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RESUMO

RIBEIRO, Mirian de Farias. Micropropagacao e estresse oxidativo de pereira e
marmeleiro cultivados em meio contendo aluminio, 2010. 70f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pés-graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do aluminio (Al) na
multiplicacdo e enraizamento in vitro de pereira e marmeleiro. Os explantes
constituiram-se de segmentos nodais de pereira e marmeleiro cultivados in vitro. O
meio de cultura para pereira foi o QL modificado por Leblay e para marmeleiro foi o
MS, ambos adicionados de Al a 0 (pH 5,7 controle), 0, 15, 30, 45 e 60 mg L™ (pH
4,0), colocado em frascos contendo 1 g de algodao hidréfilo para multiplicacéo e 3 g
de vermiculita para enraizamento e 30 mL de meio. O experimento constou de
quatro repeticdées com cinco explantes cada. A multiplicacao foi avaliada aos 60 dias
quanto a percentagem de explantes brotados, numero e comprimento das
brotacbes, massa fresca e massa seca total e a atividade das enzimas catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) em pereira. O enraizamento foi avaliado aos 45
dias quanto a percentagem de explantes enraizados, numero e comprimento das
raizes, massa fresca e seca da parte aérea e radicular, a atividade das enzimas
CAT, APX e superdxido dismutase (SOD) em pereira e teor de nutrientes. Na
multiplicacdo, o marmeleiro teve 100% de explantes brotados, mas houve
diminuicdo no numero de brotos. O ‘MC’ apresentou diminuicdo no comprimento dos
brotos, na massa fresca e seca, ja o ‘BA 29 apresentou aumento desses
parametros. A pereira teve alta percentagem de explantes brotados. A ‘Conference’
apresentou maior numero de brotos. Com relacdo ao comprimento dos brotos,
massa fresca e seca houve aumento na presenca de Al. A atividade da CAT na
‘Conference’ foi aumentada em 30 mg L™ de Al e na ‘Abate Fetel’ foi aumentada em
30 e 45 mg L' de Al. A atividade da APX na ‘Conference’ foi aumentada em 30 e 60
mg L™ de Al e na ‘Abate Fetel’ foi aumentada em 30 mg L™ de Al. No enraizamento,
o marmeleiro apresentou maior percentagem de enraizamento, maior nimero e
comprimento das raizes. A maior massa fresca da parte aérea foi obtida pela
‘Conference’ e por 30 mg L de Al. A massa fresca da raiz foi maior no ‘BA 29’ em
15 mg L™ de Al. A maior massa seca da parte aérea foi obtida pela ‘Conference’ e
por 15 e 30 mg L™ de Al. A maior massa seca da raiz foi obtida pelo ‘BA 29’ e por 15
mg L™ de Al. O teor de nutrientes aumentou na presenca de Al. A atividade da CAT
e APX aumentou e da SOD diminuiu em ‘Abate Fetel' na presenca de Al, enquanto
que na ‘Conference’ a atividade da CAT diminui, da APX diminuiu somente em 45
mg L' de Al e da SOD aumentou. De modo geral, os cultivares responderam de
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forma diferente a presenca de Al e, em alguns paradmetros, a presenca desse metal
foi benéfica.

