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RESUMO 

 

 

 

FEITOSA, Ávila Maria Bastos Santos, M. S., Universidade Federal de Viçosa, 
abril de 2002. Trocas gasosas, fluorescência da clorofila e crescimento 
de alfafa em resposta ao alumínio, ao pH e à relação cálcio:magnésio. 
Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Conselheiros: Maria Catarina Megumi 
Kasuya e Marcos Rogério Tótola. 

 

 

 Este trabalho teve como objetivo o estudo dos efeitos do alumínio, do pH 

e da relação Ca:Mg sobre o crescimento, as trocas gasosas e a fluorescência 

da clorofila em alfafa no estádio de desenvolvimento R6 (um nó com uma flor 

aberta). No primeiro experimento, utilizou-se o fatorial completo 4 x 2 x 2, 

sendo quatro relações Ca:Mg (100:0, 75:25, 50:50 e 25:75), duas 

concentrações de Al (0 e 50 µmol L-1) e duas fontes de nitrogênio (simbiótico 

ou mineral) na solução nutritiva a pH 4,5. No segundo, utilizou-se um fatorial 

completo 4 x 2, sendo quatro relações Ca:Mg e dois valores de pH (5,0 e 6,0). 

Nos dois experimentos, as raízes 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 simbiótico, na 

presença ou ausência do alumínio, apresentaram baixo desenvolvimento e 

ausência de nodulação, seguida de morte. Tal fato foi atribuído à atividade do 

íon hidrogênio. Os efeitos específicos das relações em mitigar a toxicidade da 

acidez e do alumínio foram comprovados pelo aumento na massa seca, na 
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nodulação, na taxa fotossintética, na condutância estomática e na intensidade 

de coloração verde das plantas correspondentes ao tratamento com relação 

75:25. A deficiência de magnésio nas plantas, na relação 100:0, induziu a 

limitações no crescimento, na taxa fotossintética por unidade de área foliar, na 

condutância estomática e na captura e transferência de energia pelo complexo 

antena. Os resultados evidenciaram que, quando prevalece a condição de 

acidez, há maior demanda de cálcio em relação à de magnésio para mitigar os 

efeitos tóxicos da acidez e do alumínio. 
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ABSTRACT 

 

 

 

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

 

 

 The objective of this work was to study the effects of aluminum, pH and 

Ca:Mg ratios on the growth, mineral composition, 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 concentrations (0 and 50 µmol L-1), 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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INTRODUÇÃO 

 

 

 

A alfafa (Medicago sativa L.) é a leguminosa perene considerada a 

“rainha das forrageiras”, por ser rica em proteínas, cálcio, fósforo e vitaminas 

(A, B1, B2, C, E e K) e por suas características de palatabilidade e 

digestibilidade para alimentação animal (NUERNBERG et al., 1992). No Brasil, 

o seu cultivo está concentrado na Região Sul, porém já foi relatada a sua 

adaptação a condições tropicais. Ela se desenvolve melhor em solos 

profundos, permeáveis, bem drenados e férteis, com altos teores de cálcio e 

fósforo e pH próximo à neutralidade (NUERNBERG et al., 1992). 

O nitrogênio para a alfafa pode ser suprido por Sinorhizobium meliloti, 

bactéria que, em associação mutualista, pode fixar o N2 atmosférico em 

quantidades que correspondem a 50 a 463 kg de N ha-1 ano-1, em média de 

200 kg de N ha-1 ano-1 (HANSON et al., 1988). A planta nessa associação provê 

os carboidratos necessários aos processos metabólicos da bactéria, além da 

formação e manutenção da estrutura nodular. A assimilação do CO2 

fotossintético pela folha é afetada por fatores nutricionais, ambientais e 

fisiológicos da planta (CAEMMERER e FARQUHAR, 1981). Os balanços de 

carbono e nitrogênio na planta são mutuamente coordenados (OSAKI et al., 

1992). A deficiência de nitrogênio induz a modificações de características 

morfológicas e fisiológicas, a exemplo de limitações no crescimento, no número 

de folhas, na área foliar, no conteúdo de clorofila por unidade de área foliar, na 

taxa de transporte de elétrons, na assimilação de CO2 e na condutância 
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estomática (EVANS e TERASHIMA, 1988; CIOMPI et al., 1996; YEN et al., 

2000).  

A acidez do solo é um dos principais fatores limitantes do crescimento 

de M. sativa (RECHCIGL et al., 1986). Em razão da sensibilidade da alfafa e da 

referida bactéria à acidez do solo, o seu cultivo em solos que apresentam 

problemas de acidez, acompanhados de baixa saturação de bases e altos 

teores de alumínio (REICHARDT, 1981), só é possível após a aplicação de 

calcário, o que elimina os efeitos adversos da acidez e supre as exigências de 

cálcio e magnésio da planta e bactéria. 

Os calcários calcíticos ou dolomíticos, quando aplicados a um mesmo 

solo com freqüência, podem afetar a relação Ca:Mg deste (FASSBENDER e 

BORNEMISZA, 1994). Dessa forma, os teores de cálcio e magnésio trocáveis 

existentes no solo devem ser considerados no cálculo da quantidade de 

calcário a ser adicionado ao solo para atender, também, às exigências da 

planta e da bactéria com relação a esses elementos.  A quantidade de calcário 

e as relações Ca:Mg do corretivo influem no desenvolvimento e nas trocas 

gasosas da alfafa e podem contribuir para mitigar os efeitos da presença do 

alumínio tóxico e da acidez em solos. 

Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos da concentração de 

alumínio e do pH da solução nutritiva sobre crescimento, trocas gasosas e 

fluorescência da clorofila da alfafa crescida em diferentes relações Ca:Mg. 
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CAPÍTULO I 

 

TROCAS GASOSAS, FLUORESCÊNCIA DA CLOROFILA E CRESCIMENTO 

DE ALFAFA EM RESPOSTA AO ALUMÍNIO E À RELAÇÃO 

CÁLCIO:MAGNÉSIO  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 O alumínio trocável, importante componente da acidez potencial do 

solo, pode induzir reduções na absorção e na translocação de fósforo, cálcio e 

magnésio em plantas e, conseqüentemente, diminuir a produtividade das 

culturas (SILVA, 1984; KELTJENS e TAN, 1993; ANDREW et al., 1973). Ele 

exerce efeitos tóxicos sobre o crescimento dos vegetais, notadamente sobre o 

sistema radicular, o qual fica constituído raízes grossas e quebradiças e com 

crescimento reduzido, coloração marrom e menor ramificação (FOY, 1992). 

Esses efeitos são causados por alterações na permeabilidade da membrana, 

ou seja, por mudanças na fluidez dos lipídios e na densidade de 

empacotamento, resultantes da ligação eletrostática de espécies catiônicas de 

alumínio a regiões polares dos fosfolipídios ou da interação com proteínas da 

membrana (RENGEL, 1996). A presença desse elemento pode também 

bloquear os canais de Ca na membrana plasmática e impedir a ligação do Mg 

às proteínas transportadoras (RENGEL, 1992; RENGEL e ROBISON, 1989; 

HUANG et al., 1992). A inibição do influxo de Ca+2 para o interior da célula, 
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provocado pelo alumínio, precede os sintomas visíveis de toxicidade desse 

elemento. Os canais de Ca+2 são muito sensíveis à presença do alumínio, que 

deve bloquear os canais presentes na membrana plasmática de células da raiz, 

assumindo um papel marcante nesse processo de toxicidade (JONES et al., 

1998). Esse cátion também é conhecido por causar mudanças severas e 

irreversíveis na parede celular. A lignificação induzida por alumínio também 

está intimamente relacionada à inibição do alongamento celular (SASAKI et al., 

1996). 

O fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons mitocondriais 

pode ser afetado pela presença do alumínio, em razão da possível interferência 

nos processos de oxidação de substratos que doam elétrons no processo 

respiratório (LIMA e COPELAND, 1994). Esse elemento pode induzir também 

uma redução pronunciada nas taxas de atividades do fotossistema II e no 

conteúdo de citocromo b por unidade de clorofila, além da redução nos 

conteúdos de caroteno (LINDON et al., 1997). Em cultivares de trigo, o 

estresse causado pelo alumínio promove alteração no fotofuncionamento do 

tilacóide, pois inibe parcialmente o transporte de elétrons no fotossistema II e 

nas proximidades do seu centro de reação, principalmente na variedade 

sensível (MOUSTAKAS et al., 1995). 

 O efeito danoso do alumínio, para oito espécies de dicotiledôneas, pode 

ser aliviado pelo aumento da concentração de cálcio em solução nutritiva 

(KELTJENS e TAN, 1993). Em solos, esse efeito já havia sido atribuído ao 

fornecimento de bases, as quais diminuem a atividade e a saturação de Al no 

complexo de troca do solo (SOLERA, 1988). O aumento da concentração 

desse cátion no ambiente radicular pode aliviar a toxicidade do alumínio por 

diminuir, por competição, a adsorção do Al à plasmalema e por elevar o 

potencial elétrico (MARSCHNER, 1996; KINRAIDE, 1998).  

