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RESUMO

O feijdo caupi € um alimento de grande importancia nutricional e também tem relevancia
socioecondmica como fonte de renda para pegquenos agricultores nas regides norte e nordeste
do Brasil. Os objetivos deste trabalho foram investigar os efeitos da interacao de Al x H e Mn
X H no crescimento, fotossintese, estado nutricioa e acimulo de prolina em duas cultivares de
feijdo-caupi (BRS Caldeiréo e BRS Tracuateua). Utilizou-se areia lavada como substrato e
solugdo nutritiva como fonte de nutrientes. Estudo 1: plantas jovens de BRS Caldeirdo e BRS
Tracuateua foram expostas a uma combinacdo fatorial de duas doses de Al (0,0 e 1,0 mM) e
trés niveis de pH (3,3, 4,0 e 4,7), mais um tratamento controle. Estudo 2: plantas jovens de
BRS Cadeirdo e BRS Tracuateua foram expostas a uma combinagdo fatorial de duas doses de
Mn (0,0 e 72 uM) etrés niveis de pH (3,7, 5,0 e 6,3), mais um tratamento controle. Em ambos
0s estudos, o tratamento controle foi composto de uma solucdo nutritiva com 1/4 da forca
ionica da solugdo padréo de Hoagland e Arnon, com pH 5,8 e sem Al no estudo 1 e sem Mn
no estudo 2. Ndo houve efeito dainteracdo entre Al e pH sobre variaveis de crescimento das
plantas. No entanto, os parametros fisioldgicos como taxa de fotossintese (A), contetido de
carbono interno (Ci) e indice de desempenho (Plita) foram significativamente reduzidos na
BRS Cadeirdo pelos danos fotoinibitérios aos componentes do aparato fotossintetico,
notadamente sob condi¢des de pH 4,7. O acimulo de prolinafoi menor na parte aérea de BRS
Caldeiréo cultivadas com Al, enquanto na BRS Tracuateua 0 menor acumulo desse
aminoacido promoveu estresse hidrico nos tecidos de raiz. A presenca de Al reduziu os teores
de Ca, Mg e na parte aerea de BRS Caldeiréo, e o efeito da intercdo com H, reduziu os teores
de P e S na solucdo a pH 4,7, enquanto na BRS Tracuateua, houve reducéo dos teores de P,
Ca e Fe nos tecidos da parte aerea. No estudo 2, a BRS Caldeirdo indicou que os parametros
de crescimento como massa seca da parte aérea e matéria seca total foram maiores nas plantas
tratadas com excesso de Mn (72 uM) em comparagdo ao cultivo sem Mn em solucéo,
enquanto na BRS Tracuateua, o estrese por excesso de Mn reduziu a producéo de biomassa
secadafolha. A BRS Cadeirdo apresentou tolerancia as concentracfes toxicas de Al, Mn e H
na solucdo de cultivo, enquanto a BRS Tracuateua foi mais sensivel ao estresse por esses
elementos.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Nutricdo mineral de plantas. Prolina. Vigna unguiculata.



ABSTRACT

Cowpea is a food of great nutritional importance, and has socioeconomic relevance as a
source of income for small farmers in the north and northeast regions of Brazil. The goals of
this work were to investigate the effect of the interaction of Al x H and Mn x H on growth,
photosynthesis, nutritional status and proline accumulation in two cowpea cultivars (BRS
Caldeirdo and BRS Tracuateuad). It was used washed sand as substrate, and nutrient solution
as a source of nutrients for plant growth. In the study 1, young plants of cowpea cv. BRS
Caldeirdo and BRS Tracuateua were exposed to a factorial combination of two levels of Al
(0.0 and 1.0 mM) and three levels of pH (3.3, 4.0 and 4.7), plus a control treatment. In the
study 2: young plants of cowpea (BRS Caldeirdo and BRS Tracuateua) were exposed to a
factorial combination of two levels of Mn (0.0 and 72 uM) and three levels of pH (3.7, 5.0
and 6.3), plus a control treatment. In both studies, control treatment was composed of %
Hogland's solution, without Al in the study 1 and without Mn in the study 2. For BRS
Cadeirdo and BRS Tracuateua, the results showed that growth parameters were not affected
by the Al and pH interaction. However, physiologic parameters like rate of photosynthesis
(A), interna carbon content (Ci) and index of total performance (Plwta) Were significantly
reduced for BRS Caldeiréo, caused inhibitory injuries to the photosynthetic apparatus,
specially under pH conditions of 4.7. Proline accumulation was lower in shoot with nutrient
solution containing Al 1 mM for BRS Caldeirdo, while for BRS Tracuateua the lower proline
accumulation in root lead to water stress. The nutrient composition in shoots showed that Al
reduced the content of Ca and Mg for BRS Caldeir&o, reducing aso the contents of P and S
by the interaction effect with pH 4.7, while for BRS Tracuateua the contents of P, Ca and Fe
were significantly reduced in shoot. In the study 2, for BRS Caldeiréo the growth parameters
like shoot and total dry matter were higher in plants treated with excess of Mn (72 uM), while
for BRS Tracuateua, Mn stress reduced the leaf biomass production. The BRS Caldeiréo
presented tolerance to toxic levels of Al, Mn e H in nutrient solution, while the BRS
Tracuateua was |ess tolerant.

Keywor ds: Biotic stress. Plant minera nutrition. Proline. Vigna unguiculata.
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1 INTRODUCAO GERAL

Na agricultura mundial a diminuicdo da produtividade vegetal devido ao efeito dos
fatores de estresse tem sido motivo de grande preocupacdo, especialmente diante do crescente
aumento da populagdo mundial e da demanda por aimentos. Os efeitos negativos desses
fatores podem causar reducdo de até 70% na producdo (BOYER, 1982; VORASOOT et d.,
2003; THAKUR et d., 2010). Em func&o disso, atualmente tem aumentado significativamente
0 numero de pesquisas cientificas com o intuito compreender tais efeitos e reduzir os
impactos sobre a producéo (CRAMER et a., 2011; ROSENZWEIG et a., 2014; RAZA et d.,
2019). As pesguisas na &ea de nutricdo mineral de plantas tém um papel importante e
estratégico visando compreender esses efeitos, aém de contribuir com a melhoria da

toleréncia ao estresse e 0 aumento da producao agricola.

Entre as plantas de importancia agricola, o feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
€ uma espéecie leguminosa que se destaca na culinaria brasileira por ser um aimento com ato
valor nutritivo (FILGUEIRAS et a., 2009; SOUSA et a., 2016), e ainda, possui grande
relevancia socioecondmica, pois gera emprego e renda aos produtores, especialmente nas
regides norte e nordeste do Brasil (FROTA et al., 2008; FROTA et a., 2009; CARVALHO et
a., 2011; SANTOS et a., 2014), onde o feijdo caupi tem sido mais cultivado (FREIRE
FILHO, 2011; CONAB, 2018). Apesar da importancia agrondmica, essa especie ainda é
cultivada principalmente com o uso de baixa tecnologia, o que tem limitado o aumento da
produtividade nessas regifes. Conforme vérios autores (MELO et a., 1996; FREIRE FILHO,
2011; CORREA et d., 2012), o feijdo caupi é uma cultura considerada rastica e tolerante por
se desenvolver razoavelmente bem em solos de baixa fertilidade e em regibes mais quentes e
secas.

Fatores de estresse abiético associados a acidez dos solos sdo considerados limitantes
para as plantas em varias partes do mundo (FOY, 1984; KIDD e PROCTOR, 2001; SAMAC
e TESFAYE, 2003; BIAN et al., 2013). Sob tais condi¢des de crescimento, uma série de
fatores tende a causar toxidez as plantas, dependendo das caracteristicas de composi¢éo do
solo (SAMAC e TESFAYE, 2003). A condicdo de acidez é atribuida principamente as
caracteristicas do material de origem, que geramente sdo &cidos e contém baixos teores de
cétions basicos como calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e sddio (Na) ou ainda, devido

as caracteristicas climéticas da regido que contribuem para lixiviagcdo desses cations no perfil



do solo, baixando o pH e aumentando os niveis de aluminio (Al) na solucéo (SAMAC e
TESFAYE, 2003). Em muitas dessas &reas, existem populacbes humanas que dependem
desses solos para produzir seus alimentos, o que demonstra a necessidade de selecionar
cultivares vegetais com tolerancia a acidez (SAMAC e TESFAYE, 2003).

Nos ambientes de terra firme da AmazOnia, aproximadamente 70% dos solos sd0
&cidos (SANCHEZ, 1981), com baixa capacidade de troca de cétions (CTC) e pH variando
entre 3,9 e 4,4 (MOREIRA e FAGERIA, 2009). Conforme a literatura (CARNEIRO et al.,
2001), aluminio (Al) e manganés (Mn) se destacam como os fatores que mais limitam a
producdo agricola nos solos &cidos. A literatura também destaca que o hidrogénio (H) pode
desempenhar papel importante no cultivo sob condi¢fes acidas (KINRAIDE et a., 1992).
Alguns trabalhos (KINRAIDE, 1991; KINRAIDE et al., 1992) relatam que o0 H em solucéo
pode ter efeitos negativos e também ser bastante efetivo em atenuar alguns efeitos toxicos de

outros cétions, como por exemplo, atoxicidade de ions de Al*® sobre as raizes das plantas.

Em solos com pH é&cido, os niveis toxicos de Al na solugdo constituem o fator abiotico
de estresse que mais limita a produtividade das plantas agricolas (DELHAIZE e RYAN,
1995). Sob as condi¢bes de pH da maioria dos solos tropicais o Al tende a predominar na
forma ionica trivalente (Al*®), que é considerada a responsavel por causar 0 maior impacto
negativo sobre o crescimento e o desenvolvimento das plantas (HARIDASAN, 2008). Esse
elemento ndo é considerado importante do ponto de vista da nutricdo minera de plantas por
ndo atender a nenhum dos critérios de essencialidade. Mas, baixas concentracdes na solucéo
pode também apresentar resultados positivos para algumas espécies, como tem sido reportado
para a cultura do arroz (FAGERIA e ZIMMERMANN, 1979; FAGERIA, 1982). Apesar
disso, de modo geral, a maioria dos estudos tem mostrado que a presenca de Al afeta
negativamente o crescimento e o desenvolvimento das raizes, mesmo em concentractes
micromolares (DELHAIZE e RYAN, 1995, HARIDASAN, 2008), o que pode levar ao
estresse hidrico e a deficiéncia nutricional das plantas (FOY et a., 1978; KOCHIAN, 1995;
MA, 2005; SADE et a., 2016).

O efeito negativo do Al sobre o crescimento das plantas se da apés danos causados
inicialmente ao sistema radicular (KOCHIAN, 1995), devido a alta sensibilidade desse tecido
vegetal a sua presenca. O aluminio tem alta afinidade pelas cargas dos sitios de ligagdo da
parede celular, e quando em contato com as raizes, desloca 0 Ca contido nos pectatos de

calcio, que desestabiliza a estrutura e aumenta a permeabilidade das membranas celulares



(DELHAIZE e RYAN, 1995). Dentro da célula, ainteracdo do Al** com outros componentes
afeta vérios processos metabdlicos importantes, tais como atividade de enzimas,
especialmente a redutase do nitrato, bem como a sintese de moléculas de ATP e DNA
(DELHAIZE e RYAN, 1995; CRUZ et a., 2011), podendo portanto causar a inibicdo da
divisio celular e a extensio da célula (FOY et a., 1978, NAVASCUES et d., 2012),
tornando-as atrofiadas e frageis, havendo baixa formagdo de pelos radiculares e o épice das
raizes apresenta-se grosso e danificado (HORST et al., 2010).

A literatura também destaca que o Al pode induzir o aumento nos niveis de prolina no
tecido vegetal (CRUZ et a., 2014), constituindo-se num bom indicador de estresse. A
biossintese desse aminoacido pode ocorrer em resposta a varios tipos de estresse, incluindo
eXposicao a metais toxicos e as condigdes de ata acidez do solo (DELAUNEY e VERMA,
1993). O acumulo de prolina desempenha importante funcdo no metabolismo das plantas,
agindo como osmorregular dentro da célula e também como uma forma de protecéo
antioxidante (CHEN e DICKMAN, 2005; DAVAR et a., 2013; REJEB et a., 2014).

Apobs o Al, o Mn em concentracfes toxicas € o metal que mais afeta negativamente as
propriedades fisiologicas e bioquimicas das plantas (RAYEN et a., 2010). Em condicBes de
solos &cidos, 0 estresse associado ao excesso de Mn é um fator limitante (FOY, 1984,
MARSCHNER, 1995), especialmente para o cultivo de espécies leguminosas (HORST e
MARSCHNER, 1978). Para a cultura do feijao caupi, 0 Mn constitui o terceiro micronutriente
mais extraido (FONSECA et al., 2010). A tolerancia e os sintomas de toxidez podem variar
consideravelmente (SORATTO et al., 2005), o que esta relacionado com a grande variedade
genética que existe entre as cultivares desta espécie (HORST et al., 1999). A toleréncia ao
excesso de Mn é controlada principamente por fatores genéticos (FOY et a., 1978).
Acredita-se que o principal mecanismo de tolerancia seja a capacidade de acumular e suportar
grandes quantidades de Mn no tecido foliar (KOHNO e FOY, 1983).

Ao contrario do Al, o Mn é considerado um elemento essencia por desempenhar
funcdo importante no metabolismo e crescimento das plantas, especia mente em processos de
oxirreducgdo, ativagdo enzimética e na transferéncia de elétrons para o fotossistema Il (FSII)
(FAGERIA, 2001). Nas condi¢cBes normais de boa aeragdo do solo, 0 Mn é absorvido
principalmente na forma idnica divalente (Mn?"). Esse micronutriente faz parte da proteina
D1 envolvida na fotdlise da égua que ocorre nos cloroplastos, sendo, portanto, essencial no
processo de fotossintese e na sintese de clorofila (MARSCHNER, 1995; FAGERIA, 2001).



Desse modo, 0 estresse por excesso de Mn afeta principalmente os cloroplastos e 0 processo
fotossintético, inibindo a eficiéncia de carboxilagdo em vérias espécies de plantas (RAYEN et
al., 2010). Os autores tém sugerido que a reducdo da fotossintese pode ser o primeiro

indicador de estresse por excesso de Mn em algumas espécies.

Atualmente existem vérias ferramentas disponiveis para investigar os efeitos do
estresse abidtico sobre as plantas. Entre as técnicas experimentais disponiveis, destacam-se a
analise quimica do estado nutricional de plantas, parametros de crescimento e das trocas
gasosas. Os efeitos mais comumente observados sobre as variaveis fisiol 6gicas, dependendo
do grau de tolerancia da espécie vegetal, sdo as ateracbes na taxa fotossintética liquida (A),
transpiracéo (E), condutancia estomética (gs) e a concentracéo de carbono interno (Ci). Outra
ferramenta muito utilizada atualmente nos estudos de estresse, € a andlise da fluorescéncia da
clorofilaa (STRASSER et d., 1995; MAXWELL e JOHNSON, 2000). Tais ferramentas sao
consideradas ndo destrutivas, rapidas e com boa precisdo (TORRES NETTO et al., 2005).