Palavras Chave: Multiplicagdo in vitro. Enraizamento in vitro. Solos acidos.
Toxicidade.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Mirian de Farias. Micropropagation and oxidative stress of pear and
quince cultivated on medium with aluminum, 2009. 70f. Dissertation (Master) —
Programa de Pés-graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The objective of this work was to evaluate the effect of aluminum (Al) on in vitro
multiplication and rooting of pear and quince. The explants were nodal segments of
pear and quince in vitro cultivated. The culture medium to pear was QL modificated
by Leblay and to quince was MS, both added of Al to 0 (pH 5,7, control), 0, 15, 30, 45
e 60 mg L' (pH 4,0) put in jars with 1 g of cotton for multiplication and 3 g of
vermiculite for rooting and 30 mL of medium. The trial had four replicates and five
explants each. At 60 days the percentage of shoots, length and number of shoots,
fresh and dry mass and catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) activity in
pear were assessed. At 45 days the percentage of rooting, length and number of
root, fresh and dry mass of shoots and roots, CAT, APX and superoxide dismutase
(SOD) activity in pear and nutrients content were assessed. In the multiplication, the
quince had 100% of shoot, but decreased the number of shoots. The length of
shoots, fresh and dry mass decreased in ‘MC’ but increased in ‘BA 29’. The pear had
high percentage of shoots. The number of shoot was higher for ‘Conference’. The
length of shoots, fresh and dry mass was increased at Al. CAT activity in
‘Conference’ was increased at 30 mg L™ of Al and in ‘Abate Fetel’ was increased at
30 and 45 mg L™ of Al. APX activity in ‘Conference’ was increased at 30 and 60 mg
L™ of Al and in ‘Abate Fetel’ was increased at 30 mg L™ of Al. In the rooting, the
percentage of rooting, lenght and number of roots was higher for quince. The fresh
mass of shoot was higher for ‘Conference’ and for 30 mg L™ of Al. The fresh mass of
root was higher for ‘BA 29" at 15 mg L™ of Al. The dry mass of shoot was higher for
‘Conference’ and for 15 and 30 mg L™ of Al. The dry mass of root was higher for ‘BA
29’ and for 15 mg L™ of Al. The nutrient content increased at aluminum. In the ‘Abate
Fetel’ the CAT and APX activity was increased and the SOD activity was decreased
at aluminum. On the other hand, in the ‘Conference’ the CAT activity was decreased
at aluminum, the APX was decreased only at 45 mg L™ of Al and the SOD activity
was increased. As conclusion, the cultivars answered of different form at Al and, in
some parameters, the presence of this metal was beneficial.

Key words: /n vitro multiplication. In vitro rooting. Acidic soils. Toxicity.
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INTRODUCAO

A fruticultura

Um dos segmentos mais importantes da agricultura brasileira € a fruticultura.
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, o agronegécio representa,
aproximadamente, 21% do total do produto interno bruto (PIB) e é o setor que pode
responder mais rapidamente para a geracdo de emprego no pais. (LACERDA,
LACERDA, ASSIS, 2004).

O consumo interno de frutas frescas e industrializadas apresentou grande
expansao nos ultimos anos. Esse mercado tem se caracterizado, ainda, por uma
diversificacdo das espécies e de variedades consumidas, onde as frutas de clima
temperado, em geral, apresentam crescimento em volumes e valores
comercializados anualmente (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003).

A péra, como as demais frutas de clima temperado, vem apresentando, uma
notavel expansao de consumo ao longo dos ultimos anos. A importagdo de péra
fresca pelo Brasil passou de 137 mil toneladas em 2007, para 143 mil toneladas em
2008 e até julho de 2009 ja estava em 97 mil toneladas, onde a maioria € importada
da Argentina, Estados Unidos, Uruguai e Chile, o que corresponde cerca de 90% da
sua disponibilidade interna, ou seja, fundamentalmente dependente da importacédo
para atender o mercado interno. Tal situacdo tem posicionado o Brasil como o
segundo maior importador de péra no mercado mundial (JUNQUEIRA; PEETZ,
2003; NAKASU, 2003; PETRI, 2008; GUTIERREZ, 2009).

A variedade Abate Fetel e uma das mais apreciadas na Europa, sendo a
variedade com a maior cotagcdo neste mercado. Possui uma polpa branca
relativamente fina (amanteigada), consistente, suculenta e agradavel para o
consumo, ainda que nao propriamente madura. Essa variedade e bem apta para a

alta densidade e a fruta, sendo adequadamente conservada, pode ser mantida por



ate 7 meses em frigoconservacao. E uma variedade com um grande potencial para a
regiao sul do Brasil (AYUB; GIOPPO, 2009).

A Conference é a péra mais produzida na Europa e possui uma grande
aceitacdo em praticamente todo continente. Possui uma polpa muito doce, de
consisténia amanteigada e muito suculenta. E uma variedade muito produtiva e com
uma adaptabilidade muito grande, sendo produzida tanto nos climas mais gentes até
os locais mais frios. No Brasil, essa variedade esta sendo testada ja ha alguns anos,
mas possui problemas de superacdo de dorméncia e de frutificacdo (PERAZZOLO,
2008).

O cultivo da péra pode significar uma alternativa de diversificacdo econémica
importante (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003). Porém, o Brasil possui uma pequena area
de plantio de pereira e por isso, o consumo estd baseado na importacdo. A
estagnacdo da area plantada deve-se a baixa qualidade e a baixa produtividade
obtida até o momento (NAKASU; FAORO, 2003).

