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EFEITO SINERGICO DO ESTRESSE HIDRICO E DA TOXIDEZ DE ALUMINIO NO
ACUMULO DE PROLINA EM Cajanus cajan (L.) MILLSP CULTIVADO EM
HIDROPONIA

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito de interagao do
estresse hidrico e da toxidez do aluminio no crescimento inicial e teores de prolina livre
em duas cultivares de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga, cultivadas em
hidroponia. As plantas jovens foram submetidas aos estresses em solugéo nutritiva (pH
3,8), nos potenciais osméticos de 0,000; -0,004; -0,006; -0,008 e -0,010 MPa com 0,00;
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol A** dm™>. O experimento foi conduzido em sala de
crescimento sob luminaria com irradiancia média de 190 pmol m? s, fotoperiodo de 12
horas e temperatura de 25°C + 1°C. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x5x5, com quatro repeticdes. Os dados
foram submetidos as analises de regressdo polinomial, agrupamento e componentes
principais. Pelos resultados obtidos verifica-se que, a deficiéncia hidrica causa reducao
do crescimento da parte aérea enquanto a toxidez do aluminio provoca diminuicdo do
crescimento radicular. Houve aumento nos teores de prolina livre nas cultivares sob
deficiéncia hidrica e apenas na cv. IAC Fava Larga sob toxidez do aluminio. A analise
multivariada mostrou alta correlagado no crescimento e no acumulo de prolina na cv. IAC

Fava Larga, evidenciando provavel tolerancia aos estresses associados.

Palavras-chave: acidez, aminoacido, estresse abibtico, forrageira
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SINERGIC EFFECT OF WATER STRESS AND ALUMINUM TOXICITY ON THE
ACCUMULATE OF PROLINE IN Cajanus cajan (L.) MILLSP CULTIVATED IN
HIDROPONICS

SUMMARY - The objective of the present work was to study the interaction effect
of water stress and aluminum toxicity on the initial growth and free proline contents in
two cultivars of pigeonpea cv. IAPAR 43-Aratd and IAC Fava Larga cultivated in
hydroponics. The seedlings were subjected to stresses in nutritive solution (pH 3.8),
osmotic potentials 0.000; -0.004; -0.006; -0.008 and -0.010 MPa with 0.00; 0.25; 0.50;
0.75 and 1.00 mmol A** dm™. The experiment was carried out in a plant growth room
under a luminary unit of average irradiance 190 pmol m2 s™, 12-hour photoperiod and
25°C + 1°C temperature. A completely randomized experimental design in factorial array
2x5x5 with four replications was used. Data were submitted to polynomial regression,
cluster and main components analysis. According to the results it was verified that water
stress causes growth reduction of aerial part whereas aluminum toxicity provokes
radicular growth reduction. There was increase of the free proline contents in cultivars
under water stress and only in cv. IAC Fava Larga under aluminum toxicity. Multivariate
analysis showed high correlation in growth and accumulation of proline for the cv. IAC

Fava Larga evidencing probable tolerance to associated stresses.

Keywords: Abiotic stress, acid, aminoacid, forage



I. INTRODUGAO

O estresse hidrico é considerado o mais importante fator ambiental porque a
produtividade das plantas depende da quantidade disponivel de agua e da eficiéncia do
seu uso pelo vegetal (BRAY et al., 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004). Este estresse constitui
um dos mais sérios problemas mundiais causando reducéo severa da produtividade e
da qualidade dos produtos agricolas (HONGBO et al., 2006), inclusive superando os
efeitos de outros estresses ambientais (ABDUL JALEEL et al.,, 2007). Assim,
atualmente um dos maiores desafios da agricultura estd na manutencdo da
produtividade sob deficiéncia hidrica, sendo necessaria a compreensao dos
mecanismos de adaptacdo das plantas a seca (LIZANA et al., 2006; ABDUL JALEEL et
al., 2007).

A toxidez do aluminio € considerada um dos principais fatores limitantes do
crescimento vegetal em solos acidos presentes nas regides tropicais, principalmente,
devido a inibicdo do crescimento radicular (GIANNAKOULA et al., 2008; GUO et al.,
2007). O aluminio em niveis toxicos esta presente em 50% das areas com potencial
agricola, considerando também que a acidez nos solos tem se agravado com o
extensivo uso de fertilizantes amoniacais (ZHANG et al., 2007). No Brasil, a expanséao
do plantio direto nas areas formadas por latossolos e argissolos, onde a aplicagcao do
calcario para corregdo da acidez € realizada superficialmente, a importancia de
cultivares tolerantes a toxidez do aluminio aumenta devido ao maior tempo de resposta
para adequacgado do pH e consequiente diminuicdo da toxidez do aluminio (CAIRES et
al., 2008).

A primeira resposta fisioldgica tipica das plantas aos estresses ambientais € o
ajustamento osmoético que contribui para a tolerancia ao estresse. O mecanismo de
ajustamento osmético € importante para evitar a diminuigdo do potencial hidrico celular
mediante a biossintese de solutos compativeis intracelulares, os quais tém baixo peso
molecular, acumulam-se em altas quantidades no vacuolo ou citosol, mantendo a

turgidez e o volume celular, preservando a integridade de compostos e estruturas



celulares, fundamentais para o adequado metabolismo vegetal (ABDUL JALEEL et al.,
2007). O aminoacido prolina presente em pequenas quantidades nas plantas,
aproximadamente, 1 a 5 umol g ' de massa seca, é considerado osmélito-chave para o
ajustamento osmoético de plantas sob estresse hidrico e toxidez do aluminio,
acumulando-se nas células com funcdo osmoprotetora (NOGUEIRA et al., 2001;
MARIN, 2003; GIANNAKOULA et al., 2008), protegendo as membranas dos efeitos
deletérios causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), prevenindo a
desnaturacao de proteinas, preservando a estrutura de enzimas (SHARMA & DUBEY,
2005) e agindo como tampdo para regular o potencial redox celular (ASHRAF &
FOOLAD, 2007).

De modo geral, na literatura pertinente o acumulo de prolina é considerado
importante parametro de selecao de plantas tolerantes aos estresses (MANIVANNAN et
al., 2007). Ainda, os estudos tém revelado que as respostas das plantas sob um unico
estresse ndo podem ser diretamente inferidas aos efeitos de distintos estresses que
ocorrem conjuntamente, pois a associacao de estresses provoca respostas singulares
para a adaptacédo da planta. Desta forma, € necessario que os futuros programas de
pesquisa enfatizem as respostas das plantas aos efeitos associados de estresses
ambientais, aproximando-se mais da realidade dos ambientes agricolas (MITTLER,
2006).

O guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.), leguminosa tropical adaptada as diferentes
condigdes ambientais, € amplamente difundido no Brasil, sendo utilizado como adubo
verde devido ao elevado conteudo de nutrientes e alta capacidade de fixagdo simbibtica
de nitrogénio, além de ser muito empregado na alimentacdo de ruminantes como
forrageira (MOREL & PICCOLO, 1999).

O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito de sinergismo do estresse
hidrico e da toxidez do aluminio no crescimento inicial e nos teores de prolina livre em
duas cultivares de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga, cultivadas em

hidroponia.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Estresse hidrico

O estresse é considerado um fator externo que exerce influéncia desvantajosa
sobre a planta e induz mudangas e respostas em todos os niveis funcionais do
organismo. Em condi¢cdes naturais e agricultaveis, as plantas estdo freqientemente
expostas ao estresse ambiental, que limitara o desenvolvimento e as chances de
sobrevivéncia (ALEXIEVA et al., 2003; TAIZ & ZEIGER, 2004). Dentre os estresses
ambientais que reduzem o crescimento e o desenvolvimento vegetal, a deficiéncia
hidrica é considerada a principal limitagdo para a producéo agricola (NEUMANN, 2008).

O estresse hidrico pode reduzir significativamente os rendimentos das lavouras e
restringir as latitudes e os solos onde espécies comercialmente importantes podem ser
cultivadas e ainda provoca alteragdes no comportamento vegetal cuja irreversibilidade
depende do gendtipo, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da
planta (SANTOS & CARLESSO, 1998; NEPOMUCENO et al., 2001).

A deficiéncia hidrica pode induzir padrées similares de resposta que podem ser:
osmorregulacdo, sintese de proteinas, acumulo de solutos compativeis, reducado no
crescimento, alteragcbes nas propriedades das membranas celulares, inibicdo da
fotossintese, aumento da respiracdo, reducdo da producdo de matéria seca,
senescéncia e abscisao foliar (JONES & JONES, 1992; LARCHER, 2000).

No crescimento inicial e nos estadios mais tardios de crescimento das plantas, a
diminuicdo da disponibilidade hidrica ndo limita apenas a dimensdao das folhas
individuais, mas também o numero de folhas, porque diminui tanto o niumero como a
taxa de crescimento dos ramos, provavelmente em decorréncia do menor crescimento
do caule (TAIZ & ZEIGER, 2004). A seca pode, entretanto, estimular as reacdes
adaptativas que capacitam as plantas a sobreviverem em periodos prolongados de
deficiéncia hidrica. As alteragcdes nas taxas de crescimento ocorrem por meio de um

controle coordenado de muitos outros processos importantes, como a sintese de



parede celular e de membranas, divisdo celular, sintese protéica e de osmoprotetores
(BURSSENS et al., 2000; LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004).

O sistema radicular profundo e a elevada resisténcia estomatica, s&o
consideradas caracteristicas para evidenciar uma maior resisténcia a seca
(RODRIGUES, 1993). As raizes responsaveis pela absorcao de agua e nutrientes
podem interagir, conforme o ambiente, com os fatores abiéticos e bidticos que induzem
as modificagdes do seu crescimento e desenvolvimento (TAIZ & ZEIGER, 2004). O
estresse hidrico pode elevar a razao raiz/parte aérea das plantas, devido ao aumento
na concentracdo do acido abscisico (ABA), que possibilita a manutencdo do
crescimento do sistema radicular, permitindo maior exploragcdo do solo e consequente
absorcao de agua, enquanto inibe o crescimento da parte aérea. Ainda, os efeitos do
ABA na protecao contra a deficiéncia hidrica séo exercidos também devido a indugéo
da expressdo de genes que codificam a sintese de proteinas envolvidas no
metabolismo da sacarose e da prolina, que atuam como osmoprotetores (KERBAUY,
2004).

A medida que a restricdo hidrica no solo aumenta, o seu potencial matricial (ym)
torna-se cada vez menor, e as plantas por sua vez s6 conseguem absorver agua
quando o potencial hidrico celular € menor que o potencial hidrico do solo (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

As distintas situacbes de estresse hidrico, no solo, podem ser simuladas em
condi¢gdes de laboratério, utilizando-se o polietilenoglicol [HOCH; (CH,OCH2)n CH,OH]
para obtencao de solu¢des aquosas de diferentes potenciais osméticos (HARDEGREE
& EMMERICH, 1994). O polietilenoglicol € um polimero quimico de cadeia longa, alto
peso molecular, inerte, ndo i6nico, altamente soluvel em agua, com capacidade de
elevar a concentragcdo osmoética das solugdes nutritivas utilizadas nos experimentos em
casa de vegetacao ou sala de crescimento desde que exista o controle de temperatura
para manutencdo do potencial osmoético escolhido (MICHEL & KAUFMANN, 1973;
NOGUEIRA & NAGAI, 1988).



2. Toxidez do aluminio

A constituicdo quimica da crosta superior, que em ultima analise representa a
superficie onde o homem vive e exerce suas atividades como a agricultura, apresenta
predominio absoluto de oxigénio, silicio e aluminio. De cada 100 atomos da crosta,
aproximadamente, seis ou sete sao de aluminio, 60 atomos séo de oxigénio, 20 atomos
sao de silicio e formam os oOxidos e silicatos de aluminio que predominam no solo, ao
redor de dois atomos séo de ferro, célcio, sodio, potassio e magnésio, todos estes oito
elementos constituem cerca de 99% do total de atomos presentes na superficie
terrestre (CREPANI et al., 2001).

Em solos tropicais e subtropicais umidos, com altas precipitagdes pluviométricas,
nutrientes soluveis como calcio, magnésio e potassio sdo passiveis de lixiviacdo e
quando a remocao desses cations &€ maior que a taxa de liberagdo resultante do
processo de intemperizacdo da rocha de origem ocorre a diminuicdo do pH. A
mineralizagdo da matéria organica por microorganismos do solo resulta na liberagéo de
nitrato e hidrogénio, ocasionando também a diminuigcdo do pH. Em solos acidos, o
hidrogénio (H") atua sobre os minerais liberando ions aluminio, ou seja, os hexahidratos
de aluminio AI(H20)63+ denominados Al** (DRISCOLL & SCHECHER, 1988; WRIGHT,
1989; SCANCAR & MILACIC, 2006), que permanecem, predominantemente, retidos
pelas cargas negativas das particulas de argila do solo, em equilibrio com o APP* em
solugdo e, portanto, a quantidade de Al**
(BOHNEN, 1995).

O aluminio trocavel, AI**, por sua vez ¢ um dos componentes mais importantes

em solucdo aumenta com a acidez do solo

da acidez potencial do solo porque hidrata-se muito fortemente sendo coordenado por
seis moléculas de agua formando um octaedro e como a agua € um dipolo elétrico, o
hidrogénio (+) orienta-se externamente e o oxigénio (-) orienta-se para o aluminio
(Figura 1). Com o aumento do pH, acima de cinco ocorre a hidrélise do Al(H,0)s*"
liberando os ions H* da seguinte forma: Al(H.0)s>" < [Al(H20)s.n (OH).]*™ +,H, e com

aumento gradativo do pH esse processo de hidrolise resulta em uma série de



complexos AI-OH, determinando a solubilidade ou insolubilidade do aluminio
(DRISCOLL & SCHECHER, 1988; RIBA, 2001, CAMBRI, 2004).

Figura 1. Hidratagdo do aluminio e formagéo do octaedro. Adaptado de KOHLMEYER (2008).
O Hidroganio @ oxigenio @ Aluminio.