O magnésio exerce funções importantes na célula vegetal, como síntese 

de proteínas e de clorofilas, ativação enzimática, fosforilação oxidativa, 

fotossíntese e, inclusive, partição de carbono no tecido vegetal (MARCHNER, 

1996). Esse elemento pode também aliviar os danos do alumínio por restaurar 

a atividade das proteínas G-dependentes de Mg, devido à ligação do alumínio 

(LANDINO e MACDONALD, 1997). 
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Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos do alumínio no 

crescimento, nas trocas gasosas e na fluorescência da clorofila e de pigmentos 

fotossintéticos em plantas de alfafa crescidas em diferentes relações Ca:Mg da 

solução nutritiva. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Unidade de 

Crescimento de Planta do Departamento de Biologia Vegetal e no Laboratório 

de Associações Biológicas/BIOAGRO do Departamento de Microbiologia, 

pertencentes à Universidade Federal de Viçosa. 

 

2.1. Material vegetal e condições de cultivo 

 

 As sementes de alfafa (Medicago sativo (L.) cv. Crioula) foram 

colocadas para germinar em bandejas plásticas contendo areia lavada 

esterilizada, adicionada de água destilada. Após sete dias da germinação, foi 

iniciada a irrigação com a solução nutritiva Clark, ½ força, modificada (Tabela 

1), até as plantas atingirem o estádio de desenvolvimento denominado V2 

(Tabela 2).  

Nesse estádio, as plântulas foram retiradas da areia e selecionadas 

quanto à uniformidade de tamanho, sendo as raízes lavadas em água 

destilada.  Posteriormente, elas foram transferidas para caixas de isopor com 

capacidade de 5,3 L, revestidas internamente com sacos de polietileno 

contendo solução nutritiva de Clark, ½ força, modificada (Tabela 1), com 

arejamento constante, para aplicação dos tratamentos.  A solução nutritiva foi 

trocada uma vez por semana, e seu pH foi mantido a 4,5 ± 0,1, mediante 

monitoramento diário, sendo as correções do pH efetuadas com a utilização de 

solução-estoque de 100 mmol L-1 KOH. 
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Tabela 1 – Composição da solução nutritiva de Clark, ½ força, modificada por 
CLARK (1975) 

 
 

Elemento Concentração (mmol L-1) Elemento Concentração (µmol L-1) 

K 2,55 P 25,00 

*Ca 2,00 Mn 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 2H2O e MgSO4 7H2O, cuja concentração foi variável conforme o 
tratamento. 
** Na forma de NH4NO3. 

 

 

Tabela 2 – Descrição dos estádios do desenvolvimento de plantas de alfafa, 
adaptada da descrição de KALU e FICK (1981) 

 
 
Estádios Descrição dos Estádios 

Vo Abertura total dos cotilédones 

V2 Folha trifoliolada, completamente desenvolvida no nó acima do nó 

das folhas unifolioladas 

V3 Folhas completamente desenvolvidas no 5º nó acima do nó das 

folhas unifolioladas 

V4 Folhas completamente desenvolvidas no 7º nó acima do nó das 

folhas unifolioladas 

R6 Um nó com uma flor aberta 

 

 

2.2. Preparo do inóculo 

 

Nos tratamentos em que o nitrogênio foi suprido apenas pelo processo 

de fixação biológica, a inoculação 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) a pH 6,5, a 28 oC, até atingirem a 

densidade ótica de 10 8 células mL-1 de meio de cultura. No momento da 

inoculação, as estirpes foram misturadas em um Erlenmeyer e as raízes das 

plântulas, mergulhadas na suspensão, sendo imediatamente recolocadas na 

solução nutritiva. 

 

2.3. Delineamento experimental e aplicação dos tratamentos 

 

 O efeito do alumínio no crescimento, nas trocas gasosas e na 

fluorescência da clorofila da alfafa crescida em solução nutritiva de Clark, ½ 

força, modificada (Tabela 1), com diferentes relações Ca:Mg, foi estudado em 

fatorial completo 4 x 2 x 2, sendo quatro relações Ca:Mg (100:0, 75:25, 50:50 e 

25:75), com 4 mmol L-1 de Ca+Mg na solução nutritiva; duas formas de 

suprimento do nitrogênio, simbiótico ou mineral, e dois níveis de alumínio (0 e 

50 µmol L-1), totalizando 16 tratamentos dispostos em blocos casualizados, 

com três repetições. As unidades experimentais foram constituídas de um vaso 

com duas plantas. Após uma semana de cultivo das plantas nos vasos 

contendo solução nutritiva a pH 4,5, diferentes relações Ca:Mg e o N mineral,  

procedeu-se à adição do alumínio e à supressão do N mineral e, também, à 

inoculação das plantas nos tratamentos correspondentes ao N simbiótico. O 

alumínio foi adicionado na forma de AlCl3.6H2O, utilizando-se uma solução-

estoque de 100 mmol L-1, preparada no dia do uso. 

  

2.4. Determinação da massa seca 

 

 A massa seca da raiz e da parte aérea foi avaliada quando as plantas de 

alfafa atingiram o estádio R6, aos 60 dias após a aplicação dos tratamentos. 

Nessa ocasião, a parte aérea das plantas de cada parcela foi seccionada na 

altura do coleto, e as raízes e as partes aéreas foram acondicionadas, 

separadamente, em sacos de papel para secagem em estufa de circulação 

forçada, a 75 ºC, durante 72 horas e posterior pesagem.  
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2.5. Teor de nitrogênio no trifólio 

 

 A massa de 100 mg da parte aérea, de cada repetição, foi submetida à 

digestão por H2SO4 e H2O2 para, em seguida, determinar os teores de N nos 

trifólios adjacentes aos utilizados nas mensurações de fluorescência e trocas 

gasosas pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995). 

 

2.6. Trocas gasosas 

  

As trocas gasosas, referentes à taxa de fotossíntese líquida e à 

condutância estomática por unidade de área foliar, foram avaliadas com o uso 

de um analisador de gases a infravermelho portátil (IRGA), sistema aberto, 

modelo LCA-2 (Analytical Development Co. Ltd., Hoddesdon, UK). Utilizou-se o 

folíolo central do terceiro trifólio superior completamente expandido, a partir do 

ápice, quando às plantas atingiram o estádio de desenvolvimento R6. O fluxo 

de fótons fotossintético correspondeu a 1.000 µmol fótons m-2 s-1, a umidade 

relativa do ar de aproximadamente 80% e a temperatura de 25 º C± 1 ºC. Os 

dados de concentração de CO2 nos espaços intercelulares (Ci) e a 

concentração ambiental de CO2 (Ca) foram utilizados para calcular a razão 

Ci/Ca.  

 

2.7. Fluorescência da clorofila 

 

A determinação da cinética de fluorescência rápida da clorofila foi 

realizada no mesmo folíolo e no mesmo estádio de crescimento utilizado nas 

determinações das trocas gasosas, com o uso de um fluorômetro portátil 

modelo PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King, s Lynn, NorfolK, UK). 

Os resultados referentes a fluorescência inicial (Fo), definida como a 

intensidade de fluorescência quando todos os centros de reação do FS II estão 

abertos e as membranas fotossintéticas desenergizadas, e apresenta, também, 

um coeficiente de extinção fotoquímico igual a 1 e o não-fotoquím ico, igual a 

zero;  fluorescência máxima (Fm), definida como a intensidade de 

fluorescência em que todos os centros de reação do FS II estão fechados, isto 

é, a extinção fotoquímica é igual a zero, e todos os processos de extinção não-
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fotoquímica estão no mínimo; e fluorescência variável (Fv = Fm- Fo), foram 

utilizados para se estimarem Fv/Fm e Fv/Fo. Essas medições foram feitas após 

o precondicionamento do folíolo no escuro, por 30 minutos, para garantir o 

estado oxidado dos centros de reações fotossintéticas. 

 

2.8. Medição indireta da clorofila 

  

    Os níveis de clorofila nas folhas da alfafa foram determinados por 

método indireto, utilizando-se o equipamento SPAD-502 [Soil- Plant Analysis 

Development (SPAD), Section, Minolta Câmera Co. Ltd. Japan]. As medições 

foram realizadas no trifólio, no qual foram feitas as medições de fluorescência e 

trocas gasosas, quando as plantas de alfafa se encontravam no estádio de 

desenvolvimento R6, aos 60 dias após os tratamentos.   