Os niveis de tolerancia entre gendtipos de feijdo caupi sdo considerados importantes
para acessar informagdes sobre os mecanismos de tolerancia e a capacidade dessa espécie de
suportar diferentes tipos de estresse (AKINRINDE et a., 2006; SOARES €t a., 2014). Nesse
sentido, varios trabalhos sobre a cultura foram desenvolvidos, principa mente sobre o estresse
hidrico decorrente do efeito da salinidade, que € um problema muito frequente no Nordeste
brasileiro (TURK e HALL, 1990; MENDES et a., 2007), bem como sobre o efeito do
estresse por metais, como o estresse por auminio (MANZI e CARTWRIGHT, 1984), e por
excesso de manganés (HORST, 1983; SORATTO et al., 2005; FUHRS et a., 2009). No
entanto, a resposta das plantas de feijao caupi as interagdes dos fatores (Al e Mn) com
diferentes niveis de H (acidez) na solucdo ainda sdo pouco conhecidos. Tais informacdes
podem contribuir para selecdo de gendtipos tolerantes, indicando caracteristicas de tolerancia
e de adaptacdo ao cultivo sob condic¢fes acidas. Os efeitos do estresse podem ser melhor
estudados utilizando condicdes controladas (cultivo hidropdnico), onde os elementos minerais
sdo fornecidos via solucéo de cultivo. Nessa técnica existe um maior controle da composicéo
de minerais que sdo fornecidas as plantas estudadas (BEZERRA NETO e BARRETO, 2012).
Diante do exposto, 0 objetivo geral do presente trabalho foi investigar o efeito das interagoes
de auminio (Al) e manganés (Mn) com diferentes niveis de acidez (pH) sobre o crescimento,
estado nutricional, caracteristicas fisiologicas e bioguimica de dois gendtipos de feijdo caupi

em solugdo nutritiva de cultivo em areia.
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2 CAPITULO |I: RESPOSTA DO FEIJAO CAUPI A INTERACAO ALUMINIOE
HIDROGENIO

RESUMO

O auminio (Al) € o fator de estresse abidtico que mais afeta o cultivo de plantas agricolas,
limitando o crescimento e o desenvolvimento adequado em solos &cidos. O objetivo deste
trabalho foi para investigar o efeito da interacdo entre Al e H sobre a fotossintese,
crescimento, estado nutricional e o acimulo de prolina nas cultivares BRS Caldeiréo e BRS
Tracuateua de feijdo caupi. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticoes e uma planta por unidade experimental, totalizando 21 plantas por estudo. Plantas
jovens de BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua foram expostas concomitantemente a uma
combinacdo fatorial de duas doses de Al (0,0 e 1,0 mM) e trés niveis de pH (3,3; 4,0 e 4,7),
mais um tratamento de controle. O tratamento controle foi composto de uma solucéo nutritiva
com 1/4 da forca ibnica da solucéo padréo de Hoagland e Arnon, com pH 58 e sem a
presenca de Al. Os resultados mostraram que a exposicao aos tratamentos promoveram
ateracfes no comportamento fisioldgico da BRS Caldeirdo, reduzindo afotossintese liquida e
a concentracdo de carbono interno quando cultivada com solucdo nutritiva contendo 1 mM de
Al epH 4,7, em comparacdo ao cultivo sem Al e pH 3,3. Na BRS Tracuateua, 0s parametros
fisiologicos (E e gs) indicaram que a exposicao aos tratamentos levou as plantas ao estresse
hidrico, notadamente sob condi¢cdes de cultivo com Al 1 mM e pH 4,7. A composi¢éo
guimica de ambos gendtipos indicou que o cultivo em pH mais écido (3,3) atenuou o efeito de
estresse por Al e H, melhorando o estado nutricional das plantas. Para BRS Cadeirdo, o
cultivo com Al reduziu a absorcéo e o transporte de nutrientes para parte aérea, especialmente
P, S, K, Cae Mg. NaBRS Tracuateua, o teor de K foi melhor absorvido sob condic¢des de pH
mais &cido e sem Al, enquanto que a presenca de Al reduziu os teores de P, Ca, Mg, Fe e Zn
na parte aérea. O estresse por Al e H afetou a biossintese e 0 acimulo de prolina nas duas
cultivares. A BRS Caldeirdo apresentou toleréncia aos niveis de Al e H na solucéo, enquanto
aBRS Tracuateua foi mais sensivel.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Nutricdo mineral de plantas. Prolina. Vigna unguiculata.
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CHAPTER |: RESPONSE OF COWPEA PLANTS TO ALUMINIUM AND
HIDROGEN INTERACTION

ABSTRACT

Aluminum (Al) is the most important stress factor affecting metabolism and growth plant in
acid soils. The am of this work was to investigate the effect of auminum and hydrogen
interaction upon the growth, photosynthesis, nutritional status and proline accumulation in
cowpea cultivars (BRS Caldeirdo and BRS Tracuateua). Two greenhouse studies were carried
out using a completely randomized design, with three replications and one plant per
experimental unit, totaling 21 plants per study. In both studies, young plants (BRS Caldeiréo
and BRS Tracuateua) were exposed to afactorial combination of two levels of Al (0.0 and 1.0
mM) and three levels of pH (3.3; 4.0 and 4.7), plus a control treatment. This aditional
treatment was composed of ¥4 Hogland's solution without Al and pH 5.8. The results showed
that the exposition to the treatments promoted alterations in physiologic parameters for BRS
Caldeirdo, reducing rate of photosynthesis and interna carbon content when it was cultivated
with nutrient solution containing Al 1 mM and pH 4.7, in comparison to cultivation without
Al and pH 3.3. For BRS Tracuateua, physiological parameters like rate of transpiration and
stomatal conductance indicated that the exposition to Al and H interaction resulted in water
stress, especially under cultivation conditions with Al and pH 4.7. The chemical composition
for both cultivars, displayed that cultivation at pH 3.3 aleviated Al and H stress, by
improving nutritional status of the plants. For BRS Caldeir&o, cultivation with Al reduced the
absorption and transportation of nutrients to shoot, mostly P, S, K, Ca and Mg. For BRS
Tracuateua, K uptake was improved under conditions of pH 3.3 and without Al, while Al
stress reduced the content of nutrients like P, Ca, Mg, Fe and Zn in shoot plant. The stress by
the Al and H levels affected proline biosynthesis and accumulation in both genotypes. BRS
Caldeiréo was tolerant to Al e H levels in nutrient solution, while BRS Tracuateua was less
tolerant.

Keywords: Abiotic stress. Plant mineral nutrition. Proline. Vigna unguiculata.



12

2.1 INTRODUCAO

O auminio (Al) é o fator abidtico de estresse mais limitante ao cultivo das plantas
agricolas em solos tropicais e subtropicais (FAGERIA e BALIGAR, 2008; CHEN et 4.,
2012), podendo causar reducdo de até 70% na producdo vegetal (BOYER, 1982;
VORASOQT et a., 2003; THAKUR et a., 2010). Na maioria dos solos écidos da terrafirme,
as formas de aluminio téxico e a deficiéncia de fésforo (P) coexistem (CHEN et al., 2012). A
condicdo de acidez € o fator responsavel pelo aumento das concentragbes toxicas de
hidrogénio e aluminio na solugdo do solo (SAMAC e TESFAYE, 2003), limitando o
crescimento e 0 desenvolvimento das plantas em muitas partes do mundo (FOY, 1984).
Atualmente, o estudo dos efeitos do estresse sobre as plantas tem recebido grande atencdo dos
pesquisadores (BRAY et a., 2000; MITTLER, 2006; THAKUR et d., 2010; CRAMER et al.,
2011; CHEN et d., 2012; RAZA et al., 2019). Os estudos na area de nutricdo mineral de
plantas tém um papel estratégico e de grande importancia para compreender esses efeitos,

tornando-se fundamental para o desenvolvimento da agricultura nessas regides.

A maior parte do Al existe no solo naforma de 6xidos e aluminossilicatos, sendo essas
formas inofensivas para as plantas (MA, 2005), mas dependendo da concentracéo de
hidrogénio (pH), diferentes formas de Al podem ser encontradas, sendo algumeas fitotdxicas
(AGGARWAL et a., 2015). Dependendo da forma quimica que predomina na solucdo, as
perdas podem chegar até 80% na producdo (MA, 2005; SADE et d., 2016). Em pH
ligeiramente acalino predomina Al (OH)s (AGGARWAL et al., 2015; SADE et al., 2016);
enquanto que em pH = 7,0 predomina formas neutras de Al como Al (OH)® associado a fase
sdlida (gibsita). Com a diminui¢do do pH formas de hidréxido mononuclear tais como Al
(OH)2* e Al (OH)?* sfo formados (AGGARWAL et a., 2015; SADE et d., 2016). Em muitos
solos de terra firme da regido central da Amazénia o pH varia entre 3,9 e 4,4 (MOREIRA e
FAGERIA, 2009; BATISTA, 2014) e nessas condig¢des tende a predominar o ion hexahidrato
octaédrico [Al (H20)6]%*, popularmente conhecido como Al** (AGGARWAL et a., 2015;
SADE et d., 2016), cujas concentragdes variam de 2,7 a 6 mM, na camada superficial desses
solos (BATISTA, 2014). Essa forma de Al é a que apresenta maior efeito negativo no

crescimento das plantas, mesmo em concentracoes micromolar (HARIDASAN, 2008).

O estresse causado pelo Al pode afetar o metabolismo celular e os processos
fisiologicos naturais da planta, resultando em baixo crescimento da parte aérea (FAGERIA et
al., 1989; ZHENG, 2010). Ta efeito negativo se da apds danos causados inicialmente ao
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sistema radicular (KOCHIAN, 1995), devido a ata sensibilidade das raizes a presenca de Al.
O Al afeta as raizes inibindo principalmente o crescimento e o desenvolvimento (DELHAIZE
e RYAN, 1995). Quando em contato com as raizes, o Al*3tem alta afinidade do pelas cargas
dos sitios de ligacdo da parede celular, e desloca o Ca contido nos pectatos de calcio,
desestabilizando a estrutura e reduzindo a seletividade das membranas celulares (DELHAIZE
e RYAN, 1995). Dentro da célula, o Al interage com outros componentes, podendo reduzir a
atividade de enzimas, a sintese de ATP e DNA, 0 que pode causar a inibicdo da divisao
celular e a extensdo da célula (NAVASCUES et a., 2012), tornando-as atrofiadas e frageis,
havendo baixa formagdo de pelos radiculares e 0 apice das raizes apresenta-se grosso e
danificado (HORST et a., 2010), o que contribui para a dificultar a absor¢do de agua, a
absorcéo e o transporte e uso de diversos nutrientes minerais pelas plantas, como nitrogénio
(N-NH4"), potéssio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), P, ferro (Fe), zinco (Zn) e cobre (Cu)
(ROY et al., 1988; MA, 2005; SADE et a., 2016).

A fotossintese é o0 processo fisioldgico responsavel por promover o crescimento das
plantas. Contudo, o estresse abidtico causado por metais toxicos como o Al em solos acidos
pode afetar negativamente o desempenho fotossintético e reduzir a produtividade das plantas.
De acordo com (STRASSER et al., 1995), os componentes do fotossistema |l séo bastante
sensiveis aos fatores de estresse ambiental. A técnica de fluorescéncia da clorofila a pode
fornecer informacfes sobre a eficiéncia fotoquimica do aparato fotossintético sob condicdes
de estresse (YUSUF et al., 2010), bem como as andlises das trocas gasosas. De acordo com a
literatura (CRUZ et a., 2011) um dos efeitos do estresse por Al é a reducéo da atividade de
enzimas que atuam no metabolismo do nitrogénio, promovendo também a producdo de
espécie reativas de oxigénio (ROS) (YAMAMOTO, 2001), o que leva a planta a ativar
mecanismos bioquimicos de defesa, como o aumento no contelido de prolina (CRUZ et al.,
2014). A prolina é um aminoacido que pode desempenhar importante fun¢&o no metabolismo
celular, agindo como osmorregulador dentro da célula e, também, como uma forma de
protecdo antioxidante (REJEB et al., 2014), constituindo um bom indicador de estresse.

O uso da técnica da calagem tem sido a alternativa mais utilizada pelos produtores
para tentar sanar o problema da acidez do solo, no entanto, prética corrige apenas as
camadas superficiais (0-10 cm) devido a baixa solubilidade do calcario agricola, limitando o
crescimento das raizes para camadas mais profundas onde o Al*3 e H* em niveis toxicos

predominam na solugdo do solo. Uma alternativa eficiente seria a sele¢do e 0 uso de gendtipos
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tolerantes (FOY, 1992), que tem o potencial de diminuir os custos de producdo com insumos
agricolas, aém de reduzir os efeitos negativos do estresse sobre a produtividade das plantas.

A maioria dos estudos sobre o estresse por cations toxicos tem focado no efeito
isolado do Al, sendo menos frequente o estudo da interacéo de Al com diferentes niveis de
acidez na solucéo. Conforme a literatura (KINRAIDE et a., 1992), o hidrogénio (H") pode
desempenhar papel importante no cultivo sob condigdes &cidas. Acredita-se que a
concentracdo de H pode ter efeitos negativos e também ser bastante efetivo em atenuar efeitos
toxicos de outros cétions, como por exemplo, a toxicidade de fons de Al*3 sobre as raizes das
plantas (KINRAIDE, 1991; KINRAIDE et al., 1992). O feijdo caupi é uma espécie agricola
gue se destaca por ser uma importante fonte de alimento e renda para os produtores nas
regides norte e nordeste do Brasil (FREIRE FILHO, 2011; SANTOS et al., 2014), bem como
por sua caracteristica genética para estudos de tolerancia (AKINRINDE et al., 2006). Tais
informacfes tornam-se relevantes para a selecdo de gendtipos tolerantes ao estresse,
indicando caracteristicas de adaptacéo ao cultivo de plantas agricolas em solos &cidos. Diante
disso, 0 objetivo deste trabalho foi parainvestigar o efeito da interacdo entre Al e H sobre a
fotossintese, crescimento, estado nutricional e 0 acimulo de prolina nos genétipos BRS

Caldeiréo e BRS Tracuateua de feijao caupi.

22 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Espécie e condicOes de crescimento

O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), também conhecido como feijdo-de-
praia, feijdo-fradinho, feijdo-de-corda ou feljdo-catador, € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae. Esta espécie € uma planta anual capaz de se desenvolver em solos de baixa
fertilidade (FREIRE FILHO, 2011; CORREA et a., 2012). No presente estudo, as plantas de
feijdo caupi foram cultivadas, durante o periodo de marco a junho de 2018, em casa de
vegetacdo com luz natural e condigBes ambientais com 612,3 pmol m? st de densidade de
fluxo de foton fotossintético, fotoperiodo de 12:00 h/12:00 h (dia/noite), temperatura média
de 35 ‘C e umidade relativa de 70%, localizada na Faculdade de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal do Amazonas, Manaus-AM.
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2.2.2 Deineamento experimental etratamentos

Foram conduzidos dois experimentos, concomitantemente, utilizando-se como planta
teste duas cultivares de feijdo caupi (BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua). Os tratamentos
foram dispostos em um delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial (2 x 3 +
1), sendo dois niveis de Al (0,0 e 1,0 mmol L™?) e trés niveis de pH (3,3; 4,0 e 4,7), mais um
tratamento controle (solugdo nutritiva com forga ionica de aproximadamente 1/4 da solucéo
padréo de Hoagland e Arnon (1950), com pH 5,8 e sem a presenca de Al, com trés repeticoes

e uma planta por unidade experimental, totalizando 21 plantas, por experimento.

2.2.3 Procedimentos especificos
2.2.3.1 Preparo do substrato e dos recipientes de cultivo

Utilizou-se como substrato areia grossa de rio, passada em peneiras com malha entre 2
mm e 0,5 mm de didmetro. A areia passou por sucessivas lavagens em agua corrente até que a
&gua drenada através desta ficasse incolor. Em seguida a areia ficou submersa em uma
solugdo de HCl 0,5 mol L por 24 horas. Posteriormente, esta passou novamente por
sucessivas lavagens em &gua de torneira e finamente foi lavada em agua deionizada até a
agua drenada apresentar condutividade elétrica (C.E.) < 3 uS. A areia lavada foi seca em
condi¢cbes naturais e acondicionada em vasos plasticos de polietileno, com capacidade
volumétrica de 3,5 dm?. Estes vasos foram pintados externamente com tinta aluminizada para

reduzir a absorcdo de luz e assim evitar o aguecimento do substrato.

2.2.3.2 Obtencdo de plantas

Sementes de feijéo caupi (Vigna unguiculata cv. BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua)
foram tratadas com hipoclorito de sodio a 1% (volume/volume-v/v) por cinco minutos.
Posteriormente foram lavadas com &gua deionizada e colocadas em condigdes submersas em
agua deionizada, por quatro horas. As sementes tratadas foram colocadas para germinar em
bandgjas plasticas com dimensdes de 60 x 40 x 10 cm (comprimento, largura e atura,
respectivamente), utilizando-se como substrato arela de rio lavada (conforme descrito
anteriormente). O substrato de germinagéo foi saturado com uma solucéo de CaCl> 0,1 mmol
Lt Cerca de 42 plantulas com 15 dias apds a semeadura (DAS), vigorosas e uniformes,

foram transplantadas para os recipientes de cultivo.
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2.2.3.3 Pré-cultivo

Plantulas com 15 DAS foram pré-cultivadas por 30 dias, recebendo uma adubacdo
basica na forma de solucéo nutritiva, equivalente a 1/10 e 1/4 da solugdo padréo de Hoagland

e Arnon (1950), nos primeiros 10 dias e nos ultimos 20 dias de pré-cultivo, respectivamente.

2.2.3.4 Cultivo - aplicacdo dos tratamentos e adubacao basica de cultivo

Apos a fase de pré-cultivo as plantas receberam os tratamentos e ficaram expostas a
essas condicdes por 27 dias, utilizando como fonte de Al o sulfato de aluminio hexahidratado
[Al2(SO4)3.6H20] €, como fonte de H* o &cido cloridrico (HCI - 0,5 mol L™1). O pH da solucéo
de trabalho foi gustado de acordo com o desenho experimental, antes e apos adicéo do Al,
com o uso de NaOH ou HCI, ambos com 0,5 mol L. Nessa fase foi fornecida uma adubagdo
basica, na forma de solugdo nutritiva com forca iénica equivalente a 1/4 da solucéo padréo de
Hoagland e Arnon (1950). A composi¢ao da solugdo de nutrientes foi formulada com as
seguintes fontes: CH4N20, Ca (NOs)2. 4H20, K2SOs4, KCl, KH2POs, MgS04.7H20, Fe-
EDTA, MnSO4. H20, ZnSO4. 7H20, H3BOs, CuSO4. 5H20, HoM004.H20. Tanto na fase de
pré-cultivo e cultivo, foi fornecido 80% do N na forma de nitrato e o restante na forma de
amonio. O pH da solugdo da solugdo de pré-cultivo foi mantido em 5,8 enquanto que na fase
de cultivo foi gustado antes e ap6s a adicdo do Al, conforme a necessidade de cada
tratamento (3,3, 4,0 e 4,7) ou 5,8 (tratamento controle), utilizando NaOH ou HCI, ambos 0,2;

0,5 e 1,0 mol L™, respectivamente.

2.2.3.5 Preparo das solugdes

Tanto as solugdes nutritivas de pré-cultivo quanto aquelas de cultivo e tratamentos,
foram feitas a partir de solugbes-estoque preparadas com reagentes puro para andise (p.a.).
As “solucbes estoque” de macronutrientes estavam na concentracio em mol L enquanto os
micronutrientes estavam na concentragdo de mmol L. A partir dessas solugbes foram
pipetados uma aliquota de modo que a solucdo de trabalho apresentasse a concentragcdo em

mmol e um L para macro e micronutrientes, respectivamente.
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2.2.3.6 Fornecimento e troca de solugdes de nutrientes

A irrigacdo com solugdo foi realizada diariamente. O volume de solugdo nutritiva, foi
calculado para atingir no maximo 65% da capacidade de saturac&o da areia presente no vaso,
visando evitar estresse por anoxia. A renovacdo da solucdo nutritiva, visando evitar a
sdlinizagdo do substrato, foi realizada a cada sete dias, iniciando com monitoramento da
condutividade elétrica (C.E.) da solugdo nutritiva, lavagem do substrato através do
fornecimento de agua deionizada, até que a agua drenada dos vasos apresentassem C. E. <3

uS, em seguida erafeitarenovacdo da solucdo de cultivo e reaplicacdo dos tratamentos.