Para Marangoni e Malaguti (2002), a utilizacdo de marmeleiro como porta-
enxerto tem representado um fator de grande expansédo na cultura da pereira,
principalmente em funcdo da notavel reducao de vigor que proporciona a cultivar
copa. (SANSAVINI, 1994). O porta-enxerto € a porcdo da planta que forma o
sistema radicular e € comumente utilizado quando as condicbes de solo sao
adversas ao desenvolvimento radicular da variedade copa. Essas adversidades
podem ser de ordem fisica, tais como solos de baixa fertilidade, muito umidos, ou
bioldgica, tais como fungos e pragas (nematdides, filoxera, pérola-da-terra)
(QUEZADA; NAKAZU; HERTER, 2003), caracterizando os solos predominantes nas
regides de cultivo da pereira no Sul do Brasil (BASSO; FREIRE; SUZUKI, 2003).

Os marmelos que atualmente vem se mostrando mais adaptados sdo o BA
29, Marmelo Cydo, Marmelo Adams e Marmelo C, em ordem decrescente de vigor
(AYUB; GIOPPO, 2009).

O marmeleiro ‘BA29’ é de facil propagacao e apresenta um aparato radicular
bem desenvolvido, proporcionando um bom suporte as plantas, por isso adaptavel a
solos pesados e argilosos, e solos com elevado teor de calcério, sendo menos
suscetivel a clorose. (LORETI; GIL 1994; COLOMBO; NERI, 2003).

O marmeleiro ‘MC’ é o porta-enxerto marmeleiro mais ananizante, sendo

possivel plantios em altas densidades (CAMPBELL, 2003). E bastante sensivel a



clorose, exigente em nutricdo e irrigacdo. Nao suporta frio excessivo. Sistema
radicular é bastante superficial (LORETI; GIL, 1994).

No entanto, essa cultura apresenta problemas, pois mesmo que o uso de
plantas enxertadas seja uma pratica comum na fruticultura, ressalta-se a dificuldade
de pouca afinidade entre enxerto e porta-enxerto (FACHINELLO et al., 1999). Além
dessa incompatibilidade de enxertia, existe a morte de plantas. Os marmeleiros
provocam, ainda, maior debilidade quanto ao crescimento e vigor, 0 que coloca em
duvida a sua utilizagdo como porta-enxerto de pereira (CAMELLATO, 2003).

Diante de tais dificuldades, o cultivo da pereira pode ser realizado através de
mudas autoenraizadas; adequadas para pomares de média-baixa densidade e em
solos com baixa fertilidade. Estes sistemas de propagacdo podem resolver o
problema de incompatibilidade com a cultivar copa. As principais vantagens no uso
de mudas autoenraizadas sdo a auséncia de incompatibilidade de enxertia, grande
robustez e alta produtividade. Em contrapartida, no entanto, ha um elevado vigor,
que nao é interessante para a fruticultura que visa plantios adensados, € um longo
periodo de juvenilidade nestas plantas (COLOMBO; NERI, 2003).

O aluminio

O Al é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na crosta
terrestre, ap6s o oxigénio e o silicio, compreendendo aproximadamente 7% da sua
massa total (MA; RYAN; DELHAIZE, 2001; YAMAMOTO et al., 2002; BURKHARDT
et al., 2008).

O conteudo total de Al no solo varia de 1 até 25%, e isto é determinado por
fatores naturais e antropogénicos, tais como a fertilizagdo com nitrogénio, fésforo e
potassio, bem como, a emissao de substancias acidas e formadoras de acidos
emitidas para atmosfera principalmente por industrias e veiculos mecéanicos. Estas
substancias encontram seu caminho para o solo na forma de chuvas acidas e
causam forte acidificacdo da solucéo do solo e liberam ions de Al, em uma forma
facilmente absorvida pelo sistema radicular das plantas (KONARSKA, 2010).

Assim, as raizes das plantas estdo sempre expostas a alguma forma de Al.
No entanto, a maioria do Al ocorre na forma de 6xidos e aluminosilicatos, que nao
sao toxicos para as plantas. Em solos ndo-acidos, o Al esta complexado em
compostos insolUveis, mas, quando os solos tornam-se acidos, o Al é solubilizado



para um cation trivalente toxico, o Al**. Sabe-se que o teor de AlI*® na solugdo do
solo é baixo (em geral, < 0,1 cmol, dm®). Mesmo assim seu efeito téxico é
manifestado, pois o AI** passa para a solucdo em substituicdo ao absorvido pelas
raizes. A toxicidade tem sido reconhecida como o maior fator limitante da
produtividade de plantas em solos acidos, os quais representam de 30 a 40% das
terras cultivaveis do planeta (DEGENHARDT et al., 1998; MA; RYAN; DELHAIZE,
2001; TEDESCO; BISSANI, 2004; RAVEN, 2007). O Al é capaz de hidrolisar a agua
e liberar ions hidrogénio que reduz e mantém o pH da solugdo do solo &cido
(BOHNEN, 2000).