 

2.9. Análises estatísticas 

 

 Os dados foram submetidos à análise de variância, procedendo-se, 

posteriormente, ao desdobramento da interação (Ca:Mg) x Al, de modo a 

comparar as relações dentro de cada concentração de alumínio pelo teste de 

Tukey a 5% e as médias dos tratamentos com alumínio, dentro de cada relação 

Ca:Mg, pelo teste F a 5%. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 As plantas de alfafa inoculadas, crescidas com 0 e 50 µmol L-1 de 

alumínio a pH 4,5, nas diferentes relações Ca:Mg, apresentaram pequeno 

desenvolvimento, ausência de nódulos e sintomas de deficiência de nitrogênio 

e morte das plantas (dados não mostrados). Esse fato foi atribuído à atividade 

do íon hidrogênio sobre a sobrevivência e o crescimento do rizóbio. Em 

ensaios com uso de solução nutritiva sem a presença do alumínio, não houve 

formação de nódulos nas raízes da alfafa quando o pH da solução foi inferior a 

4,8, ressaltando-se que a nodulação máxima ocorreu em pH superior a 5,5 e 

50% de nodulação máxima quando em pH 5,0 (MUNNS, 1970; ENDREW, 

1976). Em alfafa crescida em solo, o baixo pH reduziu a população de S. 

meliloti e a quantidade de nódulos (MAHLER, 1983; RANDO e SILVEIRA, 

1995; POHMAN, 1946). A atividade do íon hidrogênio tem sido considerada o 

principal fator que restringe a sobrevivência e o crescimento de rizóbios em 

solo ácido (BORDELEAU e PROVOST, 1994). 

  O efeito deletério do Al em plantas de feijão crescidas em solução 

nutritiva, 0 a 83 µmol L-1, mostrou-se relacionado ao pH e à redução dos 

processos de formação e alongamento das raízes laterais, o que prejudica o 

processo de infecção pela bactéria, sendo observado alterações em número, 

massa seca e atividade nodular (FRANCO e MUNNS, 1982). 
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Os resultados apresentados referem -se apenas aos de alfafa cultivada 

com N mineral, na presença e ausência do alumínio com diferentes relações 

Ca:Mg. 

 

3.1. Crescimento 

 

 A massa seca da parte aérea (MSPA) e a das raízes da alfafa ‘Crioula’, 

média de duas plantas por vaso, foram influenciadas pelas relações Ca:Mg da 

solução nutritiva, pela presença do alumínio e pela interação desses dois 

fatores (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3 – Massa seca da alfafa (g planta-1), na ausência (-Al) ou na presença 
(+Al) de alumínio (50 µmol L-1), crescida em solução nutritiva com 
diferentes relações Ca:Mg 

 
 

Massa Seca Parte Aérea  Massa Seca Raiz Relações 

Ca:Mg  - Al +Al Média  - Al + Al 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguida da mesma letra maiúscula na linha 
não diferem entre si, pelo teste F a 5%.   

 

 

Na ausência do alumínio, não houve diferenças na produção de massa 

seca da parte aérea entre os tratamentos correspondentes às relações Ca:Mg 

(75:25, 50: 50 e 25:75) (Tabela 3). Resultados similares foram obtidos em 

alfafa ‘Crioula’ cultivada em substrato com relações Ca:Mg do corretivo do solo 

variando de 1:0 até 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 solução nutritiva com pH 4,0, desde que não haja deficiência ou 

toxicidade de elementos minerais (VANCE et al., 1980). Na alfafa, podem 

ocorrer diferenças intra-específicas na produção de massa seca em resposta 

às relações Ca:Mg do corretivo do solo, a exemplo do cultivar “Flórida 77”, que 

se mostrou sensível a essas variações e aos níveis de corretivo adicionados, 

enquanto ‘Crioula’ somente apresentou respostas significativas a este último 

(GOMES, 1995). Os dados da Tabela 3 confirmaram a adaptação de ‘Crioula’ a 

uma ampla faixa de relações Ca:Mg, conforme demonstrado também em solo 

(GOMES, 1995; MOREIRA, 1999). 

As menores produções de MSPA e das raízes ocorreram na relação 

100:0, tanto na presença como na ausência do alumínio (Tabela 3), em que as 

plantas apresentaram sintomas visuais de deficiência de magnésio.  

Na presença do alumínio, o maior acúmulo de MSPA da alfafa ocorreu 

nas plantas dos tratamentos com a relação 75:25, o mesmo acontecendo no 

que se refere à produção da massa seca da raiz (Tabela 3). Esse fato, 

possivelmente, ocorreu em razão da existência de um efeito mitigador dessa 

relação sobre a toxicidade do alumínio, um comportamento provavelmente 

associado a efeito específico do Ca e do Mg em aliviar a toxicidade do 

alumínio. Em Phaseolus vulgaris (FRANCO e MUNNS, 1982) e em oito 

espécies de dicotiledôneas (KELTJENS e TAN, 1993), o aumento da 

concentração de cálcio em solução nutritiva aliviou a toxicidade do alumínio. É 

possível admitir-se que o mecanismo básico envolvido seja o de restauração 

do cálcio deslocado da parede celular e membrana plasmática (RENGEL, 

1992; KINRAIDE, 1998). No entanto, o efeito protetor do magnésio em aliviar a 

toxicidade do alumínio pode estar relacionado à restauração da atividade das 

proteínas G-dependentes de Mg, devido à ligação do alumínio (LANDINO e 

MACDONALD, 1997).  

Na presença do alumínio nos tratamentos com as relações 50:50 e 

25:75, verificou-se redução de aproximadamente 50% na massa seca da parte 

aérea (Tabela 3), o que evidenciou a existência de interação entre as relações 

Ca:Mg e a toxicidade do alumínio. Neste trabalho, tal fato parece estar 

associado ao maior efeito protetor do cálcio em comparação com o magnésio, 

ou seja, a restauração do cálcio deslocado da parede celular e membrana 

plasmática, quando se consideraram os dois mecanismos sugeridos por 
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KINRAIDE (1998). No experimento, a força iônica entre as relações Ca:Mg da 

solução nutritiva foi mantida constante, por isso é impossível que o segundo 

mecanismo, incremento do potencial elétrico, com decréscimo da atividade do 

Al+3 na superfície da membrana, tenha tido  predominância.  

 

3.2. Teores de nitrogênio no trifólio 

  

 A determinação dos teores de N nos trifólios foi utilizada para verificar a 

existência de relação entre os teores de N, a fluorescência da clorofila, as 

leituras SPAD e as trocas gasosas. 

Os teores de N no trifólio não diferiram significativamente nas relações 

Ca:Mg 75:25, 50:50 e 25:75, embora os valores tenham sido consistentemente 

menores na presença do alumínio na solução nutritiva (Tabela 4). Em limoeiro-

cravo, o alumínio causou decréscimo de 29% no teor de N da parte aérea 

(SANTOS et al., 1999 b), possivelmente devido à inibição da absorção de 

nitrato (GOMES et al.,  1985; LAZOF et al., 1994). Tal fato pode ser atribuído 

aos efeitos do alumínio sobre a estrutura e a permeabilidade da membrana 

(ZHAO et al., 1987). Nesses tratamentos, eles variaram de 2,90 a    

3,60 dag kg-1, valores considerados adequados para a nutrição da alfafa, uma 

vez que esses valores para a porção superior da alfafa se situam entre 2,6 e 

3,7 dag kg-1, no início do florescimento (Kelling e Motocha, 1990, citados por 

GOMES, 1995).  

 Os teores de nitrogênio no trifólio foram significativamente menores nas 

plantas cultivadas na relação 100:0 (Tabela 4) em razão, provavelmente, do 

menor crescimento e absorção de nutrientes causados pela deficiência de 

magnésio. 

 

3.3. Trocas gasosas 

  

3.3.1. Taxa fotossintética líquida (A) e concentração interna de CO2 

 

As taxas fotossintéticas líquidas por unidade de área foliar foram 

influenciadas pelas relações Ca:Mg, pela presença do alumínio na solução 

nutritiva e pela interação desses fatores (Tabela 5). 
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Tabela 4 – Teor de nitrogênio (dag kg-1) no trifólio em plantas de alfafa, na 
ausência (-Al) ou na presença (+Al) de alumínio (50 µmol L-1), 
crescidas em solução nutritiva com diferentes relações Ca:Mg 

 
 

Teor de Nitrogênio  Relações 

Ca:Mg  - Al +Al Média 

100:0 2,33bA 2,27bA 2,30 

75:25 3,60aA 2,91aB 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

Tabela 5 – Taxa fotossintética líquida por unidade de área foliar                    
(µmol CO2 m-2 s-1) da alfafa, na ausência (-Al) ou na presença (+Al) 
de alumínio (50 µmol L-1), crescida em solução nutritiva com 
diferentes relações Ca:Mg 

 
 

Taxa Fotossintética Líquida  Relações 

Ca:Mg  - Al +Al Média 

100:0 1,33cA 2,23dA 1,78 

75:25 12,50abB 14,77aA 13,63 

50:50 13,05aA 8,48cB 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
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 Na ausência do alumínio, houve diferença significativa na taxa 

fotossintética entre os tratamentos correspondentes às relações 50:50 e 25:75 

(Tabela 5), enquanto a da relação 50:50 não diferiu da relação 75:25 (Tabela 

5). Nesses tratamentos, essa taxa variou de 11,25 a 13,05 µmol CO2 m-2 s-1. 

Tais valores indicam que, nessas relações, a assimilação líquida do CO2 pelas 

plantas pode ser considerada adequada. Em plantas de alfafa não-estressadas 

e cultivadas em solução nutritiva, no início do florescimento a taxa 

fotossintética foi de 11 µmol CO2 m-2 s-1 (GOMES, 2000). 