Em pH 3,0 encontra-se 95% do aluminio na forma Al(H,0)s*", altamente soltvel
(Figura 2), em pH 7,0 o aluminio encontra-se 70% na forma de Al(H20)3(OH); insoluvel
(RIBA, 2001). Em decorréncia desta complexidade quimica, a toxidez dos diferentes
tipos de aluminio n3o esta totalmente esclarecida. Entre as espécies quimicas de AI**,
os complexos AISO,* (KINRAIDE & PARKER, 1987), AIF?* (WRIGHT, 1989) e o Al**
complexado com compostos organicos (HUE et al., 1986) sao considerados atéxicos ou
com baixa toxidez, comprovadamente, a toxidez do aluminio é atribuida a forma do
hexahidrato de aluminio Al(H20)s>* (KINRAIDE, 1991; GIANNAKOULA et al., 2008).

O processo natural de acidificacdo do solo é muitas vezes intensificado por
praticas agricolas, pela mineragdo e por praticas de descarte de residuos (FOY et al.,
1978; RAO et al., 1993). No que se refere aos efeitos da agricultura, pode-se salientar
que residuos de plantas, fertilizantes a base de nitrogénio e materiais nitrogenados de
origem animal, como estercos, sao fontes responsaveis pela acidificacdo do solo
(LANGE et al.,, 2006). Todavia, os problemas de acidificacdo do solo podem ser
corrigidos pela calagem, num processo que neutraliza os ions H" e AI**. Entretanto,
como os corretivos da acidez sao pouco soluveis, e os produtos da reagédo do calcario
com o solo tém mobilidade limitada, a acdo da calagem é restrita as camadas

superficiais do solo (CAMBRI, 2004). Ainda no sistema de plantio direto, em que o



I** no subsolo

calcario é aplicado na superficie e sem incorporagdo, a toxidez do A
torna-se uma das principais causas da limitacdo a produgéo agricola e funciona como

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

Figura 2. Distribuicdo relativa das espécies de aluminio na solugdo do solo. Fonte: CAMBRI
(2004).

Embora o aluminio seja um metal sem atividade redox, ele € um poderoso pro-
oxidante, pois & capaz de oxidagao bioldgica tanto in vitro como in vivo (EXLEY, 2005).

I**, existem muitos alvos em potencial na célula

Devido a esta elevada reatividade do A
vegetal para os efeitos tdxicos do AI’*, como a parede celular, a superficie da
membrana plasmatica, o citoesqueleto e o nucleo celular e ainda pode ocorrer interagcao
negativa do aluminio com a homeostase do Ca?* citossodlico, prejudicando o processo
de sinalizacao celular (KOCHIAN et al., 2004).

De um modo geral, quantidades maiores que 0,5 mg dm™ de aluminio podem
causar efeito toxico na planta, embora quantidades menores que esta na solugdo do

solo também sejam téxicas para espécies menos tolerantes a esse elemento, pois em



uma mesma espécie, pode-se encontrar cultivares e/ou variedades que evidenciem
variados graus de tolerancia a toxidez do aluminio (MALAVOLTA, 1980).

Nos solos acidos, as plantas cultivadas, mesmo em condi¢gdes adequadas de
nutrientes, podem n&o atingir a taxa de crescimento e produtividade 6tima quando
teores elevados de aluminio estdo presentes no solo, principalmente, devido as
alteragdes estruturais no sistema radicular provocadas pelo aluminio que restrigem a
absorcao desses nutrientes (FUENTE—MARTINEZ & HERRERA-ESTRELLA, 1999;
SIMPLICIO, 1999). Os efeitos prejudiciais do APP* sobre as plantas de diversas
espécies, sao observados tanto no sistema radicular quanto na parte aérea das plantas
(FAHL et al., 1980; 1982), destacando-se os efeitos deletérios nas leguminosas
forrageiras como estilosantes (RODRIGUES, 1979; SILVA, 1998), caupi (YANG &
ZHANG, 1998; YANG et al., 1999) e guandu (MARIN, 2003).

A toxidez do aluminio & considerada um dos mais importantes problemas de
toxidez de metais em solos acidos com pH < 55 (KOCHIAN et al., 2004), por
representar um fator limitante de crescimento para as plantas (DELHAIZE & RYAN,
1995; ILLES et al., 2006). Desde que, praticamente, 30 a 40% dos solos com potencial
para agricultura no mundo sé&o acidos, a toxidez do aluminio representa um sério
problema para a producao agricola (KOCHIAN, 1995; GIANNAKOULA et al., 2008).
Ainda a toxidez do AP** induz nas plantas sintomas de deficiéncia de nutrientes, tais
como fosforo, calcio, magnésio, potassio e molibdénio, devido & interferéncia do AI**
nos processos de absorgao, transporte e uso destes nutrientes, e as plantas se tornam
mais suscetiveis ao estresse hidrico (SIVAGURU et al., 2000; BARCELO &
POSCHENRIEDER, 2002).

Por ser um elemento de pouca mobilidade dentro da planta (EPSTEIN, 1974), os
efeitos do aluminio sdo mais evidentes no sistema radicular onde provoca uma ma
formacao da estrutura das raizes, induzindo ao sintoma inicial mais drastico da toxidez,
a inibigdo do alongamento celular, e também induz engrossamento e a diminui¢ado da
permeabilidade das células radiculares (CAMBRAIA et al., 1990; SANDERSON et al.,
1997; ILLES et al., 2006), com conseqiiente inibicdo da divisdo celular e reducdo da
sintese de DNA (FAHL et al., 1980; TICE et al., 1992; KOCHIAN, 1995, RIBA, 2001).



Também, fisiologicamente, a toxidez do aluminio pode inibir as enzimas envolvidas na
respiracao e na translocacao e absorgdo de nutrientes (BENNETT, 1996, ECHART &
CAVALLI-MOLINA, 2001).

Os efeitos deletérios mais evidentes do aluminio ocorrem nos apices das raizes
(BENNET & BREEN, 1993), possivelmente porque a permeabilidade celular da raiz &
maior nesta regido que em outras regides da raiz (Rasmussen, 1968 citado por PINTRO
et al., 1995). De fato, as mudancas ultraestruturais nas células da coifa de raizes sob
efeito de 0,05 mol m™ de aluminio, mostram aumento no nimero de vesiculas e do
reticulo endoplasmatico, além da menor espessura da parede celular e maior
vacuolizagéo nas células (BENNET et al., 1987; IKEDA & TADANO, 1993). Também as
raizes que sao danificadas pelo aluminio conseguem crescer apenas em um volume
limitado de solo (WRIGHT, 1989; DELHAIZE & RYAN, 1995), visto que as plantas
tolerantes ao aluminio conseguem desenvolver seu sistema radicular em profundidade
e explorar maior volume de solo em busca de agua e nutrientes (FURLANI et al., 1985;
BARCELO & POSCHENRIEDER, 1990).

3. Ajustamento osmético

Os vegetais quando estdo sob estresses ambientais, se utilizam de mecanismos
complexos que contribuem para tolerar curtos periodos sob tais condi¢des adversas.
Dentre estes mecanismos, destaca-se o ajustamento osmoético o qual capacita a célula
a acumular substancias denominadas “osmoprotetores” (BRAY et al., 2000),
preservando a integridade das células para as atividades vitais do crescimento e
desenvolvimento vegetal (MUNNS, 2002).

O acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos em condicbes de
reduzida disponibilidade hidrica € um importante mecanismo desenvolvido pelas plantas
para tolerancia ao estresse hidrico. Este mecanismo, denominado ajustamento

osmoético, tem sido verificado em varias espécies, sendo considerado um dos mais
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eficazes para manutencédo da turgescéncia celular, permitindo, principalmente, a
manutengdo da abertura estomatica e fotossintese sob condi¢gdes de baixo potencial
hidrico no solo (VIEIRA JUNIOR et al., 2007).

O acumulo intracelular de osmolitos compativeis ou osmoprotetores resulta em
um decréscimo no potencial osmoético e também na manutengao da absorcdo de agua e
pressao de turgor da célula, o que contribui para a continuidade dos processos
fisiologicos, ainda que em niveis de atividade menores (MORGAN, 1984; HASEGAWA
et al., 2000; VERSLUES & BRAY, 2004).

O ajustamento osmoético é importante para evitar a diminuicdo do potencial
hidrico celular mediante a biossintese de solutos compativeis intracelulares, os quais
tém baixo peso molecular, se acumulam em altas quantidades, no vacuolo ou no
citosol, mantendo a turgidez e o volume celular, preservando a integridade de
compostos e estruturas celulares, fundamentais para o adequado metabolismo vegetal
(ABDUL JALEEL et al., 2007).

Entre os solutos compativeis ou osmoprotetores destacam-se: a glicina betaina,
0 manitol, o pinitol e a prolina, que ndo causam efeitos negativos quando acumulados
em altas concentragdes na célula e, além do ajustamento osmoético, podem apresentar
outros efeitos protetores (BRAY et al., 2000; SAKAMOTO & MURATA, 2000).

Para a identificacdo de um potencial osmoprotetor trés informagbdes sao
importantes: (i) ocorréncia de aumento da concentracao de uma molécula organica, em
resposta a diminuicao do potencial hidrico celular, (ii) apresentar propriedades fisico-
quimicas caracteristicas de um osmélito compativel quando estudado in vitro e (iii) agéo
fisiologica semelhante a outros osmolitos conhecidos que conferem protecdo em
espécies tolerantes (DRENNAN et al., 1993; INGRAM & BARTELS 1996)

Estes compostos compartilham a propriedade de permanecerem invariaveis em
pH neutro e serem altamente soluveis em agua (BALLANTYNE & CHAMBERLIN,
1994). Além disso, em altas concentragdes, possuem pequeno ou nenhum efeito sobre
a interagdo de macromoléculas solventes (YANCEY et al, 1982; LOW, 1985;
TIMASHEFF, 1993; YANCEY, 2005), diferentemente dos ions inorganicos que entram

prontamente na esfera de hidratagéo de proteinas, favorecendo seu desdobramento.
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A interacdo entre um osmoproteor e uma proteina é geralmente desfavoravel e
por isso sdo, preferencialmente, excluidos da superficie da mesma, resultando na
formagdo de uma camada de hidratacdo ao redor da proteina. Essa camada é
constituida por moléculas de agua altamente organizadas, que possuem uma
mobilidade menor, pois ndo podem se mover tao livremente como as demais moléculas
de agua que constituem o solvente aquoso. A manutencdo da organizagdo das
moléculas de agua da camada de hidratagdo requer energia. E quanto mais extensa for
a camada de hidratacdo, o que por sua vez estd relacionado com o numero de
moléculas de agua que a constituem, maior sera o conteudo de energia envolvido em
sua manutencao (Timasheff & Arakawa, 1989 citados por VIANA et al., 2005). Estes
compostos tém importancia fundamental no ajustamento osmaético do citoplasma da
planta durante a resposta ao estresse osmético (WYN JONES et al., 1977).

O acumulo de osmdlitos em células de plantas resulta em um decréscimo no
potencial osmotico e também na manutenc&o da absor¢do de agua e pressao de turgor
da célula, o que contribui para a manutencao dos processos fisioloégicos, como abertura
estomatica, fotossintese e crescimento da planta (MORGAN, 1984; LUDLOW &
MUCHOW, 1990; BLUM, 1996).

3.1. Prolina livre

A L-prolina’ & um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos. Aminoacidos sao moléculas que contém ambas porgdes amino
(-NH2) e um grupo funcional carboxil (-COOH). Diferentemente, a prolina contém uma
porcao imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo imina secundario, tendo
sido relatada como um importante osmoprotetor em muitas plantas (MOLINARI, 2006).

Este aminoacido, na sua forma pura, apresenta-se como uma substancia incolor,
altamente soluvel em &agua, medianamente soluvel em alcoois, razoavelmente em

benzeno e acetona e insoluvel em outros compostos (MILNER-WHITE et al., 1992).

' L-Prolina: Molécula com conformacao levogira, isto é, desvia a luz polarizada para a esquerda.
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Em plantas, o aminoacido prolina € sintetizado (Figura 3) a partir de acido-L-
glutdmico via A1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) por duas sucessivas reducbes (Figura
3A), as quais sao catalisadas pelas enzimas P5CS e P5CR (DELAUNEY & VERMA,
1993; HARE et al., 1999) ou alternativamente a partir de ornitina (Figura 3B) pela
enzima ornitina-6-aminotransferase (DELAUNEY & VERMA,1993; LUTTS et al., 1999).

A enzima A1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) foi a primeira a ser
identificada e caracterizada em muitas espécies de plantas (DEUSCHLE et al., 2004). A
localizagdo no cloroplasto desta enzima foi verificada em ervilha (RAYAPATI et al.,

1989), justificando o seu estudo na parte aérea das plantas.
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Figura 3. Via metabdlica principal (A) e alternativa (B) de biossintese de prolina em plantas.
Fonte: DELAUNEY & VERMA (1993).
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A localizacdo da enzima P5CR (Figura 4) indica que a prolina pode ser
sintetizada no citosol e no estroma dos cloroplastos, sendo nesta organela a sintese
dependente da atividade da glutamato sintase ferrodoxina dependente, Fd-GOGAT
(SZOKE et al., 1992).

