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RESUMO

FEITOSA, Avila Maria Bastos Santos, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
abrii de 2002. Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e crescimento
de alfafa em resposta ao aluminio, ao pH e a relacao calcio:magnésio.
Orientador: Amaldo Chaer Borges. Conselheiros: Maria Catarina Megumi
Kasuya e Marcos Rogério Tétola.

Este trabalho teve como objetivo o estudo dos efeitos do aluminio, do pH
e da relagdo Ca:Mg sobre o crescimento, as trocas gasosas e a fluorescéncia
da clorofila em alfafa no estddio de desenvolvimento R6 (um né com uma flor
aberta). No primeiro experimento, utilizouw-se o fatorial completo 4 x 2 x 2,
sendo quatro relagbes CaMg (100:0, 7525, 50:50 e 25:75), duas
concentracdes de Al (0 e 50 pmol L") e duas fontes de nitrogénio (simbiético
ou mineral) na solugdo nutritva a pH 4,5. No segundo, utilizou-se um fatorial
completo 4 x 2, sendo quatro relagbes Ca:Mg e dois valores de pH (5,0 e 6,0).
Nos dois experimentos, as raizes das plantas foram inoculadas com a mistura
das estirpes de Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409, sendo o Ca e o Mg
adicionados na forma de sulfato. As plantas cultivadas com N simbiético, na
presenga ou auséncia do aluminio, apresentaram baixo desenvolvimento e
auséncia de nodulagdo, seguida de morte. Tal fato foi atribuido a atividade do
ion hidrogénio. Os efeitos especificos das relagbes em mitigar a toxicidade da

acidez e do aluminio foram comprovados pelo aumento na massa seca, na



nodulagdo, na taxa fotossintética, na condutancia estomatica e na intensidade
de coloragdo verde das plantas correspondentes ao tratamento com relagdo
75:25. A deficiéncia de magnésio nas plantas, na relacdo 100:0, induziu a
limitacdes no crescimento, na taxa fotossintética por unidade de area foliar, na
condutancia estomatica e na captura e transferéncia de energia pelo complexo
antena. Os resultados evidenciaram que, quando prevalece a condigdo de
acidez, ha maior demanda de calcio em relagdo a de magnésio para mitigar os

efeitos toxicos da acidez e do aluminio.



ABSTRACT

FEITOSA, Avila Maria Bastos Santos, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
April, 2002. Gas exchange, and chlorophyll fluorescence and growth of
alfalfa in response to aluminum, pH, and Ca:Mg ratios. Adviser: Amaldo
Chaer Borges. Committee members: Maria Catarina Megumi Kasuya and
Marcos Rogério Tétola.

The objective of this work was to study the effects of aluminum, pH and
CaiMg ratios on the growth, mineral compositon, gas exchange, and
chlorophyll fluorescence of alfalfa at the R6 developmental stage (plants
presenting a knot with an open flower). In the first experiment, a complete 4 x 2
x 2 factorial design with four Ca:Mg ratios (100:0; 75:25; 50:50; 25:75), two
aluminum concentratons (0 and 50 pmol L"), and two nitrogen sources
(symbiotic and mineral), in a nutrient solution with the pH adjusted to 4.5, was
used. In a second experiment, a complete 4 x 2 factorial design was adopted
with the four Ca:Mg ratios above and two pH values (5.0 and 6.0). In the two
experiments, the plant roots were inoculated with a mixture of strains of
Sinorhizobium meliloti, BR 7408 and BR 7409, while Ca and Mg were supplied
as sulfate. The plants cultivated with symbiotic N, either in the presence or
absence of aluminum, presented reduced development, did not formed nodules,
and eventually died. This was attributed to the activity of hydrogen ions. The

specific effects of Ca:Mg ratios in alleviating pH and aluminum toxicities were
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confirmed by the significant increase in dry matter production, nodulation,
photosynthetic rates per unit of leaf area, stomatal conductance e intensity of
the green coloration of leaves of plants grown at the 75:25 Ca:Mg ratio.
Magnesium deficiency in the plants grown in the nutrient solution with a Ca:Mg
ratio of 100:0 reduced plant growth, photosynthetic rates per unit of leaf area,
stomatal conductance, and the capture and transfer of energy. These results
demonstrate that, under acidity conditions, there is a greater demand for Ca to

mitigate the toxic effects of acidity and aluminum.
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INTRODUGAO

A alfafa (Medicago sativa L.) é a leguminosa perene considerada a
‘rainha das forrageiras”, por ser rica em proteinas, calcio, fésforo e vitaminas
(A, B1, B2, C, E e K) e por suas -caracteristicas de palatabilidade e
digestibilidade para alimentagédo animal (NUERNBERG et al., 1992). No Brasil,
0 seu cultivo estd concentrado na Regido Sul, porém ja foi relatada a sua
adaptacdo a condigbes tropicais. Ela se desenvolve melhor em solos
profundos, permeaveis, bem drenados e férteis, com altos teores de calcio e
fosforo e pH préximo a neutralidade (NUERNBERG et al., 1992).

O nitrogénio para a alfafa pode ser suprido por Sinorhizobium melilot,
bactéria que, em associagdo muualista, pode fixar o N2 atmosférico em
quantidades que correspondem a 50 a 463 kg de N ha” ano’, em média de
200 kg de N ha™ ano™’ (HANSON et al., 1988). A planta nessa associacio prové
os carboidratos necessarios aos processos metabdlicos da bactéria, além da
formacdo e manutencdo da estrutura nodular. A assimilagio do CO2
fotossintético pela folha é afetada por fatores nutricionais, ambientais e
fisiologicos da planta (CAEMMERER e FARQUHAR, 1981). Os balangos de
carbono e nitrogénio na planta sdo mutuamente coordenados (OSAKI et al.,
1992). A deficiéncia de nitrogénio induz a modificacdes de caracteristicas
morfolégicas e fisiologicas, a exemplo de limitagdes no crescimento, no numero
de folhas, na area foliar, no conteido de clorofila por unidade de area foliar, na

taxa de transporte de elétrons, na assimilacdo de CO:2 e na condutancia
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estomatica (EVANS e TERASHIMA, 1988; CIOMPI et al, 1996; YEN et al,
2000).

A acidez do solo € um dos principais fatores limitantes do crescimento
de M. sativa (RECHCIGL et al., 1986). Em razdo da sensibilidade da alfafa e da
referida bactéria a acidez do solo, o seu cultivo em solos que apresentam
problemas de acidez, acompanhados de baixa saturacdo de bases e altos
teores de aluminio (REICHARDT, 1981), s6 €& possivel apdos a aplicagdo de
calcario, o que elimina os efeitos adversos da acidez e supre as exigéncias de
calcio e magnésio da planta e bactéria.

Os calcarios calciticos ou dolomiticos, quando aplicados a um mesmo
solo com freqléncia, podem afetar a relagdo Ca:Mg deste (FASSBENDER e
BORNEMISZA, 1994). Dessa forma, os teores de calcio e magnésio trocaveis
existentes no solo devem ser considerados no calculo da quantidade de
calcario a ser adicionado ao solo para atender, também, as exigéncias da
planta e da bactéria com relacdo a esses elementos. A quantidade de calcario
e as relagdbes Ca:Mg do corretivo influem no desenvolvimento e nas trocas
gasosas da alfafa e podem contribuir para mitigar os efeitos da presenca do
aluminio toxico e da acidez em solos.

Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos da concentracdo de
aluminio e do pH da solucdo nutritiva sobre crescimento, trocas gasosas e

fluorescéncia da clorofila da alfafa crescida em diferentes relagdes Ca:Mg.
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CAPITULO |

TROCAS GASOSAS, FLUORESCENCIA DA CLOROFILA E CRESCIMENTO
DE ALFAFA EMRESPOSTA AO ALUMINIO E A RELACAO
CALCIO:MAGNESIO

1. INTRODUGAO

O aluminio trocavel, importante componente da acidez potencial do
solo, pode induzir redugbes na absorcdo e na translocacdo de fosforo, calcio e
magnésio em plantas e, consequentemente, diminuir a produtividade das
culturas (SILVA, 1984; KELTJENS e TAN, 1993; ANDREW et al, 1973). Ele
exerce efeitos tdxicos sobre o crescimento dos vegetais, notadamente sobre o
sistema radicular, o qual fica constituido raizes grossas e quebradicas e com
crescimento reduzido, coloragdo marrom e menor ramificagdo (FOY, 1992).
Esses efeitos sdo causados por alteragdes na permeabilidade da membrana,
ou seja, por mudancas na fluidez dos lipidios e na densidade de
empacotamento, resultantes da ligagdo eletrostatica de espécies catidnicas de
aluminio a regides polares dos fosfolipidios ou da interagdo com proteinas da
membrana (RENGEL, 1996). A presenca desse elemento pode também
bloquear os canais de Ca na membrana plasmatica e impedir a ligagéo do Mg
as proteinas transportadoras (RENGEL, 1992; RENGEL e ROBISON, 1989;
HUANG et al, 1992). A inibicdo do influxo de Ca'’? para o interior da célula,
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provocado pelo aluminio, precede os sintomas visiveis de toxicidade desse
elemento. Os canais de Ca™ s3o muito sensiveis a presenca do aluminio, que
deve bloquear os canais presentes na membrana plasmatica de células da raiz,
assumindo um papel marcante nesse processo de toxicidade (JONES et al.,
1998). Esse cation também ¢é conhecido por causar mudangas severas e
ireversiveis na parede celular. A lignificagdo induzida por aluminio também
esta intimamente relacionada a inibicido do alongamento celular (SASAKI et al.,
1996).

O fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons mitocondriais
pode ser afetado pela presengca do aluminio, em razdo da possivel interferéncia
nos processos de oxidacdo de substratos que doam elétrons no processo
respiratorio (LIMA e COPELAND, 1994). Esse elemento pode induzir também
uma reducdo pronunciada nas taxas de atividades do fotossistema Il € no
conteudo de citocromo b por unidade de clorofila, além da redugdo nos
conteudos de caroteno (LINDON et al., 1997). Em cultivares de trigo, o
estresse causado pelo aluminio promove alteracdo no fotofuncionamento do
tilacoide, pois inibe parcialmente o transporte de elétrons no fotossistema Il e
nas proximidades do seu centro de reacdo, principalmente na variedade
sensivel (MOUSTAKAS et al., 1995).