  A presença do alumínio na solução nutritiva resultou em maior taxa 

fotossintética nas plantas cultivadas na relação 75:25 (Tabela 5) e maior 

acúmulo de massa seca da parte aérea (Tabela 3). A possível explicação para 

o efeito benéfico do alumínio sobre a taxa de fotossíntese líquida pode ser a de 

que, em soluções ácidas (pH 4,0 a 4,5), a presença do alumínio em baixas 

concentrações compete com H+ por sítios de absorção na superfície celular, 

conforme observado por KINRAIDE e PARKER (1987) ou, ainda, por diminuir a 

extrusão de nutrientes e estimular o efluxo do H+, o que é considerado 

essencial para o crescimento radicular em pH ácido (YAN et al., 1992). Como 

resultado, ocorrem maior crescimento do sistema radicular (Tabela 3) e maior 

absorção de nutrientes, estimulando, conseqüentemente, o processo 

fotossintético. No tratamento com a relação 50:50 houve redução de 

aproximadamente 35% na taxa fotossintética (Tabela 5) e de 50% na massa 

seca da parte aérea (Tabela 3), e nas plantas cultivadas na relação 25:75 não 

foram observadas reduções na taxa fotossintética (Tabela 5), mas houve 

redução de 50% da massa seca da parte aérea na presença do alumínio na 

solução nutritiva. Isso demonstra o efeito da interação entre as relações Ca:Mg 

e a toxicidade do alumínio, que  nesse caso parece estar associado ao efeito 

protetor do cálcio, em comparação com o magnésio. O incremento da 

concentração de cálcio no ambiente radicular de espécies como feijão (SOUSA 

JÚNIOR et al., 1998) e tomate (KELTAJENS e TAN, 1993) tem reduzido a 

toxicidade do alumínio, por elevar o "status" nutricional do cálcio e reduzir sua 

atividade na superfície da membrana das células das raízes (KELTEJANS e 

TAN, 1993).  

 A menor taxa fotossintética líquida por unidade de área foliar foi 

encontrada na relação 100:0, tanto na presença quanto na ausência do 

alumínio (Tabela 5), em que ocorreram redução no teor de nitrogênio no trifólio 
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(Tabela 4) e deficiência de magnésio, verificada por sintomas visuais dessa 

deficiência. O magnésio exerce funções importantes no processo fotossintético 

que vão desde a síntese de clorofila até a partição de carbono no tecido 

vegetal, uma vez que, em plantas deficientes desse elemento, a queda na 

capacidade fotossintética altera o suprimento de fotoassimilado e, 

conseqüentemente, a relação fonte:dreno (MARCHNER, 1995). 

 Os valores da taxa fotossintética por unidade de área foliar (Tabela 5), 

comparados com as Ci (Tabela 6), indicaram tendência de as menores A 

resultarem em maior Ci, tanto na presença quanto na ausência do alumínio, 

sendo indicativos de restrição não-estomática ao intercâmbio gasoso da planta. 
 

 

Tabela 6 – Concentração interna de CO2 (µmol mol-1) da alfafa, na ausência     
(-Al) ou na presença (+Al) de alumínio (50 µmol L-1), crescida em 
solução nutritiva com diferentes relações Ca:Mg 

 
 

Concentração Interna de CO2 Relações 

Ca:Mg  - Al +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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 

 

 

 Em plantas submetidas a estresse, por salinidade e pelas elevadas 

concentrações de alumínio em solução nutritiva, a diminuição na taxa 

fotossintética, sem a correspondente diminuição na concentração de CO2 nos 

espaços intracelulares, é considerada indicativo de restrições não-estomáticas 

sobre a taxa fotossintética (BRUGNOLI et al., 1991; PEREIRA, 2001). 
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3.3.2. Condutância estomática (gs) 

  

Os menores valores de condutância estomática ocorreram nos 

tratamentos 100:0 (Tabela 7), em conseqüência da deficiência de magnésio. 

 Na ausência do alumínio, a condutância estomática não diferiu 

significativamente entre os tratamentos correspondentes às relações Ca:Mg de 

75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 7), mas variou entre 0,62 e 0,73 mol H2O m-2 s-1. 

Esses valores não representaram limitação para fotossíntese, tendo em vista 

que, em plantas de alfafa (ZANELLA, 2000) e feijão (LIMA et al.,1999), 

somente os valores abaixo de 0,29 mol (H20) m-2 s-1 representam limitação das 

taxas  fotossintéticas. 

 Na presença do alumínio, o maior valor de condutância estomática 

ocorreu no tratamento 75:25 (Tabela 7), associado ao maior acúmulo de massa 

seca (Tabela 3) e à maior taxa fotossintética (Tabela 5). Já nos tratamentos 

com as relações Ca:Mg 50:50 e 25:75 houve redução de aproximadamente 45 

e 20% na gs, respectivamente, na presença do alumínio no ambiente radicular. 

Em plantas de trigo, houve diminuição de 38% na gs, como resultado do 

aumento da concentração de alumínio na solução nutritiva (MOUSTAKAS et 

al., 1996). 

Modificações da gs, pela presença do alumínio, podem estar 

relacionadas com alterações da relação K+/Ca2+ nas células-guarda ou com 

alteração da concentração do ácido abscísico (LINDERG e WINGSTRAND, 

1985; POSCHENRIEDER et al., 1989). 

 

3.3.3. Relação Ci/Ca 

 

  Na ausência do alumínio, a relação entre os teores de CO2 nos espaços 

intercelulares (Ci) e na atmosfera (Ca) e a denominada razão (Ci/Ca) não 

foram influenciadas pelas relações 75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 8). Esses 

tratamentos foram acompanhados de elevadas taxas fotossintéticas por 

unidade de área foliar. Assim, foi possível admitir-se que não houve restrição 

não-estomática à fotossíntese nesses tratamentos, em razão da maior 

assimilação do CO2 dentro da célula, a exemplo do observado por ZANELLA 

(2001). 
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Tabela 7 – Condutância estomática ao vapor de água por unidade de área 
foliar (mol H2O  m-2 s-1) em plantas de alfafa, na ausência (-Al) ou na 
presença (+Al) de alumínio (50 µmol L-1), crescidas em solução 
nutritiva com diferentes relações Ca:Mg 

 
 

Condutância Estomática Relações 

Ca:Mg  - Al +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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 

 

 

  Na presença do alumínio, as plantas cultivadas na relação 50:50 e 

25:75 apresentaram incremento na razão Ci/Ca, em comparação com a relação 

75:25 (Tabela 8). Esses tratamentos foram acompanhados de redução na taxa 

fotossintética, o que significa uma restrição não-estomática à fotossíntese, 

devido à menor assimilação de CO2 , conforme observado também por 

ZANELLA (2001). 

 O aumento na relação Ci/Ca no tratamento 100:0 também indica 

eventual limitação não-estomática à fotossíntese, devido a uma menor 

assimilação do CO2 dentro da folha. 

 

3.4. Fluorescência da clorofila 

  

  O estudo dos parâmetros de fluorescência da clorofila, de modo geral, 

parece indicar que a eficiência fotoquímica do PSS II não foi alterada pelas 

relações Ca:Mg nem pela presença do alumínio na solução nutritiva (Tabela 9). 

 

 



 xxxiv 

Tabela 8 – Relação Ci/Ca em plantas de alfafa, na ausência (-Al) ou na 
presença (+Al) de alumínio (50 µmol L-1), crescidas em diferentes 
relações Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Relação Ci/Ca Relações 

Ca:Mg  - Al +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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

 

Tabela 9 – Fluorescência da clorofila a, expressa pelas razões Fv/Fo e Fv/Fm, 
em plantas de alfafa, na ausência (-Al) ou na presença (+Al) de 
alumínio  (50 µmol L-1), crescidas em diferentes relações Ca:Mg da 
solução nutritiva 

 
 

Fv/Fo  Fv/fm 
Relações 

- Al +Al Média  - Al + 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 4,42aA 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
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 A razão Fv/Fo foi influenciada somente pelas relações Ca:Mg (Tabela 9), 

e as diferenças significativas foram observadas apenas na relação 100:0, na 

ausência do alumínio. A redução da razão Fv/Fo na relação 100:0 pode ser um 

indicador de danos estruturais, que ocorrem no tilacóide e afetam o transporte 

fotossintético de elétrons. O decréscimo na razão Fv/Fo pode ser em 

decorrência de aumento em Fo ou redução de Fv (HAVAUX e LANNOYE, 

1985). Neste experimento, esse decréscimo foi em razão de aumento em Fo 

(dado não mostrado). O aumento em Fo, no folíolo central do terceiro trifólio 

superior completamente expandido, pode ser atribuído à redução na captura e 

transferência de energia pelo complexo coletor de luz. Como conseqüência da 

fotoinibição, o centro de reação 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 excitação ao centro de reação, e dessa forma a energia 

é emitida como fluorescência, incrementando o valor de Fo (OUZOUNIDOU, 

1993).    