2.2.4 Avaliagédo do experimento

Foi feito apOs 27 dias de contato das plantas com os tratamentos, por meio de
medicbes de alteragbes nos parametros fotossintéticos, pardmetros de crescimento e
desenvolvimento, producdo de matéria seca, teor de prolina e estado nutricional das plantas,

conforme procedimentos metodol égicos descritos a seguir.

2.2.4.1 Avaliacdo dastrocas gasosas

A fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) e a
concentragdo de CO. interno (Ci) foram obtidas entre 09:00h e 12:00h, utilizando a terceira
folha (a partir do &pice do ramo) totalmente expandida, em ramos localizados na regido
intermedidria de cada planta, utilizando analisador de gas infravermelho (IRGA - LICOR
6800) portatil, conforme metodologia descrita por Santos Junior et al. (2006). O aparelho foi
ajustado com uma densidade de fluxo de fétons saturante (PPFD) de 1500 umol m? s, fluxo
de CO2 de 400 pmol s?, temperatura de 27° C e umidade a 50%. A partir dos dados da A e Ci
foi calculado a eficiéncia interna de carboxilagdo (EIC), utilizando-se a seguinte formula: EIC
= ACi.

2.2.4.2 Fluorescénciadaclorofilaa

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a, o indice de desempenho na base ABS
(Plags) € o indice de desempenho tota (Pltwta) foram medidos entre 8:30h e 9:00h, em folhas
jovens totalmente expandidas, em ramos localizados na regido intermediéria de cada planta.

As determinacfes foram feitas por meio de um fluorébmetro portétil (PEA, MK2 - 9600 -
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Hansatech, Norfolk, UK). As folhas selecionadas para andlise foram submetidas a um periodo
de adaptacédo ao escuro durante 30 minutos, utilizando clipes apropriados. Em seguida, foram
expostas a um pulso de luz saturante de ata intensidade luminosa (3000 pmol m2 s * e
comprimento de onda de 650 nm por s?). Assim, as respostas relacionadas aos transientes da
fluorescéncia da clorofila a foram obtidas a partir de software especifico (Handy PEA
software - v 1.30), e os valores referentes ao transiente polifasico O-J-I-P foram utilizados
para os céculos das varidveis eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
(STRASSER et al., 2010).

2.2.4.3 Parametros de crescimento

O comprimento absoluto da parte aérea (CPA), desde a base do coleto até a gema
apical da planta, foi obtido com o auxilio de uma régua graduada em cm. O diametro do
coleto (DC), foi medido com um paguimetro digital (King Tools O - 200 mm), a 0,5 cm da
superficie daareia. O numero de folhas (NF) foi obtido por contagem. Em seguida as plantas
foram colhidas a 0,5 cm da superficie do substrato, separando-as em parte aérea (folhas +
ramos + caule) e raizes. Posteriormente foi mensurado o comprimento da raiz (CR) com
auxilio de uma régua graduada, em cm. Finamente, as diferentes partes foram lavadas em
&gua deionizada e secas em estufa de circulacéo forcada de ar, com temperatura de 65 °C até
atingirem massa constante. Apos a secagem foi determinada a massa da matéria seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca de raizes (MSR), utilizando-se balanca com precisao de 0,001 g.
A MSR foi dividida pela M SPA para obtencdo da relacéo raiz/parte aérea (RRPA).

2.2.4.4 Teor deprolina

Foi determinado na parte aérea e nas raizes, conforme Bates et a. (1973), com
adaptacdo de Leite et al. (2000). As amostras da MSPA e MSR foram maceradas com 0 uso
de pistilo num amofariz e homogeneizadas com 10 mL de &cido sufossalicilico 3% (p/v). Em
seguida a mistura foi transferida para tubos de microcentrifuga (15 mL) e centrifugada a 6000
rpm por 30 min. Foram coletados 2 mL do sobrenadante e transferidos para tubos de
microcentrifuga de 15 mL; onde foram acrescentados 2 mL de solucéo &cida de ninhidrina
(1,25 g de ninhidrina e 2 mL de &cido acético glacial concentrado). Em seguida, os tubos,
hermeticamente fechados, foram levados ao banho-maria a 100 °C durante 1 hora. Apos esse

periodo, os tubos foram colocados em recipientes contendo gelo para finalizar a reacdo. Apos
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a reacdo ser interrompida, cada tubo recebeu 4 mL de tolueno e em seguida foram agitados
(15 a 20 segundos). Os tubos foram deixados em repouso até a mistura formar duas fases,
posteriormente o sobrenadante foi pipetado em trés eppendorf. A leitura destas amostras foi
feita em espectrofotdmetro a 520 nm, utilizando-se a ninhidrina como branco. A concentracéo
de prolina foi estimada com o auxilio de curva padréo previamente estabelecida, sendo os

resultados obtidos expressos em micromol de prolina por grama de matéria seca (umol g*
MSH.

2.2.4.5 Avaliagéo do estado nutricional

A MSPA e MSR foram moidas em moinho tipo Willey para serem analisadas
guimicamente quanto aos elementos nitrogénio (N), potéssio (K), cdcio (Ca), magnésio (Mg),
fosforo (P), enxofre (S), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), boro (B) e cobre (Cu). A
determinacéo da concentragdo de nutrientes na MSPA e MSR das plantas foi realizada da
seguinte forma: uma amostra de 0,5 g foi cuidadosamente pesada e digerida usando 5 mL de
uma misturade HNOz e HCI narelagéo 2:1 (v/v), utilizando macro tubos de digestdo (80 mL)
sobre um bloco de digestdo, na temperatura de 210 °C. P foi determinado por
espectrofotometria visivel (A = 680 nm) (espectrofotdmetro Micronal® modelo B-580); K foi
determinado por fotometria de chama (fotémetro Micronal® modelo B-462); Ca, Mg, Zn, Cu,
Fe e Mn foram determinados por espectrofotometria de absor¢éo atdmica (GBC, modelo
Avanta Sigma, Austradlia). Para determinacéo de N, amostras de 0,1 g foram digeridas em 2
mL de H>SO4 + 0.5 ml de H20. sobre bloco digestor a 200 °C, e a solucéo digerida foi
alcalinizada com excesso de uma solugdo de NaOH. A amonia foi destilada usando um o
processo semi-micro-Kjeldahl (Marconi, MAOQ36, Brasil) e titulado usando 0,02 mol L™
H.S0.. S foi extraido com BaCl, em 1 ml de uma solug&o &cida (HCl 6 mol L2 + 20 mg L™
de S) e determinado pelo método turbimetrico (A = 420 nm). O B foi determinado pelo
método colorimétrico curcumina (A = 540 nm) (MALAVOLTA et al., 1997).

2.25 Andlisedosdados

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo método de Shapiro-Wilk (1965)
(P>0,05) e posteriormente submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Quando o F foi
significativo (P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Quando se

constatou diferenca significativa na interagcdo entre o tratamento controle vs demais
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tratamentos, a média de cada tratamento foi comparada com a média do tratamento controle
pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Interacéo Al x pH

2.3.1.1 Teor denutrientes na parte aérea e raizes (BRS Caldeirao)

Houve efeito significativo (P < 0,05) de interagéo entre os fatores Al e pH sobre os
teores de P, S e Fe na parte aérea das plantas e, efeito isolado do fator Al sobre os teores de

Ca, Mg e Mn, bem como do fator pH sobre o teor de Mn.

Em relacdo ao teor na parte aérea, nota-se pelo desdobramento do fator Al dentro do
fator pH, que os teores de P e Fe foram significativamente (P < 0,05) maiores na auséncia de
aluminio comparativamente ao cultivo na presenca de 1 mmol L™ de Al, independentemente
do nivel de pH (Figura 1A e 1E). Por outro lado, os niveis de Al ndo influenciaram
significativamente o teor de S na parte aérea das plantas, exceto no maior nivel de pH, onde o
teor de Sfoi maior naausénciade Al (Figura 1C).

Quanto ao desdobramento do fator pH dentro do fator Al, observou-se que os niveis de
pH ndo influenciaram os teores de P e S quando as plantas foram cultivadas na auséncia de
Al, porém, na presenca deste metal houve uma reducéo nos teores a medida em gque aumentou
os niveis de pH (Figura 1B e 1D). Comportamento oposto foi observado para o Fe, onde na
ausénciade Al o pH 4,0 proporcionou maiores teores de Fe, enquanto que os valores de Fe no
menor e maior pH ndo diferiram entre si. Ja na presenca de Al os diferentes niveis de pH n&o

influenciaram os teores de Fe na parte aérea (Figura 1F).

Na auséncia de Al, os teores de P na parte aérea ficaram acima da faixa considerada
adequada, enquanto que nas plantas submetidas ao Al e pH 4,7, os teores ficaram abaixo
dessa faixa (Figura 1B), conforme os niveis propostos por (MALAVOLTA et a., 1997).
Quanto ao enxofre, os teores ficaram acima da faixa ideal, independente da auséncia ou
presenca de Al na solucéo (Figuras 1C e 1D). Em relagcdo ao teor de Fe, tanto na auséncia
como na presenca de Al, os teores ficaram abaixo dafaixa adequada (Figuras 1E e 1F).
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Figura 1. Teor de fosforo (P) (A e B), enxofre (S) (C e D) eferro (Fe) (E e F) na parte aérea do feij&o caupi cv.
BRS Caldeirdo em funcdo do efeito das concentragdes de Al dentro de niveis de pH e efeito de niveis de pH
dentro das concentragdes de Al, respectivamente. ApOs 27 dias de contato das plantas com os tratamentos.
Colunas seguidas de mesmas letras dentro do fator Al ou pH ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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Quanto ao efeito isolado do Al sobre os teores de Ca, Mg e Mn na parte aérea,
observou-se maiores va ores médios na auséncia de Al (Figura 2A-2C). Nas plantas expostas
a0 estresse por Al, a reducdo dos teores na parte aérea foi da ordem de 32,92% para Ca,
21,27% Mg e 12,09% Mn. Em relacéo ao efeito do pH nos teores de Mn na parte aérea, nota-
se gue houve uma redugdo nos valores a medida em houve um aumento nos valores de pH

(Figura 2D), havendo umareducéo no pH 4,7 comparativamente ao pH 3,3.
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Figura 2. Teoresde célcio (Ca) (A), magnésio (Mg) (B) e Manganés (Mn) (C) na parte aérea do feijéo caupi cv.
BRS Caldeirdo em funcdo das concentracdes de aluminio e teores de Mn (D) em fun¢do dos niveis de pH, ap6s
27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras dentro do fator Al ou pH
néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve efeito significativo (P < 0,05) da interagcdo entre os fatores Al e H sobre os
teores de P, K, Ca e Mg nas raizes das plantas e, havendo apenas efeito isolado do fator Al.
Quanto ao efeito do fator Al, notamos que os maiores valores dos teores destes elementos
foram observados quando as plantas foram cultivadas naausénciado Al (Figura 3). A reducéo
nos teores de P, K, Ca e Mg foi de cerca de 26,62%, 12,06%, 33,07% e 27,69%,
respectivamente. Tanto na auséncia como na presenca de Al, os teores de Ca, Mg e Mn na
parte aérea ficaram abaixo da faixa considerada adequada, conforme os niveis indicados por
Cavalcante et a. (2008).
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Figura 3. Teor de fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) nas raizes do feijdo caupi cv. BRS
Caldeiréo em fungdo do efeito das concentragdes de Al, apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos.
Colunas seguidas de mesmas letras dentro do fator Al ou pH ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

2.3.1.2 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

O desdobramento do efeito da interacéo (fatorial vs adicional) sobre os parametros do
estado nutricional das plantas mostra que a nutricio mineral de P e Mg tiveram
comportamento semelhante (Figuras 4A e 4C), apontando que 0s teores desses nutrientes na
parte aérea das plantas dos tratamentos utilizando Al (T4, T5 e T6) foram inferiores quando
comparado ao teor médio das plantas do controle. As plantas dos tratamentos com niveis de
pH e sem Al (T1, T2 e T3) ndo apresentaram diferenca significativa quanto aos teores desses

nutrientes, comparativamente ao observado no controle (Figuras 4A e 4B).

No que diz respeito a nutricdo mineral de Mg e Mn, nota-se que os teores na parte
aérea foram significativamente inferiores no T5 e T6 quando comparado ao tratamento
controle, enquanto os tratamentos T1 a T4 ndo diferiram (Figuras 4C e 4E). Quanto ao teor de

S na parte aérea das plantas, constatou-se que apenas no tratamento T6 o teor desse nutriente
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foi significativamente menor quando comparado ao controle, enquanto nos demais néo foi

observado diferenca significativa (Figura4D).
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Figura 4. Contrastes médios dos teores de fosforo (P) (A), calcio (Ca) (B), magnésio (Mg) (Mg), enxofre (S) (D)
e manganés (Mn) (E) na parte aérea do feijdo caupi cv. BRS Caldeirdo, em fungéo do efeito das tratamentos T1-

(0:3,3); T2-(0: 4,0); T3-(0:4,7); T4-(1:3,3); T5-(1:4,0); T6-(1:4,7) - niveis de duminio e pH, respectivamente e

tratamento congtrole (C), ap6s 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas

letras ndo diferem pel o teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao teor de nutrientes naraiz das plantas de feijdo caupi, observa-se que o

teor de N dos tratamentos T1, T3 e T6 foram significativamente reduzidos em comparacdo ao
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controle (Figura 5A). Essa reducéo foi de aproximadamente 35,90, 33,08 e 39,60%,
respectivamente. O teor de N nas plantas dos tratamentos T2, T4 e T5 ndo tiveram diferenca
significativa. Para o teor de cdlcio naraiz (Figura 5B), observa-se que apenas as plantas do T5
tiveram reducéo significativa no contelido desse nutriente quando comparado ao controle,
enquanto os demais ndo difeririam. Observou-se que o teor de boro na raiz das plantas foi
significativamente menor no T3, T5 e T6, quando comparado ao tratamento adicional. Para os

demais tratamentos, o teste de Dunnett ndo constatou diferenca significativa (Figura 5C).
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Figura 5. Contrastes médios dos teores de nitrogénio (N) (A), célcio (Ca) (B) e boro (B) (C) nasraizes do feijao
caupi cv. Caldeirdo, em funcdo do efeito das tratamentos T1-(0:3,3); T2-(0: 4,0); T3-(0:4,7); T4-(1:3,3); T5-
(1:4,0); T6-(1:4,7) - niveis de aluminio e pH, respectivamente e tratamento congtrole (C), apés 27 dias de
contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Dunnett, a
5% de probabilidade.

2.3.1.3 Teor de nutrientes na parte aérea das raizes (Cultivar BRS Tracuateua)

Houve efeito significativo da interagdo entre os niveis de Al e pH apenas sobre o teor
de K na parte aérea das plantas, sendo observado também efeito isolado do fator Al sobre os
teores de P, Ca, Mg, Fe e Zn, bem como do fator pH sobre os teores de Mg e Zn. Quanto ao

teor de K na parte aérea, observa-se que o comportamento do fator Al foi influenciado pelo
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fator pH apenas no nivel de pH 3,3, onde as plantas tratadas sem Al apresentaram maior teor

de K comparativamente aquel as cultivadas na presenca de Al (Figura 6A).

N&o houve efeito significativo da presenca de Al no comportamento do pH. Mas,
observou-se que na solugdo com auséncia de Al o teor de K foi significativamente superior
nas plantas cultivadas com solugéo a pH 3,3, havendo reducéo significativa desse teor no pH

4,0, enquanto que no nivel de pH 4,7 ndo foi observado diferenca (Figura 6B).

Vale destacar que independentemente da presenca ou auséncia de Al, osteores deK na
parte aérea ficaram abaixo da faixa considerada ideal, entre 30-35 g kg, conforme proposto
por Malavoltaet al. (1997).
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Figura 6. Teor de potéssio (K) na parte aérea do feijdo caupi cv. BRS Caldeirdo, em funcdo do efeito das
concentracBes de Al dentro de niveis de pH (A) e do €efeito de niveis de pH dentro das concentractes de Al (B),
respectivamente. Apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras dentro
do fator Al ou pH ndo diferem pelo teste de Tukey, a’5% de probabilidade.

Em relacéo ao efeito isolado do fator Al sobre o teor de nutrientes, observa-se que a
presenca de Al (1 mmol L) na solugdo de cultivo reduziu significativamente os teores de P,
Ca, Mg, Fe e Zn na parte agrea das plantas (Figuras 7A-7E). A reducdo foi de
aproximadamente 42,73, 22,88, 14,15, 23,45 e 17,18% para P, Ca, Mg, Fe e Zn,
respectivamente. De modo geral, houve maior reducdo no teor de P, seguido por Fe, Ca, Zn e
Mg. Quanto ao efeito isolado do fator pH, observa-se que o teor de Mg na parte aérea foi
significativamente reduzido quando o cultivo das plantas feito em pH mais &cido (3,3 e 4,0).
Comportamento oposto foi observado para 0 Mn, pois a medida que aumentou o pH da

solucgéo de cultivo, houve uma reducdo na absorcéo deste elemento.