A prolina em plantas constitui menos que 5% dos aminoacidos totais livres em
condi¢cdes normais, mas sob varias formas de estresse a concentracao de prolina pode
chegar a 80% do conjunto total de aminoacidos (MATYSIK et al., 2002; GUBIS et al.,
2007). Em plantas sob deficiéncia hidrica o aumento nos teores de prolina ocorre
inicialmente no citosol (KETCHUM et al., 1991; PAHLICH et al., 1993), entretanto o
acumulo desse aminoacido ndo ocorre somente nas plantas que se desenvolvem sob
condicdes de estresse hidrico, mas também sob condigdes toxicas de aluminio,
possivelmente, por envolver mecanismos fisiologicos similares para atenuar estes dois
tipos de estresses (ZAIFNEJAD et al., 1997)

Cloroplasto
" Fd-GDGf\T/ " - =
Glutamato PECS ‘
/ ™~ psc— 2R, Prolina
Glutamato |

Pml Citosol

PaC

P5CRI

Prolina

Glutamato

Mitocondria

Figura 4. Compartimentos celulares envolvidos no metabolismo de prolina em plantas.
Adaptado de Diaz et al. (1999) por MOLINARI (2006).
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O aminoacido prolina é considerado osmdlito-chave para o ajustamento osmético
de plantas sob estresses abidticos, atuando como soluto compativel acumulando-se
nas células, com funcdo osmoprotetora (MARIN, 2003; SHARMA & DUBEY, 2005;
SHARMA & DIETZ, 2006; GIANNAKOULA et al., 2008), protegendo as membranas dos
efeitos deletérios causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) prevenindo a
desnaturacao de proteinas, preservando a estrutura de enzimas e (HOEKSTRA et al.,
2001; SHARMA & DUBEY, 2005) agindo como tampé&o para regular o potencial redox
celular (ALI et al., 2008; ASHRAF & FOOLAD, 2007) e inibindo a agregacao de
proteinas (SRINIVAS & BALASUBRAMANIAN, 1995).

De fato a prolina livre, em condigbes de estresse, atua nos mecanismos de
minimizag&o da acidez do citoplasma, mantendo as taxas de NADP*/NADH compativeis
com o metabolismo, permitindo a redugao do estresse e ainda, o rapido catabolismo de
prolina pode fornecer equivalentes redutores para manter a fotofosforilacdo oxidativa na
mitocondria, contribuindo na reparagdo de estruturas celulares danificadas pelo
estresse (HARE & CRESS, 1997), além de que a oxidacao de cada molécula de prolina
pode gerar até 30 ATP (Atkinson, 1977 citado por MANI et al., 2002).

A associagao entre o acumulo de prolina livre e a tolerancia ao estresse hidrico e
toxidez do aluminio em diferentes gendétipos, tém grande importancia pratica, pois
fornece um critério simples de selecdo, agilizando o processo de melhoramento
genético de plantas (KARAMANOS, 1995; ZAIFNEJAD et al., 1997).

4. Cajanus cajan (L.) Millsp. - Guandu

O genéro Cajanus é frequentemente encontrado nas regibes tropicais e
subtropicais, notadamente em paises da Asia, Africa e América Latina, apresentando
duas espécies, Cajanus cajan (L.) Millsp., distribuida pantropicamente, e Cajanus
kerstingii Hrams., endémica nas savanas da Africa ocidental, porém, de ocorréncia rara
(WUTKE, 1987; NENE et al., 1990).
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O guandu, Cajanus cajan (L.) Millsp., pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Cajaninae, com sinonimia de Cajanus indicus
Spreng, Cajanus flavus D.C, Cytipus cajanus L. e Cajanus cajan (L.) Druce (WUTKE,
1987). Apesar do centro de origem do Cajanus cajan permanecer incerto, € provavel
que seja originario da india, onde é muito cultivado, ou nativo da Africa, de onde teria se
deslocado para a india e, posteriormente, introduzido na América Central e do Sul, na
época do descobrimento do continente pelos europeus (NENE et al., 1990). De um
modo geral, as espécies da familia Fabaceae (Leguminosae) possuem importante
funcao, decorrente da associagcédo simbiotica entre leguminosas e bactérias do género
Rhizobium, resultando em melhorias ecologicas e econdmicas, por causa do aumento
da atividade microbiana, que conduz a uma maior fixagdo do nitrogénio atmosférico no
solo, proporcionando significativos acréscimos na produtividade de culturas
subsequentes (DAKORA, 2003; LODWIG & POOLE, 2003).

O guandu € uma leguminosa arbustiva, anual ou perene de vida curta, crescendo
normalmente até quatro metros de altura (NENE et al., 1990; COSTA et al., 2001). Esta
espéecie é considerada cultura de subsisténcia nos trépicos e sub-trépicos, sendo capaz
de tolerar a seca durante os periodos de estiagem (BEGUM & PRODHAN, 2003). A
caracteristica que o guandu apresenta de crescer em periodos adversos, que limitam o
crescimento de outras forrageiras, constitui-se em importante alternativa para a
provisdo de alimento de alta qualidade e reducdo de custos com colheita e
armazenamento de forragem no periodo da entressafra (RAO et al., 2002).

Os paises asiaticos sdo os maiores produtores mundiais de guandu, destacando-
se a india com aproximadamente 90% da produgdo mundial (NENE et al., 1990). No
Brasil, trata-se de uma espécie amplamente difundida em pequenos estabelecimentos
rurais, oferecendo a possibilidade tanto de consumo dos grdaos como de
comercializacdo em mercados locais; também, € uma planta adequada para integrar
sistemas de producgao de hortalicas com base agroecoldgica, devido a incorporagao da
biomassa proveniente de sua poda no solo (ALVES et al.,, 2004, AZEVEDO et al.,
2007).
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As plantas forrageiras ocupam uma area correspondente a % da area agricola
nacional (MARTHA JUNIOR & CORSI, 2001), constituindo a principal forma de
alimentagdo na pecuaria brasileira, sendo o Brasil, atualmente, o pais com maior
rebanho bovino comercial do planeta (BATALHA, 2003). Considerando este aspecto,
como forrageira, o guandu é utilizado para silagem, em pastejo direto no periodo de
seca e para a formac&o de bancos de proteina (ALCANTARA & BUFARAH, 1988).

Por ser espécie rustica, atualmente tem sido também empregado em programas
de recuperacédo de areas degradadas, participando de projetos de reflorestamento de
areas com vocgorocas, implantacdo de corddes de vegetacdo permanente e/ou
palicadas em regides com principios de erosdo (COAN et al., 2004). O guandu
apresenta valores satisfatérios em termos de cobertura. Quanto a massa seca, a
estimativa de producgao por hectare é expressiva devido, provavelmente, devido ao fato
desta espécie ser arbustiva, apresentando maior porcentagem de tecido lenhoso. Esta
caracteristica pode ser vantajosa em areas intensamente compactadas, onde nao ha
disponibilidade de matéria organica na superficie do solo. A presenca do material
lenhoso proporciona maior resisténcia fisica ao escoamento superficial da agua,
minimizando os processos erosivos (LEME et al., 2005).

O guandu promove maior fertilidade dos solos, seja pela incorporagao da matéria
organica com elevados teores de nitrogénio ou pela fixacdo simbidtica nos solos.
Também, possui sistema radicular profundo e ramificado que, além de torna-lo capaz
de resistir ao estresse hidrico, possibilita-o romper camadas adensadas de solos, como
“pé de arado”, sendo chamado de arado biolégico (NENE et al., 1990).

Verificou-se apds um ano de cultivo do guandu o acumulo aproximado de 190 a
600 kg de nitrogénio por hectare, resultante da fixagcao simbibtica, respectivamente, por
cultivares de porte baixo e arboreo (BONAMIGO, 1999), ainda, como adubo verde a
incorporagao do guandu no solo corresponde em média a 141,9 kg ha™' de N; 10,5 kg
ha™ de P,Os; 62,2 kg ha™ de K,0; 25,3 kg ha™' de Ca; 10,5 kg ha™ de Mg e 8,8 kg ha™
de S (CACERES & ALCARDE, 1995).

Devido a amplitude de adaptacdo, o guandu, consiste em importante fonte de

proteina em muitos paises da Africa, Asia e nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
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sendo freqlientemente citado como espécie de multiplo uso por sua tolerancia a
condi¢gdes adversas, como o estresse hidrico causado por longos periodos de estiagem
e a toxidez do aluminio em solos de baixa fertilidade (VILELA, 1983; PROVAZI et al.,
2007). Também, como a maioria das cadeias produtivas de carne e leite do Brasil, esta
localizada em areas cuja ocorréncia simultanea de estresse hidrico e de toxidez do
aluminio sado freqlentes, uma estratégia para o aumento da eficiéncia produtiva é a
utilizacao de plantas forrageiras adaptadas a essas condi¢gdes, podendo o guandu ser
considerado uma cultura de importante potencial sécio-econémico para essas regides
(PROVAZI et al., 2007).

4.1. Crescimento inicial

O conhecimento da taxa de emergéncia e do crescimento das plantas jovens é
um fator importante para viabilizar o estabelecimento de associagbes, inclusive de
gramineas e leguminosas (HAYNES, 1980).

Na literatura, de um modo geral, encontram-se referéncias para o guandu
quando cultivado em clima temperado. O vigoroso crescimento do guandu sob tais
condicdes é indicado pelos altos indices de area foliar (10 a 12) e pelas elevadas taxas
de crescimento (40 a 60 g m? dia™”). Também, o crescimento de varias cultivares de
guandu pode ser influenciado pela semeadura em diferentes épocas, pois ocorre maior
variacédo do indice de area foliar nos estadios de crescimento mais tardios do que nos
estadios iniciais de crescimento (BALAKRISHNAN & NATARAJARATNAM, 1989),
provavelmente devido ao aumento da quantidade de nutrientes disponiveis no solo
(PUSTE & JANA, 1988), induzindo a nitidas diferencas fisiol6gicas entre as cultivares
(BALASUBRAMANIAN & VENKATESWARLU, 1989; BALAKRISHNAN et al., 1992;
BOHRINGER et al., 1994).

Apesar da importancia do guandu, poucos sdo os trabalhos de pesquisa
desenvolvidos com esta cultura, principalmente nas condi¢cdes brasileiras, onde é
freqlientemente utilizada para adubacdo verde e pastejo (ALCANTARA & BUFARAH,
1988; VIEIRA & SALGADO, 1992; FAVORETTO et al., 1995).
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Para o amplo cultivo do guandu, existem alguns fatores ambientais limitantes,
uma vez que esta planta caracteristicamente possui lento crescimento inicial e um longo
periodo de maturacdo (Gooding, 1962; citado por WERNER, 1979). Porém, este
aspecto, pode ser ora vantajoso, quando o guandu € consorciado com um cereal de
crescimento rapido como milheto ou sorgo, ora desvantajoso, no caso da monocultura
em que a competicdo com plantas daninhas é severa (SHELDRAKE & NARAYANAN,
1979).

O crescimento inicial mais lento pode ocorrer, principalmente, em virtude da
menor area foliar das plantas jovens, ja que a taxa de assimilagao liquida do guandu é
comparavel a de outras espécies com metabolismo fotossintético C; (Rowden et al.,
1981 citados por NENE et al., 1990). A area foliar das plantas jovens de guandu, aos 10
dias apds a semeadura, é 1/3 menor que as de soja e 1/5 menor que as de caupi, mas
apesar disto a taxa de crescimento (TCR e TAA) é significativamente maior no guandu.
Todavia, o desenvolvimento radicular do guandu é menos vigoroso e mais lento, se
comparado com outras leguminosas forrageiras como o caupi (BRAKKE & GARDNER,
1987).

4.2. Estresse hidrico

Em sementes de guandu cv. A115, submetidas aos potenciais osméticos de -0,3
e -0,5 MPa, utilizando-se PEG 6000, ocorreu diminuigdo significativa do processo
germinativo e da quantidade de amido devido ao decréscimo da atividade especifica da
a-amilase, B-amilase e invertase (NAYYAR & MALIK, 1993).

A porcentagem de germinagdo, comprimento de plumula e raiz primaria do
guandu nitidamente declinaram conforme se aumenta o estresse hidrico (KUHAD &
SHEORAN, 1987; SANTOS et al.,, 1998). Também, sob condicbes de 13% de agua
ocorreu diminuicdo da germinagao e posterior reducédo do crescimento do guandu
(SIVAPRASAD & SARMA, 1987).

As plantas de guandu sob estresse hidrico apresentam acentuada reducgao da
massa seca e da area foliar (MUCHOW, 1982; WILSON & MUCHOW, 1983), como
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também da fotossintese e da respiracdo (KUHAD et al., 1989). Esta significativa
reducdo do crescimento do guandu diretamente proporcional a redugcéo do potencial
hidrico no solo (NANDWAL et al.,, 1996), provavelmente & devida as alteragdes no
metabolismo dos carboidratos (VERMA & SRIVASTAVA, 1998).

Na cultura do guandu, o efeito prejudicial do elevado estresse hidrico no
potencial osmético (ys) de -1,2 MPa, péde ser notado somente no estadio de
crescimento inicial mais tardio, aos 29 dias ap6s a semeadura (SANTOS et al., 1998),
revelando que o crescimento da raiz primaria e da plumula diminui acentuadamente
nesse maior estresse hidrico.

Contudo, a seca ndo causa aumento da taxa de mortalidade das plantas, pois a
reducédo da producdo de folhas com a diminuicdo da area foliar especifica (AFE) em
toda a planta constitui uma caracteristica vantajosa, especialmente quando periodos de
deficiéncia hidrica ocorrem durante o estadio reprodutivo (LOPEZ et al., 1997), apesar
de que em algumas cultivares de guandu ocorre declinio no florescimento (LOPEZ et
al., 1994).

4.3. Toxidez do aluminio

Como ocorre na maioria das plantas, a toxidez do aluminio &, freqientemente,
responsavel pela redugédo no crescimento do guandu em solos acidos (NENE et al.,
1990).

As elevadas concentragdes de aluminio (de 7,5 até 30 mg dm™, na forma de
AICI3.6H,0) provocaram alteragdes fisiologicas e reducgbes significativas no numero de
folhas, na altura, na area foliar, no comprimento € na massa seca das folhas e caules
das plantas de guandu (SANTOS et al, 1999). A germinagdo de sementes e o
crescimento inicial de plantas jovens de guandu das cultivares IAC Fava Larga e IAPAR
43-Arata sob efeito de concentracdes crescentes de aluminio (2,5 a 10 mmol dm™)
foram significativamente reduzidas (COSSOLINI, 2000; MARIN, 2000).