 A razão Fv/Fm expressa o rendimento quântico dos processos 

fotoquímicos do PS II (LAZAR, 1999), ou seja, a eficiência relativa da captura 

de energia pelo PSS II. De modo geral, verificou-se ausência de resposta 

significativa para esta variável em todas as relações Ca:Mg estudadas, com 

exceção da relação 100:0 na ausência do alumínio (Tabela 9). Na literatura, os 

valores de Fv/Fm são da ordem de 0,8332 ± 0,004, em condições não-

estressantes, na maioria das espécies (BJORKMAN e DEMMING, 1997). No 

entanto, quando fatores adversos afetam o processo fotossintético, 

principalmente sobre o PS II, a razão Fv/Fm sofre decréscimo. 

 

3.5. Medição indireta da clorofila 

 

A metodologia-padrão de extração e de determinação de clorofila, ainda 

que fácil, apresenta como desvantagem a coleta destrutiva do material vegetal, 

pois a extração é via maceração com acetona e, a leitura, em 

espectrofotômetro, executadas em laboratório. Com o advento dos medidores 

de clorofilas portáteis, as determinações dos teores de clorofila das folhas 

tornaram-se mais fáceis, principalmente pela rapidez e forma não-destrutiva, o 
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que viabiliza a realização diretamente no campo (Yadava, 1986, citado por 

GUIMARÃES, 1998). 

As leituras de unidades SPAD não diferiram significativamente nas 

relações 75:25, 50:50 e 25:75 (Tabela 10), embora os valores tenham sido 

consistentemente menores na presença do alumínio.  Em plantas de trigo e de 

sorgo submetidas ao estresse por alumínio, o teor de clorofila diminuiu em até 

70% em relação ao controle (OHKI, 1986).    

 

 

Tabela 10 – Unidades de SPAD em alfafa, na ausência (-Al) ou na presença 
(+Al) de alumínio (50 µmol L-1), crescida em diferentes relações 
Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Unidades SPAD Relações 

Ca:Mg  - Al +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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

A faixa de referência da leitura SPAD para alfafa ‘Crioula’ no início do 

florescimento não foi encontrada na literatura disponível. Na batatinha, o valor 

adequado está entre 49 e 56, no arroz é maior do que 40 e no milho é igual a 

52 (MALAVOLTA, 1997). Em todas as relações Ca:Mg estudadas, tanto na 

presença quanto na ausência, os teores de nitrogênio nos trifólios avaliados 

encontravam-se em nível adequado (Tabela 4). Em razão disso, os valores de 

unidades SPAD foram considerados adequados para alfafa ‘Crioula’. A 

concentração de clorofila, ou intensidade da coloração verde, correlacionou-se 

positivamente com a concentração de N das folhas, pois grande parte deste 
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nesses órgãos da planta participa da síntese 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 correlação positiva 

com a suficiência de N em milho (GIRARDIN et al., 1985; BLACKMER e 

SCHERPERS, 1995).  

 As menores unidades SPAD obtidas na relação Ca:Mg 100:0, tanto na 

presença quanto na ausência do alumínio, traduzem os efeitos da  deficiência 

de magnésio e os  baixos teores de nitrogênio no trifólio (Tabela 4). Na 

literatura, tem sido obtida uma correlação positiva entre a suplementação de 

nitrogênio e os teores de clorofilas nas folhas (PANUELAS et al., 1993; 

MAKINO et al., 1994).  Em folhas de cítrus em solução nutritiva, o nível de 

clorofila foi significativamente reduzido sob a deficiência de magnésio (LAVON 

et al., 1999). 

 Os resultados deste experimento evidenciaram que a relação que 

permitiu mitigar os efeitos da toxicidade do alumínio foi a relação Ca:Mg 75:25,  

que nesse caso pareceu estar associada ao maior efeito protetor do cálcio em 

relação ao magnésio, em razão do aumento observado nessa relação, na 

massa seca da parte aérea e das raízes, na taxa fotossintética e na  

condutância  estomática e de redução na  razão Ci/Ca.     
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

 Este trabalho objetivou investigar o efeito do alumínio sobre o 

crescimento, as trocas gasosas, a fluorescência da clorofila e os pigmentos 

fotossintéticos, em  plantas de alfafa cultivadas em solução nutritiva com 

diferentes relações Ca:Mg. O trabalho foi conduzido em casa de vegetação, em 

solução nutritiva de Clark, ½ força, modificada. O experimento foi constituído 

de um fatorial completo 4 x 2 x 2, sendo quatro relações Ca:Mg (100:0, 75:25, 

50:50 e 25:75), com 4 mmol L-1 de Ca+Mg; duas formas de suprimento do N 

(simbiótico ou mineral); e dois  níveis de alumínio (0 e 50 µmol L-1), sendo os 

tratamentos dispostos em blocos casualizados, com três repetições. As plantas 

de alfafa inoculadas com Sinorhizobium meliloti, BR 7408 e BR 7409 

apresentaram baixo desenvolvimento e ausência de nodulação, seguida de 

morte das plantas. Tal fato foi atribuído à atividade do íon hidrogênio.  A alfafa 

‘Crioula’ pode crescer em solução nutritiva com pH 4,5 e em ampla faixa de 

relação Ca:Mg, desde que não haja toxicidade de alumínio. Os efeitos tóxicos 

do Al foram mitigados quando as plantas foram cultivadas na solução nutritiva 

com a relação Ca:Mg correspondente a 75:25, como verificado pelos dados de 

incremento de produção da massa seca da parte aérea e das raízes, na taxa 

fotossintética e na condutância estomática. Os valores de unidades SPAD 

foram consistentemente menores na presença do alumínio; foram considerados 

adequados para o cultivar ‘Crioula’. A deficiência de magnésio, verificada nas 

plantas da relação 100:0, induziu a limitações no crescimento, na taxa 

fotossintética líquida por unidade de área foliar, na condutância estomática e na 

captura e transferência de energia pelo complexo coletor de luz. 
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CAPÍTULO II 

 

CRESCIMENTO, TROCAS GASOSAS E FLUORESCÊNCIA DA CLOROFILA 

EM ALFAFA NODULADA, EM RESPOSTA AO pH E À RELAÇÃO 

CÁLCIO:MAGNÉSIO 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

A acidez do solo é um dos principais fatores limitantes do crescimento 

da alfafa (RECHCIGl et al., 1986; BALIGAR, 1989). A atividade do íon 

hidrogênio restringe a sobrevivência e o crescimento do rizóbio na rizosfera, o 

processo de infecção, o estabelecimento do rizóbio e o funcionamento do 

nódulo (BORDELEAU e PRÉVOST, 1994). A tolerância das leguminosas à 

acidez varia em função do modo de nutrição nitrogenada dessas plantas. As 

dependentes do nitrogênio proveniente da fixação biológica do N2 são, 

geralmente, mais ácido-sensíveis do que as que recebem esse elemento na 

forma mineral, uma vez que o desenvolvimento da simbiose requer pH próximo 

da neutralidade e níveis de cálcio (ANDREW, 1976). 

 A deficiência de nitrogênio em alfafa pode ser ocasionada pela acidez 

do solo, que reduz a população de Sinorhizobium meliloti no solo e a 

quantidade de nódulos nas raízes (RANDO e SILVEIRA, 1995). Em estudo 

com Phaseolus vulgaris em solução nutritiva, demonstrou-se que a redução no 

pH de 5,5 para 5,0 diminuiu significativamente o número de nódulos formados 
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por planta, e o pH foi o principal fator limitante da nodulação, do crescimento da 

planta e da fixação biológica de nitrogênio atmosférico (FRANCO e MUNNS, 

1982). Tal fato pode estar associado a relações entre o metabolismo do 

carbono e o do nitrogênio, visto que há forte dependência da planta pelo 

nitrogênio fixado biologicamente pela bactéria e desta  para com os 

carboidratos da planta hospedeira (SCHUBERT, 1986).  Como conseqüência 

da deficiência de nitrogênio, ocorrem alterações na taxa fotossintética, nos 

teores de clorofila, na eficiência fotoquímica e no crescimento da planta. 

A acidez do solo e a deficiência de cálcio tendem a ocorrer 

conjuntamente. As leguminosas temperadas geralmente requerem altas 

concentrações desse elemento quando dependentes da fixação biológica de 

nitrogênio atmosférico (Munns, 1977, citado por PIJNENBORG et al., 1990). 

Além disso, a adesão das células do rizóbio às raízes da leguminosa é 

mediada pela Rhicadesina, uma proteína de ligação cálcio-dependente (SMIT 

et al., 1987). Esse íon desempenha papel de fundamental importância na 

infecção dos pêlos radiculares da alfafa pelo S. meliloti (MUNNS, 1970), em 

razão da habilidade de muitos rizóbios em sobreviver e persistir em solo ácido 

(BELLEN et al., 1998; HOWIESON et al., 1992), na taxa de crescimento de S. 

meliloti (HOWIESON et al., 1992) e na nodulação. Esta pode ser reduzida em 

até 70% no cultivar ‘Resis’ cultivado em solução nutritiva, na ausência de cálcio 

(PIJNENBORG, 1990), e, ainda, causar até a ausência de nodulação, a 

exemplo da alfafa ‘Flórida 77’ quando cultivada em solo com baixos teores de 

cálcio (GOMES, 1995).  