Quanto aos teores de nutrientes nas raizes das plantas, houve apenas efeito isolado do

fator Al sobre osteores de P, Ca e Fe e efeito isolado do fator pH apenas sobre o teor de Ca.
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Quanto ao efeito do Al, observa-se que houve uma reducéo significativa (P<0,05) nos teores
de P, Ca e Fe nas raizes quando as plantas foram cultivadas na presenca de Al (1 mM)
(Figuras 8A-8C). Essareducéo dos teores nas raizes foi de aproximadamente 34,37%; 19,55%
e 23,31% para P, Ca e Fe, respectivamente. Este comportamento foi semelhante ao observado
para o teor desses elementos na parte aérea das plantas (Figuras 7A, 7B e 7D), bem como para

o teor de P que foi 0 elemento que sofreu maior reducéo, seguido pelo Fe e Ca.

Em relacdo ao efeito do pH da solucdo de cultivo sobre o teor de Ca nutrientes nas
raizes, nota-se que, de modo geral, houve um aumento nos valores a medida em que se eleva
0 pH da solucdo (Figura 8D). O ganho no teor de Ca radicular foi de aproximadamente
24,40% no pH 4,7 comparativamente ao pH 3,3.
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de pH (F e G), apos 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas |etras ndo

aérea do feijdo caupi cv. BRS Tracuateua, em funcdo do efeito da concentracdo de Al (A, B, C, D e E) e niveis
diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 7. Teor de fosforo (P), célcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés (Mn) na parte
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Figura 8. Teor de fosforo (P), calcio (Ca) e ferro (Fe) nas raizes do feij&o caupi cv. BRS Tracuateua, em fungéo
do efeito da concentragdo de Al (A, B, C) e niveis de pH (D), apds 27 dias de contato das plantas com os
tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2.3.1.4 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

Em relagcdo ao pareamento da média do tratamento controle versus a média dos demais
tratamentos na variavel teores de nutrientes nas raizes, nota-se que o efeito dos elementos foi
dependente de cada nutriente. Em relacdo ao N, observa-se que o tratamento-1, tratamento-3 e
tratamento-6 ndo diferenciaram significativamente entre si e promoveram os menores valores
comparado ao tratamento controle que ndo diferenciou do tratamento-2, tratamento-4 e
tratamento-5 (Figura 9A). Quanto ao Ca, o tratamento-4 proporcionou 0 menor valor de teor
radicular comparativamente o tratamento controle que ndo diferenciou dos demais
tratamentos (Figura 9B). No caso do B, o tratamento-3, tratamento-5 e tratamento-6 nao
diferenciaram entre s e promoveram 0s menores valores no tecido radicular
comparativamente ao tratamento controle que ndo diferenciou dos demais tratamentos (Figura
90).
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Figura 9. Contrastes médios dos teores de nitrogénio (N), cllcio (Ca) e boro (B) naraiz do feijdo caupi cv. BRS
Tracuateua, em fungdo do efeito das tratamentos [T1-(0:3,3); T2-(0: 4,0); T3-(0:4,7); T4-(1:3,3); T5-(1:4,0); T6-
(1:4,7) - niveis de aluminio e pH, respectivamente e tratamento controle (C), ap6s 27 dias de contato das plantas
com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Dunnett, a 5% de
probabilidade.

2.3.1.5 Parametros fotossintéticos (BRS Caldeirao)

Houve efeito significativo da interacéo entre os fatores Al e pH sobre a concentracéo
de carbono interno (Ci) e apenas efeito isolado do fator pH sobre as variaveis fotossintese
liquida (A) e eficiéncia interna de carboxilagdo (EIC). Desdobrando o efeito dos niveis de Al
dentro do fator pH, nota-se que a Ci foi maior na auséncia de Al, nos valores de pH 3,3 e 4,0,
enquanto que a presenca e auséncia de Al no pH 4,7 ndo teve impacto sobre a Ci (Figura
10A).

O efeito dos niveis de pH sobre a Ci foi pouco dependente da concentragcdo de Al na
solugdo nutritiva, exceto na solugdo com auséncia de Al, onde no pH 4,7 ocorreu reducdo no

valor de Ci comparativamente aos valores de pH 3,3 €4,0 (Figura 10B).
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Figura 10. Concentrag@o de carbono interno (Ci) do feijdo caupi cv. BRS Caldeiréo, em funcdo do efeito das
concentracOes de Al dentro de niveis de pH (A) e do efeito de niveis de pH dentro das concentracfes de Al (B),
respectivamente. Apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras
dentro do fator Al ou pH ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em relacéo ao efeito do pH sobre as variaveis A e EIC, nota-se que o pH 4,7 reduziu
os valores tanto de A quanto de EIC, mas ndo houve diferenca nos valores dessas varidvels
nos niveis de pH 3,3 e 4,0. No pH 4,7 houve uma reducdo de cerca de 18,84%. Enquanto a
reducdo de EIC foi de aproximadamente 20,0%, quando comparado com o valor encontrado
no nivel de pH 4,0 (Figura 11A e 11B).
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Figura 11. Fotossintese liquida (A) e eficiénciainterna de carboxilagdo (EIC) do feij&o caupi cv. BRS Caldeirdo, em
funcdo de niveis de pH da solucdo nutriva, apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas
de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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2.3.1.6 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

Contrastando a média de Plita, A e EIC do tratamento controle com as medias dos
demais tratamentos, observa-se que o tratamento T5 proporcionou 0 menor valor Plita em
comparacdo ao demais tratamentos, que ndo diferiram entre si (Figura 12A). A reducéo desse
indice de desempenho fotoquimico nas plantas no tratamento T5 foi de aproximadamente
32,16%, comparativamente ao indice das plantas do controle (tratadas com solucdo completa
apH 5,8). Por outro lado, os menores valores de EIC e A foram apresentados nos tratamentos
T3 eT6 (Figura12B e 12C), sendo que este ultimo ndo diferiu do tratamento T4 avariavel A.
De modo geral, houve uma redugéo de 25,0 e 17,30% nos valores de EIC nos tratamentos T3
e T6 comparativamente ao tratamento controle, enquanto que a reducéo nos valores de A
comparativamente ao tratamento controle foram de 25,33% (T3), 14,81% (T4) € 17,91% (T6).
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Figura 12. Contrastes médios do indice de desempenho (Pitotal) (A), eficiéncia interna de carboxilacdo (EIC)
(B) e afotossintese liquida (A) (C) do feijéo caupi cv. BRS Caldeirdo, em funcdo do efeito das tratamentos [ T1-
(0:3,3); T2-(0: 4,0); T3-(0:4,7); T4-(1:3,3); T5-(1:4,0); T6-(1:4,7) - niveis de aluminio e pH, respectivamente e
tratamento congtrole (C), ap6s 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas
letras ndo diferem pel o teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.
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2.3.1.7 Parametros fotossintéticos (BRS Tracuateua)

Houve efeito significativo da interagdo entre os fatores Al e pH sobre a transpiracéo
(E) e condutancia estomatica (gs) do feijao caupi. Observa-se pelo desdobramento do fator Al
dentro do fator pH, que houve diferenca significativa na taxa de transpiracéo apenas no pH
4,7, sendo que as plantas expostas ao Al (1 mM) apresentaram menor taxa de E (Figura 13A).
O desdobramento do fator pH dentro do fator Al mostra que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) nataxa de transpiracdo entre os niveis de pH, tanto na auséncia quanto na presenca
de Al (Figura13B).
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Figura 13. Transpiracdo (E) e condutancia estomética (gs) do feijdo caupi cv. BRS Tracuateua, em funcdo do
efeito das concentragBes de Al dentro de niveis de pH (A e C) e do efeito de niveis de pH dentro das
concentracBes de Al (B e D), respectivamente, apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas
seguidas de mesmas letras dentro do fator Al ou pH ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao par@metro conduténcia estomatica (gs), observa-se que no nivel de pH
4,7 as plantas expostas ao Al (1 mM) tiveram reducéo significativa em gs, enquanto nos
niveis de pH 3,3 e 4,0 ndo foi constatada diferenca significativa entre as plantas tratadas com
presenca e auséncia de Al (Figura 13C). Além disso, nota-se pelo desdobramento do fator pH

dentro do fator Al (Figura 13D), que na auséncia de Al ndo foi constatada diferenca
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significativa em gs entre os niveis de pH, entretanto, na presenca de Al (1 mM), constatou-se
uma reducdo significativaem gs no pH 4,7, em relacéo ao pH mais &cido (3,3). Na presenca
de 1 mmol L de Al, a gs ndo teve diferenca significativa para as plantas cultivadas em pH
4,0.

2.3.1.8 Teor deprolina (BRS Caldeir&o)

N&o houve efeito dainteragdo entre os fatores Al e pH sobre o teor de prolina na parte
aérea, contudo, foi constatado efeito isolado tanto dos niveis de pH quanto da concentracéo de
Al. Observa-se que o pH teve pouco efeito sobre o teor de prolina. De modo geral, o pH 4,0
proporcionou o0 menor valor de prolina, mas que n&o diferenciou significativamente do pH 4,7
(Figura14A). Nos niveis de pH 3,3 e 4,7 foi constatada a concentracéo de 40,05 e 38,98 pmol
gl MS, respectivamente, indicando que houve uma reducdo no contelido de prolina em
15,48% no pH 4,0.

Por outro lado, a presenga de Al influenciou fortemente o teor de prolina, promovendo
reducéo na producdo deste aminoécido quando as plantas foram cultivadas (Figura 14B),

sendo que essa reducdo foi de aproximadamente 13,67%.

AN I N

Figura 14. Teor de prolina na parte aérea do feij&o caupi cv. BRS Caldeirdo, em fungéo do efeito dos niveis de
pH (A) e concentracéo de Al (B), apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas seguidas de
mesmeas letras ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.1.9 Teor deprolina (BRS Tracuateua)

N&o houve efeito significativo (P < 0,05) dos tratamentos sobre o teor de prolina na
parte aérea, contudo nos tecidos das raizes houve efeito da interacdo entre fatoriad e
tratamento adicional. O contraste da média do tratamento controle com as médias dos demais

tratamentos é apresentado na Figura 14. Em relacéo ao teor de prolina nas raizes, observa-se
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que o tratamento adicional (C) foi superior aos tratamentos T1, T2, T3 e T5, enquanto que 0s
tratamentos T4 e T6 ndo diferiram significativamente (Figura 15).
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Figura 15. Contrastes médios do teor de prolina naraiz do feijéo caupi cv. BRS Tracuateua, em fungdo do efeito
dos tratamentos: T1-(0:3,3); T2-(0: 4,0); T3-(0:4,7); T4-(1:3,3); T5-(1:4,0); T6-(1:4,7) - niveis de aluminio e pH,
respectivamente e tratamento congtrole (C), apds 27 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas
seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

2.3.1.10 Crescimento e producéo de biomassa (BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua)

N&o houve efeito significativo da interacdo entre os fatores Al e pH, nem dos fatores
isolados concentragdo de Al e niveis de pH sobre as variaveis de crescimento CPA, CR, NF,
DC, MSPA, MSR erelacdo MSR/MSPA.

2.4 DISCUSSAO

24.1 Interacdo Al x pH

2.4.1.1 Teor denutrientes na parte aérea e raizes (BRS Caldeir&o)

De acordo com Kochian et a. (2004), o Al em solucdo é&cida pode causar efeito
negativo sobre o crescimento das raizes e inibir a absor¢do de macro e micronutrientes. No
presente estudo, a interacdo de Al e pH revelou que o estresse abidtico teve maior impacto
negativo sobre a reducdo dos teores de P e S, notadamente quando cultivas no pH 4,7, o que
pode estar relacionado a uma maior atividade quimica do ion Al®* nesse nivel de acidez (pH)

da solucéo de cultivo. O menor efeito de toxidez observado no pH mais écido, provavel mente,
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se deve a maior concentracdo de H* na solucdo de cultivo, que reduziu a toxicidade e a
atividade do AI®* sobre as raizes, melhorando a absorcdo e o transporte de P e S para a parte
aérea das plantas. O efeito inibitdrio do Al®* sobre o teor de P tem importante implicagio no
cultivo de plantas nos sol os &cidos de regides tropicais, levando a reducéo da produtividade de
espécies agricolas (FAGERIA e CARVALHO, 1982). Vde destacar, que o P atua na
estabilidade das membranas celulares e na sintese de DNA e RNA, além de ser fundamental
nos processos fisiologicos de respiracdo e fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2008). Em relacéo
ao teor de S, uma reducdo do teor desse nutriente na parte aérea das plantas pode levar a
deficiéncia e consequentemente a diminuir a sintese de proteinas e a taxa de crescimento
vegetal (VITTI et a., 2006). O cultivo sob condi¢bes de pH &cido também teve efeito da
interacdo dos tratamentos sobre o teor de Fe, reduzindo o contelido na parte aérea do feijéo
caupi, especialmente na presenca do fator Al. Foy e Fleming (1982) reportaram que o Al em
pH é&cido pode levar a deficiéncia de Fe e interferir na absor¢cdo e/ou o uso do Fe pelas
plantas. Ainda, de acordo com Bojérquez-Quinta et a. (2017), em solos acidos com ata

disponibilidade de Fe e Mn, ainteracdo com Al poderia prevenir atoxidez por esses metais.

A presenca de aluminio na solucdo de crescimento tende a afetar a absorcéo e o
transporte para parte &rea de minerais essenciais para 0 metabolismo das plantas, tais como P,
Ca e Mg (FAGERIA e CARVALHO, 1982; LOPEZ-BUCIO et a., 2000), como foi
constatado no presente estudo. Sob condigdes de estresse por Al (1 mM) na solugdo nutritiva,
0s baixos teores de Ca, Mg e Mn encontrados na parte aérea do feijdo caupi evidenciaram o
efeito nocivo deste metal sobre a nutricdo minera das plantas deste estudo. Ryan e Kochian
(1993) relatam que o ion Al®* compete com Ca?* e Mg?" pelos sitios de absorg&o das proteinas
transportadoras inibindo o influxo na célula e o transporte desses nutrientes para parte aérea.
Em trabalho conduzido por Fageria e Carvalho (1982), os autores observaram que o Al afetou
a absorcdo de Cae Mg em plantas de arroz. Vale ressaltar, que o Catem um papel importante
como constituinte da parede celular dos vegetais (MARSCHNER, 1995), enquanto o Mg é um
congtituinte da molécula de clorofila, sendo fundamental para o processo de fotossintese.
Além dessas fungBes importantes, o Ca também exerce papel fundamenta no
desenvolvimento do sistema radicular do feljoeiro (BEZERRA NETO et a., 2014). Nas
plantas, os teores adequados de Ca variam de 4 a 40 g kg' (FERNANDES, 2006),
dependendo da espécie, tecido e 0rgao vegetativo, assm como do tipo de manegjo adotado
(MARSCHNER, 2012). Para aculturado feijoeiro vigna, os teores adequados estéo entre 50 e
55 g kg! (CAVALCANTI et al., 2008), no entanto, neste estudo os teores de Ca ficaram
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muito abaixo do nivel considerado adequado, o que provavelmente se deve a exposicéo das
plantas as condi¢Bes de estresse abidtico por Al e H. A menor absorcdo e reducdo do
transporte de Ca em plantas expostas ao Al induzem a deficiéncia mineral de Ca na parte
aérea (FOY et a., 1978), afetando o desenvolvimento do sistema radicular, a absorcéo de ions
e a permeabilidade das membranas celulares (RENGEL e ZHANG, 2003).

Em relagdo ao teor de micronutriente na parte aérea, 0 maior teor de Mn em plantas
cultivadas no nivel de pH mais &cido, pode explicar a influéncia do ion H" na melhoria dos
processos fisiolégicos das plantas dessa cultivar, como foi evidenciado pelos dados da
fotossintese liquida em solugdo nutritiva sob esse nivel de pH. O teste de Dunnett reforca essa
afirmagdo ao evidenciar que houve menor teor de Mn na parte aérea plantas do tratamento-5 e
tratamento-6, submetidas a presenca de Al e niveis de pH menos &cidos. De acordo com Foy
(1973), a acidez favorece a absorcdo e o acumulo de Mn devido a0 aumento da
disponibilidade desse el emento em solugcbes com pH é&cido. A literatura destaca que o Mn tem
importante participagdo na estrutura de proteinas fotossintéticas e enzimas (MILALEO et a.,
2010), sendo este um constituinte essencial da proteina responsavel pela degradacdo da
molécula de agua no FSI1, fornecendo os el étrons necessarios para o processo de fotossintese
(MARSCHNER, 1995), o que poderia explicar o desempenho positivo relacionado a taxa
fotossintética dessas plantas.

A reducdo dos teores de P, K, Ca e Mg nas raizes podem ser atribuidas ao efeito toxico
isolado do Al*® na solucgo de cultivo. A reducio da absorcio desses nutrientes com menor
influxo nas células afeta 0 metabolismo e o crescimento das plantas. Contudo, notou-se que 0s
teores desses nutrientes foram menores nas raizes do que nos tecidos da parte aérea, indicando
que houve menor precipitacdo e maior translocacdo para parte aérea, especialmente de P e Ca.
Esse comportamento nutricional das plantas sob condigdo de estresse por Al em solugéo com
pH écido, com menor contetido de nutrientes e de reducéo da precipitagdo nos tecidos deraiz,
especialmente em relacdo ao P, pode estar associado a0 maior grau de tolerancia e de
adaptacdo da espécie as condic¢des quimicas de acidez da solucdo, denotando ser uma forma
de estratégia.