O efeito danoso do aluminio, para oito espécies de dicotiledéneas, pode
ser aliviado pelo aumento da concentragcdo de calcio em solucdo nutritiva
(KELTJENS e TAN, 1993). Em solos, esse efeito ja havia sido atribuido ao
fornecimento de bases, as quais diminuem a atividade e a saturagdo de Al no
complexo de troca do solo (SOLERA, 1988). O aumento da concentragdo
desse céation no ambiente radicular pode aliviar a toxicidade do aluminio por
diminuir, por competicdo, a adsorcdo do Al a plasmalema e por elevar o
potencial elétrico (MARSCHNER, 1996; KINRAIDE, 1998).

O magnésio exerce fungdes importantes na célula vegetal, como sintese
de proteinas e de clorofilas, ativacdo enzimatica, fosforilacdo oxidativa,
fotossintese e, inclusive, particio de carbono no tecido vegetal (MARCHNER,
1996). Esse elemento pode também aliviar os danos do aluminio por restaurar
a atividade das proteinas G-dependentes de Mg, devido a ligagdo do aluminio
(LANDINO e MACDONALD, 1997).
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Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos do aluminio no
crescimento, nas trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila e de pigmentos
fotossintéticos em plantas de alfafa crescidas em diferentes relagdes Ca:Mg da

solucao nutritiva.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Unidade de
Crescimento de Planta do Departamento de Biologia Vegetal e no Laboratério
de Associacdes Biologicas/BIOAGRO do Departamento de Microbiologia,

pertencentes a Universidade Federal de Vigosa.
2.1. Material vegetal e condigoes de cultivo

As sementes de alfafa (Medicago sativo (L.) cv. Crioula) foram
colocadas para germinar em bandejas plasticas contendo areia lavada
esterilizada, adicionada de agua destilada. Apos sete dias da germinagao, foi
iniciada a irrigacdo com a solugdo nutritiva Clark, ‘zforca, modificada (Tabela
1), até as plantas atingirem o estadio de desenvolvimento denominado V2
(Tabela 2).

Nesse estadio, as plantulas foram retiradas da areia e selecionadas
quanto a uniformidade de tamanho, sendo as raizes lavadas em &gua
destilada. Posteriormente, elas foram transferidas para caixas de isopor com
capacidade de 53 L, rewestidas internamente com sacos de polietileno
contendo solugdo nutritiva de Clark, 2 forca, modificada (Tabela 1), com
arejamento constante, para aplicacdo dos tratamentos. A solugdo nutritiva foi
trocada uma vez por semana, e seu pH foi mantdo a 4,5 + 0,1, mediante
monitoramento diario, sendo as corregbes do pH efetuadas com a utilizagdo de

solucao-estoque de 100 mmol L' KOH.



Tabela 1 — Composigédo da solugdo nutriiva de Clark, ‘zfor¢ca, modificada por
CLARK (1975)

Elemento  Concentracdo (mmol L")  Elemento  Concentragdo (umol L)

K 2,55 P 25,00
*Ca 2,00 Mh 3,50
Mg 2,00 B 9,50

S 4,52 Zn 1,00

cl 1,00 Mo 0,30

*NO3 0,45 Fe 20,00
*NO4* 0,45 Cu 0,25

* CaSO4 2H,0 e MgSO., 7HO, cuja concentracdo foi variavel conforme o
tratamento.
** Na forma de NH4NO 3.

Tabela2 — Descricdo dos estadios do desenvolvimento de plantas de alfafa,
adaptada da descrigao de KALU e FICK (1981)

Estadios Descrigao dos Estadios
Vo Abertura total dos cotilédones
V2 Folha trifoliolada, completamente desenvolvida no né acima do n6

das folhas unifolioladas

V3 Folhas completamente desenvolvidas no 5° né acima do n6 das
folhas unifolioladas

V4 Folhas completamente desenvolvidas no 7° né acima do n6 das
folhas unifolioladas

R6 Um né com uma flor aberta

2.2. Preparo do in6culo

Nos tratamentos em que o nitrogénio foi suprido apenas pelo processo

de fixagdo biologica, a inoculagéo foi feita com uma mistura de estirpes de



Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409. Essas bactérias foram crescidas
separadamente em frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de meio extrato de
levedura e manitol (VICENTE, 1970) a pH 65, a 28 °C, até atingirem a
densidade dtica de 10 8 células mL' de meio de cultura. No momento da
inoculagéo, as estirpes foram misturadas em um Erlenmeyer e as raizes das
plantulas, mergulhadas na suspensédo, sendo imediatamente recolocadas na

solucao nutritiva.
2.3. Delineamento experimental e aplicagao dos tratamentos

O efeito do aluminio no crescimento, nas trocas gasosas € na
fluorescéncia da clorofila da alfafa crescida em solugdo nutritva de Clark, %2
forca, modificada (Tabela 1), com diferentes relacdes Ca:Mg, foi estudado em
fatorial completo 4 x 2 x 2, sendo quatro relagdes Ca:Mg (100:0, 75:25, 50:50 e
25:75), com 4 mmol L' de Ca+Mg na solugdo nutrtiva; duas formas de
suprimento do nitrogénio, simbidtico ou mineral, e dois niveis de aluminio (0 e
50 umol L'1), totalizando 16 tratamentos dispostos em blocos casualizados,
com trés repeticdes. As unidades experimentais foram constituidas de um vaso
com duas plantas. Apdés uma semana de cultivo das plantas nos vasos
contendo solugdo nutritiva a pH 4,5, diferentes relacdes Ca:Mg e o N mineral,
procedeuse a adicdo do aluminio e a supressdo do N mineral e, também, a
inoculacdo das plantas nos tratamentos correspondentes ao N simbidtico. O
aluminio foi adicionado na forma de AICk.6H20, utilizando-se uma solucao-
estoque de 100 mmol L, preparada no dia do uso.

2.4. Determinacao da massa seca

A massa seca da raiz e da parte aérea foi avaliada quando as plantas de
alfafa atingiram o estadio R6, aos 60 dias apds a aplicagcdo dos tratamentos.
Nessa ocasido, a parte aérea das plantas de cada parcela foi seccionada na
altura do coleto, e as raizes e as partes aéreas foram acondicionadas,
separadamente, em sacos de papel para secagem em estufa de circulagao

forcada, a 75 °C, durante 72 horas e posterior pesagem.



2.5. Teor de nitrogénio no trifélio

A massa de 100 mg da parte aérea, de cada repeticdo, foi submetida a
digestédo por H,SO4 e H,O, para, em seguida, determinar os teores de N nos
trifdlios adjacentes aos utilizados nas mensuracdes de fluorescéncia e trocas
gasosas pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995).

2.6. Trocas gasosas

As trocas gasosas, referentes a taxa de fotossintese liquida e a
condutancia estomatica por unidade de area foliar, foram avaliadas com o uso
de um analisador de gases a infravermelho portatil (IRGA), sistema aberto,
modelo LCA-2 (Analytical Development Co. Ltd., Hoddesdon, UK). Utilizou-se o
foliolo central do terceiro trifélio superior campletamente expandido, a partir do
apice, quando as plantas atingiram o estadio de desenvolvimento R6. O fluxo
de fotons fotossintético correspondeu a 1.000 umol fétons mi? s™, a umidade
relativa do ar de aproximadamente 80% e a temperatura de 25 °C+ 1 °C. Os
dados de concentragdo de CO, nos espagos intercelulares (Ci) e a
concentragdo ambiental de CO:2 (Ca) foram utilizados para calcular a razéo
Ci/Ca.

2.7. Fluorescéncia da clorofila

A determinagcdo da cinética de fluorescéncia rapida da clorofila foi
realizada no mesmo foliolo e no mesmo estaddio de crescimento utilizado nas
determinagdes das trocas gasosas, com o uso de um fluorébmetro portatil
modelo PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King' s Lynn, NorfolK, UK).
Os resultados referentes a fluorescéncia inicial (F,), definida como a
intensidade de fluorescéncia quando todos os centros de reagdo do FS Il estdo
abertos e as membranas fotossintéticas desenergizadas, e apresenta, também,
um coeficiente de extingdo fotoquimico igual a 1 e o nado-fotoquimico, igual a
zero; fluorescéncia maxima (F,), definida como a intensidade de
fluorescéncia em que todos os centros de reacdo do FS Il estdo fechados, isto

é, a extingdo fotoquimica € igual a zero, e todos os processos de extingdo nao-
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fotoquimica estdo no minimo; e fluorescéncia variavel (Fv = Fm- Fo), foram
utilizados para se estimarem F,/Fm e Fv/Fo. Essas medigbes foram feitas apds
o precondicionamento do foliolo no escuro, por 30 minutos, para garantir o

estado oxidado dos centros de reagdes fotossintéticas.

2.8. Medigao indireta da clorofila

Os niveis de clorofila nas folhas da alfafa foram determinados por
método indireto, utilizando-se o equipamento SPAD-502 [Soil- Plant Analysis
Development (SPAD), Section, Minolta Cémera Co. Ltd. Japan]. As medi¢cdes
foram realizadas no trifélio, no qual foram feitas as medi¢des de fluorescéncia e
trocas gasosas, quando as plantas de alfafa se encontravam no estadio de

desenvolvimento R6, aos 60 dias apds os tratamentos.

2.9. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, procedendo-se,
posteriormente, ao desdobramento da interacdo (Ca:Mg) x Al, de modo a
comparar as relagdes dentro de cada concentragao de aluminio pelo teste de
Tukey a 5% e as médias dos tratamentos com aluminio, dentro de cada relagdo
Ca:Mg, pelo teste F a 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de alfafa inoculadas, crescidas com 0 e 50 pmol L' de
aluminio a pH 4,5, nas diferentes relagbes Ca:Mg, apresentaram pequeno
desenvolvimento, auséncia de nddulos e sintomas de deficiéncia de nitrogénio
e morte das plantas (dados ndo mostrados). Esse fato foi atribuido a atividade
do ion hidrogénio sobre a sobrevivéncia e o crescimento do rizobio. Em
ensaios com uso de solugdo nutritiva sem a presenca do aluminio, ndo houve
formacao de nédulos nas raizes da alfafa quando o pH da solugao foi inferior a
4,8, ressaltando-se que a nodulagdo maxima ocorreu em pH superior a 5,5 e
50% de nodulagdo maxima quando em pH 50 (MUNNS, 1970; ENDREW,
1976). Em alfafa crescida em solo, o baixo pH reduziu a populagdo de S.
meliloti e a quantidade de nddulos (MAHLER, 1983; RANDO e SILVEIRA,
1995; POHMAN, 1946). A atividade do ion hidrogénio tem sido considerada o
principal fator que restringe a sobrevivéncia e o crescimento de rizébios em
solo acido (BORDELEAU e PROVOST, 1994).

