovens completamente
desenvolvidas de trés plantas por tratamento, utilizando-se um analisador de
gas infravermelho IRGA (LCI System, ADC) em sistema aberto, fluxo de ar de
200 mL min™* e concentracdo de CO, no ambiente em torno de 400 pmol m? s™.
Todas as medi¢cdes ocorreram sempre entre 8:00h e 9:00h, utilizando-se

-2

radiacdo fotossinteticamente ativa de 1500 pmols m? s? temperatura e

umidade ambiente.

3.2.3 Conteudo de clorofila

Para estimar o contetdo de clorofila foi utilizado um clorofilometro SPAD
(Hansatech). As leituras foram realizadas na folha jovem completamente
expandida de cada uma de cinco plantas por tratamento. Os resultados foram
expressos em “indice de clorofila” (CASSOL et al. 2008). Foram realizadas trés

medidas por folha e sua média calculada pelo préprio aparelho.

3.2.4 Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi determinada com o auxilio de
um fluorébmetro portatil (Handy PEA, Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn,
Norfolk, UK). Todas as leituras foram realizadas no periodo da manha (entre
7:00h e 8:00h) em folhas jovens completamente expandidas, de cinco plantas

de cada tratamento, ap0s a aclimatizacdo das amostras em escuro por 30
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minutos. Foram realizadas duas leituras em cada folha, totalizando 10 leituras
por tratamento. A emisséo de fluorescéncia foi induzida em uma érea de quatro
mm de didmetro da folha, com o auxilio de um clip, pela exposicdo da amostra
a um pico de luz vermelha saturante (3.000 pmol m?s™) (CASCIO et al. 2010).
Os dados foram processados por meio do software Biolyzer (R. Maldonado,
Rodriguez, Laboratério de Bioenergética. Genebra, CH) para a obtencdo dos
parametros do Teste-JIP (STRASSER & STRASSER, 1995).

3.2.5 Determinacdo do conteudo de proteina total e da atividade de

enzimas antioxidantes

Para as andlises da atividade de enzimas antioxidantes foram retiradas a
primeira folha jovem completamente expandida de cinco plantas de cada
tratamento. Imediatamente apds a coleta, cada folha foi rapidamente envolvida
em papel aluminio, congelada em nitrogénio liquido e armazenada em ultra

freezer a -85°C.

a) Obtencdo do extrato enzimatico

Para obtencdo do extrato enzimatico, foram macerados 0,2 g de cada
amostra coletada de massa fresca foliar, com uma pitada de
polivinilpolipirolidona (PVPP) 1% (p/v). Em seguida, foi acrescentado 750uL de
solucdo de extracdo contendo tampédo fosfato de potassio 100mM (pH 6,8),
30uL de EDTA 10 mM, 150uL de acido ascoérbico 100mM e 585uL de agua
ultra pura. O macerado foi centrifugado por 15 minutos, em centrifuga (Hermle
Labortechnik GmbH), a 15000g e a 4°C. O sobrenadante foi entdo separado,
armazenado em eppendorf e congelado em ultra freezer a 85°C para posterior
determinacdo do teor de proteina total e das atividades da catalase (CAT),

peroxidase do ascorbato (APX) e superoxido dismutase (SOD).
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b) Dosagem doTeor de Proteina Total

Para a determinacdo do teor de proteina total foi utilizada metodologia
proposta por Bradford (1976).

Para o preparo de cada 100mL de reagente de Bradford, 10mg de
Comassie Brilliant Blue G250 foram dissolvidos em 4,7mM de etanol absoluto.
Apés misturar, foi adicionado 10mL de acido fosférico (HsPO4 85% p/v). Apos
homogeinizar a solugcdo obtida, completou-se o volume para 100mL com agua
deionizada. A solucao obtida foi filtrada antes de cada dia de leitura e filtrou-se
a solucéo obtida em papel de filtro de filtragem média. O filtrado foi reservado

em frasco escuro.

Para a obtencdo da curva padrdo, foram preparados seis tubos de
ensaio contendo 5 mL de reagente de cor e, nos tubos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram
acrescentados respectivamente 100uL, 80 pL, 60 uL, 40 pL, 20uL e O pL de
agua deionizada e OpL, 20uL, 40uL, 60uL, 80uL, 100uL de solucédo de Bovine
Serum Albumine (BSA) na concentracdo de 1mg/L. As amostras foram lidas em
espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis) a 595 nm utilizando-se o tubo 1 como

branco.

O resultado das leituras de cada amostra foram plotados em um grafico
de regresséo linear, para a obtencédo de uma férmula, na qual, foram inseridos

os resultados de cada amostra.

c) Dosagem da Atividade da enzima Catalase (E.C. 1.11.1.6)

Para a determinacdo da atividade bruta da catalase foi adicionado 25uL
do extrato bruto e 200 pL de H,0, 250 mM a um tubo de ensaio incubado em
banho maria a 28°C contendo 1,775 mL agua ultra pura e 2mL de tampao
fosfato 100mM (pH 6,8) a 28°C (HAVIR & MCHALE, 1989). As amostras foram
entdo levadas para leitura de 15 em 15 minutos em espectrofotbmetro

(Genesys 10S UV-Vis), por um periodo de 1 minuto e 30 segundos a 240 nm.
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Para a determinacéo da atividade da enzima foi utilizada a férmula de acordo
com a lei de Lambert-Beer:

A=ExCxL

Onde:

A=Absorbancia a 240nm,

E= Atividade bruta,

C=Coeficiente de extingdo molar (0,036 cm? umol™)

L=Largura da cubeta (1cm).

A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da catalase pelo teor de proteina total obtido em cada

amostra.

d) Dosagem da Atividade da enzima Peroxidase do Ascorbato (E.C.

1.11.1.17)

Para a determinacéo da atividade bruta da Peroxidase do Ascorbato foi

adicionado 50uL do extrato bruto e 200 pL de H,O, 2mM a um tubo de ensaio
incubado em banho maria a 28°C contendo 1,775 mL agua ultra pura e 2mL
de tampao fosfato 100mM (pH 6,8) a 28°C (HAVIR e MCHALE, 1989). As
amostras foram entdo levadas para leitura de 15 em 15 minutos em
espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis), por um periodo de 1 minuto e 30
segundos a 20 nm. Para a determinac&o da atividade da enzima foi utilizada a

formula de acordo com a lei de Lambert-Beer:
A=ExCxL
Onde:
A=Absorbéancia a 240nm,
E= Atividade bruta,

C=Coeficiente de extingdo molar (240 nm de 0,0028 cm? umol™)
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L =Largura da cubeta (1cm).

A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da peroxidase pelo teor de proteina total obtido em

cada amostra.

e) Dosagem da Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD)

Para a determinacdo da atividade bruta da SOD foi preparado um
coquetel como meio de reacdo da enzima contendo 1,5mL de tampéo fosfato
de potassio 100mM pH 6,8; 780uL de metionina 13mM; 60 uL de riboflavina
2mM; 60 uL de EDTA 0,1mM; 320 pL de agua deionizada e 225 uL de NBT
75uM para cada tubo de ensaio. A metionina, a riboflavina e o NBT foram
preparados no escuro e mantidos em recipientes envolvidos em papel aluminio
a fim de evitar foto-oxidacdo. O NBT foi preparado na hora da reacdo. Um tubo
de ensaio foi identificado como branco do claro, no qual foi adicionados 50 pl
de agua no lugar da amostra. Outros trés tubos foram envolvidos em papel
aluminio e identificados como branco do escuro, nos quais foram adicionados
50 yl da amostra em cada um. Nos demais tubos, foram adicionados 50 pl da
amostra. Os tubos do branco claro e os demais tubos contendo a amostra
foram levados a uma camara de fotorreducdo (uma caixa fechada, contendo
uma lampada) onde foram mantidos por 30 minutos, até que a reacao fosse
identificada com a mudanca da coloracdo do branco claro de transparente para
roxo (indicando a maxima reducdo do NBT para formar formazana azul). Os
tubos foram, entéo, levados para leitura espectrofotométrica (Genesys 10S UV-
Vis) a 560 nm (GIANNOPOLITIS & REIS, 1977).

A atividade da SOD foi definida em unidade SOD, sendo uma unidade
SOD a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo do
NBT (BAILEY et al, 1996; GOEL & SHEORAN, 2003), e foi definida segundo a

formula:
SOD = (A/(a-b))-1

Onde:
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A = absorbancias dos tubos sem amostra (branco claro)
a = médias das absorbancias dos tubos contendo as amostras

b = média das absorbancias dos tubos contendo amostras, mantidos no
escuro (branco do escuro).

A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da SOD pelo teor de proteina total obtido em cada

amostra

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial com quatro (tratamentos) x duas (cultivares) x trés, cinco
ou dez (repeticdes). Os dados paramétricos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade utilizando-se o programa Origin 8.0. Os dados ndo parameétricos
(fluorescéncia da clorofila a) foram normalizados subtraindo-se o valor obtido
por cada tratamento pelo tratamento O Al pH 4,0, de forma que o tratamento O
Al pH 4,0 igualou-se a zero (curvas OJIP e suas derivadas), ou dividindo-se o
valor obtido por cada tratamento pelo valor obtido pelo tratamento 0 Al pH 4,0,

de forma que o controle igualou-se a 1 (parametros derivados da curva OJIP).

4 RESULTADOS

4.1 POTENCIAL HIDRICO FOLIAR

De maneira geral, o baixo pH da solucéo nutritiva e os tratamentos com
Al ndo levaram a diferencas estatisticas significativas no potencial hidrico das
plantas ao longo de 10 dias de exposicdo em ambas as cultivares, com
excecdo da cultivar FB 100 aos dois dias de tratamento (p<0,05) (Figura 2).
Neste tempo, a cultivar apresentou potencial hidrico mais elevado nos

tratamentos com pH 4,0 (p<0,05), apresentando valores ainda mais elevados
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com o aumento do Al em solucdo (p<0,05) (Figura 2A). Porém, a partir dos
cinco dias de exposicdo, o potencial hidrico das plantas ndo apresentou
diferenca significativa até o fim do experimento (p>0,05). Na cultivar FB 200,
ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos ao longo do
experimento (Figura 2B).

A Dias de exposigao ao Al B Dias de exposigao ao Al
0 2 5 10 0 2 5 10
204 -g--DA T
o %
206 s-0,6
o
2-08 3-08
3 T
£_1 0 - E-1,D T
3 OAIpH 6,0 S
0 | pH 6, Q.10 |
§12- BOAIpH 40 5
8_1’4 | E02AlpH4,0a @ Q.14 - 1
E20AlpH4,0 a
16 - -16 -

Figura 2: Potencial hidrico foliar do maracujazeiro cv. FB 100 (A) e FB 200 (B) antes e ap0s
dois, cinco e 10 dias de exposicao a diferentes concentracdes de Al e pH em solucéo nutritiva.
Letras diferentes revelam diferencas estatisticas entre os tratamentos (p<0,05) (Tuckey).
Barras = desvio padrdo da média.

4.2 TROCAS GASOSAS

N&o foram observadas diferencas significativas na fotossintese liquida
dos tratamentos (p>0,05), em nenhuma das cultivares analisadas, sendo
verificadas apenas tendéncias de variacdo que, durante os 10 dias avaliados,

nao se concretizaram em eventos significativos (Figura 3A e D).