2.4.1.2 Teor denutrientes na parte aérea e raizes (BRS Tracuateua)

A interacdo de Al e pH teve efeito sobre a nutricdo mineral de K, indicando que as

plantas cultivadas sob condic¢des de pH mais acido e auséncia de Al apresentaram maior teor
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desse nutriente na parte aérea. Esse resultado indica que o pH mais baixo favoreceu a
absorcdo e o transporte de K para a parte aérea, melhorando a quaidade nutricional das
plantas, especialmente quando expostas a condicdo de estresse, contudo, sob condicdes
de pH baixo e presenca de A (1 mM), o efeito de toxicidade tende a reduzir o teor desse
nutriente na parte aérea. O baixo teor de K nas plantas sob condi¢des de pH 4,7 e presenca de
Al (1 mM) pode explicar o comportamento fisiolégico observado anteriormente, onde as
plantas expostas a essas condicdes de estresse apresentaram uma menor taxa de transpiracéo e
de condutancia estomética, o que pode ser indicativo de estresse hidrico nas plantas.
Shimazaki et a. (2007) mencionam que o ion K™ é essencial no comportamento das células-
guarda nas folhas, especialmente para reduzir perda de &gua por transpiracéo. De acordo com
a literatura, o potassio atua como um osmorregular dentro da célula, estando envolvido no
mecanismo de regulacdo da abertura e fechamento dos estbmatos, além de exercer um
importante papel na turgéncia das células, no transporte de carboidratos e no processo de
respiracao das plantas (EPSTEIN e BLOOM, 2006).

O efeito isolado do fator Al promoveu reducéo nos teores de varios nutrientes na parte
aéreg, tais como P, Ca, Mg, Fe, Zn, e Mn, indicando que o €efeito de toxidez por Al causou
maior reducdo na qualidade nutricional das plantas de feijdo caupi do que a toxidez pelo H*
isoladamente, especialmente nas condi¢des de acidez estudadas. O pH teve efeito apenas
sobre 0 comportamento de nutricdo mineral de Mg e Mn, reduzindo a absor¢éo de Mg em pH
baixo e aumentando de Mn, o que provavelmente se deve ao aumento da disponibilidade do
fon Mn?* na solugdo com pH mais &cido, o que inibiu a absorcdo de Mg*?, enquanto o
comportamento contrério pode ser obtido pelo aumento do pH da solugdo promovendo a
inibicéo da absor¢do de Mn.

Em relagdo aos teores de nutrientes naraiz, o efeito isolado do Al causou reducéo nos
teores de P, Ca e Fe, enquanto o pH mais baixo inibiu o influxo de Ca, assim como observado
em relacdo ao comportamento do Mg na parte aérea. A reducéo no teor de Ca pode estar
relacionada a maior competicdo pelos sitios de absor¢éo na superficie das raizes em pH mais
acido. Enguanto, o maior teor de Ca em pH 4,7, provavelmente se deve ao menor efeito de
inibicdo competitiva e a maior disponibilidade de Ca em solugdo com pH menos &cido, bem
como uma menor solubilidade do Al nos niveis mais elevados de pH da solugdo. Assim como
observado para BRS Caldeireiro, essa cultivar demonstrou comportamento de tolerancia sob

condicbes de estresse em ambiente &cido, no entanto, parece ser menos tolerante por
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apresentar maior precipitacdo de nutriente na raiz, especiamente o Fe. O teor nos tecidos da

raiz foi bem mais elevado do que na parte aérea.

2.4.1.3 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

O teste de Dunnett mostrou que o efeito do estresse pela toxidez por AI®* foi mais
negativo do que a toxidez por H* sobre a qualidade nutricional das plantas, conforme
evidenciou os resultados indicando que as reducbes na absorcéo e transporte de nutrientes
para parte aérea foi mais afetada negativamente pelos tratamentos contendo Al 1 mM,
especialmente quanto a nutricdo de P, Ca, Mg, S e Mn. Em relagdo ao comportamento dos
teores naraiz, os nutrientes Ca e B foram mais negativamente influenciados pelo Al do que o
N. O comportamento em ambiente &cido mostrou que os teores de nutrientes na parte aérea e
raiz sdo pouco influenciadas pelo H isoladamente, quando comparado ao comportamento das

plantas do controle, a excecdo do N que foi mais sensivel ao efeito do pH.

2.4.1.4 Parametros de crescimento e producéo de biomassa

De acordo com os resultados obtidos, as plantas de feijéo caupi tiveram crescimento e
desenvolvimento baixo, 0 que provavelmente se deve ao efeito negativo do estresse abiotico
pelainteracdo entre os niveis de Al e pH da solucéo de cultivo sobre os parametros estudados.
Varios estudos mostram que o Al pode afetar o crescimento e o desenvolvimento das plantas
sob condi¢bes acidas (KINRAIDE et a., 1992; DELHAIZE e RYAN, 1995; KOCHIAN,
1995). Os ions catidnicos Al** e H* na solu¢io com pH é&cido (pH<5,0) e baixa forca idnica
podem ser toxicos para as plantas (KINRAIDE et a., 1992). Tem sido mencionado que o
aumento da concentragdo de Ca?* e de outros cétions tende a reduzir ou anular os efeitos
negativos da acidez (MARSCHNER, 1991), justificando o uso de solugdes nutritivas com
baixa forgaiénica em experimentos como o do presente estudo. Contudo, o uso de solucéo de
crescimento contendo baixa condutividade el étrica ou forca idnica, poderia também explicar o
fato de ndo ter sido observado efeito significativo sobre as variaveis de crescimento e

producdo de biomassa no tratamento controle.

2.4.1.5 Parametros fotossintéticos (BRS Caldeir&o)

A fotossintese liquida pode ser entendida como o fator responsavel pelo aumento do

crescimento e da producéo vegetal, especialmente quando os valores de A sdo mais elevados.
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Nas plantas de feijdo caupi, 0 melhor desempenho fisiolégico quanto a taxa de A e EIC sob
condicdes de estresse por H* dentro do nivel de pH mais &cido (3,3) pode estar associado a
melhoria do estado nutricional dessa cultivar quando o crescimento foi conduzido nessas
condi¢des de elevada concentracdo de H* na solugdo. Kinraide e Parker (1987) explicam que
em solugdo com maior concentracdo de H™, ou sgja, mais &cida, as formas mais toxicas de
outros fons como o Al** competem com o hidrogénio pelos sitios ligantes na superficie das
células de raizes. Esse aumento na concentracao de cations em solucéo, tende a reduzir o
potencial negativo de superficie do sistema radicular, o que consequentemente pode reduzir a
atividade quimica de cétions toxicos sobre essa superficiedaraiz (KINRAIDE et ., 1992). A
maior fotossintese liquida em solugdo com pH mais écido, poderia, ainda, estar relacionado a
maior extrusdo de H* pelas raizes melhorando a absorcdo de nutrientes e agua, o que é
fundamental para o crescimento e expansdo celular (YAN et a., 1992), como tem sido
evidenciado pelos dados da estado nutricional, indicando que houve aumento do teor de
nutrientes na parte aérea das plantas quando essa cultivar foi crescida em pH mais baixo,

especialmente para os minerais P e Mn.

A menor taxa de fotossintese liquida no pH 4,7 € corroborado também por outra
varidvel fisioldgica, ou sga, pela reducéo significativa da concentracdo de carbono interno
(Ci) nesse nivel de pH da solucéo. A reducdo do influxo de CO2 na cAmara subestomética
pode estar associado ao fechamento dos estdmatos nas folhas, levando a diminuicdo da
quantidade de substrato disponivel e reducéo da atividade da enzima Ribulose 1,5 bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco). A menor atividade das enzimas envolvidas no metabolismo
do carbono tem efeitos negativos sobre a producdo e o acimulo de fotoassimilados que sdo
esséncias para o crescimento e a produtividade das plantas.

Em relacdo ao desempenho fotoquimico das plantas, € provavel que o melhor indice
de desempenho total (Pliwta) do tratamento controle (auséncia de Al e pH 5,8) reflita uma
melhor taxa de fluxo de energia através da cadeia de transporte de elétrons na etapa
fotoquimica da fotossintese, indicando também uma maior eficiéncia fotossintética no uso da
radiacéo pelas plantas desse tratamento, quando comparado ao menor desempenho observado
no fatorial. A reducdo do desempenho fotossintético (Plwta) oObservado no tratamento T5 do
fatorial reforca a presenca de danos fotoinibitorios ao aparato fotoquimico das plantas quando
estressadas pela exposicdo a1l mM de Al e pH 4,0, aplicados via solugéo nutritiva. De acordo
com aliteratura (ADIR et a., 2003; YUSUF et a., 2010), esse parametro € bastante sensivel

a0 estresse e 0 menor desempenho relacionado a esse parametro tem sido considerado como



41

um indicador de danos fotoinibitérios ao aparato fotoquimico das plantas. Oliveira et a.
(2018) avaiando a fluorescéncia da clorofila a em resposta ao estresse salino utilizando
plantas de feijdo caupi, observaram a reducdo desse indice de performance nas plantas

submetidas aos niveis mais el evados de estresse.

A menor €ficiéncia no processo fotossintético revelada por meio dos parametros de
fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas das plantas expostas a interagdo Al e pH na
solucdo nutritiva de cultivo, foram evidenciadas pelas variaveis A, Ci, EIC e Plita. A
exposicao das plantas ao estresse por metais toxicos, como o Al em pH acido, pode afetar os
processos fotossintéticos e a taxa de transferéncia de elétrons (ZHENG, 2010), gerando as
espécies reativas de oxigénio (ROS) que, por sua vez, podem causar significativos danos aos
centros de reacdo do FSII (GUIDI et al., 2019).

Quanto a florescéncia da clorofila a, esse parametro tem sido amplamente utilizada
como um indicador de estresse em plantas, especiamente pelo uso da relagdo Fv/Fm.
Conforme Krause et a. (2001), valores para razdo Fv/Fm préximos a 0,80 indica que as
folhas estdo no seu estado saudavel e com auséncia de fotoinibicdo. Em contraste, valores
para essa relacdo abaixo desse indice de referéncia € um indicativo de que as plantas foram
estressadas, sugerindo a presenca de dano fotoinibitério ao aparato fotossintético na maioria
das plantas, o que levaria a reducédo no rendimento quantico maximo do fotossistema Il (FSII)
(BJORKMAN e DEMMIG-ADAMS, 1987). Apesar dos resultados obtidos para a variavel
Pliota revelarem um menor desempenho fotoquimico para as plantas expostas ao estresse por
Al, como no tratamento T5, os valores para a relacdo Fv/Fm desse experimento, ficaram
dentro do intervalo considerado adequado para folhas saudaveis, com valores ao redor de
0,80, indicando que essa variavel isoladamente ndo detectou danos que comprometessem
seriamente a atividade fotoquimica das plantas, o que também pode ser indicativo de que essa
cultivar possui mecanismos de tolerancia e de eficiéncia no reparo do seu aparato
fotossintético, especialmente quando submetida a essas condi¢oes de estresse abidtico. Outros
trabalhos (SOUZA et a., 2011; ANDRADE et a., 2019) com fejdo caupi também
observaram variagdo ndo significativa nessa relacdo, sugerindo grande resisténcia dessa
espécie ao estresse. Os dados relacionados a esse parametro de fluorescéncia da clorofila a
tem também sido utilizado para selecdo de gendtipos tolerantes (AZEVEDO NETO et a.,
2011), tais como atolerancia ao estresse por Al (MOUSTAKAS et al., 1995).
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2.4.1.6 Parametros fotossintéticos (BRS Tracuateua)

O efeito da interacdo Al e pH alterou a taxas de transpiracéo (E) e de condutancia
estomatica (gs) das plantas, reduzindo o influxo de CO» para dentro da cABmara subestomética
do mesofilo foliar pode ser atribuido ao fechamento dos estdmatos nas folhas. Esse
comportamento fisioldgico pode ser usado como mecanismo de protecdo para reduzir a perda
de &gua pelas plantas (TAIZ e ZEIGER, 2006). O desdobramento da interagdo, em relacdo ao
teor de prolina, mostrou que a reducdo desses parametros foi maior nas plantas expostas a
presenca de Al e pH 4,7 (T4 e T5). O fechamento dos estdbmatos nas folhas e a reducdo do
influxo de CO» tender a afetar negativamente a atividade bioguimica de carboxilacdo pela
enzima Rubisco, diminuindo a producdo de fotoassimilados pelo processo de fotossintese.
Consegquentemente, essa reducdo em pardmetros como E e gs, e a menor producdo de
fotoassimilados tem impactos negativos sobre o crescimento e a produtividade das plantas
(LARCHER, 2004). Por outro lado, o0 menor efeito de reducdo desses parametros nas plantas
expostas ao pH mais &cido (3,3 e 4,0), provavel mente esté associado a um efeito atenuante da
maior concentracdo de H* reduzindo a atividade quimica do Al téxico sobre as raizes, e
melhorando 0s processos fotossintéticos e a qualidade nutricional das plantas, conforme

observado também no comportamento da BRS Caldeiréo.

2.4.1.7 Teor deprolina (BRS Caldeir&o)

Em geral, o acimulo de grandes quantidades de aminoacido como a prolina no tecido
vegetal ocorre devido a exposicdo da planta ao estresse abiético (GIANNAKOULA et d.,
2008; SZABADOS e SAVOURE, 2010), sendo essa uma estratégia utilizada pelas plantas
como mecanismo de protecdo para preservar a integridade de proteinas e de membranas
celulares, a fim de manter suas fungbes metabdlicas vitais (ABDUL JALEEL et al., 2007).
Neste estudo, os resultados da cultivar BRS Caldeir&o indicaram menor biossintese e acimulo
de prolina nos tecidos da parte aérea quando as plantas foram submetidas ao estresse por Al (1
mM). Cruz et d. (2014), também observou menor contetido de prolina em tecidos de plantas
de feijéo caupi cultivados com solugdo nutritiva contendo nivel de aluminio a 1 mM
comparado aquelas sem a presenca desse metal, corroborando com os resultados do presente
estudo. Esses autores relatam que esse comportamento metabolico pode estar associado a
menor eficiéncia na assimilacdo de aménio (NH4") pela planta quando exposta ao Al,
causando assim 0 seu acumulo nas folhas, o que provavelmente se deve a redugdo da

atividade das enzimas responsaveis pela incorporagdo do nitrogénio em componentes
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organicos, tais como a enzima redutase do nitrato. Esse efeito negativo do Al no metabolismo
bioquimico das plantas, resultando em menor contelido de prolina na parte aérea das plantas,
tem sido reforcado pelos resultados do presente trabalho. A reducéo na atividade de enzimas
decorrente do efeito do negativo do Al sobre a rota de metabolismo do N, promovendo
ateracfes nos processos metabdlicos desde a absorcéo até a reducdo do nitrato a compostos
organicos tem sido observado por (JUSTINO et al., 2006). Além disso, esse comportamento
também pode ser justificado pelo estado nutricional dessa cultivar, onde se constatou que
houve reducéo no teor de P e S na parte aérea das plantas cultivadas com Al na solugdo. Esses
nutrientes s8o componentes minerais fundamentais no metabolismo vegetal, especialmente o
S, pois sua deficiéncia pode causar reducéo na sintese de proteinas (TAIZ e ZEIGER, 2006;
VITTI et a., 2006).

A elevada concentracdo de H* (acidez) tem sido reconhecida como uma das principais
causas de estresse abidtico, limitando o crescimento e o desenvolvimento adequado das
plantas (MANZI e CARTWRIGHT, 1984). No nivel de maior acidez da solugdo (pH 3,3),
houve maior acimulo de prolina, indicando que nessa concentracdo de H* possivelmente
ocorreu maior biossintese desse aminoécido nos tecidos da parte aérea das plantas, como
resposta a condicdo de estresse ao qual foram submetidas. O maior acimulo de prolina pode
ter contribuido para melhorar o desempenho fisiolégico das plantas dentro desse nivel de pH,
sugerindo que o conteido desse aminoacido no tecido das plantas, possivelmente, atenuou 0s
efeitos negativos causados pelo estresse por H*. O aclmulo de prolina pode ter contribuido
por meio da melhoria na eficiéncia das reacBes bioquimicas de carboxilacdo, conforme
evidenciado pelos pardmetros fisiolégicos dessa cultivar, onde foi constatado que a
fotossintese liquida e a EIC nesse dentro desse nivel de pH foi semelhante ao controle.

O menor contetido de prolina nas plantas cultivadas em solugdo com pH 4,0, também
pode ser explicado pelos paréametros fisioldgicos. A menor biossintese e acimulo de prolina
nos tecidos das plantas nessa faixa de pH corrobora com o aumento da concentracdo de
carbono interno (Ci) no mesofilo foliar das plantas, 0 que pode ser indicativo de que houve
um efeito negativo do H* sobre o metabolismo bioquimico causando a redugdo da atividade
da enzima Rubisco do ciclo de Cavin-Benson no metabolismo do carbono. Conforme
discutido anteriormente, 0 menor teor de prolina nos tecidos das plantas nesses niveis de pH
pode ter efeito negativo sobre o metabolismo do N, reduzindo a sintese de proteinas e enzimas

gue sdo importantes para 0s processos metabdlicos.
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2.4.1.8 Teor deprolina (BRS Tracuateua)

Essa cultivar teve aumento no contelido de prolina nos tecidos das raizes, ndo sendo
observado efeito sobre os tecidos da parte aérea, indicando que os tratamentos tiveram maior
efeito de toxidade sobre o sistema radicular, 0 que poderia ser explicado pelos parametros
fotossintéticos avaliados. Notou-se que a exposicdo a0 estresse dterou as taxas de
transpiragdo e condutancia estomética das plantas, consequentemente, reduzindo o influxo de
CO: para dentro da camara subestomatica do mesofilo foliar, 0 que pode estar associado ao
fechamento dos estbmatos, que € um mecanismo de protecdo contra a perda de agua.
Conforme ja mencionado, a biossintese e o contelido de prolina nos tecidos dessas plantas
pode ter sido afetado pela reducéo da atividade de enzimas da rota de metabolismo do N,
conforme constado pela reducdo de 52% no teor médio de prolina das plantas do fatorial em
relacdo ao tratamento controle. O acumulo de prolina na raiz pode ser uma resposta
metabdlica da planta ao estresse hidrico, pois esse aminoécido tem efeito osmorregulador no
processo de gjustamento osmaético, de modo que, o acimulo reduz o potencia hidrico e
melhora o influxo de &gua naraiz. Conforme destacado na literatura, o estresse abiético, como
0 estresse causado por Al em pH &cido, pode causar danos severos aos tecidos do sistema
radicular da planta e dificultar os processos de absor¢do e transporte de &gua e de nutrientes
(KOCHIAN et d., 2004; SADE et d., 2016).