O efeito deletério do Al em plantas de feijdo crescidas em solugao
nutritva, 0 a 83 pmol L', mostrou-se relacionado ao pH e a reducdo dos
processos de formagdo e alongamento das raizes laterais, o que prejudica o
processo de infecgdo pela bactéria, sendo observado alteragbes em numero,
massa seca e atividade nodular (FRANCO e MUNNS, 1982).



Os resultados apresentados referem-se apenas aos de alfafa cultivada
com N mineral, na presenga e auséncia do aluminio com diferentes relagbes
CaMg.

3.1. Crescimento

A massa seca da parte aérea (MSPA) e a das raizes da alfafa ‘Crioula’,
média de duas plantas por vaso, foram influenciadas pelas relagbes Ca:Mg da
solucdo nutritiva, pela presenca do aluminio e pela interacdo desses dois

fatores (Tabela 3).

Tabela3— Massa seca da alfafa (g planta”), na auséncia (-Al) ou na presenca
(+Al) de aluminio (50 umol L), crescida em solugdo nutritiva com
diferentes relagbes Ca:Mg

Relacdes Massa Seca Parte Aérea Massa Seca Raiz
CaMg -A +Al Média -A +A Média
100:0 0,18bA  0,18cA 0,18 0,17bA 0,16bA 0,17
75:25 0,56aB  1,14aA 0,85 0,46aB 0,83aA 0,65
50:50 0,73aA  0,37bB 0,55 0,44aA 0,33bA 0,38
25:75 0,62aA  0,30bB 0,46 0,42aA 0,21bB 0,32
Média 0,52 0,50 0,51 0,37 0,38 0,38
CV (%) 20,14 18,16

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguida da mesma letra maiuscula na linha
nao diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Na auséncia do aluminio, ndo houve diferengas na produgdo de massa
seca da parte aérea entre os tratamentos correspondentes as relagbes Ca:Mg
(75:25, 50: 50 e 25:75) (Tabela 3). Resultados similares foram obtidos em
alfafa ‘Crioula’ cultivada em substrato com relagdes Ca:Mg do corretivo do solo
variando de 1.0 at¢ 4:1 (MOREIRA, 1999). Embora a alfafa seja considerada
planta exigente no que se refere ao pH do solo, ela apresenta crescimento
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normal em solugdo nutriva com pH 4,0, desde que nado haja deficiéncia ou
toxicidade de elementos minerais (VANCE et al, 1980). Na alfafa, podem
ocorrer diferengas intra-especificas na produgdo de massa seca em resposta
as relagdes Ca:Mg do corretivo do solo, a exemplo do cultivar “Flérida 777, que
se mostrou sensivel a essas variacdes € aos niveis de corretivo adicionados,
enquanto ‘Crioula’ somente apresentou respostas significativas a este ultimo
(GOMES, 1995). Os dados da Tabela 3 confirmaram a adaptagdo de ‘Crioula’ a
uma ampla faixa de relagbes Ca:Mg, conforme demonstrado também em solo
(GOMES, 1995; MOREIRA, 1999).

As menores produgbes de MSPA e das raizes ocorreram na relagao
100:0, tanto na presenga como na auséncia do aluminio (Tabela 3), em que as
plantas apresentaram sintomas visuais de deficiéncia de magnésio.

Na presenca do aluminio, o maior acimulo de MSPA da alfafa ocorreu
nas plantas dos tratamentos com a relagdo 75:25, 0 mesmo acontecendo no
que se refere a produgdo da massa seca da raiz (Tabela 3). Esse fato,
possivelmente, ocorreu em razao da existéncia de um efeito mitigador dessa
relacdo sobre a toxicidade do aluminio, um comportamento provavelmente
associado a efeito especifico do Ca e do Mg em aliviar a toxicidade do
aluminio. Em Phaseolus vulgaris (FRANCO e MUNNS, 1982) e em oito
espécies de dicotiledéneas (KELTJENS e TAN, 1993), o aumento da
concentracdo de calcio em solugdo nutritiva aliviou a toxicidade do aluminio. E
possivel admitir-se que o mecanismo basico envolvido seja o de restauragéo
do célcio deslocado da parede celular e membrana plasmatica (RENGEL,
1992; KINRAIDE, 1998). No entanto, o efeito protetor do magnésio em aliviar a
toxicidade do aluminio pode estar relacionado a restauracdo da atividade das
proteinas G-dependentes de Mg, devido a ligagdo do aluminio (LANDINO e
MACDONALD, 1997).

Na presengca do aluminio nos tratamentos com as relagbes 50:50 e
2575, verificou-se reducdo de aproximadamente 50% na massa seca da parte
aérea (Tabela 3), o que evidenciou a existéncia de interacdo entre as relagdes
CaMg e a toxicidade do aluminio. Neste trabalho, tal fato parece estar
associado ao maior efeito protetor do calcio em comparagdo com o magnésio,
ou seja, a restauracdo do calcio deslocado da parede celular e membrana

plasmatica, quando se consideraram os dois mecanismos sugeridos por
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KINRAIDE (1998). No experimento, a forca ibnica entre as relagbes Ca:Mg da
solugdo nutritiva foi mantida constante, por isso € impossivel que o segundo
mecanismo, incremento do potencial elétrico, com decréscimo da atividade do

A*3 na superficie da membrana, tenha tido predominancia.
3.2. Teores de nitrogénio no trifélio

A determinacdo dos teores de N nos trifdlios foi utilizada para verificar a
existéncia de relacdo entre os teores de N, a fluorescéncia da clorofila, as
leituras SPAD e as trocas gasosas.

Os teores de N no trifélio ndo diferiram significativamente nas relagbes
Ca:Mg 75:25, 50:50 e 25:75, embora os valores tenham sido consistentemente
menores na presenga do aluminio na solugdo nutritiva (Tabela 4). Em limoeiro-
cravo, o0 aluminio causou decréscimo de 29% no teor de N da parte aérea
(SANTOS et al., 1999 b), possivelmente devido a inibicdo da absorgao de
nitrato (GOMES et al., 1985; LAZOF et al, 1994). Tal fato pode ser atribuido
aos efeitos do aluminio sobre a estrutura e a permeabilidade da membrana
(ZHAO et al, 1987). Nesses ftratamentos, eles variaram de 290 a
3,60 dag kg'1, valores considerados adequados para a nutricdo da alfafa, uma
vez que esses valores para a porcao superior da alfafa se situam entre 2,6 e
3,7 dag kg'1, no inicio do florescimento (Kelling e Motocha, 1990, citados por
GOMES, 1995).

Os teores de nitrogénio no trifélio foram significativamente menores nas
plantas cultivadas na relagdo 100:0 (Tabela 4) em razdo, provavelmente, do
menor crescimento e absorcdo de nutrientes causados pela deficiéncia de

magnésio.
3.3. Trocas gasosas
3.3.1. Taxa fotossintética liquida (A) e concentragao interna de CO:
As taxas fotossintéticas liquidas por unidade de area foliar foram

influenciadas pelas relagbes Ca:Mg, pela presengca do aluminio na solugéo

nutritiva e pela interagcdo desses fatores (Tabela 5).
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Tabela4 — Teor de nitrogénio (dag kg'1) no trifélio em plantas de alfafa, na
auséncia (-Al) ou na presenca (+Al) de aluminio (50 pmol L7),
crescidas em solugdo nutritiva com diferentes relagbes Ca:Mg

Relagbes Teor de Nitrogénio

CaMg -A +Al Média
100:0 2,33bA 2,27bA 2,30
75:25 3,60aA 291aB 3,25
50:50 3,60aA 2,90aB 3,25
25:75 3,57aA 2,90aB 3,23
Média 3,27 2,74 3,00
CV (%) 10,33

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Tabela5— Taxa  fotossintética  liquida
(umol CO, m? s™) da alfafa, na auséncia (Al) ou na presenca (+Al)
de aluminio (50 pmol L"), crescida em solucdo nutriiva com

diferentes relagdes Ca:Mg

por

unidade

de

area

foliar

Relacdes Taxa Fotossintética Liquida

Ca:Mg -A +Al Média
100:0 1,33cA 2,23dA 1,78
75:25 12,50abB 14,77aA 13,63
50:50 13,05aA 8,48¢cB 10,76
25:75 11,25bA 11,37bA 11,31
Média 9,53 9,21 9,37
CV (%) 7,55

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.
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Na auséncia do aluminio, houve diferenca significativa na taxa
fotossintética entre os tratamentos correspondentes as relagbes 50:50 e 25:75
(Tabela 5), enquanto a da relagédo 50:50 ndo diferiu da relagdo 75:25 (Tabela
5). Nesses tratamentos, essa taxa variou de 11,25 a 13,05 umol CO, m? s™.
Tais valores indicam que, nessas relagbes, a assimilagcdo liquida do CO:2 pelas
plantas pode ser considerada adequada. Em plantas de alfafa nao-estressadas
e cutivadas em solugdo nutritva, no inicio do florescimento a taxa
fotossintética foi de 11 ymol CO2m? s (GOMES, 2000).