As cultivares analisadas mostraram tendéncias distintas na fotossintese
liquida, quando expostas aos tratamentos com Al e pH baixo. Em FB 100,
observa-se que o pH baixo influencia pouco a assimilacdo do CO,, sendo
observada tendéncia mais pronunciada ao declinio quando as plantas séo
expostas ao Al (Figura 3A), principalmente no tratamento com a dose mais alta
de Al (2,0 Al pH 4,0). Ainda em relacéo a cultivar FB 100, a exposi¢ao a 0,2 Al

pH 4,0 levou a uma tendéncia inicial ao aumento da fotossintese liquida até os
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cinco dias de exposicdo, apresentando, a partir dai, tendéncia ao declinio dos
valores. O tratamento O Al pH 6,0 foi o que levou a valores de taxa
fotossintética mais constantes em relacdo aos outros tratamentos nesta cultivar
(Figura 3A).

A cultivar FB 200 mostrou maior tendéncia ao decréscimo da taxa
fotossintética quando exposta a todos os tratamentos, com excec¢do do
tratamento O Al pH 6,0, que tendeu a aumentar aos cinco dias de tratamento,
tendo, a partir dai, tendéncia ao decréscimo. Ao contrario da cultivar FB 100,
ndo foi possivel observar tendéncia a decréscimo na fotossintese liquida entre

as doses de Al (Figura 3D).

Aos dois dias de exposicdo, a condutancia estomatica e a taxa de
transpiracdo de ambas as cultivares ndo seguiram o padrdo da assimilacéo
liquida de CO,. Neste tempo de exposicdo aos tratamentos, as plantas
expostas a ambas as concentragcbes de Al, apesar de apresentarem
incremento das taxas fotossintéticas, demonstraram decréscimo da
condutancia estomatica (Figuras 3B e E) e taxas transpiratorias (Figuras 3C e
F), refletindo em uma maior eficiéncia no uso da agua, principalmente pela
cultivar FB 100 no tratamento 0,2 Al pH 4,0.
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Figura 3: Fotossintese, condutancia estomética e transpiracdo do maracujazeiro cv. FB 100 (A,
B e C)e FB 200 (D, E e F) antes e ap0s dois, cinco e 10 dias de exposicdo a diferentes
concentracdes de Al e pH em solugdo nutritiva. Letras diferentes revelam diferencas
estatisticas (p<0,05) (Tuckey). Barras = desvio padrdo da média.
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Figura 4: Concentracdo de carbono interno (Ci), razdo entre o Carbono interno e o carbono
ambiente (Ci/Camb) e eficiéncia do uso da agua (fotossintese/transpiragdo) do maracujazeiro
cv. FB 100 (A, B e C) e FB 200 (D, E e F) antes e apés dois, cinco e 10 dias de exposicao a
diferentes concentracdes de Al e pH em solugéo nutritiva. Letras diferentes revelam diferencas
estatisticas (p<0,05) (Tuckey). Barras = desvio padrdo da média.
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4.3 INDICE DE CLOROFILA

A exposicdo aos tratamentos por 10 dias n&o levou a diferengas
significativas entre os indices de clorofila de cada cultivar (p>0,05), sendo
possivel observar apenas tendéncias (Figura 5). O indice de clorofila da cultivar
FB 100 tendeu ao aumento nos tratamentos com Al e baixo pH em relacdo ao
tratamento O Al pH 6,0, de forma que aos 10 dias de exposi¢ao, os tratamentos
0,2 Al pH 4,0 e 2,0 Al pH 4,0 foram os que levaram a maior incremento (Figura
5A).

Na cultivar FB 200, as plantas apresentaram indices de clorofila
semelhantes até cinco dias de tratamento (Figura 5B). Ao final do experimento,
todos os tratamentos com pH baixo e com Al tenderam a diminuicdo dos
indices de clorofila das plantas em relacdo ao tratamento O Al pH 6,0, sendo
gue as tratadas com 0,2 Al pH 4,0 apresentaram maior tendéncia a aumento.

A 00 Al pH 6,0 B
o5 0AIpH 4,0
m0,2 AlpH 4,0 aa 251
a _
m20AlpH4,0 ]
3{) 20 a a £ 20 4 a
= a @
@ = aa
%15* aada @ @ ,‘—$15* a @ aa ad| @
= a o a a
% " I 5 aaaa } I
il (5] 4
3 ! g "l {
E g °
0 0 T
0 2 5 10 0 2 5 10
Dias de exposicdo ao Al Dias de exposigéoao Al

Figura 5: indice de clorofila do maracujazeiro cv. FB 100 (A) e FB 200 (B) antes e apos
dois, cinco e 10 dias de exposi¢do a diferentes concentragbes de Al e pH em solugéo
nutritiva. Letras diferentes revelam diferencas estatisticas (p<0,05) (Tuckey). Barras =
desvio padrédo da média.

4.4 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

As intensidades da fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas
adaptadas ao escuro, das cultivares FB 100 e FB 200 do maracujazeiro, ao
longo dos dias de tratamento, podem ser observadas na Figura 6 (dados

apresentados em escala logaritmica de tempo de 50 ys a 1 s). Pode-se
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observar que FB 100 apresentou uma leve diminui¢éo na fluorescéncia maxima
(Fwm), principalmente nas plantas submetidas ao tratamento com 2,0 Al pH 4,0
(Figura 6). J& a cultivar FB 200 apresentou maiores alteracdes na fase OJ e Jl
principalmente aos 10 dias de tratamento com 0,2 Al pH 4,0 (Figura 7).

Segundo Lichtenthaler et al (1998) situacOes de estresse ndo séo téao
claramente identificadas pelo transiente da fluorescéncia da clorofila a quando
os dados sao apresentados na forma linear, porém, quando os valores do
transiente OJIP sdo apresentados na forma variavel relativa, € possivel verificar
de forma mais nitida o efeito do estresse aplicado. Pode-se observar em FB
200 um incremento na fluorescéncia variavel relativa quando as plantas foram
submetidas a 0,2 Al pH 4,0 (Figuras 6B, D e F).
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Figura 6: Intensidade da fluorescéncia transiente da clorofila a de plantas
adaptadas ao escuro do maracujazeiro cv. FB 100 (A, B e C) e FB 200 (D, E e F) apds dois
(A e D), cinco (B e E) e 10 dias de exposicao (C e F) a diferentes concentracdes de Al e pH
em solucao nutritiva.
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Figura 7: Fluorescéncia variavel relativa (Vop=(F-Fo)/(Fu-Fo)) de plantas
adaptadas ao escuro do maracujazeiro cv. FB 100 (A, B e C) e FB 200 (D, E e F) ap6s
dois (A e D), cinco (B e E) e 10 dias de exposicdo (C e F) a diferentes concentra¢des de
Al e pH em solucgéo nutritiva.

As curvas das diferencas da cinética de fluorescéncia transiente dos

tratamentos em relagéo ao tratamento 0 Al pH 4,0, (AVop=Vop(tratamentosy—Vop (0 Al
pH 4,0)), Na faixa de 50 ps a 1 s (Figura 8) mostram um efeito dos tratamentos

com Al nas cultivares analisadas, principalmente da dose alta (2,0 Al pH 4,0)
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em FB 100, pelo aparecimento de bandas positivas ao longo dos dias de
exposicdo. A cultivar FB 200 apresentou banda positiva mais evidente apenas
aos 10 dias de exposic¢ao ao tratamento 0,2 Al pH 4,0 (Figura 8C).

Ja em FB 200 pode ser observado o aparecimento de bandas negativas
ao longo de todos os dias de tratamento, principalmente na exposi¢cdo a dose
alta de Al (2,0 Al pH 4,0) (Figuras 8D, E e F).
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Figura 8: Diferencga cinética entre os pontos O e P [Vop = (Vop(rratamento)~Vor(Controle)] €M
relacdo ao controle de folhas adaptadas ao escuro do maracujazeiro cv. FB 100 (A, Be C) e
FB 200 (D, E e F) apds dois (A e D), cinco (B e E) e 10 dias de exposicao (C e F) a diferentes

concentracdes de Al e pH em solugéo nutritiva.
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Na figura 9, os dados de fluorescéncia foram normalizados entre os
pontos O (50 ps) e K (300 ps) [Vok = (F--Fo)/(Fk -Fo)], e apresentados como
diferenca cinética (AVok=Vok(ratamento) - Vok( Al pH 4,0))- A diferenga cinética AVok
revelou a banda L por volta de 150us, descrita por Strasser & Stirbet (1998)
como sendo indicador da conectividade energética (agrupamento) das
unidades do FSIl, que é positiva quando had uma baixa conectividade
energética das amostras em relacdo ao tratamento controle. Uma baixa
conectividade energética tem como resultado um prejuizo na utilizacdo de
energia de excitacao levando a uma menor estabilidade do FSII (YUSUF et al.
2010). Desse modo, as plantas da cultivar FB 100 apresentaram diminuicdo da
conectividade energética quando expostas ao Al aos dois (Figura 9A) e cinco
dias de tratamento (Figura 9B), sendo que amplitude mais pronunciada foi
observada aos dois dias nas plantas submetidas a 2,0 Al pH 4,0 (Figura 9A). Ja
FB 200 apresentou menor conectividade energética aos 10 dias de tratamento
guando exposta ao tratamento 0 Al pH 6,0 (Figura 9F)
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Figura 9: Fluorescéncia variavel entre os passos O e K [Voxk = (Fi— Fo)/ (FK—- Fg)] e
diferenca cinética entre os pontos O e K evidenciando a Banda L [AVok = (Vok (tratamento) — Vok
(controley].de folhas adaptadas ao escuro de maracujazeiro cv. FB 100 (A, Be C) e FB 200 (D, E e
F) apés dois (A e D), cinco (B e E) e 10 dias de exposicao (C e F) a diferentes concentragdes de

Al e pH em solucgéo nutritiva.
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A fluorescéncia relativa entre os passos O (50ps) e J (2ms)
(Vos=[F—Fo]/[F3—Fo]) foi normalizada e representada como diferenca cinética da
fluorescéncia (AVo;=VOJ[reatmento]~ Vouo al pH 4,0) (Figura 10) pela qual pode ser
identificada a banda K em torno de 300ps. A presenca da banda K positiva
pode ser considerada como sendo um reflexo da inativacdo do complexo de
evolucao do oxigénio (CEO) e/ou um aumento no tamanho da antena funcional
do PSII (YUSUF et al 2010). Em FB 100 os tratamentos com Al levaram ao
aparecimento da banda K positiva apenas aos dois e cinco dias de tratamento
(Figuras 10A e B), sendo a concentracdo 2,0 Al pH 4,0 a que levou a maior
amplitude das bandas. J4 em FB 200, a alteracdo na fase OJ ocorreu apenas
no quinto dia de exposicdo a 0,2 Al pH 4,0 (Figura 10D) e aos 10 dias e
exposicéo a 0 Al pH 6,0 (Figura 10F).
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Figura 10: Diferenca cinética entre os pontos O e J evidenciando a Banda K [AVp; = (Vok
(Tratamento) — Yo (controle))] d€ folhas de maracujazeiro cv. FB 100 e FB 200 adaptadas ao escuro e
submetidas a diferentes concentracdes de Al e pH em solugdo nutritiva apos dois (A e D), cinco
(B e E) e 10 dias de tratamento (C e F).

