AVA

avavay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY .
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO"

RELATORIO FINAL

RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS DE LIMAO-
CRAVO (Citrus limonia L. Osbeck) SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ALUMINIO

Instituiciao Sede
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV - UNESP), Jaboticabal

Departamento de Produgao Vegetal

POS DOUTORANDA
Dra. CARLA VERONICA CORREA

Doutora em Horticultura, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Unesp, Botucatu-SP.

SUPERVISOR
Prof. Dr. Francisco Jos¢ Domingues Neto

Professor Assistente Doutor, Pesquisador, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV - UNESP), Jaboticabal.

Jaboticabal, SP

2026



RELATORIO FINAL — ESTAGIO DE POS DOUTORADO

RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS DE LIMAO-
CRAVO (Citrus limonia L. Osbeck) SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ALUMINIO

Dra. CARLA VERONICA CORREA

Relatorio apresentado a
Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, como requisito do
estagio de Pds-Doutorado em
Agronomia (Produgdo Vegetal).

Supervisor: Prof. Dr. Francisco
José Domingues Neto

Jaboticabal, SP

2026



Respostas fisioldgicas e bioquimicas de mudas de limao-cravo (Citrus limonia L.

Osbeck) sob diferentes concentragfes de aluminio

Resumo

A produgao de citros ¢ uma importante atividade econémica em todo mundo, e o limao-
cravo (Citrus limonia L. Osbeck) ¢ amplamente utilizado como porta-enxerto na
citricultura brasileira devido a sua compatibilidade com diversas variedades e tolerancia
a seca. No entanto, a sensibilidade do limao-cravo ao aluminio (Al) em solos 4cidos pode
limitar seu desenvolvimento e produtividade. Este estudo investigou as respostas
fisiologicas e bioquimicas de mudas de limdo-cravo expostas as diferentes concentragdes
de aluminio (0; 3,75; 7,5; 15; 30; 60 e 120 mg L™'). As avalia¢des incluiram trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila, eficiéncia do uso da 4gua e atividade de enzimas
antioxidantes. Os resultados mostraram que altas concentragdes de aluminio reduziram
significativamente a taxa de assimila¢ao de CO-, a condutancia estomatica e o rendimento
quantico efetivo, indicando comprometimento da eficiéncia fotossintética. Observou-se
também um aumento na atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a peroxidase (POD), sugerindo uma resposta ao estresse
oxidativo. No entanto, altos niveis de peroxidos lipidicos indicaram danos celulares,
demonstrando que os mecanismos de defesa antioxidante ndo foram totalmente eficazes
na prevencdo do dano oxidativo. Portanto, € necessario adotar estratégias de manejo para
mitigar os efeitos negativos do aluminio, promovendo um crescimento mais saudavel e

produtivo do limao-cravo em solos acidos.

Palavras-chave: toxicidade do aluminio; Citrus limonia; estresse oxidativo; mecanismos

antioxidantes



Physiological and biochemical responses of Rangpur lime (Citrus limonia L. Osbeck)

seedlings to different aluminum concentrations
Abstract

Citrus production is a significant global economic activity, and the Rangpur lime (Citrus
limonia Osbeck) is widely used as a rootstock in Brazilian citriculture due to its
compatibility with various scions and drought tolerance. However, the sensitivity of
Rangpur lime to aluminum (Al) in acidic soils can limit its development and productivity.
This study investigated the physiological and biochemical responses of Rangpur lime
seedlings exposed to different concentrations of aluminum (0; 3.75; 7.5; 15; 30; 60; and
120 mg L™"). Evaluations included gas exchange, chlorophyll fluorescence, water use
efficiency, and antioxidant enzyme activity. The results showed that high aluminum
concentrations significantly reduced the CO: assimilation rate, stomatal conductance, and
effective quantum yield, indicating impaired photosynthetic efficiency. There was also an
increase in the activity of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), and peroxidase (POD), suggesting a response to oxidative stress.
However, high levels of lipid peroxides indicated cellular damage, demonstrating that the
antioxidant defense mechanisms were not entirely effective in preventing oxidative
damage. Therefore, it is necessary to adopt management strategies to mitigate the
negative effects of aluminum, promoting healthier and more productive growth of

Rangpur lime in acidic soils.