Nas raizes das plantas, o Al se acumula predominantemente nas células
localizadas na zona de alongamento e, mesmo em concentracbes micromolares, o
AI** pode inibir o crescimento das raizes, em poucos minutos ou horas, em muitas
espécies de importancia agricola (MA; RYAN; DELHAIZE, 2001; YAMAMOTO et al.,
2002; BASSO et al., 2007).

Os efeitos da toxidez de Al nas plantas podem ser observados através da
reducao do desenvolvimento das raizes, devido a inibicdo da divisdo celular;
engrossamento e pouca ramificacdo das raizes, devido a desorganizacao dos
meristemas; escurecimento das raizes, devido a necrose dos tecidos; acumulagéao
de Al no protoplasma e nucleo das células do cortex das raizes; além de inibir a
absorcao e translocacao de fésforo e calcio para a parte aérea (KAMINSKI;
RHEINHEIMER, 2000; ANGHINONI; MEURER, 2004). Como conseqiiéncia, a
absorcao de nutrientes e agua é prejudicada (KAMINSKI; RHEINHEIMER, 2000).

Estes disturbios prejudicam o desenvolvimento da parte aérea da planta, que
pode apresentar sintomas de deficiéncia de fésforo, devido a falha na sua
translocacao (ANGHINONI; MEURER, 2004) e causar graves anomalias ao sistema
radicular, com modificagdes nos padrdes de absorcdo e o metabolismo de nutrientes
(SALVADOR et al., 2000).

A absorcdo de um nutriente depende de sua concentracdo em torno da raiz.
Em condicbes reais podem existir fatores que limitam a capacidade das plantas de
absorverem os nutrientes do solo, mesmo que estes se encontrem disponiveis em
quantidades apreciaveis. Tais fatores sdo a aeracdo e temperatura do solo, o
antagonismo entre nutrientes e as substancias téxicas (ANGHINONI; MEURER,
2004).



O papel do Al e sua interacdo com elementos nutrientes foram, por muitos
anos, uma parte dos estudos da nutricdo das plantas, e desta forma tem se tornado
uma importante area da pesquisa agronémica (BASSO; FREIRE; SUZUKI, 2003).

A fertilidade do solo estd centrada na eficiéncia com que as plantas
adquirem e utilizam os nutrientes essenciais, e depende do sincronismo entre a
capacidade do solo em fornecé-los em quantidades e taxas suficientes, e da
capacidade que as plantas possuem em absorvé-los. Os solos acidos, entdo, sédo
considerados de baixa fertilidade, pois as quantidades de alguns nutrientes, como
calcio, magnésio, fosforo e nitrogénio, séo insuficientes, e a presenga do Al interfere
no processo de absorcao das plantas, ja que ele inibe diretamente o crescimento
radicular (KAMINSKI; RHEINHEIMER, 2000).

Sempre que ha referéncia a baixa fertilidade de solos acidos, o Al tem sido
apontado como o maior limitador de sua produtividade, porém a presenca do Al na
solugdo do solo nao interfere consideravel e diretamente na disponibilidade dos
nutrientes, mas na capacidade de absorcdo das plantas (KAMINSKI;
RHEINHEIMER, 2000).

Embora a toxidez do Al tenha sido identificada como um problema associado
a acidez dos solos ha mais de 70 anos, o conhecimento sobre os principais locais,
0s mecanismos pelos quais esse metal afeta o metabolismo vegetal e o mecanismo
responsavel pela tolerancia ao Al permanecem em grande parte ainda no campo das
especulacdes, nao tendo sido bem elucidados (MA; ZHENG; MATSUMOTO, 1997;
YAMAMOTO et al., 2002; MALDANER, 2008). Os resultados de trabalhos sobre os
efeitos prejudiciais do Al em solos 4cidos ainda séo incipientes (BURKHARDT et al.,
2008).