56



Os parametros biofisicos extraidos do Teste-JIP (STRASSER &
STRASSER, 1995), que correspondem a um detalhamento dos dados obtidos
nas curvas cinéticas da fluorescéncia transiente, foram normalizados de forma
gue o tratamento 0 Al pH 4,0 foi igualado a 100% e estdo apresentados nas
figuras 11 e 12 . Dentre os parametros obtidos através do Teste-Jip, as
atividades especificas por centro de reacdo ativo das cultivares FB 100 e FB
200 estdo demonstradas na Figura 11.

A absorbancia (ABS) refere-se a absorcdo de fétons pela molécula de
clorofila no complexo antena. Quando a energia € absorvida pela molécula de
clorofila, parte é capturada (TRy) pelo centro de reacdo (RC) do FSIl (P680),
enquanto outra parte € dissipada (Dlo) na forma de calor ou fluorescéncia. Da
energia capturada, parte é dirigida para a reducdo de energia quimica pelo
transporte de elétrons (ETy) através das quinonas A e B (FORCE et al., 2003).
O Plaps € uma variavel da fluorescéncia da clorofila que fornece informacdes
guantitativas sobre o estado da planta e sua vitalidade, de acordo com o
principio da equacéo de Nernst (SRIVASTAVA et al., 1999). Ja 0 Pl mede
ao desempenho do fluxo de elétrons até os aceptores finais do PSI
(STRASSER, 2008).

Na cultivar FB 100 pode-se observar que, principalmente nas plantas
expostas a concentracdo 2,0 Al pH 4,0, houve um incremento nos fluxos
especificos de energia por centro de reacdo aos dois dias (Figura 11) seguido
de tendéncia a queda nos mesmos fluxos até final de 10 dias de tratamento
(Figuras 11 A, B, C e D). Os indices de desempenho dos fotossistemas e
parametros derivados (Figura 12) seguiram o padrao contrario, ja que aos dois
dias os tratamentos apresentam decréscimo dos parametros em relacdo ao
controle (0O Al pH 4,0) seguido de tendéncia a aumento até 10 dias de
tratamento, com excec¢ado da performance das reacdes de oxi-reducédo no FSI
(6Ro/(1-6Ro) que decresceu ao final de 10 dias de tratamento (Figura 12E)
reduzindo o Plia (Figura 12F).

A cultivar FB 200 apresentou padrédo diferenciado de resposta aos

tratamentos com Al. Aos dois dias de tratamento, o Plqq das plantas expostas
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a 2,0 Al pH 4,0 aumentou 50% em relagao ao controle (0O Al pH 4,0), tendo, a
partir dai tendéncia ao declinio (Figura 12L).
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Figura 11: Pardmetros da fluorescéncia da clorofila a derivados do Teste-Jip de folhas
de maracujazeiro cv. FB 100 (A, B e C) e FB 200 (D, E e F) cultivados em casa de vegetacao
sob diferentes concentracdes de Al em solucdo. ABS/RC=Fluxo de absorcdo de energia
luminosa por centro de reacdo ativo. TRy/RC=Fluxo de captura de energia por centro de
reacdo ativo. ETo/RC=Fluxo de transporte de elétrons por centro de reacdo ativo.
Dlo/RC=Fluxo de energia dissipada por centro de reacéo ativo.
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cinco e 10 dias de tratamento com diferentes concentracdes de Al.
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4.5 ATIVIDADE ESPECIFICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

De maneira geral, a atividade especifica da catalase, peroxidase do
ascorbato e superoxido dismutase (SOD) de ambas as cultivares (Figura 13)
ndo mostrou diferenca estatistica entre os tratamentos ao longo do
experimento (p>0,05). Contudo, a cultivar FB 100 aos 10 dias de tratamento,
apresentou atividade da SOD aumentada nas plantas expostas ao Al,
principalmente nas tratadas com 0,2 Al pH 4,0 (p<0,05) (Figura 13C).
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Figura 13: Atividades especificas das enzimas catalase (A e D), peroxidase (B e E) e
superoxido dismutase (SOD) (C e F) do maracujazeiro cv. FB 100 (A,Be C) e FB 200 (D, Ee F)
submetido a diferentes condi¢cdes de Al e pH em solucéo. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre as méidas (Tuckey 5%). Barras = desvio padrdo da média.
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5 DISCUSSAO

Uma resposta comum das plantas quando submetidas a estresses
ambientais é o0 ajustamento osmotico, que contribui para a tolerancia ao
estresse (MARIN et al 2008). O mecanismo de ajustamento osmético é
fundamental para evitar a diminuicdo do potencial hidrico celular em
consequéncia da biossintese de solutos compativeis intracelulares. Estes se
acumulam em altas concentracBes no vacuolo ou no citosol, mantendo a
turgidez e o volume celular e preservando a integridade de compostos e
estruturas celulares fundamentais para o adequado metabolismo vegetal
(ABDUL JALEEL et al., 2007).

Toda mudanga que ocorre no ambiente e que provoque um estresse
sobre as plantas, pode ter como resultado prejuizos no processo fotossintético,
como o comprometimento dos movimentos estomaticos, da captacdo de luz e
da etapa bioquimica de fixacdo do CO, (PELL et al, 1994). Alteracbes na
atividade fotossintética induzida por metais pesados, incluindo o Al, tém sido
observadas em diversas culturas, incluindo em café (KONRAD et al. 2005),
dendezeiro (CRISTANCHO et al 2010), tangerina (CHEN et al 2005; JIANG et
al 2008) e batata doce (ADAMSKY et al 2010). Segundo He et al (2011) e
JIANG et al (2009), a queda da taxa fotossintética em plantas expostas ao Al é

em parte devido a precipitacdo do fosforo em pH baixo.

Ambas as cultivares mostraram habilidade em lidar com os baixo pH e
Al, ja que a exposicdo a estes tratamentos durante 10 dias ndo afetaram
significativamente a assimilacdo liquida de CO,. Porém, as tendéncias a queda
observadas podem indicar que o tempo de tratamento néo foi suficiente para
modificar esta caracteristicas. Contudo, de maneira geral, o estresse causado
pelo baixo pH parece ser potencializado com o aumento da concentracao de Al

na solugao nutritiva.

Segundo Larcher (2006), quando expostos a algum tipo de estresse, 0s
organismos passam por uma sucessado de fases caracteristicas. A primeira € a
fase de alarme, na qual ocorrem disturbios funcionais como forma de reacédo ao

estresse. A partir dai ocorre o que o autor chama de restituicdo, quando estes
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distarbios sdo superados. A fase de restituicdo pode ser seguida da fase de
rustificacdo, que esta presente quando ocorre uma compensacao mais intensa
do que o estresse inicial. A partir dai, pode ser observada a fase de
ajustamento, quando os distlrbios séo estabilizados, ou a fase de exaustéo,
que ocorre quando a injuria € crbnica e os danos podem chegar a ser

irreversiveis.

Ao longo dos 10 dias de tratamento, a assimilacdo liquida do CO, de
ambas as cultivares, apresentou fases caracteristicas do estresse em resposta
ao Al. Em FB 100 a fase de alarme, parece ter ocorrido antes dos dois dias de
exposicdo. Ja a fase de rustificagdo pode ser observada principalmente aos
dois dias, quando a assimilagdo liquida do CO,, tendeu ao aumento,
principalmente nas plantas expostas a maior concentracdo de Al (2,0 Al pH
4,0).

A partir de cinco dias de exposicdo parece ter ocorrido a fase de
exaustdo, quando € observada tendéncia a um decréscimo das taxas de
assimilacao liquida de CO, sendo mais pronunciada nas plantas expostas a 2,0
Al pH 4,0. Esta tendéncia ao declinio ocorreu mesmo com uma tendéncia ao
aumento do indice de clorofila. Esta resposta sugere que a exposicdo da
cultivar FB 100 do maracujazeiro a alta dose de Al (2,0 Al pH 4,0) leva a um
estresse mais acentuado quando comparado aos outros tratamentos, portanto,
de resposta mais rapida, do que a exposicdo a concentracao 0,2 Al pH 4,0. A
cultivar FB 200 se comportou de maneira semelhante, porém, a dose alta de Al
(2,0 Al pH 4,0) parece nado ter desencadeado respostas mais intensas na
assimilacao liquida do CO,, quando comparado com a dose baixa (0,2 Al pH
4,0).

Em ambas as cultivares foi observado tendéncia ao aumento nos niveis
de clorofila nas plantas tratadas com pH 4,0, principalmente naquelas expostas
a 2,0 Al pH 4,0. Contudo, o declinio dos teores de pigmentos fotossintéticos
tem sido observado em diversos tipos de estresse, inclusive sob efeito de
metais pesados como cromo (ZENG et al 2011) e manganés (LINDON et al

2004). Maior tempo de exposicdo ao Al também promoveu a reducdo dos
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teores de pigmentos fotossintéticos em milho, (LINDON et al 1999), soja
(MILIVOJEVIC et al 2000) tangerina, ZHANG et al 2007), tangerina (JIANG et
al 2008; CHEN et al 2005a,b) e cultivares sensiveis de sorgo (OHKI, 1986 e
PEIXOTO et al 1994). Desta forma, esta tendéncia ao aumento pode néo ser

mantida.

As plantas submetidas a todos os tratamentos com Al e pH mostraram
aumento tipico da fluorescéncia transiente, revelando as fases OJIP.
(STRASSER & STRASSER, 1995). Isto indica que todas as amostras estavam
fotossinteticamente ativas (YUSUF et al., 2010). A fluorescéncia variavel
relativa das amostras ndo mostrou respostas claras, porém, as curvas de
cinética de fluorescéncia transiente revelam o aparecimento das bandas L e K
positivas apenas na cultivar FB 100 e apenas nos primeiros dias de exposi¢cao
ao Al. A banda L esta relacionada a transferéncia de energia entre as unidades
qgque compdem o FSII, sendo frequentemente atribuida como conectividade e
agrupamento (STRASSER; STIRBET, 1998). Isto sugere que a exposi¢cao ao Al
levou a um prejuizo na transferéncia de energia do FSIl e que a dissipacao de
energia (Dlo/RC) foi aumentada como alternativa para melhorar a utilizacdo da
energia de excitacdo e evitar a formacdo de EROs, que levaria ao estresse

oxidativo.