Keywords: aluminum toxicity; Citrus limonia; oxidative stress; antioxidant mechanisms



INTRODUCAO

A citricultura desempenha papel fundamental na economia agricola global, sendo
uma das principais atividades do setor de fruticultura. O Brasil ¢ o maior produtor mundial
de citros, com destaque para a producao de laranjas, limdes e tangerinas (IBGE, 2023).
Estados Unidos, China, India e México também figuram entre os maiores produtores
mundiais. No Brasil, a producao de citros ¢ altamente concentrada nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, que juntos respondem por grande parte da produgdo nacional
(IBGE, 2023; FAO, 2023). Sao Paulo, em particular, ¢ o maior produtor de laranja do
mundo, sendo responsavel por cerca de 77% da producao brasileira de laranjas, que sdo
majoritariamente destinadas a producgdo de suco para exportagdao (IBGE, 2023). Segundo
a Fundecitrus, em 2026 foram produzidos no cinturdo citricola de SP e Triangulo
Mineiro/Sudoeste de Minas Gerais é estimada em 255,20 milhdes de caixas.

O Citrus limonia Osbeck ¢ um hibrido natural de Citrus medica L. e tangerina
(Citrus reticulata Blanco) e acredita-se que seja nativa da India (CURK et al., 2016). No
Brasil, o porta-enxerto do limao cravo ja foi utilizado em pomares de citros devido a sua
compatibilidade com todos os enxertos, bem como ao seu vigor, tolerancia a seca, alta
produtividade, precocidade e maturacao precoce dos frutos (OLIVEIRA et al., 2017).
Embora seja tolerante ao virus da tristeza dos citros (CTV), € ao virus da morte stbita dos
citros (SCDaV) (FADEL et al., 2018). E uma das principais variedades de porta-enxerto
utilizadas na citricultura brasileira, sendo amplamente cultivado em regides onde os solos
acidos sdo prevalentes (HAYAT et al., 2022; QURESHI et al., 2023). No entanto, a
sensibilidade desta espécie ao aluminio pode limitar seu desenvolvimento e
produtividade.

Compreender as respostas fisiologicas e bioquimicas das mudas de limao cravo
sob diferentes concentragdes de aluminio € essencial para o desenvolvimento de
estratégias que possam mitigar os efeitos deletérios desse metal e promover o crescimento
saudavel das plantas.

O aluminio (Al) é o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre,
encontrando-se principalmente na forma insolavel de aluminosilicatos (PAN et al., 2024;
CHEN et al., 2024). Em solos 4cidos, o Al ¢ solubilizado na forma de ions Al**, que sdo
altamente toxicos para a maioria das plantas. A toxicidade do aluminio em plantas ¢ um
dos principais fatores limitantes para o crescimento vegetal em solos acidos, afetando
tanto culturas agricolas quanto espécies florestais. Entre os efeitos mais criticos do Al na

fisiologia das plantas estdo a inibi¢ao do crescimento radicular, a interrupgao de processos



metabolicos e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem causar
estresse oxidativo e danos celulares (OFOE et al., 2023; HOSSAIN et al., 2023; GUO et
al., 2024).

As ROS desempenham papel significativo nas respostas das plantas aos estresses
ambientais, incluindo a toxicidade por metais como o Al. Em plantas citricas, a exposi¢ao
ao Al pode levar a superprodu¢do de ROS, como radicais superoxido, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila, que podem causar danos oxidativos aos componentes
celulares, incluindo lipidios, proteinas ¢ DNA (MISHRA et al., 2023; RAHMAN et al.,
2024; EI-SAPPAH et al., 2024; ZENG et al., 2024). Compreender o equilibrio entre a
producdo de ROS e os mecanismos de defesa antioxidante em Citrus limonia,
especialmente sob estresse de Al, é crucial para o desenvolvimento de estratégias que
aumentem a tolerancia ao estresse e garantam o crescimento e a produtividade.