A presenca do aluminio na solucdo nutritiva resultou em maior taxa
fotossintética nas plantas cultivadas na relagdo 7525 (Tabela 5) e maior
acumulo de massa seca da parte aérea (Tabela 3). A possivel explicacdo para
o efeito benéfico do aluminio sobre a taxa de fotossintese liquida pode ser a de
que, em solugdes acidas (pH 4,0 a 4,5), a presenga do aluminio em baixas
concentragbes compete com H' por sitios de absorcdo na superficie celular,
conforme observado por KINRAIDE e PARKER (1987) ou, ainda, por diminuir a
extrusdo de nutrientes e estimular o efluxo do H', o que é considerado
essencial para o crescimento radicular em pH acido (YAN et al,, 1992). Como
resultado, ocorrem maior crescimento do sistema radicular (Tabela 3) e maior
absorcdo de nutrientes, estimulando, conseqlentemente, 0 processo
fotossintético. No tratamento com a relagdo 50:50 houve reducdo de
aproximadamente 35% na taxa fotossintética (Tabela 5) e de 50% na massa
seca da parte aérea (Tabela 3), e nas plantas cultivadas na relagdo 25:75 nao
foram observadas reducdes na taxa fotossintética (Tabela 5), mas houve
reducdo de 50% da massa seca da parte aérea na presenca do aluminio na
solugdo nutritiva. Isso demonstra o efeito da interagdo entre as relagbes Ca:Mg
e a toxicidade do aluminio, que nesse caso parece estar associado ao efeito
protetor do calcio, em comparagdo com o magnésio. O incremento da
concentracdo de célcio no ambiente radicular de espécies como feijgdo (SOUSA
JUNIOR et al, 1998) e tomate (KELTAJENS e TAN, 1993) tem reduzido a
toxicidade do aluminio, por elevar o "status" nutricional do calcio e reduzir sua
atividade na superficie da membrana das células das raizes (KELTEJANS e
TAN, 1993).

A menor taxa fotossintética liquida por unidade de area foliar foi
encontrada na relacdo 100:0, tanto na presenca quanto na auséncia do

aluminio (Tabela 5), em que ocorreram reducdo no teor de nitrogénio no trifdlio
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(Tabela 4) e deficiéncia de magnésio, verificada por sintomas visuais dessa
deficiéncia. O magnésio exerce fung¢des importantes no processo fotossintético
que vao desde a sintese de clorofila até a particio de carbono no tecido
vegetal, uma vez que, em plantas deficientes desse elemento, a queda na
capacidade fotossintética altera o suprimento de fotoassimilado e,
consequentemente, a relagdo fonte:dreno (MARCHNER, 1995).

Os valores da taxa fotossintética por unidade de area foliar (Tabela 5),
comparados com as Ci (Tabela 6), indicaram tendéncia de as menores A
resultarem em maior Ci, tanto na presenga quanto na auséncia do aluminio,

sendo indicativos de restricdo ndo-estomatica ao intercambio gasoso da planta.

Tabela 6 — Concentragdo interna de CO; (umol mol™) da alfafa, na auséncia
(-Al) ou na presenga (+Al) de aluminio (50 pmol L"), crescida em
solucado nutritiva com diferentes relagdes Ca:Mg

Relagdes Concentracgao Interna de CO2

CaMg -A +Al Média
100:0 307,50aA 304,50aA 306,00
75:25 275,17bA 249,83cB 262,50
50:50 274,33bcA 268,83bB 271,58
25:75 267,50cB 275,00bA 271,25
Média 281,12 274,54 277,83
CV (%)

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Em plantas submetidas a estresse, por salinidade e pelas elevadas
concentracdes de aluminio em solugdo nutritiva, a diminuicdo na taxa
fotossintética, sem a correspondente diminuicdo na concentracdo de CO; nos
espagos intracelulares, € considerada indicativo de restrigbes nao-estomaticas
sobre a taxa fotossintética (BRUGNOLI et al., 1991; PEREIRA, 2001).
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3.3.2. Condutancia estomatica (gs)

Os menores valores de condutdncia estomatica ocorreram nos
tratamentos 100:0 (Tabela 7), em consequéncia da deficiéncia de magnésio.

Na auséncia do aluminio, a condutdncia estomatica ndo diferiu
significativamente entre os tratamentos correspondentes as relagbes Ca:Mg de
75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 7), mas variou entre 0,62 e 0,73 mol H,O m?s™.
Esses valores ndo representaram limitacdo para fotossintese, tendo em vista
que, em plantas de alfafa (ZANELLA, 2000) e feijdo (LIMA et al.,1999),
somente os valores abaixo de 0,29 mol (H0) m? s” representam limitagdo das
taxas fotossintéticas.

Na presenga do aluminio, o maior valor de condutdncia estomatica
ocorreu no tratamento 75:25 (Tabela 7), associado ao maior acimulo de massa
seca (Tabela 3) e a maior taxa fotossintética (Tabela 5). Ja& nos tratamentos
com as relagbes Ca:Mg 50:50 e 25:75 houve redugéo de aproximadamente 45
e 20% na gs, respectivamente, na presenga do aluminio no ambiente radicular.
Em plantas de trigo, houve diminuicdo de 38% na gs, como resultado do
aumento da concentragdo de aluminio na solugcdo nutritva (MOUSTAKAS et
al., 1996).

Modificagdbes da gs, pela presenga do aluminio, podem estar
relacionadas com alteracbes da relagdo K'/Ca** nas células-guarda ou com
alteracdo da concentragdo do &cido abscisico (LINDERG e WINGSTRAND,
1985; POSCHENRIEDER et al., 1989).

3.3.3. Relagao Ci/lCa

Na auséncia do aluminio, a relagdo entre os teores de CO2 nos espagos
intercelulares (Ci) e na atmosfera (Ca) e a denominada razdo (Ci/Ca) nao
foram influenciadas pelas relagbes 75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 8). Esses
tratamentos foram acompanhados de elevadas taxas fotossintéticas por
unidade de area foliar. Assim, foi possivel admiti-se que ndo houve restricido
nédo-estomatica a fotossintese nesses tratamentos, em razdo da maior
assimilagdo do CO, dentro da célula, a exemplo do observado por ZANELLA
(2001).
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Tabela 7 — Conduténcia estomatica ao vapor de agua por unidade de area
foliar (mol HO m? s™) em plantas de alfafa, na auséncia (-Al) ou na
presenca (+Al) de aluminio (50 pmol L"), crescidas em solugdo
nutritiva com diferentes relagdes Ca:Mg

Relagbes Condutancia Estomatica

CaMg -A +Al Média
100:0 0,27bA 0,26bA 0,26
75:25 0,62aA 0,65aA 0,63
50:50 0,73aA 0,33bB 0,53
25:75 0,66aA 0,53aB 0,59
Média 0,57 0,44 0,50
CV (%) 11,03

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na

linha nao diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Na presenca do aluminio, as plantas cultvadas na relacdo 50:50 e
25:75 apresentaram incremento na razdo Ci/Ca, em comparagdo com a relagéo
75:25 (Tabela 8). Esses tratamentos foram acompanhados de redugdo na taxa
fotossintética, o que significa uma restricdo ndo-estomatica a fotossintese,
devido a menor assimilacgio de CO, , conforme observado também por
ZANELLA (2001).

O aumento na relagdo Ci/Ca no tratamento 100:0 também indica
eventual limitagdo nao-estomatica a fotossintese, devido a uma menor
assimilacao do CO, dentro da folha.

3.4. Fluorescéncia da clorofila

O estudo dos parédmetros de fluorescéncia da clorofila, de modo geral,

parece indicar que a eficiéncia fotoquimica do PSS Il ndo foi alterada pelas

relagbes Ca:Mg nem pela presenca do aluminio na solugdo nutritiva (Tabela 9).
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Tabela8 — Relagédo Ci/Ca em plantas de alfafa, na auséncia (-Al) ou na
presenca (+Al) de aluminio (50 umol L™), crescidas em diferentes
relagdes Ca:Mg da solugao nutritiva

Relagbes Relagao Ci/Ca

CaMg -A +Al Média
100:0 0,916aA 0,904aA 0,910
75:25 0,818bA 0,751cB 0,784
50:50 0,822bB 0,806bA 0,814
25:75 0,804bB 0,833bA 0,818
Média 0,840 0,823 0,831

CV (%) 1,937

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha nao diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Tabela 9 — Fluorescéncia da clorofila a, expressa pelas razdes Fv/Fo e Fv/Fm,
em plantas de alfafa, na auséncia (-Al) ou na presenga (+Al) de
aluminio (50 pmol L), crescidas em diferentes relagdes Ca:Mg da
solugao nutritiva

Relagdes FviFo Fv/fm
-A +Al Média -A +Al Média

100:0 2,24bA  3,98aA 3,11 0,61bB 0,79aA 0,70
75:25 4,79aA  3,72aA 4,25 0,83aA 0,80aA 0,81
50:50 4,70aA  4,47aA 4,58 0,82aA 0,81aA 0,81
25:75 442aA  4,39aA 4,40 0,78aA 0,81aA 0,79
Média 4,04 4,14 4,08 0,76 0,80 0,78
CV (%) 20,08 8,98

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médas seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.
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A razdo Fv/Fo foi influenciada somente pelas relagbes Ca:Mg (Tabela 9),
e as diferengas significativas foram observadas apenas na relagédo 100:0, na
auséncia do aluminio. A reducdo da razdo Fv/Fo na relagdo 100:0 pode ser um
indicador de danos estruturais, que ocorrem no tilacéide e afetam o transporte
fotossintético de elétrons. O decréscimo na razdo Fv/Fo pode ser em
decorréncia de aumento em Fo ou reducdo de Fv (HAVAUX e LANNOYE,
1985). Neste experimento, esse decréscimo foi em razdo de aumento em Fo
(dado ndo mostrado). O aumento em Fo, no foliolo central do terceiro trifdlio
superior completamente expandido, pode ser atribuido a reducdo na captura e
transferéncia de energia pelo complexo coletor de luz. Como consequéncia da
fotoinibicdo, o centro de reacdo e o complexo coletor de luz se desacoplam
(GUENTER e MELIS, 1990), e com isso o complexo coletor de luz é incapaz de
transferir a energia de excitagdo ao centro de reacdo, e dessa forma a energia
€ emitida como fluorescéncia, incrementando o valor de Fo (OUZOUNIDOU,
1993).

A razdao Fv/IFm expressa o rendimento quantico dos processos
fotoquimicos do PS Il (LAZAR, 1999), ou seja, a eficiéncia relativa da captura
de energia pelo PSS Il. De modo geral, verificou-se auséncia de resposta
significativa para esta varidvel em todas as relagbes Ca:Mg estudadas, com
excegao da relacdo 100:0 na auséncia do aluminio (Tabela 9). Na literatura, os
valores de Fv/Fm sdao da ordem de 0,8332 + 0,004, em condicdbes nao-
estressantes, na maioria das espécies (BJORKMAN e DEMMING, 1997). No
entanto, quando fatores adversos afetam o processo fotossintético,
principalmente sobre o PS Il, a razdo Fv/Fm sofre decréscimo.