Os efeitos da toxidez do aluminio na cultura do guandu sdo notados

principalmente no sistema radicular, resultando em um desenvolvimento pouco
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vigoroso, com engrossamento e coloragdo dos tecidos anormais (NARAYANAN &
SYAMALA, 1989). De um modo geral, a partir de 10 mg dm™, verificou-se redugao no
crescimento do sistema radicular de 30 gendtipos de guandu; todavia, os resultados
nao foram similares, pois dependendo da resposta do genétipo podem-se classificar as
plantas de guandu como sensiveis, moderadamente sensiveis e tolerantes a acidez
(NARAYANAN & SYAMALA, 1989).

4 4. Estresse hidrico e toxidez do aluminio

Na literatura sédo raros os trabalhos que abordam os efeitos simultdneos do
estresse hidrico e do aluminio. Geralmente, encontram-se trabalhos que relatam os
efeitos isolados dos estresses, ou somente do hidrico ou somente do aluminio.

As plantas que se desenvolvem sob condi¢des simultaneas de estresse hidrico e
toxidez do aluminio apresentam maior redugdo no crescimento da parte aérea e do
sistema radicular, comparando-se com plantas que se desenvolvem sob condi¢cdes de
apenas um dos estresses (Klimov & Rybakova, 1986; citados por ZAIFNEJAD et al.,
1997; KRIZEK & FOY, 1988).

Tanto a germinagdo de sementes quanto o crescimento inicial do guandu, s&o
acentuadamente inibidos sob efeito simultdneo do estresse hidrico e da toxidez do
aluminio, a partir do 4° dia apos tratamento com -0,8 MPa e 0,5 mmol dm™ AP* e a
partir do 10° dia apos tratamento com -0,6 MPa e 0,5 mmol dm™ A** (MARIN, 2000).

4.5. Teores de prolina livre

Nos estudos associando-se os efeitos do estresse hidrico e do aluminio, utilizam-
se, além das medi¢cdes da massa seca da parte aérea e das raizes, comprimento das
raizes, principalmente, a quantificagdo dos teores de solutos orgénicos como a prolina,
por ser um aminoacido indicador de ambos estresses (ASPINALL & PALEG, 1981;
ZAIFNEJAD et al., 1997).

Em folhas adultas de varias cultivares de guandu, ocorre um aumento do
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conteudo de prolina livre, indicando que a cultivar TAT-10 seria mais tolerante ao
estresse hidrico devido a um maior acumulo deste aminoacido encontrado nas folhas
(MUKANE et al., 1997). As respostas de duas cultivares do guandu, ICPL-151 e H-77-
216 cultivadas em solos com potenciais hidricos de -0,77 MPa (estresse moderado) e
de -1,34 MPa (estresse severo), indicam um maior acumulo de prolina na cultivar H-77-
216 (NANDWAL et al., 1993). Também, em cinco cultivares de guandu, cultivadas em
casa de vegetacgao sob condi¢des de 4, 8 ou 12 dias sem agua, o aumento do conteudo
total de prolina livre encontrado, sugere que o acumulo deste composto nas folhas de
guandu pode ser utilizado como um marcador bioquimico de resisténcia ao estresse
hidrico (MUKANE et al., 1997). Observou-se também que, em condi¢gbes associadas de
restricdo hidrica e toxidez do aluminio, houve efeito sinergistico desses estresses
promovendo o aumento dos teores de prolina livre na parte aérea das cultivares IAC
Fava Larga e IAPAR 43-Aratd (MARIN et al., 2006).
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ll. MATERIAL E METODOS

1. Material botanico

IAPAR 43-Arata

A cultivar IAPAR 43-Arata foi selecionada, principalmente, para a produgédo de
graos, embora o guandu seja mais conhecido por ser utilizado como adubo verde e
forragem. A rusticidade da planta e o valor nutritivo dos graos deram-lhe o nome de
ARATA, “semente forte“ em lingua tupi. Esta cultivar foi obtida por sele¢cdo massal em
populacdo ana precoce (feijdo-guandu ando), proveniente da Colédmbia, e introduzida
no Brasil pelo Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijao, da Embrapa (GO). As
sementes da cultivar IAPAR 43-Aratd s&o arredondadas, predominantemente
castanhas, podendo apresentar manchas mais claras ou escuras. Esta cultivar foi
selecionada por ser de ciclo curto, permitindo aos agricultores o aproveitamento de
terras de baixa fertiidade para producdo de grdos de alto valor nutritivo para
alimentacao animal. Os graos tém sido utilizados com sucesso na alimentacéo das aves
domésticas. Ainda para a alimentacdo humana, o IAPAR 43-Aratd equivale,
nutricionalmente, ao feijao comum, usualmente presente na alimentagcdo de muitos
paises, incluindo o Brasil (INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA, 1995).

IAC Fava Larga

A cultivar IAC Fava Larga resultou de selecdo massal efetuada em diversos
cultivos no periodo 1982-1985, dentro de material introduzido na Secdo de
Leguminosas do IAC, em 1953. Apresenta plantas eretas, crescimento determinado,
foliolos largos, haste verde tingida por antocianina, flores amarelas com o dorso do
estandarte levemente raiado de vermelho, vagens largas, curvas, verdes com manchas

marrons na sutura das valvas e nos septos entre sementes, quando imaturas, passando
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a cor de palha quando secas. As vagens contém cinco a seis sementes, que
apresentam tegumento de coloragéo bege pintalgado de marrom com hilo claro e peso
médio de 16 gramas para 100 sementes. Para semeaduras efetuadas em fevereiro, as
plantas apresentam altura entre 1,80 e 2,00 m no florescimento e ciclo de 225-230 dias
da semeadura até a primeira colheita de gréos, enquanto nas semeaduras efetuadas
em outubro as plantas apresentam altura de 3,50 m e ciclo de 280 dias. O processo de
colheita torna-se bastante facilitado devido as caracteristicas da inflorescéncia, que
apresenta concentragdo de flores nas extremidades dos ramos, formando cachos
longos com poucas folhas intercaladas, e a maturagcdo uniforme das vagens. A
produtividade média de sementes observada no Centro Experimental de Campinas, na
semeadura efetuada em fevereiro, foi da ordem de 1.683 kg ha™ na primeira colheita, o
que é muito significativo, considerando a sua contribuicdo em graos, verdes ou secos,
na alimentagdo humana, e o0 aumento do potencial de producédo de sementes no estado
de Sao Paulo. Em virtude de ciclo longo possibilitando maior acumulo de fitomassa, a
cultivar guandu IAC Fava Larga pode ser utilizada como adubo verde, contribuindo para
cobertura do solo e para a restauracédo e manutencdo da sua capacidade produtiva, e
como planta forrageira (INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 1989).

2. Montagem e conduc¢ao experimental

A influéncia do estresse hidrico e da toxidez do aluminio foi verificada no
crescimento inicial das cultivares IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga, para tanto, o
experimento foi instalado e conduzido na sala de crescimento do laboratério de
Fisiologia Vegetal no Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV,
Unesp, Campus de Jaboticabal, SP.

Inicialmente, foram utilizadas oito bandejas de plastico, contendo areia, nas quais
foi realizada a semeadura, sendo quatro para cada cultivar. As sementes foram,

previamente, tratadas com uma mistura proporcional de 1:1 dos fungicidas, Benlate 500
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(Benomyl) e Euparen M 500 PM (Tolyfluanid) na dose de 1,0 g kg™ para assegurar a
sanidade das plantas jovens utilizadas no transplantio. As bandejas foram mantidas no
lado externo do laboratério em temperatura e luminosidade ambiente. Foram realizadas
regas diarias para evitar a deficiéncia hidrica durante a germinacéo.

Apds 10 dias da semeadura, as plantas jovens foram transferidas para frascos
de vidro, tipo SNAP CAP, transparentes com capacidade de 190 mL, contendo solugéo
nutritiva de CLARK (1977) como descrito na Tabela 1.

Para a disponibilizagdo do AI**, o pH foi ajustado em 3,8 com solucdo 0,1N de
HCI como recomendado para esta solugdo nutritiva. Realizou-se a aclimatagdo das
plantas jovens a solug¢do nutritiva por 10 dias, utilizando-se solugao nutritiva 1/2 forga
por cinco dias e forga total por mais cinco dias.

Devido as caracteristicas de agente osmético, quimicamente inerte, atoxico e
com alto peso molecular, o polietilenoglicol (PEG) tem sido utilizado em experimentos
de estresse hidrico para simular condicbes de campo (HARDEGREE & EMMERICH,
1994; MURILLO-AMADOR et al., 2002).

Os tratamentos de estresse hidrico induzidos por PEG 6000 foram calculados
(VILLELA et al., 1991) para os potenciais osméticos de 0,000; -0,004; -0,006; -0,008 e
-0,010 MPa a temperatura de 25 °C e adequados a solug¢ao nutritiva (vide Apéndice A,
p. 100 e 101).

Para o efeito simultdneo do estresse hidrico e toxidez do aluminio adicionou-se
sulfato de aluminio [Alx(SO4)3.18H20] a solu¢ao nutritiva nas concentracdes de 0,00;
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol AI** dm™ (NARAYANAN & SYAMALA, 1989).

Os frascos foram revestidos com papel aluminio visando impedir o crescimento
de algas nas solugdes. Na extremidade superior de cada frasco foi ajustado um disco
de Isopor® com um furo central (Figura 5), no qual a planta jovem com 20 dias de idade
ficou inserida com a parte aérea exposta ao ambiente e o sistema radicular imerso na
solugdo nutritiva durante 10 dias na sala de crescimento, com irradiédncia média de 190

umol m? s™, fotoperiodo controlado de 12 horas e temperatura média de 25°C + 1°C.



Tabela 1. Composi¢cao quimica da soluc¢ao nutritiva de Clark. (CLARK, 1977).

Composto Concentragao (mM)
Ca(NO;),.4H,0 2,53
KNO; 1,30
MgS0,.7H,0 0,60
NH,NO; 0,90
KCI 0,50
Ca(H,PO,),.H,0 0,0345
MnCl,.4H,0 7,0x10°
H3BO, 19,0x 10°
ZnS0,.7H,0 2,0x10°
H,Mo0Q,.H,0 0,6x10°
CuS0,.5H,0 0,5x10°
Fe.EDTA 38,0x10°

pH foi ajustado em 3,8 como recomendado para esta solugéo nutritiva.
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Disco de isopor com Frasco SNAP CAP com solugéo

a planta jovem nutritiva nos respectivos tratamentos

inserida de estresse hidrico e toxidez de
aluminio

Figura 5. Transplantio da planta jovem de guandu para a solugédo nutritiva com as
concentragdes de aluminio. A. Disco de isopor com a planta jovem inserida. B.

Montagem no frasco SNAP CAP com capacidade de 190 mL.
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As solugbes foram trocadas a cada trés dias, em virtude de possiveis alteragbes
da composigdo quimica, dos potenciais osmoticos e das concentragbes de aluminio
além de promover a aeragao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no
esquema fatorial com trés fatores, sendo duas cultivares de guandu, IAPAR 43-Arata
(C1) e IAC Fava Larga (C2), cinco potenciais osméticos (H1, H2, H3, H4 e H5) e cinco
niveis de toxidez do aluminio (A1, A2, A3, A4 e AS5), constituindo desta forma 50

tratamentos (vide Esquema 1, p.28) com quatro repeticoes.

3. Avaliagoes fisiolégicas

As avaliagbes das plantas jovens de ambas cultivares de guandu foram
realizadas 30 dias ap6s a semeadura (10 dias de germinacgéo, 10 dias de aclimatagao e
10 dias sob os estresses), foram determinados os seguintes parametros fisiolégicos:
altura (cm), massa fresca de folhas (mg), massa seca de caules (mg), area foliar (dm?),
densidade de raizes (mm cm™ de solucao nutritiva) e teores de prolina livre nas folhas

umol g’ de massa fresca (M.F.).
3.1. Parte aérea

As plantas jovens foram cortadas na altura do colo em seguida realizou-se a
determinacdo da altura das plantas e massa fresca de folhas. A éarea foliar foi
mensurada pelo sistema de andlise de imagens Delta-T Image Analysis System. Os
caules foram colocados em saco de papel e levados a estufa de circulagao forgcada de
ar a 80°C. Para as pesagens, tanto da massa fresca quanto da massa seca, utilizou-se

uma balancga analitica Denver Instrument Company AA-200, com precisédo de 0,0001g.
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3.1.1. Teores de prolina livre nas folhas

Os teores de prolina livre nas folhas de ambas cultivares de guandu, foram
determinados pelo procedimento que consiste na homogeneizagdo de
aproximadamente 0,5 g de massa fresca da parte aérea, com 10 mL de &acido
sulfosalicilico 3% e filtragem. Primeiramente, procedeu-se o preparo do acido
ninhidrina, para tanto, foi necessario a diluicdo sob aquecimento de 1,25 g de ninhidrina
em 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6 M. Em um tubo de
ensaio foram colocados 2 mL de filtrado da parte aérea que reagiram com 2 mL de
acido ninhidrina e 2 mL de acido acético glacial por 60 minutos em banho-maria a
temperatura de 100°C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi colocado em um
recipiente com gelo para finalizar a reagcédo; em seguida, foram adicionados 4 mL de
tolueno e a solucéo foi homogeneizada agitando-se por 15 a 20 segundos. A leitura de
absorbancia das amostras foi realizada no comprimento de onda 520 nm (BATES et al.,
1973), utilizando-se para tanto o espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Os teores de prolina foram calculados com base na massa fresca das laminas

foliares de guandu, de acordo com a equacao abaixo descrita por BATES et al. (1973).

Mg prolina
mL

115,5 py
pumol

g amostra
5

x mL tolueno

umol g” de massa fresca =

3.2. Sistema radicular

Imediatamente apds o corte da parte aérea, as raizes foram cuidadosamente
separadas e conservadas em frascos contendo solug¢ao de alcool a 20% e mantidas sob
refrigeracao.