O aparecimento da banda K (por volta de 300 ps) tém sido observado
sobre determinados estresses, como a exposi¢ao ao ozoénio (BUSSOTTI et al
2011), deficiéncia de nitrogénio (REDILLAS et al 2011), alta temperatura e seca
(SRIVASTAVA et al. 1997). Aos dois e cinco dias de tratamento, a presenca
da banda K positiva foi observada apenas na cultivar FB 100, com maior
amplitude no tratamento 2,0 Al pH 4,0. Provavelmente isto foi consequéncia de
um desbalanco entre os lados doadores e aceptores de elétrons do FSIi
(STRASSER, 1997) nos primeiros dias de exposicdo ao Al. Segundo Yusuf et
al (2010) a presenca da banda K acentuada pode ser um reflexo da inativacéao
do complexo de evolugcdo de oxigénio e/ou aumento do tamanho da antena
funcional do FSII (YUSUF et al, 2010). Gomes (2011) sugere que O
aparecimento das bandas L e K pode ser indicador de distarbios fisiol6gicos

nas cultivares FB 100 e FB 200 do maracujazeiro, causados por restricdo
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hidrica, e que o desaparecimento das bandas pode ser indicador de
recuperacdo. Jiang et al (2008) observou a presenca da banda K positiva em
tangerina exposta a 1,6 Al pH 4,0 por 150 dias.

No caso da cultivar FB 100, a banda K parece estar relacionada ao
aumento da antena funcional justificado pelo aumento n na absorcdo de
energia por centro de reagcdo (ABS/RC) nos tratamentos com Al, principalmente
2,0 Al pH 4,0. Desta forma, a interpretacado do aparecimento das bandas L e K,
mais pronunciadas nas plantas tratadas com Al na cultivar FB 100, sugere que
esta cultivar tem a funcionalidade do FSIlI mais sensivel ao Al. Contudo, a
cultivar FB 200 parece ter a funcionalidade do FSII afetada pelo Al apenas a
partir de 10 dias de exposicao.

O incremento da fotossintese liquida, observado aos dois dias de
tratamento em ambas as cultivares, quando tratadas com Al, foi acompanhado
de aumento na concentracao intracelular de CO,, sendo, portanto, resultado de
fatores ndo estomaticos. Na cultivar FB 200, este incremento pode ser atribuido
ao maior indice de desempenho (Plaps e Pltota) @0s dois dias de exposicdo ao
Al. Contudo, esta correlacdo nao foi observada na cultivar FB 100. Isto pode
ser um indicio de que a fase fotoquimica da cultivar FB 100 respondeu de
maneira mais lenta ao estresse, de forma que, possivelmente, se o tempo de
exposicao ao Al fosse maior, o Pl diminuiria assim como a assimilacao liquida
de CO,. Porém, estudos com maior tempo de exposicdo do maracujazeiro ao
aluminio sdo necessarios para confirmar esta hipétese. Contudo, os prejuizos
na fase fotoquimica da cultivar FB 100 parecem néo ter afetado de maneira
negativa a fase bioquimica aos dois dias de exposicdo, ja que houve uma

tendéncia a maior taxa de assimilacao liquida de CO».

Outro indicio de que, na cultivar FB 100, as fases tipicas do estresse
podem ter ocorrido de maneira mais lenta na fase fotoquimica do que a fase
bioquimica pode ser observada quando comparamos a flutuac&do nos fluxos de
energia por centro de reacdo ativo com a flutuacdo dos dados de fotossintese.

A fase de alarme parece ter ocorrido aos dois dias e a fase de restituicdo a
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partir dos cinco dias, ndo sendo possivel observar a fase de resisténcia ou

exaustao

Reduc¢des nas taxas de fotossintese liquida podem ocorrer mesmo com
o0 aumento do PI (CASCIO et al 2010) se o estresse imposto afetar a Rubisco
ou se houver incremento das taxas respiratérias. Contudo, um
comprometimento na atividade da Rubisco n&o tem sido observado em outras
espécies expostas a diferentes estresses, inclusive ao Al (CHEN et al. 2005b;
JIANG et al 2008), sugerindo que, com o maior tempo de tratamento, a
exposicdo ao Al pode aumentar o metabolismo da cultivar FB 100 aos dois dias
de exposicdo como tentativa de minimizar o estresse causado pelo Al.

A partir de cinco dias de exposicdo ha tendéncia ao declinio da
assimilacao liquida de CO, nas plantas de ambas as cultivares expostas ao Al
gue parece ter ocorrido, em parte, devido a uma limitacdo estomatica, ja que
esta queda foi acompanhada de decréscimo na concentracdo intracelular de
CO,. De maneira contraria, estudos em longo prazo com tangerina (CHEN et
al. 2005b), e sorgo (PEIXOTO et al. 2002) demonstraram que as taxas
assimilatérias de CO, tendem a diminuir em resposta ao Al primariamente por
fatores ndo estomaticos, sugerindo que, com a exposicao das plantas ao Al por

um periodo maior, as respostas podem mudar.

Além da limitacdo estomatica, a queda da fotossintese em resposta ao
Al ao final do experimento, em ambas as cultivares, pode ter sido também
consequéncia de um comprometimento da fase fotoquimica. A cultivar FB 100
aos 10 dias apresentou diminuicdo do desempenho do aparato fotoquimico
(Pltota)) Nas plantas tratadas com Al, principalmente pelo menor desempenho
nas reacGes de oxi-reducdo no escuro (dR¢/(1-0Ry)). Isto pode ter levado,
inclusive, a ativacdo do aparato de defesa enzimatico, ja que os niveis da SOD,
enzima primaria na defesa contra EROs, aumentou de maneira significativa na
cultivar FB 100 ao fim do experimento. Este aumento da atividade da SOD
indica que a exposicao, principalmente a 0,2 Al pH 4,0, induz, ao final de 10
dias de exposicdo, a formagdo de radicais superdxido em uma quantidade

maior do que nas plantas nao tratadas com Al Na cultivar FB 200, o
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desempenho total do aparato fotoquimico (Pliar) tendeu a queda devido a uma
reducdo no desempenho do fotossistema Il (Plas), evidenciado também pelo
aparecimento da banda K positiva.

O comprometimento da fase fotoquimica, observado na cultivar FB 100
aos dois dias de exposicdo ao Al e na cultivar FB 200 aos 10 dias, pode ter
como resultado a baixa formacéo de poder redutor (NADPH2 e ATP) e/ou com
o decréscimo da eficiéncia de algumas reacdes de carboxilagdo. Como
consequéncia, pode haver acumulo de energia de fétons, ja que apenas
pequena parcela da energia que chega ao fotosistemas é utlizada no
transporte de elétrons, parte da energia no centro de reacédo do FSII pode levar
a formagéo de espécies reativas de oxigénio, comprometendo ainda mais o
aparato fotossintético (DEMMIG-ADAMS & ADAMS, 1992, CHEN, et al 2004,
CHEN et al 2005). O aumento da dissipacédo de energia luminosa pode ter
ocorrido, em ambos 0s casos, como alternativa para evitar a formacao de
EROs. Quando a capacidade de dissipacdo do excesso de energia € saturada,
e fundamental a atuacéo eficiente do sistema enzimatico anti-oxidativo para a
manutencdo da integridade celular. Neste trabalho, porém, a atividade das
enzimas antioxidativas diferiu pouco entre os tratamentos, indicando que a
exposicdo ao Al ndo leva a um estresse pronunciado no maracujazeiro na
situacdo analisada. Contudo, o aparato antioxidante parece ter apresentado,
apesar de maneira menos evidente do que 0s outros parametros analisados,
oscilacbes ao longo dos tratamentos que também indicam as fases tipicas do
estresse. Porém, para resultados mais conclusivos, seriam necessarios

estudos com menores intervalos de tempo entre as coletas.

6 CONCLUSOES

As avaliacBes de caracteristicas fisiologicas das cultivares FB 100 e FB
200 mostram queA exposicao das cultivares FB 100 e FB 200 do maracujazeiro

ao Al por 10 dias dao foi suficiente prejudicar a assimilagédo liquida do CO,
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pelas plantas. Contudo, é possivel observar que o Al prejudicou 0 metabolismo

fotoquimico de ambas as cultivares.

Os resultados também mostraram que as cultivares analisadas mostram
respostas sutilmente diferentes a exposicao ao Al. A cultivar FB 100 mostrou
maior plasticidade fisiologica, confirmada pelo menor declinio das taxas de
assimilacdo liquida de CO,, mesmo com maior comprometimento na fase

fotoquimica da fotossintese.

As plantas tratadas com 0 Al pH 4,0 tiveram sua fisiologia afetada em
praticamente todos os parametros, porém, foi possivel observar que a
presenca do Al potencializa este efeito, sendo mais severo quando as plantas
foram expostas a altas concentracdes de Al em solucéo (2,0 Al pH 4,0).
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CAPITULO I

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE AL NO SOLO
SOBRE ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LAVOURA DE

MARACUJAZEIRO cV. FB 200

70



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi analisar aspectos fisiol6gicos de plantas
adultas e frutos de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims. f. Flavicarpa Deg) cv.
Yellow Master (FB 200) submetido a diferentes concentracdes de aluminio (Al) em
campo. As medidas foram realizadas em trés lavouras de um ano de idade
contendo O (pH 6); 0,33 (pH 5,6) e 2,6 mM de Al (pH 4,7). Foram avaliadas as
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, indice de clorofila, atividades
especificas da SOD, catalase e peroxidase do ascorbato, além de caracteristicas
quimicas e fisicas dos frutos. Os resultados indicam que a concentracdo mais
baixa de Al foi capaz de levar a maior estresse no aparato fotoquimico,
evidenciado pela presenca das bandas L e K além do menor indice de
desempenho total do aparato fotoquimico. Porém, a presenca de maior atividade
da SOD e peroxidase do ascorbato nas plantas expostas a maior concentracéo de
Al, indicam maior resposta do aparato antioxidante nestas plantas. O Al parece
ndo causar grandes prejuizos ao aparato fotossintético do maracujazeiro, ja que
ndo foram observadas diferencas na assimilacdo liquida de COz2 que resultaram
em similaridades nas caracteristicas fisicas e quimicas nos frutos das trés

lavouras.

Palavras-chave: Fluorescéncia da clorofila a, Al, estresse, fotossintese,

maracuja, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the chlorophyll fluorescence in
passion fruit (Passiflora edulis Sims. F. Flavicarpa Deg) cv. Yellow Master (FB 200)
subjected to different concentrations of aluminum (Al) in the field. The
measurements were performed in three crops of one year old containing 0 (pH 6),
0.33 (pH 5.6) and Al 2.6 mM Al (pH 4.7). We evaluated gas exchange, chlorophyll
fluorescence, chlorophyll content, specific activities of SOD, catalase and
ascorbate peroxidase, as well as chemical and physical characteristics of the fruits.
The results indicate that the lowest concentration of Al was able to lead to greater
stress on the photochemical apparatus as evidenced by the presence of bands L
and K as well as lower total performance index of the photochemical apparatus.
However, the presence of higher activity of SOX and ascorbate peroxidase in
plants exposed to the higher concentration of Al, showed greater response
apparatus antioxidant in these plants. Al does not seem to cause major damage to
the photosynthetic apparatus of passion fruit, since there were no differences in net
assimilation of COz2 resulted in similarities in physical and chemical characteristics

in the fruits of the three crops.

Keywords: Field, Al, stress, photosynthesis, passion fruit.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura é um setor da economia capixaba que apresenta grande
potencial de crescimento. O mercado esta em franca expansdo, em razdo da
elevada demanda da agroindlstria de sucos prontos para O CONsSUMo,
aumentando a perspectiva de crescimento no setor, tanto para a producéo,
guanto para o processamento de frutas (COSTA & COSTA, 2005).