O cálcio é um elemento importante para a manutenção da integridade da 

membrana celular (MORARD et al., 1996; RENGEL, 1992), a síntese das 

paredes celulares e a translocação 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 deficiência surgem nas folhas mais novas (DECHEN et al., 

1999). Em alfafa ‘Florida 77’, as maiores produções de matéria seca da parte 

aérea ocorreram nos tratamentos em que a relação Ca:Mg correspondeu a 

100:0, mais uma afirmação da alta exigência desse cultivar pelo cálcio 

(GOMES, 1995). 
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O magnésio é necessário para a formação da clorofila, a atividade 

máxima das enzimas fosforilativas (MALAVOLTA, 1997; TERRY e ULRICH, 

1974), os processos de transferência de energia, a ligação do ATP à 

nitrogenase e o crescimento do rizóbio (MARSCHNER, 1995). Assim, espera-

se que a deficiência de Mg tenha efeito prejudicial na fotossíntese e na 

respiração. As deficiências desse elemento resultam em diminuição no teor de 

clorofila e em sintomas de clorose típicos nas folhas de Citrus (LAVON et al., 

1999).  Nos sistemas simbióticos, a sua deficiência prejudica o suprimento de 

carboidratos para os nódulos e interfere negativamente na taxa de fixação do 

N2 atmosférico (MARSCHNER, 1995). 

As funções específicas do cálcio nos processos de formação dos 

nódulos e as do magnésio no de funcionamento dos mesmos e, ainda, de 

ambos para o desenvolvimento da planta, resultam na necessidade de 

equilíbrio desses dois cátions no ambiente radicular, para maximizar a 

nodulação, a fotossíntese e a produção de matéria seca da alfafa ‘Florida 77’ 

(GOMES, 1995). 

A fluorescência da clorofila é freqüentemente 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 radiação, a seca e a deficiência de nutrientes, 

entre outros, têm sido pesquisados por meio de medições de fluorescência da 

clorofila (HAVAUXE e LANNOYE, 1985).  

  A cinética de fluorescência da clorofila, avaliada pela fluorescência inicial 

(Fo), fluorescência máxima (Fm) e fluorescência variável (Fv), e a razão entre 

elas permitem avaliar alguns parâmetros relacionados à capacidade de 

absorção e transferência de energia, principalmente os dependentes do estado 

de oxidação das moléculas de quinona A (QA) e das mudanças 

conformacionais das membranas dos tilacóides (KRAUSE e WEIS, 1991). Essa 

cinética pode também ser afetada pela deficiência de nutrientes e pela acidez 

do solo. 

 Este estudo objetivou avaliar os efeitos de dois pH (5,0 e 6,0) no 

crescimento, nas trocas gasosas e na fluorescência da clorofila e de pigmentos 

fotossintéticos da alfafa nodulada, crescida em solução nutritiva com diferentes 

relações Ca:Mg. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Unidade de 

Crescimento de Planta do Departamento de Biologia Vegetal e no Laboratório 

de Associações Biológicas/BIOAGRO do Departamento de Microbiologia, 

pertencentes à Universidade Federal de Viçosa. 

 

2.1. Material vegetal e condições de cultivo 

 

 As sementes de alfafa (Medicago sativo (L.) cv. Crioula) foram colocadas 

para germinar em bandejas plásticas contendo areia lavada esterilizada, 

adicionada de água destilada. Após sete dias da germinação, foi iniciada a 

irrigação, com a solução nutritiva Clark, ½ força, modificada (Tabela 1), até as 

plantas atingirem o estádio de desenvolvimento denominado V2 (Tabela 2). 

Nesse estádio, as plântulas foram retiradas da areia e selecionadas quanto à 

uniformidade de tamanho, sendo as raízes lavadas em água destilada.  

Posteriormente, elas foram transferidas para caixas de isopor com capacidade 

para 5,3 L, revestidas internamente com os sacos de polietileno contendo 

solução nutritiva de Clark, ½ força, modificada (Tabela 1), com arejamento 

constante, para a aplicação dos tratamentos. A solução nutritiva foi trocada 

uma vez por semana e seu pH, mantido em 5,0 ± 0,1 ou 6,0 ± 0,1, mediante o 

monitoramento diário, sendo as correções do pH efetuadas com a utilização de 

solução-estoque de 100 mmol L-1 KOH. 
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Tabela 1 – Composição da solução nutritiva de Clark, ½ força, modificada por 
CLARK (1975) 

 
 

Elemento Concentração (mmol L-1) Elemento Concentração (µmol L-1) 

K 2,55 P 25,00 

*Ca 2,00 Mn 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  2H2O e MgSO4  7H2O, cuja concentração foi variável conforme o 
tratamento. 
** Na forma de NH4NO3, durante a primeira semana de crescimento. 

 

 

Tabela 2 – Descrição dos estádios do desenvolvimento de plantas de alfafa, 
adaptada da descrição de KALU e FICK (1981) 

 
 
Estádios Descrição dos Estádios 

Vo Abertura total dos cotilédones 

V2 Folha trifoliolada, completamente desenvolvida no nó acima do nó 

das folhas unifolioladas 

V3 Folhas completamente desenvolvidas no 5º nó acima do nó das 

folhas unifolioladas 

V4 Folhas completamente desenvolvidas no 7º nó acima do nó das 

folhas unifolioladas 

R6 Um nó com uma flor aberta 

 

 

2.2. Preparo do inóculo 

 

Nos tratamentos em que o nitrogênio foi suprido pelo processo de 

fixação biológica, a inoculação 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 oC, até atingirem 

aproximadamente 1010 UFC mL-1. No momento da inoculação, as estirpes 

foram misturadas em um Erlenmeyer e as raízes das plântulas, mergulhadas 

na suspensão, sendo imediatamente recolocadas na solução nutritiva. 

 

2.3. Delineamento experimental e aplicação dos tratamentos 

 

O efeito do estresse ácido no crescimento, nas trocas gasosas da alfafa 

e na fluorescência da clorofila crescida em solução nutritiva de Clark, ½ força, 

modificada (Tabela 1), com diferentes relações Ca:Mg, foi estudado em fatorial 

completo 4 x 2, sendo  quatro relações Ca:Mg (100:0, 75:25, 50:50 e 25:75), 

com 4 mmol L-1 de Ca+Mg na solução nutritiva e dois valores de pH (5,0 e 6,0); 

totalizando oito tratamentos, dispostos em blocos casualizados, com três 

repetições. As unidades experimentais foram constituídas de um vaso com 

uma planta.  

 As plantas foram cultivadas por uma semana nos vasos de polietileno, 

em solução nutritiva com diferentes relações Ca:Mg, N mineral e pH, de acordo 

com os tratamentos. Após esse período, o N mineral foi suprimido e efetuada a 

inoculação das plantas. 

 

2.4. Determinação da massa seca da planta e dos nódulos 

 

 As massas secas das raízes, dos nódulos e das partes aéreas foram 

avaliadas quando as plantas de alfafa atingiram o estádio R6, aos 68 dias após 

a aplicação dos tratamentos. Nessa ocasião, a parte aérea das plantas de cada 

parcela foi seccionada na altura do coleto, as raízes foram lavadas com água 

destiladas e os nódulos, destacados. As partes aéreas e raízes foram 

acondicionadas, separadamente, em sacos de papel e os nódulos, em placas 

de Petri, para secagem em estufa de circulação forçada a 75 º C, por 72 horas, 

para posterior pesagem. 
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2.5. Teor de nitrogênio no trifólio 

 

A massa de 100 mg da parte aérea, de cada repetição, foi submetida à 

digestão por H2SO4 e H2O2 para, em seguida, determinar os teores de N nos 

trifólios adjacentes aos utilizados nas mensurações de fluorescência e trocas 

gasosas pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995). 

 

2.6. Trocas gasosas 

  

As trocas gasosas, referentes à taxa de fotossíntese líquida por unidade 

de área foliar e concentração de CO2 nos espaços intracelulares, foram 

avaliadas com o uso de um analisador de gases a infravermelho portátil 

(IRGA), sistema aberto, modelo LCA-2 (Analytical Development Co. Ltd. 

Hoddesdon, UK). Utilizou-se o folíolo central do terceiro trifólio superior 

completamente expandido, a partir do ápice, quando as plantas atingiram o 

estádio de desenvolvimento R6. O fluxo de fótons fotossintético correspondeu a 

1.000 µmol fótons m-2 s-1, a umidade relativa do ar de aproximadamente 80% e 

temperatura de 25 ºC± 1 ºC. Os dados de concentração de CO2 nos espaços 

intercelulares (Ci) e a concentração ambiental de CO2 (Ca) foram utilizados 

para se calcular a razão Ci/Ca.  