Para a determinacédo da densidade de raizes, utilizou-se sistema de analise de
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imagens da Delta-T Devices LTD. Para tanto, o sistema radicular de cada planta foi
submetido a coloragdo com azul de metileno por aproximadamente dois minutos, e em
seguida as raizes foram dispostas sobre uma bandeja com agua onde foi realizada a
leitura da imagem com um scanner Hewlett Packard modelo 5C. A imagem de cada
sistema radicular foi analisada pelo software Delta-T Scan e o comprimento foi
mensurado pelo método de HARRIS & CAMPBELL (1989). A densidade das raizes foi
calculada dividindo-se o comprimento radicular calculado pelo volume de solugao
nutritiva (S.N.) no frasco SNAP CAP (mm cm™ S.N.).

4. Tratamento estatistico

Para a analise dos resultados obtidos foi empregado, primeiramente, o
tratamento estatistico das caracteristicas individuais. Os dados foram, inicialmente,
analisados quanto a homocedasticidade (SANTANA & RANAL, 2000) pelo teste de
Levene, e para os teores de prolina nas folhas foi realizada a transformacéao logaritmica
[In (x+1)] para homogeneidade das variancias. Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e anadlise da regressao polinomial (BANZATTO & KRONKA,
2006). Ainda, visando o estudo da significancia das interagdes triplas foram realizadas
as analises multivariadas de agrupamento e de componentes principais, que permitiram
uma avaliacdo em conjunto dos estresses nas cultivares guandu (MANLY, 1994). A
analise de agrupamento engloba uma variedade de técnicas e algoritmos cujo objetivo é
encontrar e separar objetos em grupos similares (SNEATH & SOKAL, 1973). Para
verificar a medida de similaridade entre os tratamentos foi adotada a distancia
Euclidiana, e para a estratégia de agrupamento utilizou-se o0 método néo ponderado de
agrupamento aos pares com meédias aritméticas (UPGMA - Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean). A andlise de componentes principais € uma
transformacado que se aplica aos dados na tentativa de reduzir o conjunto de variaveis

correlacionadas em um conjunto menor de variaveis nao correlacionadas, denominados
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componentes principais, com o objetivo de reter o maximo de informagéo original.
Esses componentes ortogonais sdao combinagdes lineares das variaveis originais
(MANLY,1994).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estresses abidticos sao considerados problemas eminentes para a
agricultura, podendo reduzir significativamente os rendimentos das lavouras
(NEPOMUCENO et al., 2001), além de restringir as latitudes e os solos nos quais
espécies comercialmente importantes podem ser cultivadas (WANG et al., 2003;
BARTELS & SOUER, 2004).

A analise de variancia dos dados das avaliagdes fisiolégicas (Tabela 2) revelou
resultados significativos do aluminio (A) na altura, da interacdo cultivares x
disponibilidade hidrica (C x H) na massa seca de caules e teores de prolina livre nas
folhas, da interacdo cultivares x aluminio (C x A) na massa fresca de folhas, massa
seca de caules e teores de prolina livre nas folhas e da interagcéo disponibilidade hidrica
x aluminio (H x A) na massa fresca de folhas, massa seca de caules, area foliar, teores
de prolina livre nas folhas e densidade de raizes. Na altura embora os resultados sejam
significativos para o estresse hidrico, o estudo da regressao polinomial apresentou
coeficiente de determinagdo muito baixo, R?> = 0,3205 n&do permitindo ajuste confiavel
dos dados a equacéo quadratica.

No estudo da toxidez do aluminio verificou-se reducao significativa da altura em
ambas cultivares, sendo a altura das plantas jovens 12,2% menor na concentragédo de
1,00 mmol dm™ Al** (Tabela 3, Figura 6).

Como ocorre na maioria das plantas, a toxidez do aluminio &, freqiientemente,
responsavel pela redug¢ao no crescimento do guandu (NENE et al., 1990). As elevadas
concentragdes de aluminio em solucdo nutritiva (de 7,5 até 30 mg dm™, na forma de
AICI3.6H,0) provocaram alteragdes fisiologicas e reducao significativa na altura das
plantas de guandu (SANTOS et al., 1999). O crescimento inicial de plantas jovens de
guandu das cultivares IAC Fava Larga e IAPAR 43-Arata sob efeito de concentracdes
crescentes de aluminio (2,5 a 10 mmol dm™) também foram significativamente
reduzidas (COSSOLINI, 2000; MARIN, 2000).
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Tabela 3. Regressado polinomial da altura (cm) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-
Aratad (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob toxidez do aluminio (A), durante 10 dias.
Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Altura de Plantas Jovens (cm)
R.L. para A 1 73,1880**
R.Q. para A 1 0,1414"
R.C. para A 1 7,2361™
D.R. para A 1 0,0206™
Residuo 150 4,1141

ns

: nao significativo (P > 0,05);
** . significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséao linear;

R.Q.: regressédo quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 6. Altura (cm) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC Fava
Larga (C2), sob toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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No guandu constatou-se que, as concentragdes entre 75-80 mg dm3e 2,0e 9,0
mmol. dm™ sdo suficientes para provocar efeitos deletérios ao crescimento da parte
aérea(POOLPIPATANA & HUE, 1994; MARIN, 2003, respectivamente). Em plantas de
feijao-mungo as elevadas concentragdes de aluminio (10mM) reduziram em 52% a
altura das plantas (ALl et al., 2008).

Em concentragbes tdxicas do aluminio, a inibicdo da expansao celular é,
provavelmente, o evento primario e a inibicdo da divisao celular é uma resposta dos
efeitos delétérios sobre o crescimento celular, refletindo na regulagdo interna dos
processos de crescimento e desenvolvimento (MARSCHNER, 1991, KOCHIAN et al.,
2004).

Na parte area das plantas, o principal efeito deletério do aluminio esta associado
aos processos que envolvem o calcio, necessario como elemento estrutural (parede
celular e membranas), elemento regulatério (equilibra a relagédo cations/anions),
participante na divisédo e expansao celular, em processos secretérios, como mensageiro
secundario e em rotas de transdugao de sinais (KERBAUY, 2004; TAIZ & ZEIGER,
2004).

O aluminio interage com as vias de transdugao de sinais do Ca**, em especial as
relacionadas com a homeostase e transporte deste elemento, regulados pela enzima
fosfolipase C (ZHANG & RENGEL, 1999) sendo que o transporte de calcio pode ser
inibido em 69% por concentracdes de 100 uM de AP* (ROUT et al., 2001). O aluminio
ainda pode inibir um grande numero de processos metabdlicos essenciais e interagir
com qualquer sistema que usa Mg?* ou qualquer forma de fosfato, podendo alterar as
funcdes de proteinas regulatérias ligadas a GTP e hexoquinases, podendo ser a divisdo
celular posteriormente afetada interferindo no crescimento da planta (RENGEL, 1992;
JONES & KOCHIAN, 1995; ROUT et al., 2001).

A interagdo cultivares e potenciais osméticos (C x H) foi significativa para massa
seca de caules (Tabela 4, Figura 7) e teores de prolina livre nas folhas (Tabela 5, Figura
8). O crescimento de caules foi acentuadamente reduzido com o aumento da restricao
hidrica somente na cv. IAC Fava Larga (Figura 7) sendo a massa seca de caules 27,5%

menor no potencial osmaético de -0,010 MPa.
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Tabela 4. Regresséo polinomial da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu,
cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H), durante
10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios

Variagao Massa Seca de Caules (mg)
R.L. para C1 1 23,0387
R.Q. para C1 1 35,5651
R.C. para C1 1 7,9114™
D.R. para C1 1 40,6302"
R.L. para C2 1 1668,5802**
R.Q. para C2 1 128,6146"™
R.C. para C2 1 3,3751™
D.R. para C2 1 253,1676*
Residuo 150 44,4016

ns

: nao significativo (P > 0,05);
* : significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01);
R.L.: regressao linear;

R.Q.: regresséo quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 7. Massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAC Fava Larga (C2),
sob estresse hidrico (H), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Tabela 5. Regressao polinomial dos teores de prolina livre nas folhas (umol g de Massa
Fresca) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga
(C2), sob estresse hidrico (H), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Teores de Prolin{gl1 Livre g)as Folhas
(umol g M.F.)
R.L. para C1 1 120,5170*+@
R.Q. para C1 1 3,5664*
R.C. para C1 1 2,1744*
D.R. para C1 1 0,0045™
R.L. para C2 1 127,5077**
R.Q. para C2 1 19,0979**
R.C. para C2 1 8,4544**
D.R. para C2 1 0,3717"™
Residuo 150 0,4414

ns

: nao significativo (P > 0,05);

* : significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01);

R.L.: regressao linear;

R.Q.: regresséo quadratica;

R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.

" umol g M.F. = umol g” de Massa Fresca;
2 Dados transformados em In (x+1)
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Figura 8. Teores de prolina livre (umol g de Massa Fresca) nas folhas de plantas jovens de
guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H),
durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006. 'Dados transformados em In (x+1).
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Com relacdo a cv. IAPAR 43-Aratd ndo houve diferenca significativa entre os
potenciais osmoéticos e comparada cv. IAC Fava Larga a massa seca de caules foi
significativamente inferior em todos os tratamentos (Tabela V, Apéndice B). O
crescimento do caule tem sido pouco estudado, comparado aos parametros foliares,
mas provavelmente ele é influenciado pelas mesmas forgas que limitam o crescimento
foliar (TAIZ & ZEIGER, 2004). O crescimento vegetal é caracterizado também por
diferenciacao celular, multiplicagdo de membranas, organelas, aumento dos teores de
proteinas e aumento no material que forma a parede celular, cujas condi¢cbes de
estresse hidrico sdo fundamentalmente deletérias e determinantes para o adequado
crescimento vegetal (HSIAO, 1973; SANDERSON et al., 1997). Os efeitos de diferentes
regimes hidricos (0, 25, 50, 75 ou 100% da capacidade de campo), 30 dias apds a
semeadura evidenciaram menor crescimento com o aumento do estresse hidrico
(RAGHUWANSHI et al., 1998). Em plantas de caruru-roxo sob estresse hidrico de -0,4
MPa em solucao nutritiva durante oito dias, houve redugédo de 45% da massa seca de
caules (OMAMI, 2005).

As plantas de guandu sob estresse hidrico apresentam acentuada reducgao da
massa seca da parte aérea (MUCHOW, 1982; WILSON & MUCHOW, 1983), como
também da fotossintese e da respiracdo (KUHAD et al., 1989). Esta significativa
reducao do crescimento do guandu em funcgéo da redugao do potencial hidrico no solo
(NANDWAL et al., 1996), provavelmente é devida as alteragdes no metabolismo dos
carboidratos (VERMA & SRIVASTAVA, 1998)

No presente trabalho, os resultados evidenciaram que houve acumulo
significativo de prolina livre nas folhas de 372,7% para cv. IAPAR 43-Arata no potencial
osmoético de -0,010 MPa e de 462,7% para a cv. IAC Fava Larga no valor maximo de
-0,009 MPa (Figura 8). O acumulo de osmoprotetores, como a prolina, em plantas
constitui menos que 5% dos aminoacidos totais livres em condi¢des normais, mas sob
estresse a concentragdo de prolina livre pode chegar a 80% do conjunto total de
aminoacidos (MATYSIK et al., 2002).

Como osmolito compativel a prolina acumula-se, principalmente, no citoplasma

atuando como osmoprotetor, restringindo a desidratagédo do citosol sob redugao do
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potencial hidrico extracelular (KAVI KISHOR et al., 2005). Em condi¢des de estresse
hidrico de -0,6 a -1,1 MPa, ap6s 14 dias, houve um aumento de 56% nos teores de
prolina livre nas folhas da forrageira feijado-mungo (HAMIDOU et al., 2007).

Em folhas adultas de varias cultivares de guandu o aumento do conteudo de
prolina livre indicou que a cultivar TAT-10 seria mais tolerante ao estresse hidrico,
porque apresentou elevado teor deste aminoacido em suas folhas (MUKANE et al.,
1993). As respostas das cultivares de guandu, ICPL-151 e H-77-216, ao estresse
hidrico, em solos com potenciais hidricos de -0,77 MPa (estresse moderado) e de -1,34
MPa (estresse severo) indicaram um maior acumulo de prolina na cultivar H-77-216,
que se mostrou também mais tolerante a condi¢do de falta de agua (NANDWAL et al.,
1993). Também em cinco cultivares de guandu, cultivados em casa de vegetacdo sob
quatro regimes de disponibilidade hidrica no solo (0, 4, 8 ou 12 dias sem &agua),
verificou-se um aumento no conteudo total de prolina livre, sugerindo que o acumulo
deste aminoacido nas folhas pode ser utilizado como um marcador bioquimico de
resisténcia ao estresse hidrico (MUKANE et al., 1997). A prolina também desempenha
uma funcdo importante durante o desenvolvimento das plantas servindo como uma
fonte rapida e acessivel de energia (PHANG, 1985), além disso, a oxidacdo de uma
molécula de prolina fornece 30 ATPs para a célula (HU et al., 1996).

A interacédo cultivar e aluminio (C x A) foi significativa na massa fresca de folhas
(Tabela 6) e teores de prolina livre nas folhas (Tabela 7). Todavia, apenas na cv. IAC
Fava Larga houve reducéo de 38,5% na massa fresca de folhas (Figura 9) e aumento
de 147,8% nos teores de prolina a partir de 0,02 até 1,00 mmol A** dm™ (Figura 10).
Com relagdo a cv. IAPAR 43-Aratd nao houve diferenca significativa entre as
concentracbes de aluminio para essas avaliagbes (Tabela Il e IX, Apéndice B).
Comparada a cv. IAC Fava Larga a massa fresca de folhas da cv IAPAR 43-Arata foi
menor nos tratamentos de 0,00; 0,25; 0,50 e 0,75 mmol dm= AP (Tabela Ill, Apéndice
B) e o acumulo de prolina foi menor apenas na concentragdo de 1,00 mmol dm AP®*
(Tabela IX, Apéndice B).