A implantacdo e o desenvolvimento dos poélos de fruticultura tém
passado por acdes de planejamento focadas na adequacdo da base
tecnologica, visando ampliacdo de producdo, produtividade e melhoria na
qualidade do fruto. Para isso é necessario o desenvolvimento de técnicas
agricolas que propiciem sistemas de cultivo adaptados as condigbes
edafoclimaticas do Estado, garantindo, assim, uma melhor remuneracao liquida
aos fruticultores familiares (COSTA & COSTA, 2005).

No Espirito Santo € comum a presenca de Latossolos, que, segundo
Curi et al (2010), podem apresentar alto teor de Al trocavel. Contudo, pouco se
sabe sobre o comportamento fisioldgico do maracujazeiro em resposta a
diferentes concentracdes de Al no solo, principalmente em relacdo as

respostas do aparato fotossintético a exposicao ao Al.

A maioria das espécies cultivadas apresenta grande sensibilidade ao
estresse causado pelo aluminio (MENDONCA et al. 1999). O metal acumula-se
preferencialmente nas raizes das plantas, sendo uma pequena porcao
transportada para a parte aérea. As injarias que ocorrem nas raizes em funcao
do estresse de AI** sdo caracterizadas por efeitos sobre a estrutura
morfoldgica, causando engrossamento e diminuindo seu crescimento (FOY et
al., 1978). O Al também causa modificaces com relacdo ao metabolismo de
minerais, reducdo da absorcdo de alguns nutrientes e nos mecanismos de
transporte para a parte aérea e na sua funcionalidade (LINDON et al., 1999;
AKAYA e TAKENAKA, 2001), danos estes que podem levar a sérias perdas de

produtividade na cultura.
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Para a maioria das culturas, o sintoma inicial e mais dramatico da
toxidez do aluminio é a inibicAo da expansado celular das raizes (TAYLOR,
1988), o que ocasiona reducdo e engrossamento do sistema radicular,
diminuindo a absor¢cdo de agua e de nutrientes. Altas concentracdes de
aluminio no solo podem causar reducdo no acumulo de matéria seca em trigo
(MOUSTAKA, et al.; 1997), café (BRACCINI, et al., 1998) e citros (PEIXOTO, et
al. 2006). Resultados semelhantes foram encontrados em maracuja-amarelo
(MENDONCGCA, 1999).

Segundo Konrad et al. (2005), os efeitos do Al sobre o crescimento da
parte aérea podem ocorrer como consequéncia da diminuicdo da atividade
fotossintética. Redugbes nas taxas fotossintéticas estdo intimamente
relacionadas a possiveis danos fotoquimicos (fotoinibicdo e/ou fotoxidacao) ou
a danos na maquinaria de fixacdo bioquimica do carbono, podendo ser
relacionados as condigdes ambientais estressantes (LAWLOR, 1995). Em
algumas espécies, a toxidez por Al leva a reducdes na condutancia estomatica
e nas reacoes bioquimicas de fixacdo de CO,, como foi observao em milho
(LINDON et al., 1999) e café (KONRAD, et al. 2005). O Al também causa
injarias na formacao e na funcédo do cloroplasto, afetando as membranas do
tilacoide e o transporte de elétrons (MOUSTAKA et al., 1997), interferindo de

forma direta na taxa de assimilacdo de CO..

Contudo, a fotossintese, em espécies ou cultivares mais tolerantes, é
menos afetada, podendo apresentar estratégias de adaptacdo do aparelho
fotossintético em funcdo do tempo de duracdo do estresse (KONRAD et al.,
2005). InvestigacOes prévias propdem que o Al causa declinio na assimilacao
liquida de CO, como resultado de inativacdo dos centros de reacdo do PSII.
Em plantas tolerantes, a atividade do FSI se apresenta aumentada em resposta
a exposicdo a metais pesados (DHIR et al 2011). O aumento da atividade do
FSI mediada pelo transporte de elétrons pode ser uma alternativa ao fluxo
adicional de elétrons que ocorre durante o estresse. Em geral, a baixa
regulacéo do ciclo linear elétrons e a ativacdo do transporte ciclico de elétrons
tém sido reportadas como resposta a exposicdo a diferentes estresses
abioticos (GOLDING et al, 2004; SCHEIBE et al., 2005).
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O aumento na atividade das enzimas antioxidantes também tem sido

relatado a tolerancia ao Al em muitas variedades de milho (BOSCOLO et al
2003), arroz (DARKO et al 2003) e trigo (MA at al 2007) como forma de
manutenc¢ao da viabilidade celular.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas fisiologicas

da cultivar FB 200 (Yellow Master) do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims f.

flavicarpa Deg) na presenca de diferentes concentracdes de Al em campo.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar se diferentes concentracbes de Al podem afetar
caracteristicas de trocas gasosas na cultivar FB 200 de

maracujazeiro;

Analisar se ha diferenca no acumulo de clorofilas a, b, razéo a/b e
clorofila total em maracujazeiros da cultivar FB 200 expostos a

diferentes concentracfes de Al no solo.

Discutir como diferentes concentracfes de Al no solo afetam a
fluorescéncia transiente e modulada na clorofla a no

maracujazeiro da cultivar FB 200.

Investigar se ha diferencas na atividade das enzimas
antioxidantes das folhas de maracujazeiros de plantas submetidas

a diferentes concentracfes de Al no solo;
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e Verificar se a exposicdo ao Al é capaz de afetar aspectos
referentes a qualidade dos frutos do maracujazeiro da cultivar FB
200.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O experimento foi realizado em plantas de trés lavouras de, em média,
um ano de idade, localizadas no municipio de Jaguaré no ES, onde foram
constatadas, através de analise de solo (ANEXO 1), diferentes concentracdes
de Al disponivel, sendo elas 0 Al (pH 6), 0,33 mM de Al (pH 5,6) 2,6 mM de Al
(pH 4,7). A concentragéo de nutrientes de folhas de cada lavoura (ANEXO II)
também foi determinada. De acordo com o sistema UTM (WGS84) de
coordenadas, as fazendas se localizam a X: 0390038 Y: 7903486 e a 52 m do
nivel do mar (lavouras 0 Al pH 6 e 0,33 Al pH 5,6) e a X: 0387968 Y: 7901355 a

2m do nivel do mar (lavoura 2,6 mM pH 4,6).

3.2 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS AVALIADAS

As coletas de dados em campo para as avaliacfes fisiologicas foram

realizadas nos dias 1 e 2 de julho de 2011.

3.2.1 Conteudo de agua no solo

O teor de umidade do solo foi monitorado com o auxilio de um sensor de
umidade (Decagon Devices, modelo PC-1), instalado no solo, proximo as
raizes na profundidade de 10 cm. Foram realizadas trés medidas em cada

lavoura.
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3.2.2 Trocas gasosas e Assimilacao liquida do CO;

A taxa de assimilagdo liquida do CO; (A), os parametros de trocas
gasosas (gs, Ci, C/C,) e a taxa de transpiracdo (E) foram determinados em
folhas jovens completamente desenvolvidas de 12 plantas por lavoura,
utilizando-se um analisador de gas no infravermelho IRGA (LCI System, ADC).
Todas as medi¢cdes ocorreram sempre entre 7:30h e 9:00h, utilizando-se

-2

radiacdo fotossinteticamente ativa de 1500 pmols m? s? temperatura e

umidade ambiente.

3.2.3 indice de clorofila A, B e Total

Os indices de clorofila A, B e total foram estimados em folhas jovens
completamente expandidas de 25 plantas de cada tratamento. Para isto foi
utilizado um clorofildometro (Minolta Camera Co. Ltd.).

3.2.4 Fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi determinada com o auxilio de
um fluorébmetro portatil (Handy PEA, Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn,
Norfolk, UK). Todas as leituras foram realizadas no periodo da manha (entre
7:30h e 9h) em folhas jovens completamente expandidas de 15 plantas por
lavoura, apds a aclimatizacdo das amostras em escuro por 30 minutos. A
emissdo de fluorescéncia foi induzida em uma area de quatro mm de diametro
da folha pela exposicdo da amostra a um pico de luz vermelha de 3.000 umol
m?s™* (CASCIO et al. 2010). Os dados foram processados através do software
Biolyzer (R. Maldonado, Rodriguez, Laboratorio de Bioenergética. Genebra,

CH) para a obtencao dos parametros do Teste-Jip.

77



3.2.5 Fluorescéncia da clorofila a com pulso modulado

Os parametros da fluorescéncia modulada da clorofila a foram medidos
com o auxilio de um fluorébmetro portétil FMS-2 (Hansatech Instruments Ltd,
King’s Lynn, Northfolk, UK). Foram realizadas medidas da fluorescéncia atual:
Produtividade quantica efetiva do FSII, (FV'FM’); Taxa de transporte de
elétrons, (ETR); Coeficiente de extingdo fotoquimico [gP = (FM’- Fs)/(FM’-
FO0')]; Eficiéncia fotoquimica atual do FS Il [p PSIl = (FM'- FS)/ FM’]. Esses
parametros foram utilizados para avaliar o comportamento efetivo dos

fotossistemas.

3.2.6 Determinacdo do conteudo de proteina total e da atividade de

enzimas antioxidantes

Para as andlises da atividade de enzimas antioxidantes foram retiradas a
primeira folha jovem completamente expandida de seis plantas de cada
tratamento. Imediatamente apds a coleta, cada folha foi rapidamente embalada
em papel aluminio, armazenada em gelo e levada ao laboratério onde as

amostras foram armazenadas em ultra freezer a -85°C.

a) Obtencdo do extrato enzimatico

Para obtencdo do extrato enzimatico, foram macerados 0,2 g de cada
amostra coletada de massa fresca foliar com uma pitada de
polivinilpolipirolidona (PVPP) 1% (p/v). Em seguida, foi acrescentado 750uL de
solucdo de extracdo contendo tampédo fosfato de potassio 100mM (pH 6,8),
30uL de EDTA 10 mM, 150uL de acido ascoérbico 100mM e 585uL de agua
ultra pura. O macerado foi centrifugado por 15 minutos em centrifuga (Hermle
Labortechnik GmbH) a 15000g a 4°C. O sobrenadante de cada amostra foi
entdo separado, armazenado em um eppendorf e congelado em ultra freezer a
-85°C para posterior leitura do teor de proteina total e das atividades da

catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APx) e superdxido dismutase (SOD).
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b) Teor de Proteina Total

Para a determinacdo do teor de proteina total foi utilizada metodologia
proposta por Bradford (1976).

Para o preparo de cada 100 mL de reagente de cor, 10mg de Comassie
Brilliant Blue G250 foram dissolvidos em 4,7mM de etanol absoluto. Apds
misturar, foi adicionado 10mL de &cido fosférico (H3sPO4, 85% p/v). Apls
homogeinizar-se a solugdo obtida, completou-se o volume para 100mL com
adgua deionizada. A solucéo obtida foi filtrada antes de cada dia de leitura em
papel de filtro de filtragem média. Reservou-se o filtrado em frasco escuro.