 

2.7. Variáveis de fluorescência rápida 

 

      A determinação da cinética de fluorescência rápida da clorofila foi 

realizada no mesmo folíolo e no mesmo estádio de crescimento utilizado nas 

determinações das trocas gasosas, com o uso de um fluorômetro portátil 

modelo PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King, s Lynn, NorfolK, UK). 

Os resultados obtidos referentes a fluorescência inicial (Fo), fluorescência 

máxima (Fm) e fluorescência variável (Fv = Fm- Fo)  foram utilizados para se 

estimar Fv/Fo. Essas medições foram feitas após o precondicionamento do 

folíolo no escuro, por 30 minutos, para garantir o estado oxidado dos centros 

de reações fotossintéticas. 
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2.8. Medição indireta da clorofila 

  

    Os níveis de clorofila nas folhas da alfafa foram determinados por 

método indireto, utilizando-se o equipamento SPAD-502 [Soil- Plant Analysis 

Development (SPAD), Section, Minolta Câmera Co. Ltd. Japan]. As medições 

foram realizadas no trifólio, no qual foram feitas as medições de fluorescência e 

trocas gasosas, quando as plantas de alfafa se encontravam no estádio de 

desenvolvimento R6, aos 68 dias após a aplicação dos tratamentos.   

 

2.9. Análises estatísticas 

 

 Os dados foram submetidos à análise de variância, procedendo-se, 

posteriormente, ao desdobramento da interação (Ca:Mg) x pH, de modo a 

comparar as relações dentro de cada pH, pelo teste de Tukey a 5%, e as 

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

 

  



 liii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

3.1. Crescimento 

 

As produções de massa seca da parte aérea (MSPA) e de raízes (MSR) 

foram significativamente alteradas pelas relações Ca:Mg e pelo pH da solução 

nutritiva (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3 – Massa seca da alfafa (g planta-1) em resposta ao pH e às relações 
Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Parte Aérea  Raiz Relações 

Ca:Mg (%) pH 5,0 pH 6,0 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
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A maior produção de MSPA das plantas de alfafa ‘Crioula’ ocorreu na 

relação 75:25 a pH 5,0, enquanto em solução com o pH 6,0 ela aconteceu no 

tratamento correspondente à relação 50:50. Em cultivo em solo, não se 

observou diferença no acúmulo de MSPA desse cultivar, como resultado da 

adição de corretivo contendo diferentes relações Ca:Mg (MOREIRA et al., 

1999). Provavelmente, essa diferença de comportamento esteja associada ao 

fato de ter havido melhor controle das condições de crescimento da planta em 

solução nutritiva. 

Em plantas de alfafa cultivadas em solução nutritiva com a relação 

Ca:Mg correspondente a 75:25 a pH 5,0, houve aumento significativo na  

massa seca dos nódulos (Tabela 4). Esse comportamento pode estar 

relacionado à interação do Ca com a acidez sobre a nodulação, visto que as 

relações Ca:Mg 75:25, 50:50 e 25:75 da solução nutritiva apresentam diferença 

de 1 mmol L-1 na concentração de cálcio. Já foi demonstrado que a adição 

desse cátion no ambiente de crescimento aumenta o comprimento da raiz 

(RECHCIGAL et al., 1987), a taxa de crescimento do rizóbio (BELLEN et al., 

1998; HOWIESON et al., 1992), a adesão do rizóbio às raízes (CAETANO-

ANOLES, 1989), o número de nódulos por planta (PIJNENBORG, 1990) e a 

produção da massa seca da parte aérea (GOMES, 1995). A elevação do pH da 

solução nutritiva para 6,0 resultou em incremento significativo na produção 

MSPA na relação 50:50 e no acúmulo de massa seca dos nódulos (Tabela 4), 

uma demonstração de que, em condições de maior pH, o requerimento de 

cálcio é menor para maximização da nodulação. Resultados similares foram 

obtidos em várias espécies de leguminosas de clima temperado e também nas 

de clima tropical, em que menor concentração de cálcio é requerida para 

nodulação satisfatória quando essas plantas são cultivadas a pH 6,0 

(ANDREW, 1976). 

 Nos tratamentos correspondentes à relação 100:0, a deficiência de 

magnésio reduziu o crescimento das plantas e a nodulação (Tabelas 3 e 4). A 

coloração esbranquiçada dos nódulos das plantas desses tratamentos 

representou, visualmente, a ineficiência no processo de fixação do N2 

atmosférico. A deficiência de magnésio afeta o funcionamento dos nódulos, 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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Tabela 4 – Massa seca dos nódulos da alfafa (mg planta-1), em resposta ao pH 
e às relações Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Massa Seca dos Nódulos Relações 

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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não 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 redução do N2 à amônia é feito 

pela formação do complexo Mg-ATP (MILLER e SIROIS, 1983). 

 Quando as plantas foram cultivadas em solução nutritiva a pH 5,0 

ocorreu redução média de 82% na massa seca dos nódulos (Tabela 4), 

provavelmente em razão da ineficiência do processo de fixação simbiótica de 

nitrogênio atmosférico, o que foi acompanhado por uma redução de 62% na 

massa seca da parte aérea (Tabela 3). O efeito da atividade do H+ na 

nodulação também foi observado em Phaseolus vulgaris, ocasionando redução 

no número de nódulos formados por planta de 60 para 10, quando o pH foi 

reduzido de 5,5 para 5,0, sendo esse efeito considerado o principal fator 

responsável pela limitação do crescimento dessas plantas (FRANCO e 

MUNNS, 1982). 

  

3.2. Teores de nitrogênio no trifólio 

 

 A determinação dos teores de N nos trifólios foi utilizada para se verificar 

a existência de relação entre teores de N, fluorescência da clorofila, trocas 

gasosas da alfafa e leituras SPAD. 
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  Os teores de nitrogênio no trifólio não foram influenciados pelas 

relações 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 são considerados adequados para a 

nutrição da alfafa, apenas  nas plantas cultivadas nas  relações 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 2,6 e 3,7, na porção superior da alfafa (Kelling  e 

Motocka, 1990, citados por GOMES, 1995). 

 

 

Tabela 5 – Teor de nitrogênio no trifólio (dag kg-1) em plantas de alfafa em 
resposta ao pH e às relações Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Teor de Nitrogênio no Trifólio Relações 

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 (%)  25,79 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

3.3. Trocas gasosas 

 

3.3.1. Taxa fotossintética líquida (A) e concentração interna de CO2  

 

 A taxa de assimilação líquida do CO2 por unidade de área (A) foliar foi 

influenciada pelas relações Ca:Mg e pelo pH da solução nutritiva (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Taxa de assimilação líquida do CO2 por unidade de área foliar (A)   
(µmolCO2 m-2 s-1) da alfafa, em resposta ao pH e às relações Ca:Mg 
da solução nutritiva 

 
 

Taxa de Assimilação Líquida Relações 

Ca:Mg  pH 5,0 pH 6,0 Média 

100:0 0,15cA   0,83dA  0,49 

75:25 12,57aA 13,20aA 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

A taxa de assimilação líquida do CO2 por unidade de área foliar foi maior 

no tratamento com a relação 75:25 com pH 5,0, enquanto nas plantas 

cultivadas em  pH 6,0 essa troca ocorreu nas relações 75:25 e 50:50. Nesses 

tratamentos, os teores de nitrogênio no trifólio foram considerados adequados 

para nutrição da alfafa (Tabela 5 ), e  também houve maior acúmulo de massa 

seca da parte aérea, excetuando-se a relação 75:25 a pH 6,0 (Tabela 3). Esse 

comportamento provavelmente esteja associado à interação do nitrogênio com 

fotossíntese, uma vez que a capacidade fotossintética depende do suprimento 

de nitrogênio, pois grande parte deste nas folhas está alocada em proteínas 

envolvidas no processo fotossintético, principalmente na enzima Rubisco 

(EVANS e TERASHIMA, 1997). Em plantas cultivadas na relação Ca:Mg 75:25 

a pH 6,0, a elevada taxa fotossintética não correspondeu ao maior acúmulo de 

massa seca da parte aérea.  Em plantas de milho, feijão e girassol, a 

diminuição na produção foi atribuída ao inadequado crescimento da área foliar 

do que a uma limitação na fotossíntese líquida (Boyer, 1970, citado por TAIZ e 

ZEIGER, 1991). 

 Nas relações Ca:Mg correspondentes a 100:0, 50:50 e 25:75 a pH 5,0 e 

nas relações 100:0 e 25:75 a pH 6,0, os teores de nitrogênio no trifólio (Tabela 
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5) estão abaixo do nível crítico de 2,6 dag kg-1 na porção superior da parte 

aérea (Kelling e Motocha, 1990, citados por GOMES, 1995), e esses 

tratamentos foram acompanhados por baixas taxas de assimilação líquida de 

CO2 por unidade de área foliar (Tabela 6), possivelmente em razão de 

nitrogênio ser componente da Rubisco (EVANS, 1983) e da interdependência 

entre a capacidade fotossintética e o nitrogênio foliar (EVANS, 1989). Em 

plantas de girassol em solução nutritiva, a deficiência de nitrogênio reduziu 

cerca de 30% a atividade fotossintética em relação à planta-controle (CIOMPI, 

1996). 