As plantas expostas ao aluminio ativam uma série de mecanismos de defesa para
mitigar os danos causados por esse metal, incluindo a producdo de enzimas antioxidantes,
como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD) (OFOE et al.,
2023; YAN et al., 2023; QIDWAI et al., 2023). Estas enzimas desempenham papel crucial
na eliminagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas em resposta ao estresse
oxidativo induzido pelo Al. Além disso, a toxicidade do aluminio afeta diretamente a
fotossintese, comprometendo paradmetros essenciais como a condutancia estomatica e a
taxa de assimilacdo de carbono, o que, por sua vez, impacta o crescimento e a
produtividade das plantas. Assim, € crucial avaliar seus efeitos em mudas de limao cravo,
por esse ser utilizado como porta-enxerto na citricultura brasileira (CARVALHO et al.,
2023; GAVASSI el al., 2023; SILVA et al., 2023).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar as respostas fisioldgicas e bioquimicas de
mudas de limdo cravo expostas a diferentes concentragdes de aluminio, avaliando os

impactos sobre o crescimento, a atividade fotossintética e a defesa antioxidante.

MATERIAL E METODOS
Localizagdo da area experimental e obtengdo de mudas

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sao
Paulo, Brasil. Foram utilizadas sementes de limao cravo ‘Santa Cruz’ (Citrus limonia)
extraidas manualmente de frutos maduros. Apds a extracdo, as sementes foram lavadas

em agua corrente para a retirada da mucilagem, sendo posteriormente secas a sombra e



semeadas em bandejas de poliestireno com 72 células (capacidade de 100 cm™)
preenchidas com substrato comercial a base de turfa de esfagno, vermiculita, calcario e
gesso agricola (pH: 5,0; condutividade elétrica: 0,7 mS cm™'; densidade: 101 kg m™;
capacidade de retencdo de agua, CRA10 de 55%). Ao atingirem o momento do
transplante, aproximadamente aos 60 dias apos semeadura, as mudas foram
transplantadas para saquinhos preenchidos com substratos a base de solo e composto
organico, na proporc¢do 3:1, enriquecidos com calcario (2 kg m™), superfosfato simples
(1,5 kg m™) e cloreto de potassio (0,5 kg m™).

No momento que as mudas atingiram o ponto de enxertia, aos 160 dias apos o
transplantio, foram retiradas dos saquinhos, lavadas, mantendo a integridade da parte

aérea e do sistema radicular.

Delineamento experimental e tratamentos

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com sete tratamentos e
quatro repeti¢des de trés mudas cada. Os tratamentos consistiram das doses de aluminio
(Al), 0; 3,75; 7,5; 15; 30; 60 e 120 mgL™".

Inicialmente, as mudas foram removidas do substrato e as raizes foram
cuidadosamente lavadas com agua destilada para eliminar qualquer residuo de solo ou
impurezas, garantindo que todo o substrato fosse completamente removido. Apos esse
procedimento, as mudas foram transferidas para sistema hidropdnico.

O aluminio foi adicionado a solu¢do nutritiva na forma de cloreto de aluminio
(AICl;) de alta pureza, adquirido da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha). A solu¢do nutritiva foi continuamente aerada por bombas de ar, garantindo
oxigena¢do adequada das raizes ao longo de todo o experimento. As mudas
permaneceram no sistema hidroponico com as diferentes concentragdes de aluminio por
30 dias, com a solugdo sendo renovada periodicamente para assegurar a manutenc¢ao das
concentragdes de aluminio estdveis durante o experimento, simulando as condigdes de

toxicidade por aluminio frequentemente encontradas em solos acidos.

Avaliacoes
Trocas gasosas, eficiéncia do uso da agua e fluorescéncia

As trocas gasosas foram medidas em trés folhas por muda, utilizando-se
equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de CO; e vapor d’agua

por radiacdo infravermelha (Infra Red Gas Analyser - IRGA, modelo LI-6400, Li-Cor).



Durante as avaliagdes, utilizou-se, como referéncia, a concentracdo de CO2 do ambiente.
As caracteristicas de trocas gasosas analisadas foram: taxa de assimilagdo de CO2 (A,
umolCO, m?s™), taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua m™>s™!) e condutincia
estomatica (gs, mol m2s™). Essas caracteristicas foram calculadas pelo programa de
analise de dados do equipamento medidor de fotossintese, que utiliza a equagdo geral de
trocas gasosas de Von Caemmerer; Farquhar (1981).

A eficiéncia do uso da dgua (EUA, umolCO2 (mmol H>0)!) foi determinada
mediante a relagdo entre assimilagdo de CO; (A) e taxa de transpiracao (E) e a eficiéncia
de carboxilacao (A/Ci) determinada pela relagdo entre taxa de assimilagdo de CO> (A) e
concentragdo interna de COz na folha (Ci).