Para a obtencdo da curva padrdo, foram preparados seis tubos de
ensaio contendo 5 mL de reagente de cor e, nos tubos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram
acrescentados respectivamente 100uL, 80 pL, 60 pL, 40 pL, 20uL e O pL de
agua deionizada e OpL, 20uL, 40uL, 60uL, 80uL, 100uL de solucédo de Bovine
Serum Albumine (BSA) na concentracdo de 1mg/L. As amostras foram lidas em
espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis) a 595 nm utilizando-se o tubo 1 como

branco.

O resultado das leituras de cada amostra foram plotados em um grafico

de regressao linear para a obtencdo de uma férmula.

c) Atividade da enzima Catalase (E.C. 1.11.1.6)

Para a determinacdo da atividade bruta da catalase foi adicionado 25uL
do extrato bruto e 200 pL de H,O, 250 mM a um tubo de ensaio incubado em
banho maria a 28°C contendo 1,775 mL &agua ultra pura e 2mL de tampé&o
fosfato 100mM (pH 6,8) a 28°C (HAVIR & MCHALE, 1989). As amostras foram
entdo levadas para leitura de 15 em 15 minutos em espectrofotbmetro
(Genesys 10S UV-Vis), por um periodo de 1 minuto e 30 segundos a 240 nm.
Para a determinacao da atividade da enzima foi utilizada a formula de acordo

com a lei de Lambert-Beer:

A=ExCXxL
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Onde:

A=Absorbéancia a 240nm,

E= Atividade bruta,

C=Coeficiente de extingdo molar (0,036 cm? umol™)

L=Largura da cubeta (1cm).

A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da catalase pelo teor de proteina total obtido em cada

amostra.

d) Atividade da enzima Peroxidase do Ascorbato (E.C.1.11.1.11)

Para a determinacdo da atividade bruta da peroxidase do ascorbato foi
adicionado 50uL do extrato bruto e 200 pL de H,O, 2mM a um tubo de ensaio
incubado em banho maria a 28°C contendo 1,775 mL agua ultra pura e 2mL
de tampéao fosfato 100mM (pH 6,8) a 28°C (HAVIR e MCHALE, 1989). As
amostras foram entdo levadas para leitura de 15 em 15 minutos em
espectrofotometro (Genesys 10S UV-Vis), por um periodo de 1 minuto e 30
segundos a 20 nm. Para a determinac&o da atividade da enzima foi utilizada a

formula de acordo com a lei de Lambert-Beer:
A=ExCxL
Onde:
A=Absorbéancia a 240nm,
E= Atividade bruta,
C=Coeficiente de extingdo molar (240 nm de 0,0028 cm? umol™)

L =Largura da cubeta (1cm).
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A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da peroxidase pelo teor de proteina total obtido em

cada amostra.

e) Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD)

Para a determinacdo da atividade bruta da SOD foi preparado um
coquetel, como meio de reacédo da enzima, contendo 1,5mL de tampao fosfato
de potassio 100mM pH 6,8; 780uL de metionina 13mM; 60 uL de riboflavina
2mM; 60 uL de EDTA 0,1mM; 320 pL de agua deionizada e 225 yL de NBT 75
MM para cada tubo de ensaio (DEL LONGO et al 1993). A metionina, a
riboflavina e o NBT foram preparadas no escuro e mantidas em recipientes
envolvidos em papel aluminio, a fim de evitar a ocorréncia de fotoxidagéo. O
NBT foi preparado apenas na hora da reagdo. Um tubo de ensaio foi
identificado como branco do claro, no qual foi adicionados 50 ul de agua no
lugar d amostra. Outros trés tubos foram envolvidos em papel aluminio e
identificados como branco do escuro, nos quais foram adicionados 50 pl da
amostra em cada. Nos demais tubos, foram adicionados 50 pl da amostra. Os
tubos do branco claro e os demais tubos contendo a amostra foram levados a
uma camara de fotorreducédo (uma caixa fechada, contendo uma lampada) e
foram mantidos por 30 minutos, até que a reacdo fosse identificada com a
mudanca da coloracao do branco claro, de transparente para roxo, indicando a
maxima reducdo do NBT para formar formazana azul). Os tubos foram, entéo,
levados para leitura espectrofotométrica (Genesys 10S UV-Vis) a 560 nm
(GIANNOPOLITIS & REIS, 1977).

A atividade da SOD foi definida em unidade SOD, sendo uma unidade
SOD a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo do
NBT. (BAILEY et al, 1996; GOEL & SHEORAN, 2003) segundo a formula:

SOD = (A/(a-b))-1
Onde:
A = absorbancias dos tubos sem amostra (branco claro)

a = médias das absorbancias dos tubos contendo as amostras
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b = média das absorbancias dos tubos contendo amostras, mantidos no
escuro (branco do escuro)

A atividade especifica de cada amostra foi determinada dividindo-se o
valor da atividade bruta da SOD pelo teor de proteina total obtido em cada

amostra.

3.2.7 Caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos

Para as analises das caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos, cinco
frutos maduros de cada lavoura foram coletados e levados ao laboratério,

onde, apoés a lavagem dos frutos, foram determinadas:

a) Espessura da casca: Determinada com o auxilio de um paquimetro.

b) Peso da casca e do fruto: Determinado com o auxilio de balanca de

precisdo de duas casas decimais.

c) Comprimento e largura do fruto: Determinado com o auxilio de uma

régua.

Para a avaliacdo das caracteristicas quimicas, bateu-se a polpa em um
“‘Mix”, sem danificar as sementes, passando, em seguida, a polpa por uma
peneira de nylon (ARAUJO et al., 2007) obtendo-se, assim, o suco, do qual

foram determinados:

a) Teor de sdlidos soluveis (SS): Obtido pela leitura direta de duas gotas do

suco em refratbmetro digital (Instrutherm, RTD-45), com compensacao
automatica de temperatura (AOAC, 1992). Os resultados foram

expressos em °Brix.
b) pH: Determinado diretamente em peagametro digital (GEHAKA)

c) Acidez titulavel (AT): foi obtida pela titulacdo de aliquotas de 10 mL de

uma solucdo contendo 5 mL da amostra, diluidos em 50 mL de agua
destilada. Em seguida, trés gotas de fenolftaleina a 2% foram

adicionadas e a titulacdo padrdo em NaOH 0,1 N foi realizada. Os
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resultados foram expressos em % de acido citrico, usando a equacao
seguinte equacdo (ABREU 2006):

% acido citrico: Vg x N x F x Eg.4c. / 10 x g
Sendo:

Vg = volume de NaOH gasto (mL)

N = normalidade do NaOH =0,1 N

F = fator de correcédo obtido para a padronizacdo do NaOH = 1,00
Eqg.ac.= equivalente acido do maracuja = 64

g = massa da amostra = 19

d) SS/AT: Determinada por meio da relacdo entre os teores de solidos

soluiveis e a acidez titulavel da polpa.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial com quatro (tratamentos) x duas (cultivares) x trés, seis,
12 ou 15 (repeticdes). Os dados paramétricos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade utilizando-se o programa Origin 8.0. Os dados ndo paramétricos
(fluorescéncia da clorofila a foram normalizados subtraindo-se o valor obtido
por cada tratamento pelo tratamento 0 Al pH 4,0, de forma que o tratamento O
Al pH 4,0 igualou-se a zero (curvas OJIP e suas derivadas). ou dividindo-se o
valor obtido por cada tratamento pelo valor obtido pelo tratamento 0 Al pH 4,0,

de forma que o controle igualou-se a 1 (parametros derivados da curva OJIP).

4 RESULTADOS

4.1 CONTEUDO DE AGUA NO SOLO

O teor de umidade do solo ndo apresentou variagdo entre as trés

lavouras analisadas (p>0,05) (Figura 14), indicando que no momento das
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analises ndo havia diferengcas quanto a disponibilidade de &gua para as

plantas.

0,1
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OAlIpH 6,0 0,33AlIpH 26 AlpH4,7
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Concentragao de Al no solo

o))
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Umidade do solo
(m3 m3)
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Figura 14: Umidade do solo de lavouras de maracujazeiro com diferentes
concentracbes de Al no solo. Barras = desvio padrdo da média. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (Tukey a 5% de probabilidade)

4.2 TROCAS GASOSAS E ASSIMILACAO LIQUIDA DE CO;

De maneira geral as trocas gasosas nao diferiram entre as plantas das
trés lavouras analisadas (p>0,05) (Figura 14). As excecdes foram a menor
condutancia estomatica e menor transpiracdo apresentada pelas plantas
expostas a maior concentracao de Al (2,6 Al pH 4,7) (P<0,05) (Figura 15A e D).
Porém, este decréscimo nao foi suficiente para afetar a assimilacao liquida de

CO; ou a eficiéncia no uso da agua (Figura 15B e C).
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Figura 15: Fotossintese, transpiracdo, relacdo entre o carbono interno e o carbono ambiente
(Ci/lCamp) € eficiéncia do uso da adgua em folhas de maracujazeiro (FB 200) cultivadas em
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se referem a diferenca estatistica (Tukey a 5% de probabilidade).
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4.3 INDICE DE CLOROFILA FOLIAR

De maneira geral, os indices de clorofila sO diferiram entre os
tratamentos quanto a clorofila b que apresentou maiores valores nas plantas
controle (0 Al pH 6,0) (p<0,05) e menores nas plantas expostas a menor
concentragao de Al (0,33 Al pH 4,7) (p<0,05). Contudo, estas diferencas néo
afetaram o indice de clorofila total ou a razéo clorofila a/clorofila b (Figura 16).
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Figura 16: indice de clorofila a, b, total e raz&o clorofila a/clorofila b de folhas de maracujazeiro
FB 200 cultivadas em lavouras com diferentes concentracdes de Al no solo. Barras = desvio
padrdo da média. Letras diferentes referem-se a diferencas estatisticas (Tukey a 5% de
probabilidade).

4.4 FLUORESCENCIA TRANSIENTE DA CLOROFILA A

As intensidades da fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas de
maracujazeiro adaptadas ao escuro das lavouras analisadas estdo
demonstradas na Figura 17Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.A, em
escala logaritmica, de 50us a 1s. Todas as curvas mostraram padrédo tipico
OJIP, ja que estdo nitidos os platés referentes aos pontos O, J, | e P
(STRASSER & STRASSER, 1995) indicando que todas as amostras se
encontravam fotossinteticamente ativas (YUSUF et al, 2010). A fase O-J
corresponde a reducao fotoquimica do aceptor primario de elétrons, Quinona A
(Qa), dos centros de reacdo do FSIl (STRASSER et al., 1995; LAZAR, 2004). A
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fase J-I é caracterizada pela a excitagdo do FSIlI até a reducdo da
plastoquinona. A fase I-P reflete a transferéncia dos elétrons até o lado
aceptor do FSI (OUKARROUM et al., 2009; YUSUF et al., 2010).

N&o foi possivel verificar variagdo dos valores de Fp entre plantas
submetidas as diferentes concentracdes de Al, porém, os valores de Fy foram

menores na medida em que foi aumentada a concentracdo de Al no solo.

A fim de compreender melhor o comportamento polifasico das curvas
OJIP nos diferentes tratamentos, os valores da fluorescéncia entre Fo e Fp
foram expressos como fluorescéncia variavel relativa (Vop = (Ft - Fo)/(Fm - Fo)
(TSIMILLI-MICHAEL, 2008). A fluorescéncia relativa esta representada na
Figura 17Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.C, na qual € possivel
identificar que diferentes concentracdes de Al no solo foram capazes de afetar

o aparato fotoquimico do maracujazeiro.