Os valores de taxa de assimilação de CO2 por unidade de área foliar 

(Tabela 6), comparados com as Ci (Tabela 7), indicam tendência de as 

menores A resultarem em maior Ci, tanto a pH 5,0 quanto a pH 6,0, e 

representam indicativo de restrições não-estomáticas ao intercâmbio gasoso da 

planta. 

 

 

Tabela 7 – Concentração de CO2 nos espaços intercelulares (µmol mol-1) em 
plantas de alfafa em resposta ao pH e às relações Ca:Mg da 
solução nutritiva 

 
 

Concentração CO2 nos Espaços Intercelulares Relações 

Ca:Mg  p H 5,0 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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

Em plantas submetidas a estresse, a diminuição da taxa fotossintética 

sem a correspondente diminuição na concentração de CO2 nos espaços 
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intracelulares é considerada um indicativo da existência de restrições não-

estomáticas sobre a taxa de fotossíntese líquida. Em feijoeiro, a salinidade 

diminuiu a taxa da fotossíntese líquida e aumentou a Ci (BRUGNOLI et al., 

1991); resultado similar ao verificado em quatro porta-enxertos de cítrus sob 

estresse com alumínio (PEREIRA, 2001). 

 

3.3.2. Condutância estomática (gs) 

 

Os valores de condutância estomática ao vapor de água por unidade de 

área foliar nas plantas crescidas em pH 5,0 foram maiores na relação 75:25 e 

em pH 6,0, nas relações 75:25 e 50:50. O incremento na gs, nesses 

tratamentos, não representa limitação da fotossíntese, tendo em vista que em 

plantas de alfafa (ZANELLA, 2000) e feijão (LIMA et al., 1999) somente os 

abaixo de 0,29 mol (H2O) m-2 s-1 representam limitação das taxas 

fotossintéticas. 

 

 

Tabela 8 – Condutância estomática ao vapor de água por unidade de área 
foliar (mol (H2O m-2 S-1) da alfafa em resposta ao pH e às relações 
Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Condutância Estomática Relações 

Ca:Mg  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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

 



 lx 

3.3.3. Relação Ci/Ca 

 

A relação entre os teores de CO2 nos espaços intracelulares (Ci) e na 

atmosfera (Ca) foi influenciada pelas relações Ca:Mg e pelo pH da solução 

nutritiva (Tabela 9). 

 

 

Tabela 9 – Relação Ci/Ca em plantas de alfafa em resposta ao pH e às 
relações Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Relação Ci/Ca   Relações 

Ca:Mg  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 (%) 4,42 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

No pH 5,0, a menor relação Ci/Ca ocorreu em plantas do tratamento 

com a relação 75:25, enquanto  a elevação do pH da solução nutritiva resultou 

em menores valores nas plantas das relações 75:25 e 50:50 (Tabela, 9). Esses 

tratamentos foram acompanhados de aumento nas taxas fotossintéticas e 

elevados teores de nitrogênio no trifólio (Tabelas 5 e 6). Assim, é possível 

inferir-se que não houve restrição não-estomática à fotossíntese nesses 

tratamentos, em razão da maior assimilação do CO2 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 relação Ci/Ca, associados a 

baixos teores de nitrogênio no trifólio e baixa taxa fotossintética, o que significa 

restrição não-estomática à fotossíntese, devido a uma menor assimilação de 

CO2 dentro da célula, conforme também observado por ZANELA (2001). A 



 lxi 

redução na atividade de assimilação do CO2 sob estresse de nitrogênio, 

associado ao aumento na concentração intracelular de CO2 em plantas de 

girassol, foi atribuída mais a uma redução na atividade mesofílica do que a 

limitações estomáticas (CIOMPI et al., 1996). 

 

3.4. Fluorescência da clorofila 

 

 Os valores dos parâmetros de fluorescência (Fo, Fm e Fv e as relações 

entre Fv/Fm) da clorofila parecem indicar que a eficiência fotoquímica do 

fotossistema II não foi afetada pela relação Ca:Mg ou pelo pH da solução 

nutritiva (dados não mostrados), mesmo naqueles tratamentos que 

apresentaram baixos teores de nitrogênio no trifólio. Resultados similares foram 

obtidos em plantas de girassol em solução nutritiva, em que os parâmetros de 

fluorescência da clorofila não foram afetados pelo estresse de nitrogênio com 

relação às plantas-controle (CIOMPI et al., 1996). 

 Dentre os parâmetros de fluorescência, a relação Fv/Fo foi influenciada 

pelo pH da solução nutritiva somente quando se considera a soma da média 

dos tratamentos (Tabela 10). 

 Os valores da relação entre fluorescência variável e fluorescência inicial 

(Fv/Fo) foram menores nas plantas cultivadas em solução nutritiva com pH 5,0. 

Essa diminuição da relação Fv/Fo é, quando significativa, indicativo dos danos 

estruturais que ocorrem nos tilacóides, que afetam o transporte fotossintético 

de elétrons (HAVAUX e LANNOYE, 1985). A resposta única para esse 

parâmetro de fluorescência, considerando o conjunto dos tratamentos, reflete, 

de forma mais sensível, a mudanças na fotossíntese (BABANI e 

LICHTENTHALER, 1992).    

 

3.5. Medição indireta da clorofila 

 

 A intensidade de coloração verde foi influenciada pelas relações Ca:Mg 

e pelo pH da solução nutritiva (Tabela 11). 
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Tabela 10 – Relação Fv/Fo da alfafa em resposta ao pH e às relações Ca:Mg 
da solução nutritiva 

 
 

Relação Fv/Fo Relações 

Ca:Mg  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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

Tabela 11 – Unidades de SPAD em alfafa em resposta ao pH e às relações 
Ca:Mg da solução nutritiva 

 
 

Unidades SPAD Relações 

Ca:Mg  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 minúscula na coluna não diferem entre si, 
pelo teste de Tukey a 5%, e médias seguidas da mesma letra maiúscula na 
linha não diferem entre si, pelo teste F a 5%. 
 

 

  O maior valor de unidade SPAD das plantas crescidas em solução 

nutritiva com pH 5,0 ocorreu no tratamento com relação 75:25 e com pH 6,0, 

nos com relações 75:25 e 50:50, tratamentos em que os teores de nitrogênio 
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no trifólio foram maiores (Tabela 5). Tal efeito pode estar associado à relação 

positiva entre a concentração de clorofila e os teores de N, pois grande parte 

do N contido nas folhas participa da síntese e da estrutura das moléculas de 

clorofila  (HÁK et al., 1993; EVANS e TERASHIMA, 1987), sendo, em média, 

50 mol  de nitrogênio nos tilacóides para cada mol de clorofila (EVANS, 1989).  

 Os resultados deste experimento indicam que os requerimentos de 

cálcio são maiores do que os de magnésio para mitigar os efeitos tóxicos do 

baixo pH, provavelmente em razão do benefício do cálcio no ambiente de 

crescimento, o que permitiu maior nodulação e, conseqüentemente, maior 

fornecimento de nitrogênio para alfafa ‘Crioula’, verificado por intermédio dos 

teores adequados de nitrogênio no trifólio e da maior intensidade de coloração 

verde da planta. Em razão desse suprimento de nitrogênio para essa planta, 

ocorreu aumento na taxa fotossintética e na condutância estomática. 
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4. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

Estudaram -se os efeitos do pH (5,0 e 6,0) e da relação Ca:Mg (100:0, 

75:25, 50:50 e 25:75) sobre crescimento, trocas gasosas, fluorescência 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 

estádio R6 (um nó com uma flor aberta). O trabalho foi conduzido em casa de 

vegetação, sendo as plantas cultivadas em solução nutritiva.  

A existência de interação entre as relações Ca:Mg e o pH foi 

comprovada pelo aumento na produção da massa seca da parte aérea, na 

nodulação, na taxa fotossintética por unidade de área foliar, na condutância 

estomática e na intensidade de coloração verde das plantas cultivadas na 

relação 75:25 a pH 5,0 e na relação 50:50 a pH 6,0. O aumento na taxa 

fotossintética e na intensidade de coloração verde das plantas cultivadas na 

relação 75:25 a pH 6,0, sem o correspondente aumento no acúmulo de massa 

seca da parte aérea, indicou a inexistência de uma concordância entre os 

dados de comportamento de trocas gasosas e a produção.   
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APÊNDICE A 

 

 

 

Quadro 1A – Quadrados médios das variáveis referentes ao alumínio e às 
relações Ca:Mg 

 
 

Quadrados Médios  
Variáveis 

Relações Alumínio Rel. x Al Resíduo 

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 trifólio 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. 
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Quadro 2A – Quadrados médios das variáveis referentes ao pH e às relações 
Ca:Mg 

 
 

Quadrados Médios  
Variáveis 

Relações pH Rel. x pH Resíduo 

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 nódulos  2.398,04* 13.012,50*    1.986,29* 56,880 

Teor de N no trifólio        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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