A fluorescéncia foi avaliada mediante uso de fluorometro do préprio IRGA. Para
isso, as folhas foram aclimatadas por um periodo de 30 minutos protegidas da luz,
cobrindo-as com papel aluminio. Em seguida, um pulso de saturacdo de 10000 pmol m"
21 de DFFF com 0,6 s foi aplicado para a obtencdo da Fm (fluorescéncia maxima
adaptada ao escuro) e Fm’ (fluorescéncia maxima adaptada a luz). Além da fluorescéncia
maxima da folha adaptada a luz e ao escuro, também foram obtidos os valores da Fo
(fluorescéncia minima adaptada ao escuro) e Fo’ (fluorescéncia minima adaptada a luz).
Entre cada pulso de saturacdo foi dado um pulso de luz actinica de 1150 pmol m?s™! de
DFFF de 15 segundos de duragdo. Por meio da Fm, Fo, Fm’ e Fo’ calculou-se o
rendimento quantico méaximo (Fv/Fm) (KITAJIMA; BUTLER, 1975), rendimento
quantico efetivo (¢PSII) (GENTY et al., 1989), “quenching” fotoquimico (qP)
(SCHREIBER et al., 1986), “quenching” nao fotoquimico (NPQ) (BILGER;
BJORKMAN, 1990), taxa de transporte de elétrons (ETR), considerando que 84% da luz
seja absorvida pela clorofila, com 50% dos fotons ativando a clorofila do fotossistema II
e 50% do fotossistema I, rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica nao
regulada no fotossistema II (NO) (KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008) e rendimento
quantico da perda de energia nao fotoquimica regulada no fotossistema II ($NPQ)

(KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008).

Atividade enzimdtica

A atividade das enzimas antioxidantes foi avaliada nas raizes e nas folhas das
mudas, determinando-se a atividade da Peroxidase (POD) pelo método
espectrofotométrico proposto por Teisseire; Guy (2000), da Superdxido Dismutase (SOD)

determinada pela metodologia descrita por Beauchamp; Fridovich (1971), da Catalase



(CAT) determinada segundo a metodologia descrita por Peixoto et al. (1999) e da
Ascorbato Peroxidase (APX) determinada através do monitoramento da taxa de oxidagao
do ascorbato a 290 nm. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 2,8 mM
(NAKANO; ASADA, 1981).
Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as
comparagdes das médias pelo teste Tukey (p <0,005 %). Para verificar o agrupamento das
respostas, realizou-se analise multivariada, a qual foi conduzida no programa Statistical
Analysis Software (SAS), utilizando analise de componentes principais (PCA) para

caracterizar as interagdes entre as concentragdes de aluminio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Trocas gasosas, eficiéncia do uso da agua e fluorescéncia

Houve redugdo progressiva no desenvolvimento das raizes e da parte aérea das
mudas de limdo cravo com aumento das concentragdes de aluminio (Al). Este efeito
fitotoxico aponta a inibi¢do do crescimento radicular como uma das principais
consequéncias da toxicidade do Al, devido a interferéncia na absor¢ao de nutrientes e
agua, além de comprometer a sustentacdo fisica da planta e prejudicar a qualidade das
mudas, visto que o limao cravo ¢ utilizado como porta-enxerto na citricultura brasileira.

Os parametros fotossintéticos analisados em mudas de limao cravo, incluindo a
condutancia estomatica (Gs), a taxa de assimilagdo de carbono (A) e a razao A/Ci,
apresentaram reducao significativa com uso de aluminio (Figura 1). Observou-se que a
condutancia estomatica (Gs) reduziu progressivamente na presenca de aluminio, o que
pode ser explicado pelo fechamento estomatico, resposta tipica das plantas ao estresse
causado pelo aluminio (NINGOMBAN et al., 2024; RUBIO-CASAL et al., 2024). Esse
fechamento reduz a transpiracao e a perda de agua, mas também limita a entrada de CO»,
essencial para a fotossintese, comprometendo a eficiéncia fotossintética e, por
conseguinte, a producdo de biomassa (ZHARA et al., 2023; WANG et al., 2024;
PERNICOVA et al., 2024).