43

Tabela 6. Regressao polinomial da massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu,
cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob toxidez do aluminio (A),
durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios

Variagao Massa Fresca de Folhas (mg)
R.L. para C1 1 34458,3752"™
R.Q. para C1 1 3763,9556"
R.C. para C1 1 4246,7328™
D.R. para C1 1 2495,6490™
R.L. para C2 1 419143,3682**
R.Q. para C2 1 510,8401™
R.C. para C2 1 140762,8741*
D.R. para C2 1 1293,1216"™
Residuo 150 9460,7238

ns

: nao significativo (P > 0,05);
** 1 significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regresséao.



44

600+ v cov.|AC FavalLarga y=475,733 - 183,116x
R*=0,7462
S 500 v
E
n
®
<
LS 400 v
0] \%
o
®
&)
3
T 300
3
b v
®
=
200
I I I I I
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Concentracédo de Aluminio (mmol dm'3)

Figura 9. Massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAC Fava Larga (C2),
sob toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Tabela 7. Regressao polinomial dos teores de prolina livre nas folhas (umol g de Massa
Fresca) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga
(C2), sob toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Teores de Prolin{gl1 Livre g)as Folhas
(umol g M.F.)

R.L. para C1 1 1,3217"@
R.Q. para C1 1 1,2467"
R.C. para C1 1 0,0469™
D.R. para C1 1 0,0102™
R.L. para C2 1 21,2000**
R.Q. para C2 1 1,7053*
R.C. para C2 1 3,8469**
D.R. para C2 1 0,1094"
Residuo 150 0,4414

ns

: nao significativo (P > 0,05);

* : significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01);

R.L.: regressao linear;

R.Q.: regresséo quadratica;

R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.

" umol g M.F. = umol g” de Massa Fresca;
2 Dados transformados em In (x+1)
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Figura 10. Teores de prolina livre (umol.g” de Massa Fresca) nas folhas de plantas jovens de
guandu, cv. IAC Fava Larga (C2) sob toxidez do aluminio (A), durante 10 dias.

Jaboticabal, SP. 2005-2006. 'Dados transformados em In (x+1).
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Em cultivares de ervilha, trigo, milho e cevada, sob condi¢des de excesso de
aluminio, o acumulo significativo de prolina indica que a sintese deste aminoacido esta
inteiramente relacionada com os teores de aluminio presentes nas plantas (ZAIFNEJAD
et al., 1997). Os resultados do presente trabalho indicam que oacumulo de prolina
causou efeito de osmoprotecéo, auxiliando na manutencgéo hidrica das células foliares
da cv. IAC Fava Larga, pois, indubitavelmente, ocorreu um efluxo de agua (diminuicéo
do potencial hidrico celular, Weewiar), considerando os resultados obtidos para a massa
fresca (Figura 9). O aluminio, neste caso, causou diminuigdo do potencial osmético que
promoveu a saida de agua da célula e, provavelmente, pelas rotas de sinalizagéo houve
o inicio de uma cascata de eventos moleculares para provocar o acumulo de prolina
como soluto compativel, resultando em ajustamento osmotico nas folhas da cv. IAC
Fava Larga.

A influéncia negativa do aluminio na condutibilidade hidraulica das raizes (ZHAO
et al.,1987; BARCELO et al.,1996) indica que a membrana plasmatica é o sitio primario
da injuria causada pelo AI**, portanto, a inibigdo do crescimento da raiz é o sintoma
inicial da toxidez do aluminio nas plantas, resultando na redugdo e em danos no
sistema radicular que interferem negativamente na absor¢do de agua (DEGENHARDT
et al., 1998, GIANNAKOULA et al., 2008).

Desta forma, infere-se que o acumulo de prolina livre nas folhas seja decorrente
do estresse hidrico resultante da toxidez do aluminio (BARCELO & POSCHENRIEDER,
1990) e, consequentemente, as espécies que apresentam a prolina como osmoprotetor
podem ter maior tolerancia as condi¢des de toxidez do aluminio (GIANNAKOULA et al.,
2008). Também verificou-se aumento nos teores de prolina livre em plantas jovens de
duas cultivares de trigo sob toxidez do aluminio, todavia, ndo houve diferenca na
porcentagem de prolina livre contida nos aminoacidos totais, indicando que o acumulo
de prolina foi simplesmente um sintoma da injuria provocada pelo aluminio (CHEN,
2006). Corroborando, com os resultados obtidos na cv. IAC Fava Larga. Ainda na
massa seca de caules o resultado da interacdo C x A foi significativo (Tabela 2), porém

nao foi obtido ajuste confiavel dos dados no estudo da regressao polinomial.
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Para a interagédo potencial osmotico e aluminio (H x A), exceto nas avaliagbes de
altura, houve efeito de sinergia nas demais avaliagdes (Tabelas 8 a 12 e Figuras 11 a
19), foi evidenciado na massa fresca de folhas e area foliar (Tabela 8 e Figura 11 e 12;
Tabela 9 e Figura 13 e 14) efeito sinérgico das concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00
mmol dm™> AP* com o aumento do estresse hidrico até -0,010 MPa resultando na
diminuicdo da massa fresca de folhas em 50,4%; 47,9%; 57,6% e 65,1% e na area foliar
em 46,0%; 48,3%; 53,1% e 65,9%, respectivamente. Contudo, somente em -0,006 MPa
houve drastica diminuicdo da massa fresca de folhas (50,6%) e da area foliar (43,1%)
com o aumento das concentragdes de aluminio até 1,00 mmol dm™ AI**.

Na literatura pertinente, geralmente, encontram-se informagbes dos efeitos
isolados desses estresses, isto é, deficiéncia hidrica ou toxidez do aluminio, sobre a
interacdo entre os estresses e seus efeitos em plantas forrageiras as informacdes sao
praticamente inexistentes (MARIN, 2003). O efeito sinérgico foi observado em plantas
jovens de sorgo (ZAIFNEJAD et al., 1997) e de guandu (MARIN, 2003), evidenciando
diminuicdo acentuada no crescimento da parte aérea em comparagao com as plantas
sob os estresses isolados, corroborando com os resultados do presente trabalho.

Para massa seca de caules (Tabela 10 e Figura 15) verificou-se acentuada
reducéo (37,7%) conforme ocorreu a diminuigdo do potencial osmético até -0,010 MPa
(p + negativo), embora apenas tenha ocorrido efeito de sinergismo na concentragéo de
1,00 mmol A** dm™. Considerando o efeito do aluminio (Tabela 10 e Figura 16), ambas
cultivares mostraram diminuicao significativa da massa seca de caules em 25,0% no
potencial osmaético de -0,008 MPa e 35,0% a partir de -0,31 mmol dm= AP no potencial
osmoético de -0,010 MPa até a concentragdo de 1,00 mmol dm™ AI**. De fato, os efeitos
do aluminio na parte aérea provocam diminuicdo no transporte de caélcio e ferro
induzindo a deficiéncia destes minerais, causando a redugcéo da massa seca e, per se,
menor crescimento (ROUT et al., 2001).

O efeito sinérgico causou acumulo de prolina livre nas folhas (Tabela 11, Figura
17), de 421,3%; 380,1%; 414,4% nas concentracdes de 0,00; 0,25; 0,50 mmol dm™ Al**,
respectivamente, com o aumento do estresse hidrico até -0,010 MPa e de 418,7% e

458,9% nas concentragbes de 0,75 e 1,00 mmol dm™ AP**, respectivamente, com o
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Tabela 8. Regressao polinomial da massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu,

cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse
hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Massa Fresca de Folhas (mg)
R.L. paraH d. A1 1 206493,8461**
R.Q. para Hd. A1 1 35246,1674"
R.C. paraH d. A1 1 2702,2381"
D.R. paraH d. A1 1 88845,4569**
R.L. para H d. A2 1 217763,8547*
R.Q. para Hd. A2 1 137,8324™
R.C. paraHd. A2 1 11494,6892™
D.R. paraH d. A2 1 25666,6198"™
R.L. paraHd. A3 1 220570,7341*
R.Q. para Hd. A3 1 61823,7218*
R.C. paraHd. A3 1 2597,6024"
D.R. paraHd. A3 1 16477,1132™
R.L. paraH d. A4 1 326430,3062**
R.Q. para Hd. A4 1 33874,4363"
R.C. para Hd. A4 1 937,7531"™
D.R. paraH d. A4 1 15295,2009"™
R.L. paraHd. A5 1 407767,7930*
R.Q. para Hd. A5 1 54859,2326*
R.C. paraHd. A5 1 21193,4443"™
D.R. paraHd. A5 1 12747,7866"™
R.L. para A d. H1 1 45,6020™
R.Q. para Ad. H1 1 167,0914"
R.C. para A d. H1 1 10969,9280™
D.R. para A d. H1 1 185,3801™
R.L. para A d. H2 1 163361,8501**
R.Q. para Ad. H2 1 7710,7008"

ns

Continua...

: n&o significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); **:
R.L.: regresséo linear; R.Q.: regressédo quadratica; R.C.: regressao cubica; D.R.: desvio da regressao.

significativo (P < 0,01);
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Tabela 8. Regressao polinomial da massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu,

cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse
hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da

Variagéo

G.L.

Quadrados Médios

Massa Fresca de Folhas (mg)

R.C. paraAd. H2
D.R. para Ad. H2
R.L. paraAd. H3
R.Q. para Ad. H3
R.C. para Ad. H3
D.R. para Ad. H3
R.L. para Ad. H4
R.Q. para Ad. H4
R.C.paraAd. H4
D.R.paraAd. H4
R.L. para Ad. H5
R.Q. para Ad. H5
R.C. paraAd. H5
D.R. paraAd. H5
Residuo

—_

Ol - a2 A A @A a A A - m aa a a

o

98336,2880**
2049,0526™
156353,0861**
113,4044"™
2507,6801"™
26497,6329™
124409,5380**
29529,5175™
39267,5220*
3542,1260™
29445,1380™
30558,0357"™
16860,6245™
4424,0643™
9460,7238

ns

: ndo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** :
R.L.: regressao linear; R.Q.: regresséo quadratica; R.C.: regressdo cubica; D.R.: desvio da regresséo.

significativo (P < 0,01);
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Figura 11. Massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e
cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Potenciais osmoticos dentro das concentragdes de
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol dm™ de aluminio. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Figura 12. Massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratéd (C1) e
cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Concentragcdes de aluminio dentro do potencial
osmoético de -0,006 MPa. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Tabela 9. Regressao polinomial da area foliar (dm?) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR
43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H)
e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variacgio Area Foliar
¢ (dm?)

0,2493**
0,0297™
0,0008™
0,1227**
0,2042**
0,0019™
0,0218™
0,0225™
0,2804**
0,0660*

0,0057™

R.L. para H d. A1 1
R.Q. para Hd. A1 1
R.C. paraHd. A1 1
D.R. paraHd. A1 1
R.L. paraH d. A2 1
R.Q. para Hd. A2 1
R.C. paraHd. A2 1
D.R. paraHd. A2 1
R.L. paraH d. A3 1
R.Q. para Hd. A3 1
R.C. paraH d. A3 1
D.R. paraHd. A3 1 0,0166"
R.L. para H d. A4 1 0,3783**
R.Q. para Hd. A4 1 0,0684*
R.C. paraHd. A4 1 0,0253™
D.R. paraH d. A4 1 0,0073™
R.L. para H d. A5 1 0,4950**
R.Q. para Hd. A5 1 0,0462*
R.C. paraHd. A5 1 0,0242"
D.R. paraHd. A5 1 0,0177"
R.L. para A d. H1 1 0,0019™
R.Q. para Ad. H1 1 0,0017™
R.C. para A d. H1 1 0,0187"™
D.R. para A d. H1 1 0,0001™
R.L. para Ad. H2 1 0,1981**
R.Q. paraAd. H2 1 0,0217"

ns

: néo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);
R.L.: regressao linear; R.Q.: regresséo quadratica; R.C.: regressdo cubica; D.R.: desvio da regresséo.

Continua...
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Continuacgéo...

Tabela 9. Regressao polinomial da area foliar (dm?) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR
43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H)
e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagéo Area F;)Iiar
(dm°)

D.R. para Ad. H2 1 0,0321"
R.L. para Ad. H3 1 0,1207**
R.Q. para Ad. H3 1 0,0029"
R.C. para Ad. H3 1 0,0038™
D.R. para Ad. H3 1 0,0305™
R.L. paraAd. H4 1 0,1112**
R.Q. para A d. H4 1 0,0218"™
R.C. para A d. H4 1 0,0400™
D.R. para A d. H4 1 0,0001™
R.L. para Ad. H5 1 0,0436™
R.Q. para Ad. H5 1 0,0419™
R.C. paraAd. H5 1 0,0067"
D.R.paraAd. H5 1 0,0056"
Residuo 150 0,0120

ns

: nao significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);
R.L.: regressao linear; R.Q.: regress&o quadratica; R.C.: regress&o cubica; D.R.: desvio da regresséo.
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Figura 13. Area foliar (dm?) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC
Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Potenciais osméticos dentro das concentragbes de
0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol dm™ de aluminio. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Figura 14. Area foliar (dm?) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC
Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Concentragbes de aluminio dentro do potencial
osmético de -0,006 MPa. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Tabela 10. Regressao polinomial da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu,
cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse
hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-

2006.
Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Massa Seca de Caules (mg)

R.L. paraH d. A1 1 0,2687™
R.Q. para Hd. A1 1 405,5973**
R.C. paraHd. A1 1 8,9831"™
D.R. para H d. A1 1 58,6024
R.L. paraH d. A2 1 33,3944
R.Q. para Hd. A2 1 102,6132"
R.C. paraHd. A2 1 2,6673"™
D.R. paraHd. A2 1 35,4612
R.L. para H d. A3 1 122,7187"
R.Q. paraHd. A3 1 9,9999"
R.C. paraHd. A3 1 117,0340"™
D.R. paraH d. A3 1 275,7090*
R.L. paraH d. A4 1 422,8762**
R.Q. para Hd. A4 1 133,3876"
R.C. paraH d. A4 1 69,8328
D.R.paraHd. A4 1 1,3374"
R.L. paraHd. A5 1 745,9118**
R.Q. paraHd. A5 1 62,0473™
R.C. paraHd. A5 1 10,9418™
D.R. paraHd. A5 1 88,8176"™
R.L. para A d. H1 1 75,2720™
R.Q. para Ad. H1 1 15,6004
R.C. para A d. H1 1 4,8511"
D.R. para A d. H1 1 9,8580™
R.L. para A d. H2 1 48,9845™
R.Q. para Ad. H2 1 9,2575™

ns,

: néo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear; R.Q.: regressédo quadratica; R.C.: regressao cubica; D.R.: desvio da regressao.