3.5. Medicao indireta da clorofila

A metodologia-padrao de extracdo e de determinagdo de clorofila, ainda
que facil, apresenta como desvantagem a coleta destrutiva do material vegetal,
pois a extracdo €é via maceragdo com acetona e, a leitura, em
espectrofotdbmetro, executadas em laboratério. Com o advento dos medidores
de clorofilas portateis, as determinagbes dos teores de clorofila das folhas

tomaram-se mais faceis, principalmente pela rapidez e forma nao-destrutiva, o



que viabiliza a realizagdo diretamente no campo (Yadava, 1986, citado por
GUIMARAES, 1998).

As leituras de unidades SPAD nao diferiram significativamente nas
relagdes 75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 10), embora os valores tenham sido
consistentemente menores na presengca do aluminio. Em plantas de trigo e de
sorgo submetidas ao estresse por aluminio, o teor de clorofila diminuiu em até
70% em relagéo ao controle (OHKI, 1986).

Tabela 10 — Unidades de SPAD em alfafa, na auséncia (-Al) ou na presenca
(+Al) de aluminio (50 pmol L"), crescida em diferentes relagdes
Ca:Mg da solugao nutritiva

Relacdes Unidades SPAD

CaMg -A +Al Média
100:0 9,06bA 9,0bA 9,03
75:25 58,00aA 50,77aB 54,39
50:50 59,73aA 49,81aB 54,77
25.75 58,80aA 50,60aB 54,70
Média 46,40 40,04 43,22
CV (%) 3,02

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha nao diferem entre si, pelo teste F a 5%.

A faixa de referéncia da leitura SPAD para alfafa ‘Crioula’ no inicio do
florescimento ndo foi encontrada na literatura disponivel. Na batatinha, o valor
adequado esta entre 49 e 56, no arroz € maior do que 40 e no milho é igual a
52 (MALAVOLTA, 1997). Em todas as relagdes CaiMg estudadas, tanto na
presenga quanto na auséncia, os teores de nitrogénio nos ftrifélios avaliados
encontravam-se em nivel adequado (Tabela 4). Em razdo disso, os valores de
unidades SPAD foram considerados adequados para alfafa ‘Crioula’. A
concentragdo de clorofila, ou intensidade da coloragdo verde, correlacionou-se
positivamente com a concentragdo de N das folhas, pois grande parte deste
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nesses 0rgaos da planta participa da sintese e da estrutura das moléculas de
clorofila (GIRARDIN et al., 1985; TAIZ e ZEIGER, 1991). As leituras obtidas
com o medidor SPAD-502 (leituras SPAD) apresentaram correlacdo positiva
com a suficiéncia de N em miho (GIRARDIN et al, 1985, BLACKMER e
SCHERPERS, 1995).

As menores unidades SPAD obtidas na relagago Ca:Mg 100:0, tanto na
presenga quanto na auséncia do aluminio, traduzem os efeitos da deficiéncia
de magnésio e os baixos teores de nitrogénio no triflio (Tabela 4). Na
literatura, tem sido obtida uma correlagdo positiva entre a suplementacdo de
nitrogénio e os teores de cloroflas nas folhas (PANUELAS et al., 1993;
MAKINO et al., 1994). Em folhas de citrus em solugéo nutritiva, o nivel de
clorofila foi significativamente reduzido sob a deficiéncia de magnésio (LAVON
et al., 1999).

Os resultados deste experimento evidenciaram que a relacdo que
permitiu mitigar os efeitos da toxicidade do aluminio foi a relacdo Ca:Mg 75:25,
gue nesse caso pareceu estar associada ao maior efeito protetor do calcio em
relacio ao magnésio, em razdo do aumento observado nessa relagdo, na
massa seca da parte aérea e das raizes, na taxa fotossintética e na

condutancia estomatica e de redugéo na razao Ci/Ca.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho objetivou investigar o efeito do aluminio sobre o
crescimento, as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila e os pigmentos
fotossintéticos, em plantas de alfafa cultivadas em solugdo nutriiva com
diferentes relagbes Ca:Mg. O trabalho foi conduzido em casa de vegetagcao, em
solugdo nutritiva de Clark, ‘2forca, modificada. O experimento foi constituido
de um fatorial completo 4 x 2 x 2, sendo quatro relagdes Ca:Mg (100:0, 75:25,
50:50 e 25:75), com 4 mmol L' de Ca+Mg; duas formas de suprimento do N
(simbiético ou mineral); e dois niveis de aluminio (0 e 50 umol L"), sendo os
tratamentos dispostos em blocos casualizados, com trés repeticdes. As plantas
de alfafa inoculadas com Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409
apresentaram baixo desenvolvimento e auséncia de nodulacdo, seguida de
morte das plantas. Tal fato foi atribuido a atividade do ion hidrogénio. A alfafa
‘Crioula’ pode crescer em solugdo nutriiva com pH 4,5 e em ampla faixa de
relacdo Ca:Mg, desde que ndo haja toxicidade de aluminio. Os efeitos tdxicos
do Al foram mitigados quando as plantas foram cultivadas na solugdo nutritiva
com a relacdo Ca:Mg correspondente a 75:25, como verificado pelos dados de
incremento de produgédo da massa seca da parte aérea e das raizes, na taxa
fotossintética e na condutancia estomatica. Os valores de unidades SPAD
foram consistentemente menores na presenca do aluminio; foram considerados
adequados para o cultivar ‘Crioula’. A deficiéncia de magnésio, verificada nas
plantas da relacdo 100:0, induziu a limitagdes no crescimento, na taxa
fotossintética liquida por unidade de area foliar, na condutancia estomatica e na

captura e transferéncia de energia pelo complexo coletor de luz.
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CAPITULOII

CRESCIMENTO, TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA
EM ALFAFA NODULADA, EM RESPOSTA AO pH E A RELAGAO
CALCIO:MAGNESIO

1. INTRODUGAO

A acidez do solo € um dos principais fatores limitantes do crescimento
da alfafa (RECHCIGI et al, 1986; BALIGAR, 1989). A atividade do ion
hidrogénio restringe a sobrevivéncia e o crescimento do rizébio na rizosfera, o
processo de infecgdo, o estabelecimento do rizébio e o funcionamento do
nédulo (BORDELEAU e PREVOST, 1994). A tolerancia das leguminosas a
acidez varia em fungdo do modo de nutricdo nitrogenada dessas plantas. As
dependentes do nitrogénio proveniente da fixacdo bioldgica do N2 sao,
geralmente, mais &acido-sensiveis do que as que recebem esse elemento na
forma mineral, uma vez que o desenvolvimento da simbiose requer pH proximo
da neutralidade e niveis de calcio (ANDREW, 1976).

A deficiéncia de nitrogénio em alfafa pode ser ocasionada pela acidez
do solo, que reduz a populacdo de Sinorhizobium meliloti no solo e a
quantidade de nddulos nas raizes (RANDO e SILVEIRA, 1995). Em estudo
com Phaseolus vulgaris em solugdo nutritiva, demonstrou-se que a redugédo no

pH de 55 para 5,0 diminuiu significativamente o numero de ndodulos formados
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por planta, e o pH foi o principal fator limitante da nodulagdo, do crescimento da
planta e da fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico (FRANCO e MUNNS,
1982). Tal fato pode estar associado a relagbes entre o metabolismo do
carbono e o do nitrogénio, visto que ha forte dependéncia da planta pelo
nitrogénio fixado biologicamente pela bactéria e desta para com 0s
carboidratos da planta hospedeira (SCHUBERT, 1986). Como consequéncia
da deficiéncia de nitrogénio, ocorrem alteragbes na taxa fotossintética, nos
teores de clorofila, na eficiéncia fotoquimica e no crescimento da planta.

A acidez do solo e a deficéncia de célcio tendem a ocorrer
conjuntamente. As leguminosas temperadas geralmente requerem altas
concentragdes desse elemento quando dependentes da fixagdo bioldgica de
nitrogénio atmosférico (Munns, 1977, citado por PIUNENBORG et al., 1990).
Além disso, a adesdo das células do rizébio as raizes da leguminosa é
mediada pela Rhicadesina, uma proteina de ligagdo calcio-dependente (SMIT
et al., 1987). Esse ion desempenha papel de fundamental importdncia na
infeccdo dos pélos radiculares da alfafa pelo S. melioti (MUNNS, 1970), em
razao da habilidade de muitos rizobios em sobreviver e persistir em solo acido
(BELLEN et al., 1998; HOWIESON et al., 1992), na taxa de crescimento de S.
meliloti (HOWIESON et al., 1992) e na nodulagdo. Esta pode ser reduzida em
até 7% no cultivar ‘Resis’ cultivado em solugdo nutritiva, na auséncia de calcio
(PIUNENBORG, 1990), e, ainda, causar at¢é a auséncia de nodulagdo, a
exemplo da alfafa ‘Florida 77° quando cultivada em solo com baixos teores de
calcio (GOMES, 1995).

O calcio € um elemento importante para a manutengéo da integridade da
membrana celular (MORARD et al, 1996; RENGEL, 1992), a sintese das
paredes celulares e a ftranslocacdo de carboidratos das folhas para outras
partes da planta (MALAVOLTA, 1997). Em vista da sua mobilidade restrita na
planta, ele deve ser fornecido de forma constante, ressaltando-se que os
sintomas de sua deficiéncia surgem nas folhas mais novas (DECHEN et al.,
1999). Em alfafa ‘Florida 77°, as maiores produgdes de matéria seca da parte
aérea ocorreram nos tratamentos em que a relagdo Ca:Mg correspondeu a
100:0, mais uma afirmacdo da alta exigéncia desse -cultivar pelo calcio
(GOMES, 1995).
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O magnésio € necessario para a formagdo da clorofila, a atividade
maxima das enzimas fosforilativas (MALAVOLTA, 1997; TERRY e ULRICH,
1974), os processos de transferéncia de energia, a ligagdo do ATP a
nitrogenase e o crescimento do rizébio (MARSCHNER, 1995). Assim, espera-
se que a deficéncia de Mg tenha efeito prejudicial na fotossintese e na
respiragdo. As deficiéncias desse elemento resultam em diminuicdo no teor de
clorofila e em sintomas de clorose tipicos nas folhas de Citrus (LAVON et al.,
1999). Nos sistemas simbiodticos, a sua deficiéncia prejudica o suprimento de
carboidratos para os nédulos e interfere negativamente na taxa de fixagdo do
N, atmosférico (MARSCHNER, 1995).