A taxa de assimilagdo de carbono (A) também mostrou tendéncia de declinio na
presenca de aluminio, sugerindo que este possa estar causando danos aos cloroplastos ou
interferindo nas reacdes bioquimicas do ciclo de Calvin, reduzindo a capacidade da planta
de fixar carbono. Essa redu¢do na assimilagdo de carbono resulta em menor producao de

acucares e, portanto, em crescimento e desenvolvimento vegetativo limitados.



Além disso, a razdo A/Ci, que representa a eficiéncia de carboxilacdo da enzima
ribulose 1,5-bifosfato carboxilase (Rubisco) também apresentou redugdo com o uso de
aluminio. Este resultado indica queda na eficiéncia de carboxilagdo, que pode ser causada
por impacto direto do aluminio sobre a enzima Rubisco, ou por alteragdes nas condigdes
internas da folha, como a disponibilidade de CO- ou a energia fotossintética disponivel.

A concentragdo interna de carbono (Ci), por sua vez, ndo variou
significativamente com as doses de aluminio, sugerindo que o transporte de CO» através
dos estdmatos nao foi o principal fator limitante da fotossintese nesse contexto. Contudo,
a analise integrada dos dados de Gs, A e A/Ci sugere que a fotossintese foi prejudicada
principalmente devido a danos bioquimicos e estruturais nos tecidos fotossintéticos,
possivelmente afetando o funcionamento dos cloroplastos e da reducdo da eficiéncia da

enzima Rubisco na fixacdo de carbono.
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Portanto, os resultados indicam que o aluminio afeta negativamente os parametros
fotossintéticos das mudas de limdo cravo. Esses efeitos adversos parecem ser resultado
de uma combinagdo de fatores que incluem danos ao aparato fotossintético, redugdo na
condutancia estomatica e eficiéncia da enzima Rubisco (KAUR et al., 2023; LI et al.,
2024). Esses achados sdo importantes para compreender os mecanismos de tolerancia e
toxicidade do aluminio em plantas citricas ¢ podem orientar o desenvolvimento de
praticas de manejo agricola que visem mitigar os efeitos negativos do aluminio em solos
acidos.

As concentragdes de aluminio (Al) afetaram negativamente diversos parametros
fotossintéticos e fisioldgicos em mudas de limao cravo, evidenciando impacto substancial
na capacidade fotossintética e no crescimento das plantas (Figura 2). A eficiéncia quantica
do fotossistema II (Fv/Fm), um indicador crucial da eficiéncia fotoquimica e da satde dos
fotossistemas, diminuiu significativamente com o aumento das concentracdes de
aluminio, sugerindo danos aos centros de rea¢do do fotossistema Il e comprometendo a
capacidade das plantas de capturar e converter energia luminosa em energia quimica
(Figura 2).

A redugdo na eficiéncia quantica implica em menor rendimento fotossintético,
levando a menor producao de ATP e NADPH, essenciais para as reacdes de fixagdo de
carbono no ciclo de Calvin (KAN et al., 2024; GARCIA et al., 2024; GILIBERT et al.,
2024; LIU et al., 2024). O impacto do aluminio em altas concentra¢des pode resultar em
limitagdo severa na assimilagdo de carbono, afetando diretamente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Além disso, o transporte de elétrons (ETR) foi reduzido
com o aumento das concentragdes de aluminio, indicando perturbacdo na cadeia de
transporte de elétrons (Figura 2). Essa interrupg¢ao sugere danos potenciais aos complexos
fotossintéticos, provavelmente devido ao estresse oxidativo induzido pelo aluminio, que
pode gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) (CARVALHO et al., 2023; SHOMALI et
al., 2024). O acimulo de ROS pode causar danos aos lipidios da membrana, proteinas e
DNA, exacerbando o estresse oxidativo e prejudicando ainda mais a eficiéncia
fotossintética (CHAUHAN et al., 2023; FAN et al., 2024).

Os coeficientes de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) aumentaram com as
concentragcdes de aluminio, sugerindo que as plantas estdo ativando mecanismos de
protecao para dissipar o excesso de energia luminosa como calor (Figura 2). Esse aumento
na dissipacdo térmica € uma resposta adaptativa ao estresse, destinada a proteger o aparato

fotossintético dos danos foto-oxidativos (SACHDEYV et al., 2023; CHAUHAN et al.,



2024). No entanto, essa resposta também indica reducao na eficiéncia de uso da luz para
a fotossintese, refletindo um compromisso entre a proteg¢ao contra danos e a produtividade
fotossintética.