Continua...
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Continuacgéo...

Tabela 10. Regressao polinomial da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu,
cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse
hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-

2006.
Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Massa Seca de Caules (mg)
D.R. paraAd. H2 1 13,4540™
R.L. para A d. H3 1 291,0845*
R.Q. para Ad. H3 1 15,7500
R.C. paraAd. H3 1 16,9280
D.R. para A d. H3 1 284,2875*
R.L. para Ad. H4 1 308,5051**
R.Q. para Ad. H4 1 53,0751™
R.C. paraAd. H4 1 13,4480™
D.R.paraAd. H4 1 65,0083"
R.L. para Ad. H5 1 330,4845**
R.Q. para Ad. H5 1 190,8432*
R.C. para Ad. H5 1 8,0011™
D.R. paraAd. H5 1 22,8422™
Residuo 150 44,4016

ns,

: néo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear; R.Q.: regressdo quadratica; R.C.: regressdo cubica; D.R.: desvio da regresséo.
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Figura 15. Massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e
cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Potenciais osmoticos dentro da concentragao de 1,00

mmol dm™ de aluminio. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Figura 16. Massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e
cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Concentragdes de aluminio dentro dos potenciais

osmoéticos de -0,008 e -0,010 MPa. Jaboticabal, SP. 2005-2006.
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Regressao polinomial dos teores de prolina livre nas folhas (umol g de Massa
Fresca) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC Fava
Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio
(A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Teores de Prolina_l1_ivre nas Folhas'
(umol g M.F.)

R.L.para H d. A1 1 42,9234**
R.Q. para H d. A1 1 0,1256"™
R.C. paraHd. A1 1 4,1529**
D.R. paraH d. A1 1 7,8258**
R.L. para H d. A2 1 51,4700*
R.Q. para Hd. A2 1 2,8574*

R.C. paraHd. A2 1 0,2852"
D.R. paraHd. A2 1 2,6753*

R.L. paraH d. A3 1 56,7590**
R.Q. para Hd. A3 1 0,8420™
R.C. paraHd. A3 1 3,9309**
D.R. paraHd. A3 1 0,3818"
R.L. paraHd. A4 1 41,7756**
R.Q. para Hd. A4 1 10,3556**
R.C. paraHd. A4 1 1,9785*

D.R. paraHd. A4 1 0,0023™
R.L. para H d. A5 1 56,0816
R.Q. para Hd. A5 1 13,8031**
R.C. paraHd. A5 1 4,1446*

D.R. paraHd. A5 1 0,5756"
R.L. para A d. H1 1 0,0112"
R.Q. para Ad. H1 1 0,0113™
R.C. para A d. H1 1 0,0075"™
D.R. para A d. H1 1 0,0231"™
R.L. para Ad. H2 1 15,9467**

1

ns

Dados de prolina livre nas folhas transformados em In(x+1)
: nao significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);

R.L.: regresséo linear; R.Q.: regressédo quadratica; R.C.: regressao cubica; D.R.: desvio da regressao.

Continua...
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Tabela 11. Regressdo polinomial dos teores de prolina livre nas folhas (umol g de Massa
Fresca) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC Fava
Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio
(A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagao Teores de Prolina_l1_ivre nas Folhas'
(umol g M.F.)

R.C. paraAd. H2 1 0,2219"

D.R. paraAd. H2 1 0,1689"

R.L. para Ad. H3 1 2,7033*

R.Q. para Ad. H3 1 0,8096™

R.C. para A d. H3 1 0,4989™

D.R. para A d. H3 1 0,0061"

R.L. paraAd. H4 1 7,8494**

R.Q. para Ad. H4 1 1,3232"™

R.C. paraAd. H4 1 7,6416**

D.R. para Ad. H4 1 3,3265**

R.L. para Ad. H5 1 0,3055™

R.Q. para Ad. H5 1 0,0685"™

R.C. paraAd. H5 1 0,0204"

D.R. paraAd. H5 1 2,6433*

Residuo 150 0,4414

" Dados de prolina livre nas folhas transformados em In(x+1)
": n&o significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear; R.Q.: regressédo quadratica; R.C.: regressao cubica; D.R.: desvio da regressao.
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< Hd. 0,00 mmoldm™ y=0,937 + 301,045x
R?=0,7800

<4 Hd.0,25 mmoldm® y=1,177 + 329,660x
R’ = 0,8984

» Hd.0,50 mmoldm™ y=1,101 + 346,184x
R?=0,9167

> Hd.0,75 mmol dm™ y=0,962 + 758,882x - 46949,376x
R = 0,9634

O Hd. 1,00 mmoldm® y=0,989 + 877,352x - 54204,291x’
R? =0,9367
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Figura 17. Teores de prolina livre (umol.g” de Massa Fresca) nas folhas de plantas jovens de
guandu, cv. IAPAR 43-Aratad (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do
estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Potenciais
osméticos dentro das concentracdes de 0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol dm™ de

aluminio. Jaboticabal, SP. 2005-2006. 'Dados transformados em In (x+1).
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O Ad.-0,004 MPa y=2,288 + 1,786x

R? = 0,9669
5,0 -
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Figura 18. Teores de prolina livre (umol.g” de Massa Fresca) nas folhas de plantas jovens de
guandu, cv. IAPAR 43-Aratad (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do
estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Concentragbes de
aluminio dentro do potencial osmoético de -0,004 MPa. Jaboticabal, SP. 2005-20086.

'Dados transformados em In (x+1).
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aumento do estresse hidrico até -0,008 MPa. Porém, somente em -0,004 MPa houve
significativo aumento dos teores de prolina (178,1%) com o aumento das concentracdes
de aluminio até 1,00 mmol dm™ APP* (Tabela 11 e Figura 18). O efeito associado do
estresse hidrico e aluminio promoveu o acumulo de prolina na parte aérea de guandu,
cv. IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga (MARIN et al., 2006).Em outra leguminosa
forrageira, feijao-mungo, verificou-se que a elevada concentragcéo de aluminio (10 mM)
reduziu o conteudo relativo de agua nas folhas, consequentemente, houve acumulo de
prolina o qual foi atribuido a diminuicdo da absor¢cdo de agua devido aos efeitos
deletérios causados pelo aluminio no sistema radicular (ALI et al., 2008).

O principal sintoma da toxidez provocada pelo aluminio é a inibicdo do
crescimento das raizes, causado pela inibigdo do alongamento celular, devido as
injurias que ocorrem no apice radicular (Bennet & Breen, 1993 citados por MARIN,
2003). Nos resultados do presente trabalho, houve reducao de 33,1% na densidade de
raizes em ambas cultivares até 0,71 mmol dm™ AI** (Tabela 12 e Figura 19).

Os efeitos da toxidez do aluminio na cultura do guandu s&o notados
principalmente no sistema radicular, resultando em um desenvolvimento pouco
vigoroso, com engrossamento e coloragdo dos tecidos anormais (NARAYANAN &
SYAMALA, 1989). De um modo geral, a partir de 10 mg dm™, verificou-se redugcédo no
crescimento do sistema radicular de 30 gendtipos de guandu, todavia, os resultados
nao foram similares, pois dependendo da resposta do gendétipo podem-se classificar as
plantas de guandu como sensiveis, moderadamente sensiveis e tolerantes a acidez
(NARAYANAN & SYAMALA, 1989).

Em solo com 2,0 mmol. dm™ de aluminio, também, houve significativa redugao
da densidade de raizes de guandu, cv. IAPAR 43-Aratda (MARIN, 2003). Os primeiros
efeitos do aluminio em processos metabdlicos podem ser observados poucos minutos
apos a indugdo do estresse, 0s quais sao seguidos de efeitos secundarios que
aparecem depois de varias horas ou dias. As células da zona distal de transicéao,
situadas entre 1 e 2 mm do apice radicular que se dividiram, mas ainda n&o iniciaram o
processo de expansado sdo mais sensiveis a toxidez do aluminio (KOLLMEIER et al.,
2000).
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Regressado polinomial da densidade de raizes (mm cm™ de solugdo nutritiva) de
plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob
efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10
dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios

Densidade de Raizes
(mmecm®S.N.")

Variagao

0,2647*

0,0002™
0,1145™
0,0342™
0,4153**
0,0294"™
0,0905"™
0,3446*

0,0025™
0,0026™

R.L. para H d. A1 1
R.Q. para Hd. A1 1
R.C. paraHd. A1 1
D.R. paraH d. A1 1
R.L. paraH d. A2 1
R.Q. para Hd. A2 1
R.C. paraHd. A2 1
D.R. paraHd. A2 1
R.L. paraH d. A3 1
R.Q. para Hd. A3 1
R.C. paraHd. A3 1 0,1507"
D.R. paraHd. A3 1 0,0001"
R.L. paraH d. A4 1 0,1595™
R.Q. paraHd. A4 1 0,6497*
R.C. paraHd. A4 1 0,3627*
D.R. paraH d. A4 1 0,0104™
R.L. para H d. A5 1 0,1231"
R.Q. para Hd. A5 1 0,0001"
R.C. paraHd. A5 1 0,0469"
D.R. paraHd. A5 1 0,2644*
R.L. para Ad. H1 1 0,5831**
R.Q. para Ad. H1 1 0,2790*
R.C. para A d. H1 1 0,2060"
D.R. para A d. H1 1 0,0001"
R.L. para Ad. H2 1 0,0084"

ns

: ndo significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** : significativo (P < 0,01);

R.L.: regressao linear; R.Q.: regresséo quadratica; R.C.: regressédo cubica; D.R.: desvio da regresséo.
"mm cm™® S.N. = mm cm™ de Solugdo Nutritiva de Clark

Continua...
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Tabela 12. Regressdo polinomial da densidade de raizes (mm cm™ de solugdo nutritiva) de

plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob

efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do aluminio (A), durante 10

dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Causa da G.L. Quadrados Médios
Variagdo Densidade_ade Rai12es
(mmcm™S. N.")

R.Q. para Ad. H2 1 0,0003"
R.C. para Ad. H2 1 0,0231"
D.R. para Ad. H2 1 0,0291"
R.L. para Ad. H3 1 0,4805**
R.Q. para Ad. H3 1 0,0567™
R.C. para A d. H3 1 0,0690"™
D.R. paraAd. H3 1 0,4274**
R.L. para A d. H4 1 0,0423"
R.Q. para Ad. H4 1 0,0558"
R.C. para A d. H4 1 0,4249**
D.R. para A d. H4 1 0,1437™
R.L. para Ad. H5 1 0,0878"
R.Q. para Ad. H5 1 0,0333"™
R.C. paraAd. H5 1 0,0263"
D.R. para Ad. H5 1 0,1832"
Residuo 150 0,0564

": nao significativo (P > 0,05); * : significativo (P < 0,05); ** :
R.L.: regressao linear; R.Q.: regresséo quadratica; R.C.: regressé&o cubica; D.R.: desvio da regresséo.
"mm cm® S.N. = mm cm™ de Solugao Nutritiva de Clark

significativo (P < 0,01);
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Figura 19. Densidade de raizes (mm cm™ S.N.) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-
Aratad (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e
da toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006. "mm cm

S.N. = mm cm™ de Solugao Nutritiva de Clark.
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A parede celular das células desta regido acumula aluminio muito mais rapido
devido a alta proporgao de pectina comparada as células radiculares mais distantes do
apice, neste caso o aluminio liga-se a parede celular e desloca o calcio da fragao
péctica inibindo a extensao da parede celular (CIAMPOROVA, 2002).

Além do acumulo do aluminio na parede celular, o aluminio liga-se, fortemente,
na membrana plasmatica que tem sua estabilidade dependente também de ions Ca®*
que se ligam a proteinas e residuos de pectina carregados negativamente na parede
celular. O Ca®" também pode se acumular na camada aquosa difusa adjacente a
superficie da membrana, onde pode se ligar a grupos carregados dos fosfolipidios e
proteinas da membrana (KAUSS, 1987), essas ligagdes com o Ca?* determinam a
rigidez da membrana, de tal modo que a remogéo do Ca?* pelo aluminio desestabiliza a
membrana plasmatica (HEPLER, 2005). O A** pode deslocar o Ca®* da membrana
plasmatica por competicado pelos ligantes (RENGEL, 1992) ou por reduzir a diferenga de
potencial negativa na superficie da membrana (KINRAIDE et al., 1992).

O dendrograma resultante da analise de agrupamentos dos tratamentos
utilizados (Figura 20) demonstra, nitidamente, a existéncia de dois grupos, sendo o
Grupo 1 caracterizado pela cv. IAC Fava Larga (F) e o Grupo 2 caracterizado pela cv.
IAPAR 43-Araté (Ar). Ressalta-se que ndo houve influéncia tanto do estresse hidrico (H)
quanto das concentragdes de aluminio (A) na formagdo dos grupos, pois ambos o0s
tratamentos aparecem indistintamente nos grupos formados pelas cultivares (Figura
20).