O estresse oxidativo € um importante componente da reagdo das plantas a
niveis toxicos de Al (RICHARDS et al.,, 1998), causando a ativacdo de enzimas
antioxidantes (SCHUCH et al., 2008).

Durante a evolugdao das plantas, muitas desenvolveram mecanismos
complexos de resisténcia a toxidez de Al até hoje ndo bem explicados e o grau de
tolerancia varia extensivamente com a espécie. Até o momento, sabe-se que as
plantas podem ser tolerantes por serem capazes de tolerar altos niveis de Al no
simplasto ou por se desintoxicarem do mesmo apds sua entrada na célula. Como

exemplo de plantas tolerantes pode-se citar a samambaia e 0 capim-barba-de-bode,



que conseguem sobreviver em solos com alto teor deste elemento. (ECHART;
CAVALLI-MOLINA, 2001; ANGHINONI; MEURER, 2004).

A cultura in vitro

Devido as limitacbes da selecdo a campo e em solo sob condicdes
controladas, a maioria dos trabalhos de selecdo de cultivares tolerantes ao Al tem
sido conduzidas com metodologias que utilizam solucdo de nutrientes. Nessa
abordagem, diferentes técnicas tém sido empregadas para avaliar a tolerancia e a
sensibilidade ao Al. O critério mais utilizado para medir a toxicidade ao Al é a
comparacao do crescimento e/ou peso das raizes de plantas crescidas em solucao
nutriente com pH acido e uma concentracao adequada de Al com plantas controle
crescidas na auséncia de Al (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

Uma técnica eficaz em estudos que objetivam avaliar a influéncia de fatores
biéticos e abidticos nos aspectos fisioldégicos, morfolégicos, bioquimicos e
anatdmicos das espécies vegetais, bem como a tolerancia ao Al, é a cultura in vitro,
que compreende varias técnicas que utilizam o cultivo asséptico em laboratério,
sendo a micropropagagédo uma delas (HARTMANN et al., 1997). A cultura de tecidos
difere dos métodos tradicionais, principalmente nas condi¢des sob as quais a
propagacdao é efetuada, mas nao difere destes quanto a seus principios. As
diferencas referem-se ao fato da micropropagacao empregar propagulos pequenos,
controle asséptico, controle do meio ambiente e rapida multiplicagdo (FACHINELL;
HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005; TREVISAN; ANTUNES; GONCALVES, 2004).

O material vegetal utilizado para a propagacdo in vitro fica submetido a
condicbes controladas de luz, fotoperiodo e temperatura, interagindo com
substancias organicas (SCHUCH; ERIG, 2005), nesse contexto é possivel que as
plantas também sejam submetidas a condicbes de estresse, permitindo o
acompanhamento do seu crescimento e desenvolvimento em laboratério.

Poucos trabalhos relatam o efeito do Al em plantas cultivadas in vitro e sua
acao na parte aérea, ja que a maioria descreve os efeitos do metal nas raizes
(BASSO et al., 2003; MALDANER, 2008), entre eles podem-se citar Basso et al.
(2003) que analisaram o efeito do Al no crescimento de brota¢cdes de Eucalyptus
grandis x E. urophylla cultivadas in vitro e concluiram que a indisponibilizacédo de

nutrientes como calcio, fésforo e potassio, causada pela adicdo de concentracdes



crescentes de Al ao meio de cultura, alterou o metabolismo celular e isso ocasionou
alteracées morfolégicas na parte aérea, acimulo de massa seca e reducdo de
proteinas sollveis totais, Schuch et al. (2009) que observaram o efeito do Al em
marmeleiro ‘BA-29’ cultivado in vitro e que concluiram que esse cultivar é
negativamente afetado pelo Al e pH baixo, mas é capaz de ativar os sistemas de
defesa e Maldaner (2008) que estudou a toxidez de Al em plantulas de Pfaffia
cultivadas in vitro e concluiu que a presenca de baixas concentracbes de Al
(50 mg L") no meio de cultura estimula o crescimento dessas plantulas. Sabe-se
que a adicao de concentracdes crescentes de Al altera o equilibrio idbnico do meio de
cultura, o que resulta em alteragdes morfolégicas nas brotacdes e diminui¢édo do pH
(BASSO et al., 2007).