As fungdes especificas do calcio nos processos de formagéo dos
nédulos e as do magnésio no de funcionamento dos mesmos e, ainda, de
ambos para o desenvolvimento da planta, resultam na necessidade de
equilibrio desses dois cations no ambiente radicular, para maximizar a
nodulagdo, a fotossintese e a produgdo de matéria seca da alfafa ‘Florida 77’
(GOMES, 1995).

A fluorescéncia da clorofila é freqlentemente usada para se avaliar a
funcionalidade do aparelho fotossintético ou os efeitos dos estresses
ambientais (KRAUSE e WEIS, 1991). Os efeitos estressantes de fatores como
a temperatura, a salinidade, a radiagdo, a seca e a deficiéncia de nutrientes,
entre outros, tém sido pesquisados por meio de medicdes de fluorescéncia da
clorofila (HAVAUXE e LANNOYE, 1985).

A cinética de fluorescéncia da clorofila, avaliada pela fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e fluorescéncia variavel (Fv), e a razdo entre
elas permitem avaliar alguns parédmetros relacionados a capacidade de
absorcdo e transferéncia de energia, principalmente os dependentes do estado
de oxidagdo das moléculas de quinona A (Qa) e das mudangas
conformacionais das membranas dos tilacdides (KRAUSE e WEIS, 1991). Essa
cinética pode também ser afetada pela deficiéncia de nutrientes e pela acidez
do solo.

Este estudo objetivou avaliar os efeitos de dois pH (50 e 6,0) no
crescimento, nas trocas gasosas e na fluorescéncia da clorofila e de pigmentos
fotossintéticos da alfafa nodulada, crescida em solugcdo nutritiva com diferentes

relagcbes Ca:Mg.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Unidade de
Crescimento de Planta do Departamento de Biologia Vegetal e no Laboratério
de Associacoes Biologicas/BIOAGRO do Departamento de Microbiologia,

pertencentes a Universidade Federal de Vigosa.
2.1. Material vegetal e condigoes de cultivo

As sementes de alfafa (Medicago sativo (L.) cv. Crioula) foram colocadas
para germinar em bandejas plasticas contendo areia lavada esterilizada,
adicionada de agua destilada. Apds sete dias da germinagdo, foi iniciada a
irrigacao, com a solugéo nutritiva Clark, ‘2for¢ca, modificada (Tabela 1), até as
plantas atingirem o estadio de desenvolvimento denominado V2 (Tabela 2).
Nesse estadio, as plantulas foram retiradas da areia e selecionadas quanto a
uniformidade de tamanho, sendo as raizes lavadas em a&agua destilada.
Posteriormente, elas foram transferidas para caixas de isopor com capacidade
para 53 L, revestidas internamente com o0s sacos de polietieno contendo
solugdo nutritiva de Clark, 2 forga, modificada (Tabela 1), com arejamento
constante, para a aplicagdo dos tratamentos. A solugdo nutritiva foi trocada
uma vez por semana e seu pH, mantido em 5,0 £+ 0,1 ou 60 + 0,1, mediante o
monitoramento diario, sendo as correcdes do pH efetuadas com a utilizagdo de

solucao-estoque de 100 mmol L' KOH.
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Tabela 1 — Composigédo da solugdo nutriiva de Clark, ‘zfor¢ca, modificada por
CLARK (1975)

Elemento Concentragdo (mmol L)  Elemento  Concentragdo (umol L)

K 2,55 P 25,00
*Ca 2,00 Mh 3,50
Mg 2,00 B 9,50

S 4,52 Zn 1,00

Cl 1,00 Mo 0,30

*NO3 ~ 0,45 Fe 20,00
*NO4 " 0,45 Cu 0,25

* CaSOs4 2H,O e MgSOs 7H;O, cuja concentragéo foi variavel conforme o
tratamento.
Na forma de NH4NO 3, durante a primeira semana de crescimento.

Tabela2 — Descricdo dos estadios do desenvolvimento de plantas de alfafa,
adaptada da descrigéo de KALU e FICK (1981)

Estadios Descrigao dos Estadios
Vo Abertura total dos cotilédones
V2 Folha trifoliolada, completamente desenvolvida no n6 acima do no

das folhas unifolioladas

V3 Folhas completamente desenvolvidas no 5° né acima do ndé das
folhas unifolioladas

V4 Folhas completamente desenvolvidas no 7° né acima do ndé das
folhas unifolioladas

R6 Um né com uma flor aberta

2.2. Preparo do inéculo

Nos tratamentos em que o nitrogénio foi suprido pelo processo de

fixacdo bioldgica, a inoculagdo foi feita com uma mistura de estirpes de
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Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409. Essas bactérias foram crescidas
separadamente em frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de meio extrato de
levedura e manitol (VICENTE, 1970), pH 6,5 a 28 °C, até atingirem
aproximadamente 10'© UFC mL’'. No momento da inoculagdo, as estirpes
foram misturadas em um Erlenmeyer e as raizes das plantulas, mergulhadas

na suspenséo, sendo imediatamente recolocadas na solu¢ao nutritiva.
2.3. Delineamento experimental e aplicagao dos tratamentos

O efeito do estresse acido no crescimento, nas trocas gasosas da alfafa
e na fluorescéncia da clorofila crescida em solugdo nutritva de Clark, Yzforga,
modificada (Tabela 1), com diferentes relagdes Ca:Mg, foi estudado em fatorial
completo 4 x 2, sendo quatro relagbes Ca:Mg (100:0, 75:25, 50:50 e 25:75),
com 4 mmol L' de Ca+Mg na solucdo nutritiva e dois valores de pH (5,0 e 6,0);
totalizando oito tratamentos, dispostos em blocos casualizados, com trés
repeticdes. As unidades experimentais foram constituidas de um vaso com
uma planta.

As plantas foram cultivadas por uma semana nos vasos de polietileno,
em solugao nutritiva com diferentes relagbes Ca:Mg, N mineral e pH, de acordo
com os tratamentos. Apds esse periodo, o N mineral foi suprimido e efetuada a

inoculacdo das plantas.
2.4. Determinagao da massa seca da planta e dos nédulos

As massas secas das raizes, dos nédulos e das partes aéreas foram
avaliadas quando as plantas de alfafa atingiram o estadio R6, aos 68 dias apds
a aplicagdo dos tratamentos. Nessa ocasido, a parte aérea das plantas de cada
parcela foi seccionada na altura do coleto, as raizes foram lavadas com agua
destiladas e os noédulos, destacados. As partes aéreas e raizes foram
acondicionadas, separadamente, em sacos de papel e os nddulos, em placas
de Petri, para secagem em estufa de circulagao forcada a 75 ° C, por 72 horas,

para posterior pesagem.



2.5. Teor de nitrogénio no trifélio

A massa de 100 mg da parte aérea, de cada repeticdo, foi submetida a
digestédo por H,SO4 e H,O, para, em seguida, determinar os teores de N nos
trifdlios adjacentes aos utilizados nas mensuragbes de fluorescéncia e trocas
gasosas pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995).

2.6. Trocas gasosas

As trocas gasosas, referentes a taxa de fotossintese liquida por unidade
de area foliar e concentracio de CO, nos espacgos intracelulares, foram
avaliadas com o uso de um analisador de gases a infravermelho portatil
(IRGA), sistema aberto, modelo LCA-2 (Analytical Development Co. Ltd.
Hoddesdon, UK). Utilizou-se o foliolo central do terceiro trifdlio superior
completamente expandido, a partir do apice, quando as plantas atingiram o
estadio de desenvolvimento R6. O fluxo de fétons fotossintético correspondeu a
1.000 umol fétons nm? s, a umidade relativa do ar de aproximadamente 80% e
temperatura de 25 °Cx 1 °C. Os dados de concentracdo de CO, nos espacos
intercelulares (Ci) e a concentragdo ambiental de CO2 (Ca) foram utilizados

para se calcular a razao Ci/Ca.

2.7. Variaveis de fluorescéncia rapida

A determinagdo da cinética de fluorescéncia rapida da clorofila foi
realizada no mesmo foliolo e no mesmo estadio de crescimento utilizado nas
determinagdes das trocas gasosas, com o uso de um fluorébmetro portatil
modelo PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King' s Lynn, NorfolK, UK).
Os resultados obtidos referentes a fluorescéncia inicial (F,), fluorescéncia
maxima (F,) e fluorescéncia variavel (Fv = Fm- Fo) foram utilizados para se
estimar Fv/Fo. Essas medigbes foram feitas apds o precondicionamento do
foliolo no escuro, por 30 minutos, para garantir o estado oxidado dos centros

de reacdes fotossintéticas.



2.8. Medigao indireta da clorofila

Os niveis de clorofila nas folhas da alfafa foram determinados por
método indireto, utilizando-se o equipamento SPAD-502 [Soil- Plant Analysis
Development (SPAD), Section, Minolta Camera Co. Ltd. Japan]. As medi¢des
foram realizadas no trifdlio, no qual foram feitas as medi¢des de fluorescéncia e
trocas gasosas, quando as plantas de alfafa se encontravam no estadio de

desenvolvimento R6, aos 68 dias apds a aplicacao dos tratamentos.

2.9. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, procedendo-se,
posteriormente, ao desdobramento da interacdo (Ca:Mg) x pH, de modo a
comparar as relagbes dentro de cada pH, pelo teste de Tukey a 5%, e as

médias dos tratamentos com pH, dentro de cada relagao, pelo teste F a 5%.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento
As producdes de massa seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR)

foram significativamente alteradas pelas relagbes Ca:Mg e pelo pH da solugdo

nutritiva (Tabela 3).