45

25 CONCLUSOES

1. Aluminio e hidrogénio em solugdo com pH é&cido (entre 3,3 e 4,7) sdo fitotoxicos
para 0os gendtipos BRS Cadeirdo e BRS Tracuateua de feijdo caupi, sendo

responsaveis pela baixa performance de crescimento e producéo de biomassa seca.

2. As cultivares BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua variaram quanto ao grau de
toleréncia, apresentando mecanismos fisiolégicos e bioquimicos diferentes. A
primeira cultivar € mais adaptada a condicdo de elevada acidez e a presenca de Al

(1 mM), comparado a segunda.

3. O comportamento fisioldgico e nutricional apresentado pelos gendtipos de feijdo
caupi apontam que 0 aumento da concentracéo de hidrogénio na solucéo tende a
atenuar o efeito negativo de toxicidade do Al, indicando elevado potencial de

adaptacao ao cultivo sob condic¢des &cidas.
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3 CAPITULO Il: RESPOSTA DO FEIJAO CAUPI A INTERACAO MANGANESE
HIDROGENIO

RESUMO

O fejéo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma cultura agricola que possui ato valor
nutritivo e melhora a rentabilidade dos pegquenos agricultores no Brasil. O objetivo deste
trabalho foi para investigar o efeito da interacdo manganés (Mn) e hidrogénio (H) sobre a
fotossintese, crescimento, estado nutricional e o acimulo de prolina em dois gendtipos feijao
caupi (BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua). Foram conduzidos dois estudos em casa de
vegetacdo, utilizando o delineamento inteiramente casual, com trés repeticdes e uma planta
por unidade experimental, totalizando 21 plantas por estudo. Utilizou-se areia lavada como
substrato e solugéo nutritiva como fonte de nutrientes para o crescimento das plantas. Em
cada estudo, plantas jovens (BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua) foram expostas a uma
combinacdo fatorial de duas doses de Mn (0,0 e 72 uM) e trés niveis de pH (3,7; 5,0 e 6,3),
mais um tratamento de controle. O tratamento adicional foi composto de uma solucéo
nutritiva com 1/4 da forca ionica da solugdo padréo de Hoagland e Arnon, com pH 5,8 e sem
a presenca de Al. Os resultados mostraram gque na auséncia de Mn as plantas de BRS
Cadeirdo apresentaram sintomas de deficiéncia e reducdo no crescimento e producdo de
MSPA e MST, e na BRS Tracuateua houve reducdo da MSF. A interacdo Mn x pH aumentou
o0 teor de Mn nafolha de BRS Caldeirdo, especialmente em pH mais baixo (3,7). A auséncia
de Mn aumentou o teor de prolina na folha de BRS Caldeirdo, indicando estresse pela
deficiéncia desse nutriente. O efeito isolado do Mn (72 pM) na solugdo nutritiva reduziu o
teor foliar de N e P, e aumentou de Fe de BRS Caldeirdo, enquanto na BRS Tracuateua,
reduziu o teor de K, Mg e Mn. O feito isolado do pH reduziu a absor¢éo de Mn e Zn nafolha
de BRS Tracuateua, e ndo teve efeito sobre a BRS Caldeirdo. A BRS Caldeiréo € mais
tolerante ao excesso de Mn na solucdo, enquanto a BRS Tracuateua € mais sensivel.

Palavras-chave: Estresse abidtico. Nutricdo mineral de plantas. Prolina. Vigna unguiculata.
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CHAPTER II: RESPONSE OF COWPEA PLANTS TO MANGANESE AND
HIDROGEN INTERACTION

ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) is a food crop with high nutritive value which
enhance profitability of smallholder farmers in Brazil. Two greenhouse studies were carried
out using a completely randomized design, with three replications and one plant per
experimental unit, totaling 21 plants per study. It was used washed sand as substrate, and
nutrient solution as a source of nutrients for plant growth. In each study, young plants (BRS
Cadeirdo and BRS Tracuateua) were exposed to a factorial combination of two levels of Mn
(0.0 and 72 pM) and three levels of pH (3.7; 5.0 and 6.3), plus a control treatment. This
aditional treatment was composed of % Hogland's solution without Mn and pH 5.8. The
results showed that solution without Mn plants for BRS Caldeirdo presented deficiency
simptoms, and increase in parametrs growth like shoot dry mass and total dry mass, and for
BRS Tracuateua there was reduction in leaf dry mass. The Mn and pH interaction increase
Mn content in foliar tissue for BRS Caldeirdo, mainly at low pH (3.7). Without Mn in
solution the proline content increased in foliar tissue for BRS Caldeir&o, indicating estresse
effect by nutrient deficiency. The isolated effect of Mn (72 uM) in solution reduced foliar
content of N and P, and increased of Fe for BRS Cadeirdo, while for BRS Tracuateua, it
reduced leaf content of K, Mg e Mn. The pH effect reduced absorption of Mn and Zn for BRS
Tracuateua and had no effect on BRS Caldeir&o. In summary, these two cultivars were more
eficients in the absorption of nutrients at condictions of low pH, indicating high tolerance to
the stress by excess of Mn in nutrient solution, being more evident the toxic simptoms for
BRS Tracuateua. The BRS Caldeirdo is tolerant to the excess of Mn in solution, while BRS
Tracuateu is less tolerant.

Keywords: Abiotic stress. Plant mineral nutrition. Proline. Vigna unguiculata.
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3.1 INTRODUCAO

O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é um alimento de ato valor nutritivo
muito consumido nas regifes norte e nordeste do Brasil, constituindo-se numa importante
cultura de subsisténcia para pequenos produtores rurais (FREIRE FILHO et a., 2005;
FREIRE FILHO, 2011). Apesar da sua grande relevancia como fonte de alimento e renda
(FROTA et d., 2008; CARVALHO et d., 2011; SANTOS et a., 2014), esta cultura € ainda
produzida principalmente com o uso de baixo nivel tecnolégico, o que tem sido um fator
limitante a0 aumento da produtividade nessas regides. A condicdo quimica de acidez desses
solos desempenha um papel importante limitando o crescimento e o desenvolvimento das
plantas.

Em regifes de solos tropicais acidos, como na Amazonia brasileira, € conhecido que
existe forte limitacdo ao cultivo de plantas agricolas devido a baixa fertilidade natural desses
solos. O estresse abidtico causado pela limitagdo nutricional sobre as espécies agricolas se
deve principamente a condi¢do quimica desses solos, sobretudo o nivel de acidez (pH). A
acidez pode influenciar as concentracdes de metais como o0 manganés (Mn), levando atoxidez
das plantas (FOY et al., 1978). De acordo com Carneiro et al. (2001), a toxicidade de metais
como aluminio e/ou de manganés estéo entre os fatores abi6ticos de estresse que mais limitam

0 crescimento e o desenvolvimento das plantas em solos com pH &cido.

ApGs o Al, o estresse por Mn em concentrages toxicas na solucdo é o mais afeta as
propriedades fisiolégicas e bioguimicas das plantas (RAYEN et al., 2010). Ao contrario do
Al, 0 Mn se destaca por ser um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento bem
sucedido das plantas (MARSCHNER, 1995), especiamente para o cultivo de espécies
leguminosas (HORST e MARSCHNER, 1978). Para a cultura do feijdo caupi, 0 Mn constitui
o terceiro micronutriente mais extraido (FONSECA et a., 2010). De acordo com Fageria
(2001), o Mn tem importante funcdo no metabolismo vegetal, atuando na ativagdo de
enzimas, sintese de clorofila e nafotossintese. Este micronutriente € um componente essencial
da proteina D1 responsavel pela degradacdo da molécula de agua, fornecendo os elétrons
necessarios para o desempenho da atividade fotoquimica no fotossistema |l (MARSCHNER,
1995; GOUSSIAS et d., 2002).

Os niveis toxicos de Mn em condigdes écidas, ndo afetam diretamente as raizes dos

vegetais como no caso do Al, sendo mais comum os sintomas de toxidez aparecerem na parte



56

aérea (SORATTO et a., 2005), limitando o crescimento das plantas (PAVAN e BINGHAM,
1981). As respostas de tolerancia e os sintomas de toxidez podem variar consideravelmente
entre as plantas (SORATTO et a., 2005), o que esta relacionado com a grande variedade
genética gque existe entre as cultivares desta espécie (HOST et al., 1999). Acredita-se que a
tolerancia ao excesso de Mn segja controlada principalmente por fatores genéticos (FOY et al.,
1978), e que o principal mecanismo de tolerancia segja a capacidade de acumular e suportar
grandes quantidades de Mn no tecido foliar (KOHNO e FOY, 1983). Apesar dos trabalhos
desenvolvidos sobre atoxidez de Mn na culturado feijéo caupi (HORST, 1983; SORATTO et
al., 2005; FUHRS et al., 2009), ainda sf0 escassas as informagdes relacionadas ao efeito da
interacdo do Mn com outros cétions como o hidrogénio (H). Acredita-se que o hidrogénio tem
efeito toxico no cultivo de plantas e que este também pode atenuar a toxidez de outros cations
em solugdes com pH acido (KINRAIDE, 1991; KINRAIDE et a., 1992). Nesse sentido, o0s
estudos com gendtipos de feijdo caupi sdo importantes para acessar informagdes sobre as
respostas fisiol gicas de tolerancia e de adaptacdo ao estresse (AKINRINDE et al., 2006).

A calagem tem sido a alternativa mais utilizada pelos produtores a fim de tentar sanar
o problema da acidez do solo. Apesar do uso do calcério agricola ser recomendado para o
cultivo de plantas em solos &acidos, a eficiéncia desta prética muitas vezes € baixa devido a
pouca mobilidade do calc&rio no solo, corrigindo na maioria das vezes apenas as camadas
superficiais (0-10 cm) (CASSIOLATO et d., 2000), limitando o crescimento das raizes para
as camadas mais profundas do solo. Adicionalmente, essa prética pode onerar 0s custos de
producdo com insumos agricolas, inviabilizando economicamente a producéo, sobretudo na
regido amazonica. Uma alternativa para melhorar a eficiéncia na producédo seria a selecdo e o
uso de gendtipos tolerantes (FOY, 1992), que tem grande potencial para reduzir os efeitos
negativos do estresse abi6tico sobre a produtividade das plantas (MORONI et al., 2003).

Atualmente varias ferramentas estdo disponiveis para acessar as respostas fisiol bgicas
das plantas a0 estresse por metais toxicos, destacando-se a avaliacéo da fluorescéncia da
clorofila a (STRASSER et a., 2004) em conjunto com as andlises de trocas gasosas, com
vistas a obter informacfes sobre a eficiéncia do aparato fotossintético das plantas (Y USUF et
al., 2010). O acumulo de prolina no tecido vegetal também pode ser usado como um
indicador metabdlico de estresse (REJEB et a., 2014). Diante do exposto, 0 objetivo desse
trabalho foi investigar o efeito da interacdo de manganés (Mn) com hidrogénio (H) sobre o
crescimento, fotossintese, estado nutricional e 0 acimulo de prolina de duas cultivares de

feijdo caupi.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Espécie e condicdes de crescimento

O feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], também conhecido como feijéo-de-
praia, feijdo-fradinho, feijdo-de-corda ou feijéo-catador, € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae. Esta espécie € uma planta anua capaz de se desenvolver em solos de baixa
fertilidade (FREIRE FILHO, 2011; CORREA et a., 2012). As plantas de feij&o caupi, foram
cultivadas, durante o periodo de novembro a dezembro de 2018, em casa de vegetacdo com
luz natural e condi¢cdes ambientais com 612,3 pmol m? s de densidade de fluxo de foton
fotossintético, fotoperiodo de 12:00h / 12:00h (dia/noite), temperatura média de 35 °C e
umidade relativa de 70%, localizada setor de fitotecnia da Universidade Federal do

Amazonas, Manaus-AM.

3.2.2 Deineamento experimental etratamentos

Foram conduzidos dois experimentos, concomitantemente, utilizando-se como planta
teste duas cultivares de feijdo caupi (BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua). Os tratamentos
foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial (2 x 3 + 1),
sendo dois niveis de Mn (0,0 e 72 uM) e trés niveis de pH (3,7; 5,0 e 6,3), mais um
tratamento controle (solugdo nutritiva com forga ionica de aproximadamente 1/2 da solucéo
padrédo de Hoagland e Arnon (1950), com pH 5,8 e sem a presenca de Mn), com trés

repetices e uma planta por unidade experimental, totalizando 21 plantas, por experimento.

3.2.3 Procedimentos especificos

3.2.3.1 Preparo do substrato e dos recipientes de cultivo

Utilizou-se como substrato areia grossa de rio, passada em peneiras com malha entre 2
mm e 0,5 mm de didmetro. Os procedimentos utilizados na lavagem da areia estdo descritos

no item 2.2.3.1 do Capitulo I.

3.2.3.2 Obtencéo das plantas

Sementes de feljdo caupi (Vigna unguiculata L. cv. BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua)

foram tratadas conforme metodol ogia descrita no item 2.2.3.2 Cerca de 42 plantulas com 15
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dias ap0s a semeadura (DAS), vigorosas e uniformes, foram transplantadas para os recipientes

de cultivo.

3.2.3.3 Pré-cultivo

Plantulas com 15 DAS foram pré-cultivadas por duas semanas, recebendo uma
adubacdo basica completa na forma de solucéo nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950)

diluida a 1/10 na primeira semana e 1/4 na segunda semana.

3.2.3.4 Cultivo - aplicacao dos tratamentos e adubacéo basica de cultivo

ApGs afase de pré-cultivo as plantas receberam os tratamentos, utilizando como fonte
o sulfato de manganés (MnSOs. H20), e como fonte de H* o &cido cloridrico (HCI - 0,5 mol
L1). O pH da solugo de trabalho foi &justado de acordo com o desenho experimental, antes e
apos adicdo do Mn, com o uso de NaOH ou HCI, ambos com 0,5 mol L. Nessa fase foi
fornecida uma adubacéo basica, na forma de solucéo nutritiva com forcaiénica equivaente a
1/2 da solucdo padréo de Hoagland e Arnon (1950). A composicdo da solucdo nutritiva foi
formulada com as seguintes fontes. CH4N20, Ca (NOs)2. 4H20, K2SO4, KCI, KH2POg,
MgS04.7H20, Fe-EDTA, MnSO4. H20, ZnSO4. 7H20, H3zBO3, CuSOas. 5H20, HoM004.H20.
Tanto nafase de pré-cultivo e cultivo, foi fornecido 80% do N na formade nitrato e o restante
na forma de aménio. O pH da solucéo da solucéo de pré-cultivo foi mantido em 5,8 enquanto
gue na fase de cultivo foi gjustado antes e apds a adicdo do Mn, conforme a necessidade de
cada tratamento (3,7, 5,0 e 6,3) ou 5,8 (tratamento controle), utilizando NaOH ou HCI, ambos
0,2,0,5e1,0 mol L, respectivamente.

3.2.3.5 Preparo das solugdes

Tanto as solugdes nutritivas de pré-cultivo quanto aquelas de cultivo e tratamentos,
foram feitas a partir de soluces-estoque preparadas com reagentes puro para anadise (p.a.),
conforme descrito no item 2.2.3.5 do Capitulo 1.

3.2.3.6 Fornecimento e troca de solugdes de nutrientes

Irrigacéo com solucdo foi realizada diariamente. O volume de solucdo nutritiva, foi
calculado para atingir no maximo 65% da capacidade de saturacéo da areia presente no vaso,

visando evitar estresse por anoxia. A renovagdo da solucdo nutritiva, visando evitar a
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salinizagdo do substrato, foi realizada a cada sete dias, iniciando com monitoramento da
condutividade elétrica (C.E.)) da solugdo nutritiva, limpeza do substrato através do
fornecimento de agua deionizada, até que a dgua drenada dos vasos apresentarem C. E. < 3

uS, em seguida era feita renovagdo da solugdo de cultivo e reaplicacdo dos tratamentos.

3.24 Avaliagéo do experimento

Foi feito apos 37 dias de contato das plantas com os tratamentos, por meio de
medicbes de alteragbes nos parametros fotossintéticos, parametros de crescimento e
desenvolvimento, producdo de matéria seca, teor de prolina e estado nutricional das plantas,
conforme procedimentos metodol 6gicos descritos a seguir.

3.2.4.1 Avaliacao dos parametros fotossintéticos

A fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) e a
concentragdo de CO: interno (Ci) foram obtidas entre 09:00 e 12:00h, utilizando a terceira
folha (a partir do apice do ramo) totalmente expandida, em ramos localizados na regido
intermedidria de cada planta, utilizando analisador de gas infravermelho (IRGA - LICOR
6800) portétil, conforme metodologia descrita por Santos Janior et a. (2006). O aparelho foi
ajustado com uma densidade de fluxo de fétons saturante (PPFD) de 1500 umol m? s, fluxo
de CO2 de 400 pmol s?, temperatura de 27° C e umidade a 50%. A partir dos dados da A e Ci

foi calculado a eficiénciainterna de carboxilacéo (EIC).