No conjunto das avaliagbes fisioldgicas massa fresca de folhas, massa seca de
caules, area foliar e teores de prolina livre nas folhas, considerando todas as médias
das combinagbes de tratamentos utilizados, a andlise de componentes principais
possibilitou a construgdo do grafico bidimensional (Figura 21). Os dois primeiros eixos,
Componente Principal 1, na posi¢do horizontal (CP1), e Componente Principal 2, na
posicao vertical (CP2), sdo os que retém maior quantidade de informagédo do conjunto
original das avaliagdes fisiologicas, tendo neste estudo acumulado 95,42%, isto é 74%
no CP1 e 21,42% no CP2 (Tabela 13).
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Tabela 13. Analise multivariada de componentes principais para massa fresca de folhas (mg),
massa seca de caules (mg), area foliar (dm?) e teores de prolina livre nas folhas
(umol.g”" M.F.) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Aratd (C1) e cv. IAC
Fava Larga (C2), sob efeito sinérgico do estresse hidrico (H) e da toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Dados da Analise Multivariada de Componentes Principais

CP1 CP2

Porcentagem acumulada 74,00 95,42

Correlagdo entre caracteristicas fisiolégicas e os componentes principais

CP1 CP2
Massa Fresca de Folhas (mg) -0,99 -0,03
Massa Seca de Caules (mg) -0,83 -0,48
Area Foliar (dm?) -0,98 -0,04
Prolina (umol g™ M.F.(") 0,59 -0,79

CP1: Componente Principal 1
CP2: Componente Princ'1pal 2
" umol g" M.F. = umol g de Massa Fresca
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Desta forma, considerando a alta correlagdo negativa das avaliacbes de massa
fresca de folhas (-0,99), massa seca de caules (-0,83) e area foliar (-0,98) com o eixo
CP1 e dos teores de prolina livre nas folhas (-0,79) com o eixo CP2 (Tabela 13),
verificou-se que a cv. IAC Fava Larga localizada, predominantemente, nas posi¢coes
negativas (esquerda) no eixo CP1 tende a apresentar valores maiores de massa fresca
de folhas, massa seca de caules e area foliar comparada a cv. IAPAR 43-Arat3,
localizada nas posigdes positivas (direita) do eixo (Figura 21). Com relagédo ao eixo
CP2, observa-se que o maior acumulo de prolina nas folhas esta correlacionado com a
cv. IAC Fava Larga que, predominantemente, localiza-se nas posi¢gdes negativas
(abaixo) no eixo comparado a cv. IAPAR 43-Arata, localizada nas posi¢cdes positivas
(acima) no eixo CP2.

O maior crescimento e acumulo de prolina sob deficiéncia hidrica e toxidez do
aluminio tem alta correlagdo com a cv. IAC Fava Larga demonstrando, provavelmente,
maior tolerancia aos estresses nas condi¢cdes experimentais do presente trabalho. De
fato, no estudo dos efeitos da disponibilidade hidrica e da acidez do solo no
crescimento inicial e nos teores de prolina de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava
Larga (MARIN, 2003), a analise de componentes principais possibilitou inferir maior
desenvolvimento da cultivar IAC Fava Larga, inclusive sob restricdo hidrica severa
(20%), porque houve maior acumulo de prolina livre, corroborando com os resultados

do presente trabalho.
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V. CONCLUSOES

v' A deficiéncia hidrica reduz o crescimento da parte aérea, enquanto que a toxidez

do aluminio diminui o crescimento das raizes.

v A deficiéncia hidrica aumenta os teores de prolina livre nas folhas da cv. IAPAR 43-

Aratéa e IAC Fava Larga.

v' A toxidez do aluminio provoca aumento nos teores de prolina apenas na cv. IAC

Fava Larga.

v A alta correlagdo para o crescimento e para o aumento nos teores de prolina livre
na cv. IAC Fava Larga, é indicativo da provavel tolerancia desta cultivar ao efeito

sinérgico do estresse hidrico e da toxidez do aluminio.
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Metodologia preliminar

A parte experimental do projeto teve ocorreu no periodo de 19.01.2005 a
20.12.2006. Foram instalados os ensaios com os tratamentos de estresse hidrico
proposto para serem adequados a solugcdo nutritiva de Clark (CLARK, 1977; vide
Tabela 1) nos potenciais osméticos de 0,0; -0,6; -0,9; -1,2 e -1,5 MPa os quais foram
induzidos com PEG 6000, de acordo com a metodologia descrita por ZAIFNEJAD et al.
(1997).

Verificou-se que os tratamentos anteriormente citados provocaram a morte das
plantas jovens de ambas cultivares, com 10 dias de idade, em poucas horas. Assim,
foram realizados outros ensaios, visando um ajuste da metodologia. Primeiramente,
ambas cultivares foram semeadas em areia e ap6s 10 dias, as plantas jovens foram

transplantadas.

ENSAIO 01 - Neste primeiro ensaio as plantas jovens de ambas cultivares, com
10 dias de idade, foram transplantadas para a solug¢ao nutritiva de Clark nos potenciais
osmoticos de 0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa e observou-se que estas concentragdes

provocaram a morte das plantas em 24 horas.

ENSAIO 02 - Neste segundo ensaio, as plantas jovens de ambas cultivares, com
10 dias de idade, foram transplantadas para solugédo nutritiva de Clark 1/2 forga por
cinco dias e em solugdo nutritiva de Clark for¢ca total por mais cinco dias, para
aclimatacgéo. As plantas com a idade de 20 dias a partir da semeadura, foram colocadas
em solucao de Clark for¢a total com os seguintes potenciais osméticos: 0,00; -0,02; -
0,04; -0,06 e -0,08 MPa. Verificou-se que estas concentragcdes provocaram a morte das

plantas jovens apés trés dias.

ENSAIO 03 - Neste ultimo ensaio, as plantas jovens de ambas cultivares, com 10
dias de idade, foram transplantadas para a soluc¢ao nutritiva de Clark 1/2 for¢a por cinco
dias e em solugéo de Clark forga total por mais cinco dias para aclimatacéo. Decorrido

este periodo, as mesmas foram colocadas em solugao de Clark forca total com os
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seguintes potenciais osmoticos: 0,000; -0,004; -0,006; -0,008 e -0,010 MPa. Estas
plantas jovens estavam com a idade de 20 dias a partir da semeadura. Com esta
metodologia as plantas permaneceram sadias durante 15 dias. Verificou-se, entéo, que
esta metodologia foi a mais adequada para a conducdo experimental do efeito do

estresse hidrico nas cultivares de guandu.

Apéds a definicdo dos potenciais osméticos procedeu-se a adigao de sulfato de
aluminio [Aly(S0O4)3.18H,0] para indugéo da toxidez nos niveis de 0,00; 0,25; 0,50; 0,75
e 1,00 mmol AP* dm™ (NARAYANAN & SYAMALA, 1989). Verificou-se que a adicdo do
aluminio promoveu a toxidez desejada sem promover a morte das plantas, permitindo a
conducgdo adequada do experimento proposto.

A partir deste ajuste da metodologia, foram montados os experimentos
definitivos. Todavia, o recipiente utilizado (frasco SNAP CAP) possui didmetro de 5,0
cm, e o tubo de plastico, para saida de ar (aeracao), inserido neste frasco ocasionava,
mesmo com bolhas calibradas em tamanho pequeno, danos estruturais no sistema
radicular das plantas jovens de guandu. Ainda, foi verificado que a proximidade do tubo
de aeracgao no sistema pode ser um fator adicional para causar este efeito deletério nas
raizes. Diante disto, foi realizada a prévia aeracdo da agua a ser utilizada no preparo
das solugdes por aproximadamente 12 horas. Este procedimento mostrou-se adequado,

porque as plantas jovens, em momento algum apresentaram sintomas de hipoxia.



APENDICE B - Tabelas complementares
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Tabela I. Teste de Tukey da altura (cm) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1)
e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H) e toxidez do aluminio (A), durante
10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 da altura de plantas jovens (cm)

Potencial Osmético Concentragéo de Aluminio
(MPa) (mmol dm™)

0,000 13,2825A 0,00 14,1075A
-0,004 13,6750A 0,25 13,3375AB
-0,006 12,6950A 0,50 13,1675AB
-0,008 13,6250A 0,75 13,0200AB
-0,010 12,4825A 1,00 12,1275B

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05); DMS = 1,2533.

Tabela Il. Teste de Tukey da massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu, cv.
IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H) e toxidez
do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 da massa fresca de folhas (mg)

Potencial Osmético Concentragdo de Aluminio
(MPa) (mmol dm™)

0,000 461,3925A 0,00 386,1525A
-0,004 334,0925B 0,25 305,5850B
-0,006 260,9850CD 0,50 307,9825B
-0,008 277,1725BC 0,75 308,9550B
-0,010 212,2375D 1,00 237,2050C

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05); DMS = 60,1017.
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Tabela lll. Teste de Tukey da massa fresca de folhas (mg) de plantas jovens de guandu, cv.
IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), para a interagéo entre cultivares e
toxidez do aluminio (C x A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey' da massa fresca de folhas (mg)

Concentragéo de

Aluminio (mmol dm) IAPAR 43-Arata IAC Fava Larga
0,00 273,7050aB 498,6000aA
0,25 229,0800aB 382,0900bA
0,50 234,8550aB 381,1100bA
0,75 221,2600aB 396,6500bA
1,00 211,9850aA 262,4250cA

'Médias seguidas de mesma letra minusculas na vertical (dentro da cultivar: DMS=84,9966)
e de maiusculas na horizontal (entre cultivares: DMS=60,7678) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Tabela IV. Teste de Tukey da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv.
IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H) e toxidez
do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 da massa seca de caules (mg)

Potencial Osmético Concentragéo de Aluminio
(MPa) (mmol dm™)

0,000 30,9450AB 0,00 31,9200A
-0,004 33,2950A 0,25 29,6150AB
-0,006 29,1125BC 0,50 28,9450AB
-0,008 28,7825BC 0,75 29,4425AB
-0,010 25,0775C 1,00 26,2900B

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05); DMS = 4,1174.
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Tabela V. Teste de Tukey da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv.
IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), para a interagéo entre cultivares e
estresse hidrico (C x H), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 da massa seca de caules (mg)

Potencial Osmético

IAPAR 43-Arata IAC Fava Larga

(MPa)

0,000 23,2700aB 38,6200abA
-0,004 25,9450aB 40,6450aA
-0,006 23,6700aB 34,5550bA
-0,008 23,5150aB 34,0500bA
-0,010 21,9700aB 28,1850cA

'Médias seguidas de mesma letra minusculas na vertical (dentro da cultivar: DMS=5,8229)
e de mailsculas na horizontal (entre cultivares: DMS=4,1630) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

Tabela VI. Teste de Tukey da massa seca de caules (mg) de plantas jovens de guandu, cv.
IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), para a interagéo entre cultivares e
toxidez do aluminio (C x A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 da massa seca de caules (mg)

Concentragéo de

Aluminio (mmol dm™) IAPAR 43-Aratd

IAC Fava Larga

0,00 23,6100aB 40,2300aA
0,25 24,5750aB 34,6550abA
0,50 25,7850aB 34,1050bA
0,75 22,5300aB 36,3550abA
1,00 21,8700aB 30,7100bA

'Médias seguidas de mesma letra minusculas na vertical (dentro da cultivar: DMS=5,8229)
e de maiusculas na horizontal (entre cultivares: DMS=4,1630) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela VII. Teste de Tukey da area foliar (dm?) de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-
Aratd (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H) e toxidez do
aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey' da area foliar (dm?)

Potencial Osmético Concentragéo de Aluminio
(MPa) (mmol dm™)

0,000 0,5032A 0,00 0,4057A
-0,004 0,3512B 0,25 0,3350B
-0,006 0,2827CD 0,50 0,3394AB
-0,008 0,3076BC 0,75 0,3286BC
-0,010 0,2286D 1,00 0,2646C

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05); DMS = 0,0678.

Tabela VIII. Teste de Tukey dos teores de prolina livre nas folhas (umol g”' de Massa Fresca)
de plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2),

para a interagdo entre cultivares e estresse hidrico (C x H), durante 10 dias.
Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 dos teores de
prolina livre nas folhas? (umol g'1 M.F.(s))

Potencial Osmético

(MPa) IAPAR 43-Arata IAC Fava Larga
0,000 0,9080dA 0,7941cA
-0,004 2,8485cB 3,5127bA
-0,006 3,2177bcB 3,7546bA
-0,008 3,56582bA 3,6372bA
-0,010 4,2507aA 4,3780aA

'Médias seguidas de mesma letra minusculas na vertical (dentro da cultivar: DMS=0,5806)
e de mailsculas na horizontal (entre cultivares: DMS=0,4151) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05); ’Dados de prolina livre nas folhas transformados em In(x+1).
*mmol g™ M.F. = mmol g” de Massa Fresca
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Tabela IX. Teste de Tukey dos teores de prolina livre nas folhas (umol g de Massa Fresca) de
plantas jovens de guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), para
a interagdo entre cultivares e toxidez do aluminio (C x A), durante 10 dias.
Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey1 dos teores de
prolina livre nas folhas® (umol g™ M.F.®))

Concentragéo de

Aluminio (mmol dm) IAPAR 43-Arata IAC Fava Larga
0,00 2,6732aA 2,5727cA
0,25 2,9223aA 3,1244bcA
0,50 3,0739aA 3,0062bcA
0,75 3,1461aA 3,2208bA
1,00 2,9677aB 4,1524aA

'Médias seguidas de mesma letra minusculas na vertical (dentro da cultivar: DMS=0,5806)
e de maiusculas na horizontal (entre cultivares: DMS=0,4151) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05); 2Dados de prolina livre nas folhas transformados em In(x+1).
*mmol g M.F. = mmol g"' de Massa Fresca

Tabela X. Teste de Tukey da densidade de raizes (mm cm™ de S.N.) de plantas jovens de
guandu, cv. IAPAR 43-Arata (C1) e cv. IAC Fava Larga (C2), sob estresse hidrico (H)
e toxidez do aluminio (A), durante 10 dias. Jaboticabal, SP. 2005-2006.

Médias e teste de Tukey' da Densidade de Raizes (mm cm™ S.N.?)

Potencial Osmético Concentragéo de Aluminio
(MPa) (mmol dm™)

0,000 0,9585AB 0,00 1,0215A
-0,004 0,9160AB 0,25 0,9323AB
-0,006 0,9720A 0,50 0,8883AB
-0,008 0,9740AB 0,75 0,9283AB
-0,010 0,8170B 1,00 0,8402B

'Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05); DMS = 0,1468. >mm cm™ S.N. = mm cm™ de Solugao Nutritiva de Clark
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