Tabela3— Massa seca da alfafa (g planta”’) em resposta ao pH e as relacdes

Ca:Mg da solugéo nutritiva

Relac¢des Parte Aérea Raiz

CaMg(%) pH50 pH6,0 Média pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 0,20bA  0,21cA 0,21 0,21bA 0,21dA 0,23

75:25 0,53aB  1,01bA 0,77 0,41aB 0,91bA 0,66

50:50 0,24bB  1,28aA 0,76 0,24bB 1,16aA 0,70

25:75 0,21bB  0,77bA 0,49 0,22bB 0,63cA 0,43

Média 0,30 0,82 0,56 0,28 0,72 0,51

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.



A maior produgédo de MSPA das plantas de alfafa ‘Crioula’ ocorreu na
relacdo 75:25 a pH 5,0, enquanto em solu¢do com o pH 6,0 ela aconteceu no
tratamento correspondente a relagdo 50:50. Em cultvo em solo, ndo se
observou diferenca no acumulo de MSPA desse cultivar, como resultado da
adicdo de corretivo contendo diferentes relagbes CaiMg (MOREIRA et al.,
1999). Provavelmente, essa diferenca de comportamento esteja associada ao
fato de ter havido melhor controle das condigdes de crescimento da planta em
solucao nutritiva.

Em plantas de alfafa cultivadas em solucdo nutriiva com a relacdo
CaiMg correspondente a 7525 a pH 5,0, houve aumento significativo na
massa seca dos noédulos (Tabela 4). Esse comportamento pode estar
relacionado a interagdo do Ca com a acidez sobre a nodulagéo, visto que as
relagbes Ca:Mg 75:25, 50:50 e 25:75 da solugdo nutriiva apresentam diferenca
de 1 mmol L' na concentracdo de calcio. Ja foi demonstrado que a adigdo
desse cation no ambiente de crescimento aumenta o comprimento da raiz
(RECHCIGAL et al.,, 1987), a taxa de crescimento do rizébio (BELLEN et al.,
1998; HOWIESON et al., 1992), a adesdo do rizébio as raizes (CAETANO-
ANOLES, 1989), o numero de ndodulos por planta (PIJNENBORG, 1990) e a
produgdo da massa seca da parte aérea (GOMES, 1995). A elevagao do pH da
solugdo nutritiva para 6,0 resultou em incremento significativo na produgéo
MSPA na relagdo 50:50 e no acumulo de massa seca dos nddulos (Tabela 4),
uma demonstragdo de que, em condicdbes de maior pH, o requerimento de
calcio € menor para maximizacdo da nodulagdo. Resultados similares foram
obtidos em varias espécies de leguminosas de clima temperado e também nas
de clima tropical, em que menor concentracdo de calcio € requerida para
nodulacdo satisfatéria quando essas plantas sdo cultvadas a pH 6,0
(ANDREW, 1976).

Nos tratamentos correspondentes a relagdo 100:0, a deficiéncia de
magnésio reduziu o crescimento das plantas e a nodulagdo (Tabelas 3 e 4). A
coloracdo esbranquicada dos nddulos das plantas desses tratamentos
representou, visualmente, a ineficiéncia no processo de fixagdo do N,
atmosférico. A deficiéncia de magnésio afeta o funcionamento dos ndédulos, o
transporte de assimilados e a atividade da nitrogenase e das enzimas
fosforilativas (MILLER e SIROIS, 1983; MARSCHENER, 1995). Além disso, a
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Tabela4 — Massa seca dos nédulos da alfafa (mg planta’), em resposta ao pH
e as relagdes Ca:Mg da solugao nutritiva

Relacdes Massa Seca dos Nédulos

Ca:Mg (%) pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 3,79cA 9,03cA 6,41
75:25 24,26aB 56,71bA 40,49
50:50 8,46bB 98,99aA 53,73
25:75 3,37bB 59,43bA 31,40
Média 9,97 56,04 33,01
CV(%) 21,40

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

atividade da nitrogenase pode ser regulada pelo magnésio, uma vez que o
fornecimento de energia para o processo de redugcdo do N, a aménia é feito
pela formagao do complexo Mg-ATP (MILLER e SIROIS, 1983).

Quando as plantas foram cultivadas em solugdo nutritva a pH 5,0
ocorreu reducdo meédia de 82% na massa seca dos nodulos (Tabela 4),
provavelmente em razao da ineficiéncia do processo de fixacdo simbidtica de
nitrogénio atmosférico, o que foi acompanhado por uma reducdo de 62% na
massa seca da parte aérea (Tabela 3). O efeito da atividade do H" na
nodulagédo também foi observado em Phaseolus vulgaris, ocasionando redugao
no numero de nédulos formados por planta de 60 para 10, quando o pH foi
reduzido de 555 para 5,0, sendo esse efeito considerado o principal fator
responsavel pela limitagdo do crescimento dessas plantas (FRANCO e
MUNNS, 1982).

3.2. Teores de nitrogénio no trifélio
A determinacdo dos teores de N nos trifdlios foi utilizada para se verificar

a existéncia de relacdo entre teores de N, fluorescéncia da clorofila, trocas

gasosas da alfafa e leituras SPAD.



Os teores de nitrogénio no trifdlio ndo foram influenciados pelas
relagdes Ca:Mg (Tabela 5) e variaram entre 2,23 e 2,70 a pH 5,0 e entre 2,20 e
3,80 dag kg'1 a pH 6,0. Esses valores sdo considerados adequados para a
nutricio da alfafa, apenas nas plantas cultivadas nas relagbes Ca:Mg
correspondentes a 75:25 a pH 5,0 e 75:25 e 50:50 a pH 6,0, uma vez que esse
valor se situava entre 26 e 3,7, na porcao superior da alfafa (Keling e
Motocka, 1990, citados por GOMES, 1995).

Tabela5— Teor de nitrogénio no trifdlio (dag kg') em plantas de alfafa em
resposta ao pH e as relagdes Ca:Mg da solugao nutritiva

Relagbes Teor de Nitrogénio no Trifdlio

Ca:Mg (%) pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 2,30aA 2,20aA 2,25
75:25 2,70aA 3,10aA 2,90
50:50 2,28aB 3,80aA 3,04
25:75 2,23aA 2,40aA 2,31
Média 2,38 2,87 2,62

CV (%) 2579

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

3.3. Trocas gasosas

3.3.1. Taxa fotossintética liquida (A) e concentragao interna de CO,

A taxa de assimilagcdo liquida do CO2 por unidade de area (A) foliar foi

influenciada pelas relagdes Ca:Mg e pelo pH da solugao nutritiva (Tabela 6).
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Tabela6 — Taxa de assimilagdo liquida do CO; por unidade de éarea foliar (A)
(umoICO, m? s™) da alfafa, em resposta ao pH e as relagdes Ca:Mg
da solugéo nutritiva

Relacdes Taxa de Assimilagéo Liquida

CaMg pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 0,15cA 0,83dA 0,49

75:25 12,57aA 13,202A 12,57

50:50 4,60bB 13,07aA 8,84

25:75 3,23bB 6,33cA 4,78

Média 5,59 8,35 7,23

CV (%) 9,28

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

A taxa de assimilagdo liquida do CO, por unidade de area foliar foi maior
no tratamento com a relagdo 7525 com pH 5,0, enquanto nas plantas
cultivadas em pH 6,0 essa troca ocorreu nas relagbes 75:25 e 50:50. Nesses
tratamentos, os teores de nitrogénio no trifdlio foram considerados adequados
para nutricdo da alfafa (Tabela 5 ), e também houve maior acimulo de massa
seca da parte aérea, excetuando-se a relagdo 75:25 a pH 6,0 (Tabela 3). Esse
comportamento provavelmente esteja associado a interagdo do nitrogénio com
fotossintese, uma vez que a capacidade fotossintética depende do suprimento
de nitrogénio, pois grande parte deste nas folhas estd alocada em proteinas
envolvidas no processo fotossintético, principalmente na enzima Rubisco
(EVANS e TERASHIMA, 1997). Em plantas cultivadas na relagdo Ca:Mg 75:25
a pH 6,0, a elevada taxa fotossintética ndao correspondeu ao maior acumulo de
massa seca da parte aérea. Em plantas de milho, feijdo e girassol, a
diminuicdo na producdo foi atribuida ao inadequado crescimento da area foliar
do que a uma limitagdo na fotossintese liquida (Boyer, 1970, citado por TAIZ e
ZEIGER, 1991).

Nas relagdes Ca:Mg correspondentes a 100:0, 50:50 e 25:75 a pH 50 e
nas relagdes 100:0 e 25:75 a pH 6,0, os teores de nitrogénio no trifdlio (Tabela
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5) estdo abaixo do nivel critico de 2,6 dag kg’ na porcdo superior da parte
aérea (Keling e Motocha, 1990, citados por GOMES, 1995), e esses
tratamentos foram acompanhados por baixas taxas de assimilagdo liquida de
CO, por unidade de area foliar (Tabela 6), possivelmente em razdo de
nitrogénio ser componente da Rubisco (EVANS, 1983) e da interdependéncia
entre a capacidade fotossintética e o nitrogénio foliar (EVANS, 1989). Em
plantas de girassol em solugdo nutritiva, a deficiéncia de nitrogénio reduziu
cerca de 30% a atividade fotossintética em relagédo a planta-controle (CIOMPI,
1996).

Os valores de taxa de assimilagdo de CO, por unidade de area foliar
(Tabela 6), comparados com as Ci (Tabela 7), indicam tendéncia de as
menores A resultarem em maior Ci, tanto a pH 50 quanto a pH 6,0, e
representam indicativo de restrigbes nao-estomaticas ao intercambio gasoso da

planta.

Tabela 7 — Concentragdo de CO, nos espacgos intercelulares (umol mol'1) em
plantas de alfafa em resposta ao pH e as relagbes CaiMg da
solucéo nutritiva

Relacbes Concentragao CO, nos Espacos Intercelulares
CaMg pHS5,0 pH 6,0 Média
100:0 306,00aA 297,00aA 301,50
75:25 213,00dA 154,33dB 183,67
50:50 263,00cA 194,33cB 228,50
25:75 284,67bA 239,33bB 262,00
Média 266,67 221,17 243,92
CV (%) 3,49

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Em plantas submetidas a estresse, a diminuicdo da taxa fotossintética
sem a correspondente diminuicdo na concentracdo de CO, nos espagos
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intracelulares é considerada um indicativo da existénca de restrigbes nao-
estomaticas sobre a taxa de fotossintese liquida. Em feijoeiro, a salinidade
diminuiu a taxa da fotossintese liquida e aumentou a Ci (BRUGNOLI et al.,
1991); resultado similar ao verificado em quatro porta-enxertos de citrus sob
estresse com aluminio (PEREIRA, 2001).