Esses resultados indicam que o aluminio afeta negativamente a fisiologia das
plantas de varias maneiras, incluindo a eficiéncia quantica, o transporte de elétrons e a
dissipacdo de energia. Esses efeitos combinados comprometem a fotossintese e, por
extensao, no crescimento e produtividade das mudas de limao cravo. Compreender esses
mecanismos de toxicidade ¢ fundamental para desenvolver praticas de manejo que visem
mitigar os efeitos adversos do aluminio em plantas cultivadas em solos acidos,

promovendo uma agricultura mais sustentavel e produtiva.
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Os resultados mostraram que o rendimento quantico efetivo, que representa a
eficiéncia com a qual a luz absorvida ¢ transformada em energia quimica e utilizada na
reducdo do carbono em fotoassimilados foi afetado negativamente pelas concentragdes
crescentes de aluminio, com redu¢ado significativa observada nas doses mais elevadas de
Al (Figura 3). Essa reducao no rendimento quantico efetivo sugere que o aluminio
interfere na capacidade das plantas de realizar fotossintese de maneira eficiente,
possivelmente devido a danos aos complexos de proteinas fotossintéticas ou a redugdo da
eficiéncia de captura de luz (POKAHAREL et al.,2023).

A transpiragao das mudas de limdo cravo apresentou variagdes em resposta as
diferentes doses de aluminio (Figura 3). Em concentragcdes mais baixas de aluminio, a
transpiracdo manteve-se relativamente estavel; entretanto, em doses mais altas, observou-
se redugdo na taxa de transpiragdo (Figura 3). Essa reducdo pode estar associada ao
fechamento estomatico induzido pelo aluminio, uma resposta comum ao estresse que visa
reduzir a perda de dgua, mas que também limita a absor¢do de CO> necessaria para a
fotossintese (CHAKRABORTY et al., 2024; GUO et al., 2024).

A eficiéncia do uso da agua, que mede a quantidade de carbono assimilado por
unidade de agua transpirada, também foi impactada pelas concentragdes de aluminio
(Figura 3). Em concentra¢des intermedidrias, houve aumento na eficiéncia do uso da
agua, sugerindo que as plantas estavam ajustando sua fisiologia para otimizar o uso de
agua sob condicdes de estresse moderado (SILVEIRA et al., 2020; SILVA et al., 2023).
Contudo, em concentragdes mais elevadas, a eficiéncia do uso da dgua reduziu, indicando
que os danos causados pelo aluminio foram suficientes para comprometer a capacidade
das plantas de manter um balancgo eficiente entre a assimilagdo de carbono e a perda de
agua (Figura 3).

Esses resultados indicam que o aluminio, em concentragdes elevadas, prejudica
significativamente a capacidade fotossintética e a eficiéncia do uso da agua pelas mudas
de limao cravo, afetando diretamente seu crescimento e desenvolvimento. A compreensao
desses efeitos ¢ fundamental para o manejo adequado de plantas em solos acidos e para o
desenvolvimento de estratégias que minimizem os impactos negativos do aluminio,

promovendo uma agricultura mais sustentavel (Figura 3).
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Figura 3. Transpiracdo (E), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e rendimento quantico

efetivo em mudas de limao cravo sob diferentes concentragdes de aluminio, 2025.

Atividade enzimatica

A atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POD) nas folhas e raizes das mudas de limdo cravo aumentou
significativamente com o incremento das concentracdes de aluminio (Al) (Figuras 4 e 5).
Esse aumento na atividade enzimatica indica a ativacdo de mecanismos de defesa
antioxidante pelas plantas em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo aluminio, que
leva a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (GAVASSI et al., 2023; TREJO-
TELLEZ et al., 2023; LYU et al., 2023). A SOD, responsavel pela dismutagdo do radical
superoxido em peroxido de hidrogénio (KUMAR et al., 2024), apresentou aumento
constante em sua atividade com o aumento das doses de aluminio, sugerindo uma resposta
adaptativa ao estresse oxidativo inicial causado pelo aluminio (Figuras 4 e 5).