As curvas referentes as diferencas cinéticas da fluorescéncia transiente
entre as lavouras analisadas em relacdo a lavoura controle (0 Al pH 6,0)
(AVop=Vop(tratamentos)-Vor(0al pH 6,0), €ntre 50us a 1s (Figura 17C) evidenciam a
presenca de bandas positivas na lavoura com menor concentracéao de Al (0,33
Al pH 5,6).

Para melhor avaliar as diferencas entre as lavouras, foram realizadas
normalizacdes adicionais e suas respectivas diferencas cinéticas em relacédo a
lavoura controle (O Al pH 6,0). A diferenca cinética da fluorescéncia relativa
entre os passos O (50us) e K (300us) (AVok) evidenciou a presenca da banda L
positiva (por volta de 150us) nas folhas da lavoura exposta a maior
concentracdo de Al (0,33 e 2,6 mM) (Figura 18B). Segundo Yusuf (2010), a
presenca da banda L positiva é um indicador que demonstra baixa
conectividade do PSIl, sendo resultado de prejuizos na estabilidade do

sistema, ja que ha prejuizos na transferéncia de energia.
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Figura 17: Fluorescéncia transiente da clorofila a do ponto O ao ponto P apds dupla
normalizagdo entre os passos Fo e Fp de folhas de maracujazeiro (FB 200), adaptadas ao
escuro, cultivadas em campo sob diferentes concentracdes de Al. (A) Intensidade de
fluorescéncia (F,); (B) Fluorescéncia variavel relativa [Vop = (Fi-Fo)/(Fu-Fo); (C) diferenca cinética
de VOP [AVOP = (VOP(Tratamento) _VOP(ContreIe)]-

Ja a diferenca cinética da fluorescéncia relativa entre os passos O
(50us) e J (2ms), normalizada pela féormula (Banda K= [F; - Fo J/ [F; - Fo)]),
evidencia a Banda K (Figura 18A). As plantas expostas a concentracdo mais
baixa de Al (0,33 Al pH 5,6) evidenciam banda K positiva. A presenc¢a da banda
K positiva pode ser um reflexo da inativacdo do complexo de evolucdo do
Oxigénio (CEO) e/ou um aumento no tamanho da antena funcional do FSlI
(YUSUF et al 2010).
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Figura 18: Fluorescéncia transiente da clorofila a do ponto O ao ponto J e do ponto O
ao ponto K ap6s dupla normalizacdo entre os passos Fq e Fx de folhas de maracujazeiro (FB
200) adaptadas ao escuro cultivadas em campo sob diferentes concentracdes de Al. (A)
Fluorescéncia variavel entre os passos O e J[Vo;= (Ft— Fo)/(F;- Fo)] e diferenca cinética
entre os pontos O e J evidenciando a Banda K [AVo; = (Vok (Tratamente) — Vos (Controle)]- (B)
Fluorescéncia variavel entre os passos O e K [Vox = (Ft— Fo )/ (FK = Fp )] e diferenca
cinética entre os pontos O e K evidenciando a Banda L [AVok = (Vok (tratamento) — Yok (Controle)]-

A fluorescéncia transiente descrita pela Figura 17A pode ser analisada
através do Teste-JIP através de parametros funcionais e estruturais a fim de
guantificar o comportamento das amostras de cada tratamento (STRASSER &
STRASSER 1995). A figura 19 mostra os parametros biofisicos extraidos do
Teste-JIP normalizados em relacdo aos valores apresentados pelas amostras

da lavoura controle (0 Al pH 6,0).

Os parametros ilustrados na figura 19 referem-se aos fluxos de energia
por centro de reacéo ativo (RC), sendo eles a absorcéo de luz pelos pigmentos
antena do PSII (ABS), a captura desta energia pela clorofila a até a reducdo da
quinona a (Qa) (TRO), e o transporte de elétrons além Qa até a reducédo dos
aceptores do intersistema (ETo) (YUSUF et al 2010). O fluxo de energia entre
cada passo € conservado e usado no passo seguinte ou dissipado (Dlo)
(YUSUF et al 2010). Na figura 19 também estdo demonstrados os indices de
desempenho parcial (Plas) € total (Pl) do fotossistema. Ja os indices de
desempenho (PI) estédo representados na Figura 20. Segundo Yusuf et al 2010,

0 Pliota € 0 parametro mais sensivel do Teste-JIP ja que incorpora muitos
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parametros, sendo eles, os parametros que compdes 0 Plys - densidade de
centros de reacgéo ativos (RC/ABS), a maxima eficiéncia quantica primaria do
fotossistema (¢@o/(1-9o0)), a probabilidade do elétron se mover além da Qa
o/(1-wo)) - e a probabilidade de ocorrer redugéo do aceptor final de elétrons
do PSI (8Ro/(1-0R0)).

As plantas da lavoura com concentragdo mais baixa de Al (0,33 Al pH
5,7) mostraram menor densidade de centros de reacao ativos, resultando em
maior absorcao e captura de elétrons por centro de reacdo ativo. Estas plantas
também mostraram alta dissipacéo de energia quando comparadas as plantas
controle (0 Al pH 6,0). Os indices de desempenho fotoquimico parcial (Plaps) €
total (Plroa)) destas plantas também foram inferiores em relacdo aos indices
das plantas das duas outras lavouras, de forma que o desempenho parcial foi
afetado pala baixa probabilidade do elétron se mover além da Qa € 0
desempenho total pela baixa probabilidade de ocorrer a reducdo do aceptor
final de elétrons do PSI ((8Ro/(1-8Ro0)).

Ja as plantas da lavoura com a maior concentracao de Al (2,6 Al pH 4,7)
nao apresentaram valores tdo discrepantes em relacdo a lavoura controle (0 Al
pH 6,0) quanto as plantas da lavoura com concentracéo baixa de Al (0,33 Al pH
5,6). Nela, o indice de desempenho total foi igual ao apresentado pelas plantas
da lavoura controle, principalmente pela alta probabilidade de reducdo do
aceptor final de elétrons do PSI (dRo/(1-6R0)).
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Figura 19: Valores relativos de parametros do JIP-Teste de folhas de maracujazeiro
(FB 200) cultivadas em lavouras sob diferentes concentra¢des de Al no solo. Fluxos de energia
por centro de reagdo: ABS/RC = Fluxo de absor¢éo de energia luminosa por centro de reacao.
TRo/RC = Fluxos de captura de energia por centro de reagdo. ETo/RC = Fluxos de transporte
de energia por centro de reacdo. DI/RC = Fluxos de dissipacdo de energia por centro de
reagdo. Indices de performance e os parametros envolvidos: RC/ABS = Densidade de centros
de reacdo ativos no PSIl. ¢Py/(1-¢Py) = Performance das rea¢des luminosas do PSIl. Wo/(1-Wo)
= Performance das reag¢fes de oxi-reducé@o do PSIl. 8Ry/(1- 8R,) = Performance das reacdes
de oxi-reducdo do PSI Ply,s = indice de performance das reagées luminosas do PSII (Plys =
[RC/ABS] x [@Po/(1-¢Po)] x [Wo/(1-Wo)]. Pire = Indice de performance total das reacdes
luminosas (Plyota = [RC/ABS] X [@Po/(1-0Pg)] X [Wo/(1-W)] X [OR/(1- ORo)]).

A presenca de Al trocavel no solo afetou o Plys, sSendo que o menor
indice foi observado nas plantas submetidas a 0,33 Al pH 5,6 no solo. O PI total
também foi menor nessas plantas e altas concentracdes de Al ndo afetaram o
desempenho total do PSII, ja que o alto fluxo de energia no PSI (6Ro/(1-6Ro0))

compensou os baixos indices de desempenho do PSII (Plaps).
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4.5 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A COM PULSO MODULADO

A eficiéncia quéantica da captura de energia no FSIl adaptado a luz
(FV’'/IFM’) sofreu redugdo de pelo menos 15%, a medida que o teor de Al
aumentou no solo (Figura 20). Da mesma forma, a eficiéncia fotoquimica
efetiva do FSII (¢PSIl) apresentou aumento nas plantas expostas ao Al (Figura
20). A taxa de transporte de elétrons das plantas expostas a maior
concentracao de Al (2,6 Al pH 4,6) apresentou eficiéncia cerca de 40% menor
em relacdo as plantas expostas as outras concentracdes de Al. O coeficiente
fotoquimico (gP) ndo apresentou grandes variacdes entre as plantas das
diferentes lavouras analisadas, apesar de as plantas expostas a maior
concentracao de Al (2,6 Al pH 4,6) terem apresentado os maiores valores.

O0CAlpH6,0 mO33AIpHS56 m26AIpHA4,6
110%

100% -

90% -

80% -

Porcentagem

70% -

60% -

50%

Fv'/Fm' gP ETR pPS
Parametros da fluorescéncia modulada

Figura 20: Valores relativos de parametros da fluorescéncia do estado adaptado a luz.
Produtividade quéntica efetiva do fotossistema Il, (FV'/FM"); Taxa de transporte de elétrons,
(ETR); Coeficiente de extingdo fotoquimico [P = (FM'- Fs)/(Fv’- Fo)]; Eficiéncia
fotoquimica atual do FS Il [pPSII = (F\/- Fs)/ FM’] do maracujazeiro Passiflora edulis Sims cv.
FB 200 submetidas a diferentes concentracdes de Al no solo.

4.6 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As plantas expostas a maior concentracdo de Al (2,6 Al pH 4,7)
mostraram atividade da SOD aumentada cerca de quatro vezes (p<0,05) e
atividade da Peroxidase aumentada cerca de duas vezes em relacdo as
plantas expostas as outras concentragdes de Al (p<0,05).
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Figura 21: Atividades especificas da catalase, peroxidase do ascorbato e superéxido dismutase
(SOD) de folhas de maracujazeiro crescidos em lavouras com diferentes concentragfes de Al e
pH no solo. Barras = desvio padrdo da meédia. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
(tuckey 5%).

4.7 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS FRUTOS

N&do foram observadas diferencas estatisticas nas avaliacdes fisicas
(Figura 21) ou quimicas (Figura 22) entre os frutos das trés lavouras analisadas
(p>0,05).
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Figura 23: Caracteristicas quimicas dos frutos de maracujazeiro sob diferentes concentracdes
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5 DISCUSSAO

A cultivar FB 200 do maracujazeiro demonstrou habilidade em lidar com

diferentes concentracdes de Al no solo, ja que ndo foram observados prejuizos

na assimilacao liquida de CO,, nem nas caracteristicas fisicas e quimicas dos

frutos.