Os gendtipos tolerantes ao aluminio

Sao conhecidas diversas técnicas de corregdo do solo, sendo algumas
voltadas para a correcao de solos acidos (WADT, 2002). Na maioria das vezes, o
problema é contornado com a aplicacao de calcario no solo, juntamente com a
utilizacdo de espécies ou variedades tolerantes a toxicidade de Al (BRACCINI;
MARTINEZ; BRACCINI, 2000; CUSTODIO et al., 2002). Entretanto, a aplicagao de
calcario na superficie do solo, ou seja, na camada aravel, ndo soluciona os
problemas de acidez nas camadas inferiores, ndo sendo efetivo na corregdo da
acidez do subsolo devido a baixa mobilidade dos componentes soluveis do calcario.
Tal condicao se torna uma opc¢ao economicamente inviavel para os produtores
menos capitalizados e apresenta problemas técnicos (ECHART; CAVALLI-MOLINA,
2001; HARTWIG, 2007; OLIVEIRA, 2002; BISSANI; GIASSON; CAMARGO, 2004).
Outro fator limitante € de que em areas distantes das fontes de calcario o custo de
aplicagéo se torna alto, tornando-a invidvel economicamente (SILVA et al., 2006).

Portanto, pelo fato da utilizacdo de corretivos da acidez do solo ndo ser a
estratégia mais viavel em muitas situacées de solos acidos (por razdes técnicas e
econbmicas), o desenvolvimento de genoétipos tolerantes ao Al tem sido o caminho
mais focado (OLIVEIRA, 2002; PEREIRA et al., 2003; HARTWIG, 2007).

Os efeitos do Al no crescimento do sistema radicular das plantas vém sendo
estudados em varias espécies e constitui uma das principais caracteristicas na
classificacao de genétipos quanto a tolerancia a esse metal (MALDANER, 2008).



A obtencdo de cultivares tolerantes a toxicidade do Al tem despertado o
interesse de muitas areas da pesquisa agricola, particularmente quando se pretende
explorar eficientemente solos com acidez subsuperficial, com elevada concentracéao
de Al e de dificil corregdo com manejo quimico (PATERNIANI; FURLANI, 2002).

Os cultivares podem apresentar diferencas quando submetidos a condi¢des
de baixo pH. Cultivares com maior absorcdo de nutrientes tendem a ser mais
tolerantes a condicdes acidas (CUSTODIO et al., 2002).

Assim, o emprego de genoétipos adaptados as condicdes de solo &cido
conjuntamente com a adi¢do de calcario e adubacdes racionais sdo as estratégias
de maior potencial para a utilizacdo racional dos solos com elevados teores de Al
trocavel (KOCHIAN, 1995).



OBJETIVOS

Estudar o efeito do Al na multiplicacao e enraizamento in vitro de cultivares
de pereira Conference e Abate Fetel e cultivares de marmeleiro MC e BA 29.

Analisar a atividade de enzimas envolvidas no estresse oxidativo, como
Catalase, Ascorbato peroxidase e Superoxido dismutase, de plantas de pereira e
marmeleiro submetidas a concentragcdes crescentes de Al.

Avaliar o teor de nutrientes da massa seca da parte aérea de plantas
cultivadas em meio de cultivo contendo Al.



CAPITULO 1

EFEITO DO ALUMI'NIO~E ATIVIDADE DE ENZIMAS DO METABOLISMO
OXIDATIVO EM BROTACOES DE PEREIRA E MARMELEIRO CULTIVADAS IN
VITRO

INTRODUCAO

A producgao de péras no Brasil ainda € incipiente, principalmente pela pouca
pesquisa existente sobre a cultura. O cultivo comercial de pereiras ainda é
insignificante, j& que a producao nao atinge 10% do total consumido (NAKASU,
2003). Com a falta de producédo, a importacdo do produto colocou a péra como a
fruta importada mais consumida pelos brasileiros no ano de 2005. Para Marangoni e
Malaguti (2002), a utilizacdo de marmeleiro como porta-enxerto tem representado
um fator de grande expansdo na cultura da pereira, principalmente em funcédo da
notavel redugéo de vigor que proporciona a cultivar copa. Porém um dos problemas
apresentados por esta cultura é a incompatibilidade entre porta-enxertos e
cultivares-copa. Isto entdo pode ser minimizado pela utilizagdo de cultivares auto-
enraizados, como é realizado em alguns paises que apresentam solos menos
férteis. As regides de cultivo de pereira no sul do Brasil apresentam geralmente
solos muito acidos e de baixa fertilidade natural.