A CAT, que catalisa a decomposi¢dao do perdxido de hidrogénio em agua e

oxigénio (FATIMA et al, 2023), também mostrou aumento na atividade em



concentracdes mais altas de aluminio, indicando resposta de prote¢ao adicional contra o
acumulo de perdxido de hidrogénio (Figuras 4 ¢ 5). A POD, que oxida uma variedade de
substratos organicos usando peréxido de hidrogénio (PRASSAD et al., 2023; CZEGENY
et al.,, 2023), apresentou padrao de resposta semelhante, com atividade crescente
conforme as concentragdes de aluminio aumentaram, reforcando a hipdtese de ativagao
generalizada do sistema antioxidante das plantas sob estresse de aluminio (Figuras 4 e 5).

Além disso, os niveis de lipoperoxidos, indicadores de peroxidacdo lipidica
(CAR-CAMO-FINCHEIRA etal., 2023; CARVALHO et al., 2023), aumentaram com as
concentragdes crescentes de aluminio, evidenciando que, apesar dos mecanismos de
defesa antioxidante, o estresse oxidativo resultante da exposi¢do ao aluminio foi
suficiente para causar danos significativos as membranas celulares (Figuras 4 ¢ 5).

Esses resultados sugerem que, embora as mudas de limdo cravo ativem
mecanismos de defesa antioxidante em resposta ao estresse causado pelo aluminio, esses
mecanismos ndo sdo completamente eficazes para evitar danos oxidativos, como
evidenciado pelos elevados niveis de peroxidagdo lipidica (Figuras 4 e 5). A gravidade do
impacto do aluminio na integridade celular e na funcionalidade das plantas indica a
necessidade de estratégias de manejo adicionais para mitigar esses efeitos negativos em

ambientes agricolas com solos acidos (Figuras 4 ¢ 5).
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Figura 4. Superéxido dismutase (SOD), lipoperoxido, catalase (CAT) e peroxidase (POD)

em folhas de mudas de limao cravo sob diferentes concentragdes de aluminio, 2025.

Os niveis de lipoperoxidos, indicadores de peroxidacdo lipidica, aumentaram
substancialmente com o incremento das concentragdes de aluminio, mostrando que o
estresse oxidativo causado pelo aluminio foi suficiente para provocar danos significativos
as membranas celulares, comprometendo a integridade celular nas raizes (Figura 5).

Portanto, mesmo com a ativagdo de mecanismos de defesa antioxidante, os danos
oxidativos causados pelo aluminio ndo foram completamente evitados, como evidenciado
pelos niveis elevados de peroxidagdo lipidica (Figura 5). Esses achados destacam a
importancia de estratégias de manejo que reduzam o impacto negativo do aluminio em
plantas cultivadas em solos acidos, protegendo a integridade celular e a funcionalidade

das raizes (Figura 5).
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Figura 5. Superoxido dismutase (SOD), lipoperoxido, catalase (CAT) e peroxidase (POD)

em raizes de mudas de limao cravo sob diferentes concentragdes de aluminio, 2025.

Em suma, os resultados deste estudo demonstraram que o aluminio, em
concentragdes crescentes, exerce efeito deletério substancial sobre as mudas de limao
cravo, afetando tanto processos fisiologicos quanto bioquimicos. Embora as plantas
tenham ativado mecanismos antioxidantes em resposta ao estresse induzido pelo Al, essa
resposta ndo foi suficiente para impedir o comprometimento do crescimento e da
integridade celular nas concentragdes mais elevadas. Com isso, esses resultados reforgam
a necessidade de estratégias de mitigagdo da exposicdo ao aluminio em ambientes de

cultivo, visando preservar a sanidade e o vigor das plantas.

Analise de componentes principais (PCA)
A andlise de componentes principais (PCA) revelou que os dois primeiros eixos,
PCA1 e PCA2, explicaram juntos 67,44% da variagdo total dos dados, mostrando

significativa separacao entre as diferentes concentragdes de aluminio aplicadas nas mudas



de limao cravo (PCAs). Essa analise multivariada permitiu identificar as varidveis mais
influentes na resposta das plantas ao estresse causado pelo aluminio (Figura 6).