Contudo,

foram observadas diferencas fisiolégicas no aparato

fotoquimico e antioxidante entre as lavouras analisadas, que podem ser um

mecanismo de tolerancia que o maracujazeiro utiliza a fim de evitar os efeitos

toxicos do Al.
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As plantas submetidas a todas as concentracdes de Al apresentaram um
aumento polifasico caracteristico, aumentando desde um nivel O (Fo) até um
nivel maximo (Fy), com niveis intermediarios J e | bem definidos,
demonstrando que todas as amostras estavam fotossinteticamente ativas
(STRASSER & STRASSER, 1995). Porém, a andlise das curvas de cinética de
fluorescéncia transiente permitiu a identificagdo do aparecimento da banda L
positiva nas plantas expostas as duas doses de Al indicando que a presenca
do metal leva a prejuizos na conectividade do FSII, resultando em baixa
eficiéncia na transferéncia de energia entre as unidades que compde o FSli
(STRASSER & STIBERT 2010). Contudo, as plantas expostas a menor
concentracdo de Al parecem estar passando por um estresse maior, ja que
apresentam banda K positiva como reflexo de uma antena funcional maior e/ou
uma inativacdo do CEO (YUSUF et al 2010). O aparecimento da banda K
positiva tem sido relatado em plantas submetidos a diferentes estresses
(BUSSOTTI et al 2011; REDILLAS et al 2011; SRIDASTAVA et al 2011)
inclusive na presenca de Al (JJANG et al 2008).

Provavelmente, a presenca da banda K positiva nas plantas submetidas
a menor concentracdo de Al tenha ocorrido como consequéncia de um
aumento da antena funcional, aumentando, portanto, a velocidade de reducéo
e oxidacao da clorofila a, fazendo com que o CEO n&o conseguisse realizar a
fotdlise da agua de forma rapida o suficiente para manter o fluxo de elétrons no
PSII, levando a um desequilibrio entre o lado doador (CEO) e o lado aceptor
(clorofila P680) de elétrons (STRASSER, 1997). Isto pode ser corroborado
pelos resultados do teste-JIP, que evidenciaram um maior fluxo de absorcao de
energia luminosa (ABS/RC) na presenca de Al, principalmente quando as

plantas estdo expostas a menor concentracao de Al (0,33 Al pH 5,6).

Além disso, as plantas expostas a menor concentracdo de Al
apresentaram menores indices de desempenho parcial e total, comparadas as
plantas expostas aos outros tratamentos. Contudo, a concentracdo alta de Al
nao afetou o PI total, pois, apesar de ter causado prejuizos a probabilidade de
captura de energia por centro de reacdo ativo (TRo/RC), levou a um aumento

na probabilidade de transporte além da Qa até o FSI (dRo/(1-6Ro0)). Isso
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significa que, apesar da alta concentracdo de Al ter causado prejuizos no FSll,
houve melhora nas reacfes de oxi-reducéo do FSI, compensando os danos
causados no FSIl. Em face destes resultados, pode-se supor que a melhor
eficiéncia da fase fotoquimica das plantas expostas a maior dose de Al, pode
ser consequéncia da maior producéo de SOD e peroxidase do ascorbato, que
atuam protegendo o fotossistema contra danos causado pelas EROs. Segundo
Miller et al (2004), a cadeira de transporte de elétrons nos cloroplastos é uma
grande fonte de espécies reativas de oxigénio. O aumento da atividade de
enzimas antioxidantes também tem sido relacionado como sendo um
mecanismo a tolerancia ao Al em algumas variedades de milho, arroz e trigo
(BOSCOLO et al. 2003, o DARK et al. 2003, MA et al. 2007).

As plantas da lavoura com maior concentracdo de Al mostraram o
aparato fotoquimico mais eficiente do que as plantas tratadas com menor
concentracado de Al. Isto pode ter ocorrido devido ao tempo de exposi¢cao das
plantas a este metal. A lavoura com menor concentracdo de Al, devido as
caracteristicas do solo, pode estar ainda iniciando o processo de perda do
efeito da calagem, enquanto na lavoura com maior concentracdo de Al, a
necessidade de nova correcdo ja ocorre ha mais tempo, justificando assim a
maior quantidade de Al disponivel. Desta forma, as plantas expostas a maior
concentracdo de Al teriam seu aparato enzimatico ja aclimatado a esta
condicdo. Além disso, ambas as concentracdes de Al levaram a uma grande
dissipacédo de energia, contudo, na maior concentracdo, ndo houve danos no
desempenho fotoquimico (Pl), o que pode ser indicio de fotoprotecdo das

plantas expostas a alta concentracao de Al.

Quando analisamos a fluorescéncia das plantas adaptadas a luz,
observamos que a eficiéncia quantica efetiva (Fv'/Fv’) e a eficiéncia fotoquimica
atual (pps) das plantas expostas as duas concentracdes de Al foram menores
do que o controle e que principalmente o transporte de elétrons (ETR), além da
Qa, foi afetado por altas concentracdes de Al. Porém, como ndo houve
diminuicdo da fotossintese liquida, sugere-se que nas plantas controle estaria
ocorrendo maiores taxas de fotorrespiracdo e nas plantas com mais Al a

dissipacéo (DIo/RC) estaria protegendo o aparato fotoquimico. Diferente do que

97



foi constatado neste estudo, outros plantas sensiveis ao Al tém demonstrado
reducdo nas taxas de assimilagcdo liquida de CO, em resposta ao Al (CHEN et
al 2005; PEIXOTO et al 2002), demonstrando que o maracujazeiro pode ser
considerado tolerante a diferentes concentracdes de Al no solo.

Segundo Stefanov & Terashima (2008), os prejuizos na fase fotoquimica
observados nas plantas expostas ao Al podem ser relacionados ao aumento da
perda de energia por processos ndo fotoquimicos, como pode ser evidenciado
no presente estudo pelos maiores valores de DIy/RC, apresentados pelas
plantas expostas ao Al. Altos valores de DIo/RC podem ser resultado de um
mecanismo de fotoprotecdo que, ao manter o aceptor priméario de elétrons do
FSIl (Qa) em seu estado oxidado, diminui a possibilidade da ocorréncia de
fotodanos (SOUZA et al 2005). Os menores valores de F/Fy' e @ps podem
estar associados diretamente a diminuicdo do numero de centros de reacao

inativos, ja que isto leva a um acumulo de Qa reduzida.

6 CONCLUSAO

A presenca do Al no solo ndo foi capaz de prejudicar de maneira
significativa a cultivar FB 200 de maracujazeiro. Contudo, a fim de suportar
diferentes concentracfes de Al no solo, as plantas parecem ajustar seu aparato
fotoquimico e antioxidante de maneira a minimizar os prejuizos causados pela

exposicao ao Al no solo.

CONSIDERACOES FINAIS

Em condicbes controladas, as cultivares FB 100 e FB 200 do
maracujazeiro tenderam a apresentar prejuizos no aparato fotossintético ao
longo do tempo de exposicdo, sugerindo que plantas jovens destas cultivares
séo sensiveis ao Al em solucdo nutritiva. Contudo, ao analisar o estresse do

aparato fotossintético causado pelo Al em plantas adultas em campo, a cultivar
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FB 200 se mostrou tolerante a diferentes concentragcbes de Al no solo.
Levando-se em consideragdo que as plantas expostas em campo a menores
concentracfes de Al demonstraram maiores prejuizos no aparato fotoquimico,
provavelmente devido ao pequeno tempo de exposicdo ao Al. Acredita-se que
o Al seja capaz de causar prejuizos ao maracujazeiro apenas em tempos de
exposicdo relativamente curtos, sendo, portanto, capaz de se aclimatar a
presenca de Al no solo Al, quando exposto por periodos prolongados. Além
disso, a idade das plantas também pode justificar os resultados conflitantes
obtidos nos dois experimentos, sugerindo que plantas jovens podem ser mais
suscetiveis ao Al. Porém, é importante ressaltar que, em estudos em campo,
h& interferéncia de muitas variaveis, que podem mascarar o efeito do Al sobre
as plantas. Desta forma, estudos mais longos sdo necessarios, a fim de

comprovar a tolerancia do maracujazeiro ao Al no solo.
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ANEXO | — ANALISE DE SOLO

Tabela 2: Resultado da andlise de solo de lavouras de maracujazeiro FB 200.

Valoresde O0OAIpH60 033AlpH56 2,6AIpHA47
Referéncia

Fésforo (mg dm™) 10 - 20 11 35 10
Potéassio (cmol) 60 - 150 30 68 37
Célcio (cmol) 1,5 - 4,0 2,3 1,4 1
Magnésio (cmol) 0,6-1,0 0,5 0,3 0,2
Matéria Organica 1,6-3,0 1,6 1,5 2,1
(dag Kg-")

Sédio mg dm™ 40 - 80 15 29 17
Relacdo Ca/Mg - 4.6 4,7 5
Relacdo Ca/K - 29,9 8 10,5
Relacdo Mg/K - 6,5 1,7 2,1
Sat. Cana CTC (%) 25 56,4 36,1 18,9
Sat. Mg na CTC (%) 6 12,3 7,7 3,8
Sat. K na CTC (%) 20 1,9 4,5 1,8
indice saturacdo Na (%) >20 1,6 3,2 1,2
Soma de Bases (cmol) 2,1-50 2,9 1,9 1,3
CTC efetiva (cmol) 2,6-6,0 2,9 2 2,1
CTCapH 7,0 (cmol) 4,6-10 4,1 3,9 53
Sat. Aluminio (%) 21-40 0 5 38
Saturacdo de bases (%) 51-70 70,6 48,4 24,5
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ANEXO Il — ANALISE DE NUTRIENTES FOLIAR

Tabela 3: Resultados da andlise de nutricdo mineral de folhas de maracujazeiro FB 200
cultivadas em lavouras com diferentes concentracfes de Al no solo.

VanAr dt_a Controle 0,33 Al 2,6 Al pH

referéncia pH 5,6 4,7
Nitrogénio 43 - 55 62,3 61,67 54,81
Fosforo 2,3-2,7 4,11 6,26 2,49
Potéssio 20 - 30 16,88 25,00 20,63
Calcio 19-25 22,63 22,00 27,23
Magnésio 19-24 3,62 3,56 4,50
Enxofre 3,2-4,0 6,24 4,96 511
Ferro 120 - 200 172 150 150
Zinco 25-60 44 52 38
Cobre 20-35 14 48 30
Manganés 40 - 250 223 326 94
Boro 40 - 100 36 31 45
Relacdo N/P 18,5- 20,5 15,2 9,9 22,0
Relagcdo N/K 18-21 3,7 2,5 2,7
Relacdo N/S 13,4-13,8 10,0 12,4 10,7
Relagcdo N/Mg 22,5-23 17,3 17,1 12,2
Relagdo N/Cu 1,8-28 4,6 1.3 1,8
Relacdo N/B 0,55-1,10 1,7 2,0 1,2
Relacéo P/Mg 11-1,2 11 1,7 0,6
Relacéo P/Zn 0,05-0,10 0,09 0,12 0,07
Relacéo P/Cu 0,07 -0,10 0,30 0,13 0,08
Relagcéo K/Ca 1,01,2 0,7 11 0,8
Relacédo K/Mg 10,5-125 4,7 6,9 4,6
Relagcdo K/Mn 0,2-0,5 0,08 0,08 0,22
Relacdo Ca/Mg 10-10,5 6,3 6,1 6,0
Relacdo Ca/Mn 0,1-05 0,10 0,07 0,29
Relacdo Fe/Mn 1,0-3,0 0,77 0,46 1,59
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