3.2.4.2 Fluorescénciadaclorofilaa

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos conforme descrito no
item 2.2.4.2 do Capitulo I.

3.2.4.3 Parametros de crescimento

Os parametros avaliados foram crescimento da parte aérea (CPA), O didmetro do
coleto (DC), nimero de folhas (NF), comprimento da raiz (CR), massa da matéria seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR), e relagéo raiz/parte aérea (RRPA), como
descrito no item 2.2.4.3 do Capitulo I.
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3.2.4.4 Teor deprolina

Foi determinado na parte aérea e nas raizes, conforme Bates et a. (1973), com
adaptacdo de Leite et a. (2000), conforme descrito no item 2.2.4.4 do Capitulo I. A
concentracdo de prolina foi estimada com o auxilio de reta padréo previamente estabel ecida,
sendo os resultados obtidos expressos em micromol de prolina por grama de matéria seca
(umol gt MS?).

3.2.4.5 Avaliacao do estado nutricional

A MSF foi moida em moinho tipo Willey e analisada quimicamente quanto aos
elementos nitrogénio (N), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), fésforo (P), enxofre (S),
ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), boro (B) e cobre (Cu), conforme Malavolta et a.
(1997).

3.25 Andlisedosdados

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade pelo método de Shapiro-Wilk
(1965) (P>0,05) e posteriormente submetidos a anaise de variancia (ANOVA). Quando o F
foi significativo (P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<O0,05).
Quando se constatou diferenca significativa na interacéo fatorial vs tratamento adicional, a
média de cada tratamento foi comparada com a média do controle pelo teste de Dunnett a 5%
de probabilidade.

3.3 RESULTADOS

331 InteracdoMn x pH

3.3.1.1 Teor de nutrientes na folha (BRS Caldeir&o)

O estado nutricional dessa espécie foi significativamente influenciado pelos niveis de
Mn e pH da solugéo nutritiva, indicando que houve efeito de interagdo sobre o teor de Mn na
folha das plantas estudadas. Observa-se pelo desdobramento fator Mn dentro do fator pH, que
apos 0 periodo de exposicdo das plantas aos tratamentos, o teor de Mn na folha foi
significativamente reduzido em plantas submetidas a solu¢éo contendo auséncia de Mn, em

todos os trés niveis de pH testados, quando comparado aquelas expostas a solucdo contendo
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nivel 72 uM de Mn (Figura 16A). Além disso, constatou-se pelo desdobramento do fator pH
dentro do fator Mn, que na auséncia de Mn, o teor foliar de Mn ndo teve diferenca
significativa entre os trés niveis de pH da solugdo. Em contraste, observa-se que na solucéo
com nivel de Mn (72 uM), o teor de Mn na folha das plantas expostas ao pH mais écido (3,7)
foi significativamente superior aos niveis de pH 5,0 e 6,3, sendo que estes ndo diferiram entre
s (Figura 16B).

1200 q A Mn (0 uM)
=3 Mn (72 uM)

1000 a
a

800
600

400

200

Teor de Mn nafolha (mg kg-1)
Teor de Mn nafolha(mg kg-1)

pH3.7 pH5.0 pH 6.2 Mnl (0 pM) Mn (72 pM)

Figura 16. Teor de manganés (Mn) nafolha do feij&o caupi cv. BRS Caldeiréo, em funcéo das concentragtes de
Mn dentro de niveis de pH (A) e do efeito de niveis de pH dentro das concentragbes de Mn (B), apds 37 dias de
contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Em relagéo ao efeito isolado do fator Mn sobre o teor foliar de nutrientes, observa-se
gue houve comportamento semelhante para o teor foliar de N e P, sendo que na solucéo
contendo nivel de 72 uM de Mn, o teor desses nutrientes minerais foi significativamente
reduzido em relacdo as plantas tratadas com solucéo nutritiva sem o Mn (Figuras 17A e 17B).
Comportamento diferente foi observado em relacdo ao teor de Fe na folha das plantas,
mostrando que o teor foliar desse micronutriente foi significativamente maior nas plantas
tratadas com nivel de 72 uM de Mn, quando comparado aquel as submetidas a auséncia de Mn
(Figura17C).
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Figura 17. Teor de nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro (Fe) na folha do feijdo caupi cv. BRS Caldeirdo, em
funcdo da concentragdo de Mn, apds 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.1.2 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

Houve efeito significativo da interacéo entre fatorial e tratamento adiciona sobre os
parametros nutricionais relacionados aos teores de Mn e Zn na folha dessa cultivar de feijéo
caupi. O desdobramento da interagdo comparando todos os tratamentos (T1 a T6) com o
tratamento adicional (C) pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade € apresentado na Figura
20. Em relacéo ao teor foliar de Mn, observa-se que nos tratamentos com ausénciade Mn (T1,
T2 e T3) as plantas tiveram teores significativamente iguais ao do controle, entretanto, nos
tratamentos (T4, T5 e T6) contendo Mn (72 pUM) os teores desse nutriente foram
significativamente maiores (Figura 18A). Quanto ao teor de Zn na folha, nota-se que apenas
no tratamento sem Mn e pH mais &cido (3,7), as plantas tiveram teor significativamente
superior ao controle, enquanto nos demais tratamentos n&o houve diferenca significativa
(Figura 18B).
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Figura 18. Contrastes médios dos teores de manganés (Mn) e zinco (Zn) na folha do feijéo caupi cv. BRS
Caldeirdo, em funcdo do efeito das tratamentos. T1-(0:3,7); T2-(0: 5,0); T3-(0:6,3); T4-(72:3,7); T5-(72:5,0);
T6-(72:6,3) - niveis de Mn e pH, respectivamente e tratamento controle (C), apds 37 dias de contato das plantas
com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Dunnett, a 5% de
probabilidade.

3.3.1.3 Teor de nutrientes na folha (BRS Tracuateua)

Os teores foliares de K, Mg e Mn das plantas dessa cultivar foram influenciados
significativamente pelo efeito isolado do fator Mn, enquanto os teores de Mg e Zn tiveram
efeito isolado do fator pH da solucéo nutritiva. Em relacéo ao efeito isolado do fator Mn,
observa-se que as plantas expostas a solucdo nutritiva contendo auséncia de Mn tiveram
reducédo significativa nos teores foliares de K, Mg e Mn, comparativamente ao nivel de 72 uM
de Mn (Figura 19A-19C). Essa reducdo foi de proximamente 17,60, 21,85 e 95,96%,
respectivamente. Quanto ao efeito isolado do fator pH sobre a nutricdo mineral de Mg e Zn,
nota-se um padrdo de comportamento nutricional semelhante, demonstrando que nas plantas
submetidas as solucbes com nivel de pH 3,7 houve reducéo significativa nos teores foliares de
Mg e Zn quando comparado ao pH 6,3, enquanto que no nivel de pH 5,0 os teores ndo
diferiram significativamente (Figura 19D e 19E). A reducéo dos teores de Mg e Zn foi da
ordem de 30,56 e 25,54%, respectivamente.
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Figura 19. Teores de potéssio (K), magnésio (Mg), manganés (Mn) e Zinco (Zn) na folha do feijdo caupi cv.
BRS Tracuateua, em fungdo da concentracdo de manganés (Mn) (A, B e C), e de niveisde pH (D e E), apés 37
dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a5% de probabilidade.

3.3.1.4 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demai s tratamentos

O teste F revelou que houve efeito significativo dainteracéo entre fatorial e tratamento
adicional sobre os teores de Mn e Zn na folha das plantas dessa cultivar de feijao caupi. O

desdobramento da interagdo comparando todos os tratamentos (T1 a T6) com o tratamento
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adiciona (C) pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade € apresentado na Figura 25. Em
relacdo ao teor de Mn, observa-se que nos tratamentos (T1, T2 e T3) utilizando solucéo
contendo auséncia de Mn os teores desse nutriente foram estatisticamente iguais ao controle,
enquanto nos tratamentos T4, T5 e T6 foram significativamente superiores (Figura 20A).
Quanto ao teor de Zn na folha, nota-se que as plantas do tratamento “controle” tiveram teor
significativamente reduzido quando comparado aos tratamentos T2, T3 e T6, enquanto que 0s

demais tratamentos ndo diferiram (Figura 20B).
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Figura 20. Contrastes médios dos teores de manganés (Mn) e zinco (Zn) na folha do feijdo caupi cv. BRS
Tracuateua, em funcdo do efeito das tratamentos: T1-(0:3,7); T2-(0: 5,0); T3-(0:6,3); T4-(72:3,7); T5-(72:5,0);
T6-(72:6,3) - niveis de Mn e pH, respectivamente e tratamento controle (C), apés 37 dias de contato das plantas
com os tratamentos. Colunas seguidas de mesmas letras ndo diferem pelo teste de Dunnett, a 5% de
probabilidade.

3.3.1.5 Parametros fotossintéticos (BRS Caldeiréo)

Houve efeito significativo da interacdo Mn e pH sobre a relacéo Fv/Fm, e efeito
isolado do fator Mn sobre as variaveis Plaps € Pliota, além de efeito isolado do fator pH sobre o
indice Plita das plantas de feljéo caupi. Em relagdo ao parémetro fotossintético de eficiéncia
guantica maxima do FSII (Fv/Fm), nota-se pelo desdobramento do fator Mn dentro do fator
pH, que plantas tratadas com auséncia de Mn tiveram reducdo significativa desse indice
comparativamente aquelas submetidas ao nivel de 72 uM de Mn, em todos os trés niveis de
pH testados (Figura 21A). Adicionalmente, observa-se pelo ao desdobramento do fator pH
dento do fator Mn, que plantas submetidas a solucdo com nivel de 72 uM de Mn né&o tiveram
diferenca significativa na relacdo Fv/Fm nos niveis de pH estudados, contudo, em solugdo
contendo auséncia de Mn as plantas expostas ao pH 3,7 tiveram o valor dessa relacéo
significativamente superior aguelas sujeitas aos niveis de pH 5,0 e 6,3, sendo que estes

ultimos dois néo difeririam entre si (Figura 21B).
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Figura 21. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) do feijdo caupi cv. BRS Cadeirdo, em
func&o das concentragdes de Mn dentro de niveis de pH (A) e do efeito de niveis de pH dentro das concentragcdes
de Mn (B), apds 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Adicionamente, na solugéo contendo auséncia de Mn, onde constatou-se 0S menores
indices para relacdo Fv/Fm, as plantas expostas aos niveis de pH 5,0 e 6,3 tiveram valores
meédios para esse parametro de aproximadamente 0,77 e 0,76, respectivamente. No nivel mais
baixo de pH (3,7), esse indice foi mais elevado, atingindo cerca de 0,81. Nas plantas expostas
a0 excesso de Mn na solucdo nutritiva, esse parametro teve valor médio de aproximadamente

0,83.

Quanto ao indice de performance fotoquimico das plantas (Plas), constatou-se que o
valor desse parametro foi significativamente mais elevado nas plantas expostas ao nivel de 72
UM de Mn, quando comparado a auséncia de Mn (Figura 22C). Observou-se, ainda, que o
indice de desempenho fotoquimico total (Plita) teve comportamento oposto, apresentando um
valor superior nas plantas submetidas a solucéo contendo auséncia de Mn (Figura 22A). Em
relacéo ao efeito isolado do fator pH sobre esse indice de desempenho, nota-se que as plantas
tratadas com solugdo a pH 6,3 tiveram o Plwta Significativa superiores aquelas submetidas ao
nivel de pH mais acido (3,7) (Figura22B).
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Figura 22. indice de desempenho fotossintético (Pltotal e Plabs) do feij&o caupi cv. BRS Caldeirdo, em funcéo
da concentracdo de Mn (A e C) e niveis de pH (B), apés 37 dias de contato das plantas com os tratamentos.
Colunas com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.1.6 Parametros fotossintéticos (BRS Tracuateua)

Os tratamentos aplicados via solucdo de cultivo tiveram influéncia significativa do
fator pH sobre os parémetros de fotossintese liquida das plantas dessa cultivar de feijéo caupi.
Observa-se que o cultivo em areia sob condic¢bes de solucéo nutritiva com nivel de pH 3,7
aumentou significativamente (p<0,05) a fotossintese liquida das plantas, chegando a umataxa
de 18,59 umol CO, m* s. Houve reducfo significativa desse parametro fotossintético nos
niveis de pH 5,0 e 6,3 (Figura 23). Nesses niveis de pH da solugdo, areducéo nataxa de A das
plantas foi de proximamente 40,73 e 45,56%, respectivamente.
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Figura 23. Fotossintese liquida (A) do feijdo caupi cv. BRS Tracuateua, em fungdo do feito de nivels de pH,
apos 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.1.7 Teor deprolina (BRS Caldeir&o)

O teor de prolina na folha dessa cultivar de feijdo caupi foi significativamente
influenciado apenas pelos niveis de Mn da solucéo nutritiva. Observa-se que o contelido desse
aminoacido no tecido foliar das plantas expostas a solucéo contendo nivel de Mn (72 pM) foi
significativamente reduzido quando comparado aguelas tratadas com auséncia de Mn (Figura
24). Essareducdo foi de aproximadamente 24,80%.
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Figura 24. Teor de prolina nafolha do feij&o caupi cv. BRS Caldeir@o, em fungdo da concentracdo de manganés

(Mn), apds 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.
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3.3.1.8 Teor deprolina (BRS Tracuateua)

Os tratamentos aplicados via solucéo de cultivo n&o tiveram influéncia significativa

(p<0,05) sobre o teor de prolina no tecido de folha dessa cultivar de feijéo caupi.

3.3.1.9 Parametros de crescimento (BRS Caldeirao)

O teste F revelou que os niveis de Mn da solucdo de cultivo tiveram influéncia
significativa e isolada sobre os parametros de producdo de massa seca da parte aérea (MSPA)
e massa seca total (MST) das plantas dessa cultivar de feijdo caupi. O crescimento e a
producdo de MSPA e MST foi significativamente (p<0,05) superior quando as plantas de
feijéo caupi foram cultivadas sob condic¢bes de solucdo nutritiva com nivel de Mn (72 uM),
comparativamente aquelas crescidas com auséncia de Mn (Figura 25A e 25B). Esse aumento

na producdo vegetal de MSPA e MST foi da ordem de 17,17 e 18,83%, respectivamente.
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Figura 25. Massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca total (MST) do feijdo caupi cv. BRS Caldeiréo, em
funcdo da concentracdo de manganés (Mn), apbés 37 dias de contato das plantas com os tratamentos.
Significativo a 5% de probabilidade pel o teste de Tukey.

3.3.1.10 Parametros de crescimento (BRS Tracuateua)

Constatou-se efeito significativo da interacdo entre os niveis de Mn e pH sobre a
relacdo massa seca de raiz e massa seca da parte aérea (M SR/MSPA), e efeito isolado do fator
Mn sobre a massa seca da folha (MSF). Em relagcdo ao parémetro MSR/MSPA, observa-se
pelo desdobramento do fator Mn dentro do fator pH, que as plantas cultivadas sob condic¢bes
de solucéo com auséncia de Mn tiveram reducdo significativa dessa relacéo apenas dentro do
pH 6,3, quando comparado ao nivel de 72 UM de Mn, sendo que nos demais niveis ndo houve
diferenca (Figura 26A). Além disso, nota-se pelo desdobramento do fator pH dentro do fator
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Mn, que as plantas submetidas a solugdo com auséncia de Mn ndo tiveram diferenca
significativa para essa variavel nos niveis de pH estudados, no entanto, no nivel de 72 uM de
Mn, contatou-se uma reducdo significativa desse parametro nas plantas submetidas ao nivel
de pH 6,3 quando comparado ao pH 3,7, enquanto no nivel de pH 5,0 ndo houve diferenca
(Figura 26B).
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Figura 26. Relagdo massa seca de raiz / massa seca da parte aérea (MSR/MSPA) do feijdo caupi cv. BRS
Tracuateua, em func&o do efeito das concentracBes de Mn dentro de niveis de pH (A) e do efeito de niveis de pH
dentro das concentracfes de Mn (B), apds 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Colunas com letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto ao efeito isolado do fator Mn da solucéo nutritiva sobre a varidvel MSF, nota-
se gque as plantas expostas a 72 uUM de Mn tiveram reducdo significativa (p<0,05) desse
parametro de crescimento, comparativamente aquelas tratadas com auséncia de Mn (Figura
27). Essareducdo foi de aproximadamente 13,11%.
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Figura 27. Massa seca dafolha (MSF) do feijdo caupi cv. BRS Tracuateua, em funcdo do efeito da concentracdo
de manganés (Mn), apds 37 dias de contato das plantas com os tratamentos. Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

3.4 DISCUSSAO

34.1 InteracdoMn x pH

3.4.1.1 Teor de nutrientes na folha (Cultivar BRS Caldeiréo)

Os menores teores de N e P na folha do feijdo caupi indicam que o nivel de 72 uM de
Mn promoveu reducdo na absor¢do e no transporte desses nutrientes para a parte aérea, 0 que
provavelmente se deve ao efeito negativo do excesso de Mn na solugdo sob tais condigdes de
cultivo. Esse resultado concorda com agueles obtidos por Veloso et a. (1995 onde os autores
observaram reducéo da absorcao de fésforo em funcéo da exposicéo das plantas de pimenteira
a elevadas doses de Mn na solucdo nutritiva. Langille e Batteesse (1974) constataram
pequenos efeitos de reducéo na absor¢do de nitrogénio em plantas sujeitas ao excesso de Mn
(25 mg L), no entanto, os autores também observaram uma tendéncia de aumento na
absorcéo de P em funcgéo do aumento das doses de Mn. Em relagéo ao teor de ferro na folha,
os resultados do presente estudo indicaram aumento do teor desse nutriente pela exposicéo ao
excesso de Mn de 72 uM, concordando com o trabalho de Langille e Batteesse (1974), onde
0s autores observaram um aumento na absor¢do de Fe quando as plantas foram expostas a

concentragdo de 10 mg Lt de Mn, bem como os resultados de Pavan e Bingham (1981), que
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observaram teores de Fe acima do nivel considerado normal para o tecido foliar de plantas de
cafeeiro, apesar de as mesmas terem apresentado sintomas carateristicos de deficiéncia de Fe

nas folhas.