O PCAIl, que explicou a maior parte da variancia dos dados, foi fortemente
associado aos pardmetros fotossintéticos, como a taxa de assimilacdo de CO: (A) e a
condutancia estomatica (Gs). As plantas submetidas as maiores concentragdes de
aluminio (60 e 120 mg L') mostraram correlagdo negativa com esses parametros,
indicando que o aumento na toxicidade do aluminio levou a reducdo da capacidade
fotossintética das mudas. Isso ocorre, possivelmente, devido ao fechamento estomatico,
resposta tipica das plantas ao estresse com aluminio, que restringe a absor¢do de COs: e,
consequentemente, compromete a fotossintese. Além disso, o estresse causado pelo
aluminio pode ter danificado os cloroplastos e as reagdes bioquimicas do ciclo de Calvin,
reduzindo a producdo de agucares e, portanto, o crescimento vegetal.

O PCA2, por outro lado, esteve mais associado a atividade antioxidante,
principalmente das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase
(POD). As plantas tratadas com concentra¢des intermediarias de aluminio (30 mg L)
mostraram correlagdo positiva com esses parametros, sugerindo que essas concentragoes
estimularam a ativa¢do dos mecanismos de defesa antioxidante para mitigar os efeitos do
estresse oxidativo induzido pelo aluminio. O aumento na atividade dessas enzimas indica
que as plantas estavam respondendo ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

formadas como resultado da toxicidade ao aluminio.
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Figura 6. Andlise de Componentes Principais (PCA) de mudas de limdo-cravo (Citrus

limonia) sob diferentes concentracdes de aluminio, 2025.

Nota: Transpiragdo (E), taxa de assimilacdo de CO: (A), taxa de transporte de elétrons (ETR), condutancia
estomatica (GH20), razdo entre a taxa de assimilagdo de CO: e a concentragdo interna de CO: (A/Ci),
concentragdo interna de CO: (Ci), extingdo fotoquimica (qp), extingdo ndo fotoquimica (NPQ), eficiéncia
do uso da agua (WUE), atividade da enzima superéxido dismutase nas folhas (SOD-1), atividade da enzima
superoxido dismutase nas raizes (SOD-r), atividade da enzima peroxidase nas folhas (POD-1), atividade da
enzima peroxidase nas raizes (POD-r), atividade da enzima catalase nas folhas (CAT-1), atividade da enzima
catalase nas raizes (CAT-r), niveis de peroxidacdo lipidica nas folhas (LIPO-I), niveis de peroxidagdo
lipidica nas raizes (LIPO-r). fotossintese (rendimento).

A separacao clara das amostras no grafico biplot da PCA indicou que as plantas
submetidas a baixas concentracdes de aluminio (0 e 3,75 mg L) tiveram melhor
desempenho fotossintético € menor estresse oxidativo, localizando-se na extremidade
positiva de PCA1. Em contrapartida, as plantas expostas as maiores concentragdoes de
aluminio (60 ¢ 120 mg L) foram posicionadas na extremidade negativa de PCAI,
associadas a uma forte redugdo na taxa de fotossintese ¢ aumento no estresse oxidativo,
mesmo com a ativa¢do dos mecanismos de defesa antioxidante. Essas plantas também
apresentaram altos niveis de peroxidagao lipidica, o que evidencia que, apesar da ativagao

das enzimas antioxidantes, o dano celular ndo foi completamente prevenido (PCAs).



Assim, a andlise de componentes principais elucidou os impactos diferenciados
das concentragdes de aluminio nos parametros fisioldgicos e bioquimicos das mudas de
limao cravo. O aluminio, em altas concentragdes, causou danos significativos ao aparato
fotossintético e aumentou o estresse oxidativo, o que sugere que, embora haja ativagao
dos mecanismos de defesa antioxidante, essa resposta nao ¢ suficiente para impedir os

danos causados por esse metal em niveis mais elevados.

A presenca de aluminio no solo leva a redug¢do na condutancia estomatica, na
assimilacdo de carbono ¢ na eficiéncia fotossintética, além do aumento na atividade de
enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e POD. Esses resultados indicam que os
mecanismos de defesa das plantas nao sdo totalmente eficazes contra o estresse oxidativo
em condigdes da presenca de aluminio, ressaltando a necessidade de estratégias de manejo

para mitigar esses efeitos em solos acidos.
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Figura 7. Resumo grafico de mudas de limdo-cravo (Citrus limonia) sob diferentes

concentragoes de aluminio, 2025.

CONCLUSAO

O aluminio compromete significativamente a fotossintese e causa estresse

oxidativo em mudas de limdo cravo.
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