3.3.2. Condutancia estomatica (gs)

Os valores de condutancia estomatica ao vapor de agua por unidade de
area foliar nas plantas crescidas em pH 5,0 foram maiores na relagdo 75:25 e
em pH 6,0, nas relagbes 7525 e 50:50. O incremento na gs, nesses
tratamentos, ndo representa limitacdo da fotossintese, tendo em vista que em
plantas de alfafa (ZANELLA, 2000) e feijgo (LIMA et al., 1999) somente os
abaixo de 029 mol (H0) m? s’ representam limitacio das taxas
fotossintéticas.

Tabela 8 — Conduténcia estomatica ao vapor de agua por unidade de area
foliar (mol (HbO m? S') da alfafa em resposta ao pH e as relacdes

Ca:Mg da solugéo nutritiva
Relacdes Condutancia Estomatica
CaMg PH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 0,12bA 0,20bA 0,16
75:25 0,32aA 0,40aA 0,36
50:50 0,21abA 0,35aB 0,28
25:75 0,18abA 0,26abA 0,22
Média 0,21 0,30 0,25
CV (%) 11,71

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.
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3.3.3. Relagao Ci/Ca

A relagdo entre os teores de CO, nos espacgos intracelulares (Ci) e na
atmosfera (Ca) foi influenciada pelas relagbes Ca:Mg e pelo pH da solugéo
nutritiva (Tabela 9).

Tabela9 — Relagdo Ci/Ca em plantas de alfafa em resposta ao pH e as
relagdes Ca:Mg da solugéo nutritiva

Relacdes Relacao Ci/Ca

CaMg pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 0,94aA 0,92aA 0,93
75:25 0,65cA 0,47cB 0,56
50:50 0,81bA 0,51cB 0,66
25:75 0,88aA 0,74bA 0,81
Média 0,82 0,66 0,74
CV (%) 442

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra mailuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

No pH 5,0, a menor relagcdo Ci/Ca ocorreu em plantas do tratamento
com a relagdo 75:25, enquanto a elevagdo do pH da solucdo nutritiva resultou
em menores valores nas plantas das relagbes 75:25 e 50:50 (Tabela, 9). Esses
tratamentos foram acompanhados de aumento nas taxas fotossintéticas e
elevados teores de nitrogénio no trifdlio (Tabelas 5 e 6). Assim, é possivel
inferirse que nado houve restricdo naoestomatica a fotossintese nesses
tratamentos, em razdo da maior assimilacdo do CO, dentro da célula, a
exemplo do observado por ZANELA (2001). Os outros tratamentos, tanto a pH
5,0 quanto a pH 6,0, apresentaram aumentos na relagdo Ci/Ca, associados a
baixos teores de nitrogénio no trifdlio e baixa taxa fotossintética, o que significa
restricio nao-estomatica a fotossintese, devido a uma menor assimilacdo de

CO2 dentro da célula, conforme também observado por ZANELA (2001). A
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reducdo na atividade de assimilagio do CO: sob estresse de nitrogé nio,
associado ao aumento na concentragdo intracelular de CO, em plantas de
girassol, foi atribuida mais a uma redugdo na atividade mesofiica do que a
limitagdes estomaticas (CIOMPI et al., 1996).

3.4. Fluorescéncia da clorofila

Os valores dos parametros de fluorescéncia (Fo, Fm e Fv e as relagbes
entre Fv/Fm) da clorofila parecem indicar que a eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il ndo foi afetada pela relagdo Ca:Mg ou pelo pH da solugdo
nutritva (dados ndo mostrados), mesmo naqueles tratamentos que
apresentaram baixos teores de nitrogénio no trifolio. Resultados similares foram
obtidos em plantas de girassol em solugdo nutritiva, em que os parametros de
fluorescéncia da clorofila ndo foram afetados pelo estresse de nitrogénio com
relagao & plantas-controle (CIOMPI et al., 1996).

Dentre os parametros de fluorescéncia, a relagdo Fv/Fo foi influenciada
pelo pH da solucdo nutritiva somente quando se considera a soma da média
dos tratamentos (Tabela 10).

Os valores da relagdo entre fluorescéncia variavel e fluorescéncia inicial
(Fv/IFo) foram menores nas plantas cultivadas em solugdo nutritva com pH 5,0.
Essa diminuicdo da relagdo Fv/Fo é, quando significativa, indicativo dos danos
estruturais que ocorrem nos tilacéides, que afetam o transporte fotossntético
de elétrons (HAVAUX e LANNOYE, 1985). A resposta Unica para esse
parametro de fluorescéncia, considerando o conjunto dos tratamentos, reflete,
de forma mais sensivel, a mudangas na fotossintese (BABANI e
LICHTENTHALER, 1992).

3.5. Medicao indireta da clorofila

A intensidade de coloragdo verde foi influenciada pelas relagbes Ca:Mg
e pelo pH da solugao nutritiva (Tabela 11).
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Tabela 10 — Relagdo Fv/IFo da alfafa em resposta ao pH e as relagdes Ca:Mg
da solugéo nutritiva

Relacdes Relacao Fv/Fo

CaMg pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 2,63aA 3,06 aA 2,85
75:25 3,04 aA 4,95 aA 3,99
50:50 3,63 aA 3,72 aA 3,68
25:75 2,85 aA 3,04 aA 2,95
Média 3,04 3,69 3,37
CV (%) 22,09

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiuscula na
linha nao diferem entre si, pelo teste F a 5%.

Tabela 11— Unidades de SPAD em alfafa em resposta ao pH e as relagdes
Ca:Mg da solugéo nutritiva

Relacdes Unidades SPAD

CaMg pH 5,0 pH 6,0 Média
100:0 2,43dB 11,43cA 6,93

75:25 20,30aB 43,20aA 31,75

50:50 14,43bB 43,00aA 28,72

25:75 10,33cB 18,67bA 14,50

Média 11,87 29,08 20,48

CV (%) 2,30

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra mailuscula na
linha ndo diferem entre si, pelo teste F a 5%.

O maior valor de unidade SPAD das plantas crescidas em solugéo
nutritiva com pH 5,0 ocorreu no tratamento com relagdo 75:25 e com pH 6,0,

nos com relagdes 75:25 e 50:50, tratamentos em que os teores de nitrogénio
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no trifélio foram maiores (Tabela 5). Tal efeito pode estar associado a relagéo
positiva entre a concentragdo de clorofila e os teores de N, pois grande parte
do N contido nas folhas participa da sintese e da estrutura das moléculas de
clorofila (HAK et al., 1993; EVANS e TERASHIMA, 1987), sendo, em média,
50 mol de nitrogénio nos tilacdides para cada mol de clorofila (EVANS, 1989).

Os resultados deste experimento indicam que o0s requerimentos de
calcio sdo maiores do que os de magnésio para mitigar os efeitos toxicos do
baixo pH, provavelmente em razdo do beneficio do calcio no ambiente de
crescimento, o que permitiu maior nodulacdo e, conseqglentemente, maior
fornecimento de nitrogénio para alfafa ‘Crioula’, verificado por intermédio dos
teores adequados de nitrogénio no trifdlio e da maior intensidade de coloragdo
verde da planta. Em razdo desse suprimento de nitrogénio para essa planta,

ocorreu aumento na taxa fotossintética e na condutancia estomatica.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Estudaram-se os efeitos do pH (5,0 e 6,0) e da relagdo Ca:Mg (100:0,
75:25, 50:50 e 25:75) sobre crescimento, trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila e pigmentos fotossintéticos, em plantas de alfafa ‘Crioula’ inoculadas
com uma mistura de estirpes de Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409, no
estadio R6 (um né com uma flor aberta). O trabalho foi conduzido em casa de
vegetacdo, sendo as plantas cultivadas em solu¢do nutritiva.

A existéncia de interacdo entre as relagbes CaMg e o pH foi
comprovada pelo aumento na producdo da massa seca da parte aérea, na
nodulacdo, na taxa fotossintética por unidade de area foliar, na condutancia
estomatica e na intensidade de coloragdo verde das plantas cultivadas na
relacdo 7525 a pH 50 e na relagdo 50:50 a pH 6,0. O aumento na taxa
fotossintética e na intensidade de coloragdo verde das plantas cultivadas na
relacdo 75:25 a pH 6,0, sem o correspondente aumento no acumulo de massa
seca da parte aérea, indicou a inexisténcia de uma concordancia entre os

dados de comportamento de trocas gasosas e a producéo.
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APENDICE



APENDICE A

Quadro 1A— Quadrados meédios das variaveis referentes ao aluminio e as

relacbes Ca:Mg
Varidveis Quadrados Médios

Relacbes Aluminio Rel. x Al Residuo
MS da parte aérea 0,46* 0,01 0,28* 0,005
MS da raiz 0,24* 0,01 0,10* 0,004
Teor de N no trifélio 1,34* 1,68* 0,15* 0,970
A 245,39* 1,80 22,75* 0,530
Ci 3400,92* 463,17* 490,35 17,599
Gs 0,26* 0,15* 0,11* 0,003
Ci/Ca 0,02* 0,002* 0,005* 0,0002
SPAD 3117,54* 242,06* 8,26* 1,708
FV/Fm 0,02* 0,02* 0,01* 0,005
Fv/Fo 3,85* 0,22 3,56 0,696

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.



Quadro 2A- Quadrados médios das variaveis referentes ao pH e as relagbes

CaMg
Varidveis Quadrados Médios

Relagdes pH Rel. x pH Residuo
MS da parte aérea 0,30* 1,55 0,30* 0,107
MS da raiz 0,28* 1,84* 0,23* 0,005
MS dos nédulos 2.398,04* 13.012,50* 1.986,29* 56,880
Teor de N no trifdlio 1,07 1,48 0,76 0,458
A 152,40* 58,82* 19,41* 0,570
Ci 13.452,20* 12.703,74 916,51* 70,950
gs 0,04* 0,05* 0,001 0,0009
Ci/Ca 0,14* 0,15 0,02 0,001
SPAD 828,25* 1.785,37* 154,92* 0,220
Fv/Fo 1,78 2,86* 1,01 0,560

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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