A reducéo observada na absorcao de P pode estar associada a precipitacdo de P como
fosfato de manganés nos tecidos da raiz, possivelmente como um mecanismo de defesa para
reduzir o transporte de Mn para parte aérea das plantas (e.g. PAVAN e BINGHAM, 1981).

3.4.1.2 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demais tratamentos

A andlise do estado nutriciona indicou que os tratamentos estudados afetaram a
nutricdo mineral de Mn e Zn das plantas do fatorial em relagdo ao tratamento controle. O
excesso de Mn na solucdo nutritiva tende a resultar em aumento dos teores desses nutrientes
nos tecidos das folhas das plantas, como evidenciado pelos resultados do presente estudo, em
particular nos tratamentos com concentracéo de 72 uM de Mn. De acordo com (FOY, 1976),
as condigdes de maior concentragdo de Mn na solugdo, em geral, favorecem a absorcéo de
manganés pelas plantas. No entanto, a elevada concentragdo foliar desse micronutriente,
frequentemente resultando em toxidade de Mn para as plantas, que pode se manifestar pelo
surgimento de clorose e manchas necréticas no limbo foliar, inicialmente a clorose ocorre nas
folhas mais novas, depois, com o avanco, manchas necréticas aparecem nas folhas velhas
(KOHNO e FOY, 1983). Esse fato foi pouco observado para essa cultivar de feijéo caupi, 0
gue pode indicar que essa cultivar possui mecanismos de tolerancia, acumulando o excesso de

Mn nos tecidos foliares.

Em relagdo ao comportamento de nutricdo mineral de Zn, os resultados revelaram
aumento dos teores foliares em plantas submetidas a auséncia de Mn em condic¢des de pH
mais &cido. Este micronutriente desempenha papel importante em varios processos
metabdlicos, atuando na sintese de acidos nucleicos, carboidratos e metabolismo de lipideos
(MARSCHNER, 1995). He et a. (1999) observaram aumento dos teores de Zn, Fe e Mn em
folhas de plantas expostas a redugdes nos niveis de pH da solucéo. A nutricdo mineral de Zn é
importante para qualidade nutricional do feij&o caupi, pois a cultura apresenta elevados teores
de Zn, proteinas, fibras, aém e outros minerais na sua composi¢cdo quimica (FROTA et d.,
2008).
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3.4.1.3 Estado nutricional (BRS Tracuateua)

O excesso de Mn (72 uM) na solucéo de cultivo afetou positivamente a qualidade
nutricional das plantas dessa cultivar, especialmente quanto a nutricdo minera de K, Mg e
Mn, promovendo aumento nos teores desses nutrientes na folha, enquanto as plantas
cultivadas sem a presenca de Mn tiveram reducdo no teor desses nutrientes. Esse
comportamento explica o melhor desempenho fotossintético e a melhor qualidade nutricional
das plantas expostas ao estresse por excesso de Mn na solugdo de cultivo. O pH baixo da
solucdo afetou 0 comportamento de nutricdo de Mg e Zn, reduzindo a absor¢do e o transporte
para a parte aérea, 0 que estar associado a competicdo pelos sitios de absor¢do das proteinas
carregadoras na superficie das membranas celulares da raiz. O Zn é um micronutriente
importante para 0 metabolismo vegetal, atuando principal mente como um ativador enzimético
(BEZERRA NETO et da., 2014). O Mg por sua vez € um constituinte da molécula de
clorofila, atuando também como ativador de enzimas envolvidas principalmente no processo
de fotossintese e na respiragdo das plantas (MARSCHNER, 2012).

3.4.1.4 Contraste entre a média do tratamento controle vs média dos demai s tratamentos

A andlise do estado nutriciona indicou que os tratamentos estudados afetaram a
nutricdo mineral de Mn e Zn das plantas do fatorial em relagdo ao tratamento controle, como
também observado para 0 comportamento da cultivar BRS Cadeirdo. As plantas expostas a
solugdo nutritiva sem Mn apresentaram sintomas tipicos de defiencia desse nutriente nafolha,
gue é reforcado pelo baixo teor desse nutriente constatado pela analises quimica do estado
nutrional. Por outro lado, a concentracdo de Mn de 72 uM na solugdo nutritiva resultou em
aumento dos teores desse nutrientes nos tecidos das folhas das plantas (Figura 20), o que pode
ter resultado em toxidez por esse metal na folha, como evidenciado pela menor producéo de
massa seca da folha e os sintomas visuais de toxidez. De acordo com Foy (1976), as
condicoes de acidez da solugdo aumentam a disponibilidade de Mn na solucéo e favorece a
absorcéo pelas plantas, resultando em aumento dos teores na folha. A ata concentracdo foliar
desse micronutriente, frequentemente pode levar a toxidade de Mn para as plantas, que pode
se manifestar pelo surgimento de clorose e manchas necréticas no limbo foliar, inicialmente a
clorose ocorre nas folhas mais novas, depois, com 0 avango, manchas necréticas aparecem
nas folhas velhas (KOHNO e FOY, 1983), corroborando os sintomas observados no presente

estudo para essa cultivar.
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Em relagdo ao comportamento de nutrigdo mineral de Zn, os resultados revelaram que
essa cultivar teve o mesmo padréo de comportamento da BRS Caldeirdo, com aumento dos
teores foliares em plantas submetidas a auséncia de Mn em condi¢des de pH mais acido. He et
al. (1999) observaram aumento dos teores de Zn, Fe e Mn em folhas de plantas expostas a
reducdes nos niveis de pH da solucdo. A nutricdo mineral de Zn é importante para qualidade
nutricional do feijdo caupi, pois a cultura apresenta elevados teores de Zn, proteinas, fibras,

além e outros minerais ha sua composi¢cao quimica (FROTA et al., 2008).

3.4.1.5 Parametros fotossintéticos (BRS Caldeirao)

O resultado indicando indices significativamente menores para relagdo (Fv/Fm) nas
plantas expostas ao estresse pela deficiéncia de Mn em relacéo aquelas com nivel de Mn (72
M), possivelmente reflete um menor desempenho fotoquimico pela reducdo da eficiéncia no
fluxo de elétrons do fotossistema ll (PSII), o que pode ser decorrente de danos fotoinibitorios
a0 aparato fotossintético nas membranas tilacGides dos cloroplastos. Em plantas, a relacdo
Fv/Fm tem sido frequentemente utilizada como um indicador de estresse abidtico. De acordo
com Krause et a. (2001), os vaores de Fv/Fm abaixo do nivel de referéncia de 0,80 para a
maioria das plantas, significa que estas foram estressadas, implicando em reducdo do
rendimento quantico maximo do fotossistema Il (FSII). Por outro lado, os valores de Fv/Fm
iguais ou superior ao indice de referéncia indica que as folhas estdo no seu estado saudavel e
com auséncia de fotoinibicdo (BJORKMAN e DEMMIG-ADAMS, 1987). No caso das
plantas expostas ao excesso de Mn na solugdo com teor de Mn de 72 UM, esse parametro teve
valores mais elevados em relagdo as plantas tratadas sem Mn, sugerindo uma maior eficiéncia
fotoquimica no uso da radiagdo e maior capacidade fotossintéticaa A maior capacidade
fotossintética é essencial para aumentar o crescimento e a producdo de biomassa, como foi
evidenciado pelos parametros de crescimento dessa cultivar, especiamente MSPA e MST
(Figura 21A e 21B). Em contraste, 0 efeito negativo sobre a atividade fotossintética das
plantas expostas a0 estresse pela deficiéncia de Mn promoveu distarbios fisiologicos na
producdo de fotoassimilados, consequentemente reduzindo o crescimento e a producdo de

matéria seca, conforme demonstrado nos graficos.

Quanto aos parametros de desempenho fotoquimico relacionados a fluorescéncia da
clorofila a (Plas € Pliota), 0s resultados mostraram que as plantas tiveram aumento no indice

Plass pela exposicao ao teor de Mn de 72 uM, o que indica maior capacidade de absorc¢éo e
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aproveitamento da energia luminosa, em relacdo as plantas expostas ao estresse pela
deficiénciamineral de Mn.

3.4.1.6 Parametros fotossintéticos (BRS Tracuateua)

As plantas dessa cultivar foram influenciadas positivamente pelo nivel de pH da
solucdo nutritiva, notadamente no valor de pH mais baixo (3,7). A maior taxa de fotossintese
liquida nesse nivel de pH pode estar associado a0 melhor estado nutricional das plantas,
especialmente quando submetidas a essas condicdes de pH baixo, onde as plantas extrairam
maior quantidade de nutrientes como potassio, manganés e zinco, comparado as plantas
expostas ao pH mais elevado. Esse comportamento pode ser considerado uma caracteristica
importante para o cultivo da espécie em solos acidos. Esses nutrientes desempenham
importante funcdo no metabolismo e no desempenho fotossintético das plantas, especialmente
0 Mn, devido sua participacdo na estrutura de proteinas fotossintéticas e enzimas (MILALEO
et a., 2010), como um congtituinte essencial da proteina responsavel pela degradacéo da
molécula de agua no FSI1, fornecendo os el étrons necessarios para o processo de fotossintese
(MARSCHNER, 1995).

3.4.1.7 Teor de prolina na folha (BRS Caldeirdo)

Para essa cultivar de feijdo caupi, 0 aumento do teor de prolina na folha pode ser
atribuido ao efeito negativo da fata de Mn na solugéo de crescimento, sendo, portanto, uma
resposta metabdlica ao estresse nutricional. De acordo com Géring e Thien (1979), o acumulo
de prolina no tecido vegetal pode ocorrer como resposta metabdlica ao estresse pela
deficiéncia nutricional, como também é comum ocorrer em reposta a outros tipos de estresse
abidtico. Em estudo de Oustric et al. (2019) avaliando a resposta de gendtipos de citrus ao
estresse nutricional 0s autores observaram aumento no teor de prolina. Os sintomas visuais de
deficiéncia desse minera observados na folha foram reforgados também pel os dados quimicos
do estado nutricional das plantas, as quais foram submetidas ao estresse abiotico pela auséncia
desse micronutriente por 37 dias (Figura 24). O acimulo de elevados teores do aminoécido
prolina no tecido vegeta tem sido considerado uma resposta metabdlica das plantas ao
estresse (DELAUNEY e VERMA, 1993; GIANNAKOULA et a., 2008, SZABADOS e
SAVOURE, 2010). Sob condiciio de estresse, o contetido desse aminoécido pode ter um
aumento de até 100% (VERBRUGGEN e HERMANS, 2008). O estresse pela deficiéncia de

micronutrientes como 0 Mn pode promover alteractes na atividade de enzimas antioxidantes,
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especialmente as enzimas dependentes do Mn, refletindo em aumento na producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e conseguentemente em danos oxidativos aos
componentes celulares (YU et al., 1998).

Por sua vez, o menor contelido de prolina no tecido da folha dessas plantas pode ser
atribuido a um efeito positivo do teor de 72 UM de Mn na solucdo sobre a nutricdo mineral e
0s processos fotossintéticos, principamente os parametros fotoquimicos como eficiéncia
quéantica maxima (Fv/Fm) e indice Plas (Figura 21 e 22), em contraste com o efeito negativo
observado sobre as plantas cultivadas sem Mn. Em plantas, de acordo com (REJEB et a.,
2014), o contetdo de prolina no tecido vegetal pode proporcionar efeito atenuante contra o
estresse abi6tico, atuando como uma forma de protecéo antioxidante.

3.4.1.8 Teor de prolina na folha (BRS Tracuateua)

O acuimulo de prolina nessa cultivar ndo teve influéncia significativa dos tratamentos
aplicados, 0 que pode estar associado a0 maior grau de tolerancia e de adaptacdo dessa
cultivar a0 estresse abiotico, como a0 ambiente de solos com pH &cido. Sieprawska et al.
(2016) investigando a resposta de células in vitro de trigo ao excesso de Mn, observaram que

acultivar tolerante apresentou menor desse aminoécido em relacdo a cultivar sensivel.

3.4.1.9 Parametros de crescimento e producao de biomassa (BRS Caldeirao)

O melhor desempenho dos pardmetros de crescimento e producdo biomassa seca da
parte aérea e total das plantas de feijdo caupi expostas aos tratamentos com nivel de Mn (72
UM) pode ser atribuido ao efeito positivo do teor desse nutriente sobre 0S processos
metabalicos e fisiolégicos. Mota et al. (2018), também observaram aumento na producédo de
massa seca da parte aérea do feijdo caupi utilizando doses mais elevadas de Mn em
experimentos com solo. De acordo com a literatura (FONSECA et al., 2010), na cultura do
feijdo caupi, 0 Mn constitui 0 terceiro micronutriente mais extraido. Esse micronutriente
desempenha fungdo importante no processo de fotossintese das plantas (MUKHOPADHYAY
e SHARMA, 1991; FAGERIA, 2001), especialmente como constituinte da proteina envolvida
na fotdlise da molécula de agua e na sintese de clorofila (MARSCHNER, 1995; FAGERIA,
2001). O papel importante do Mn e 0 seu feito positivo sobre os processos fisiologicos e a
qualidade nutricional das plantas foram constatados no presente estudo, demonstrando que o
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nivel de Mn testado pode ter efeitos positivos sobre o crescimento e a produtividade vegetal,
particularmente para essa cultivar.

3.4.1.10 Parametros de crescimento e producao de biomassa (BRS Tracuateua)

A relacdo da biomassa de raiz com a biomassa da parte aérea pode fornecer
informagdes sobre o0 particionamento de carbono e a aocagéo de fotoassimilados pela planta.
O desdobramento do efeito da interacdo revelou que o cultivo das plantas sob condicdes de
pH menos &acido (5,0 e 6,3) e teor de 72 UM de Mn proporcionou maior direcionamento de
fotoassimilados para o crescimento e a producdo de biomassa da parte aérea, 0 que pode ser
explicado pelo comportamento nutricional, onde foi contatado que houve aumento na
absorcéo e no transporte para parte aérea de nutrientes como Mn, Zn, Mg a medida que o
nivel de pH da solucéo foi aumentado (Figura 26D e 26E e Figura 27). Mota et a. (2018)
mencionam que possivel mente as plantas de feijéo caupi submetidas a elevadas concentractes
de Mn tendem a acelerar 0 seu crescimento vegetativo devido ao efeito de toxidez por este
metal, a afim de atingir o periodo reprodutivo, sendo este um mecanismo de protecdo da
espécie. No caso das plantas submetidas ao estresse pela deficiéncia de Mn, é provavel que o
crescimento e a alocagcdo de biomassa para os tecidos da raiz seja uma forma de aumentar a
superficie do sistema radicular, e assim absorver maior quantidade de nutrientes para suprir
suas necessidades nutricionais. Isso foi constatado pelo comportamento nutricional das
plantas expostas aos tratamentos com auséncia de Mn, observando-se maior absor¢do de Zn

em relacdo ao controle (Figura 27).
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35 CONCLUSOES

1. O excesso de manganés ndo teve efeito de toxicidade sobre o desempenho de
crescimento e producdo de hiomassa seca da parte aérea para cultivar BRS
Cadeirdo, porém reduziu o rendimento de biomassa seca da folha na BRS

Tracuateua

2. Ascultivares BRS Caldeirdo e BRS Tracuateua de feijdo caupi variaram quanto ao
grau de toleréncia ao excesso de Mn e niveis de H. A primeira cultivar € mais

tolerante ao excesso de Mn sob condigoes acidas, comparado a segunda.

3. As respostas fisiolégicas e bioguimicas apresentadas pelos gendtipos BRS
Cddeirdo e BRS Tracuateua indicam que o aumento da concentracdo de
hidrogénio, teve efeito positivo, especialmente sobre a BRS Caldeirdo, indicando

boa adaptacéo e potencial para o cultivo sob condicdes acidas.
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CONSIDERACOESFINAIS

Os resultados obtidos com os experimentos em casa de vegetacdo, especialmente sob
condic¢des controladas de cultivo em areila com uso de solucdo de nutrientes, possibilitaram a
ampliacdo do conhecimento sobre o comportamento fisiologico, metabdlico e nutricional do
feijdo caupi quando exposto ao estresse por excesso de metais como Al e Mn na solugéo com
pH &cido. Sob essas condicdes, 0s gendtipos estudados apresentaram variagcdes quanto ao grau
de tolerancia, reforcando a grande importancia na variedade genética dessa espécie para 0s
estudos de selecdo de cultivares com caracteristicas que sdo desgévels de adaptacdo as
condi¢cdes de estresse ambiental. As respostas das plantas indicaram que a cultivar BRS
Cadeirdo apresenta mecanismos de tolerancia e de adaptacdo mais eficientes do que a BRS
Tracuateua, revelando maior potencial para o cultivo em solos com elevada concentracdo de

hidrogénio, como os solos &cidos.
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