Um elemento presente no solo que afeta negativamente a maioria dos
vegetais e diminui o pH do solo para numeros baixos entre 4,5 a 5,0 é o aluminio
(Al), sendo o principal fator de toxidez na maioria dos solos. O estresse oxidativo é
um importante componente das respostas das plantas a niveis toxicos de Al
(RICHARDS et al., 1998), pois causa a ativacao de enzimas antioxidantes. No Brasil
cerca de 205 milhdes de hectares apresentam altas concentragées de Al (DE LA
FUENTE e ESTRELLA, 1999) e onde a correcao da acidez do solo é de dificil
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execucao, o uso de cultivares tolerantes a este mineral pode ser a solugao para
este problema.

Poucos trabalhos relatam o efeito do Al na parte aérea em plantas cultivadas
in vitro. Segundo Massot, Poschenrieder e Barcel6 (1992), apenas o indice de
tolerancia baseado na elongacao radicular ndo deve ser um indicador seguro da
sensibilidade ao Al. O crescimento da parte aérea deve ser também considerado,
uma vez que danos no sistema radicular podem causar menor crescimento da parte
aérea. Sabe-se também que existe uma relacdo bastante forte entre a toxidez ao Al
e o estresse oxidativo.

Desta forma, o presente trabalho visou avaliar in vitro os efeitos do Al e pH
acido na multiplicacao de brotacdes de pereira e marmeleiro, com particular atencao
a ativacado das enzimas catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) em pereira,

envolvidas no estresse oxidativo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micropropagacao de Plantas
Frutiferas do Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel/UFPel e no Laboratério de Metabolismo Vegetal do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia/UFPel em Pelotas - RS.

O material vegetal utilizado foram explantes constituidos de segmentos
nodais (x1,5 cm) provenientes de brotagcdes de pereira, cultivares Conference e
Abate Fetel, e de marmeleiro, cultivares MC e BA-29, cultivadas in vitro, oriundas da
Italia e subcultivadas 10 vezes.

O meio de cultura utilizado para pereira foi o QL (QUOIRIN; LEPOIVRE,
1977) modificado por Leblay, Chevreau e Raboin (1991) (Tabela 1) e para
marmeleiro foi o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Tabela 2) acrescido de
1mg L' de Benzilaminopurina (BAP). Diferentes concentracdes de Al foram
adicionadas ao meio de cultura, sob a forma de Alx(SO4)3.18H.,0, nas seguintes
concentracdes: 0 com pH 5,7 que corresponde ao pH utilizado para essas culturas
(controle) e 0, 15, 30, 45 e 60 mg L™ Al (pH 4,0). O calculo das concentragdes do
metal utilizado foi baseado apenas no teor de Al presente no sal (Alx(SO4)3.18H20).

Houve necessidade de se trabalhar com meio de cultura liquido, pois ao se
adicionar o Al e manter o pH acido (4,0) nao ocorria a geleificacdo do meio; assim
utilizou-se 1 g de algodao hidréfilo como sustentacao das brotagdes. Em cada frasco
foram colocados 30 mL do meio de cultura e 5 explantes. As culturas permaneceram
em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e
densidade de fluxo de fétons de 27 pmol m?s™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com fatorial 4
cutivares x 6 concentracdes e constou de quatro repeticbes com cinco explantes por

repeticao.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade
de erro ou analisados por regressao polinomial, utilizando o programa estatistico
WINSTAT 1.0 (MACHADO; CONCEIGCAO, 2003) desenvolvido na UFPel, onde os
dados expressos em percentagem foram transformados em arcoseno da raiz
quadrada de x/100 e os dados numéricos foram transformados em raiz quadrada de
X+0,5.

Tabela 1: Composicao do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Componentes Concentracdo (mg L)
Macronutrientes
NH4NO3 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 441
KHoPOy4 170
NaEDTA 37,25
Kl 0,83
Micronutrientes
FeS0,4.7H.0O 27,85
MnSO4.H20 16,9
ZnSO4.7H20 8,6
HsBO3 6,2
NaQMOO4.2H20 0,25
COC|2.6H20 0,025
CUSO4.5H20 0,025
Vitaminas
Acido Nicotinico 0,5
Cloridrato de piridoxina 0,5
Cloridrato de tiamina 0,5

Glicina 2,0
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Tabela 2: Composigdo do meio de cultura QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977)
modificado por Leblay, Chevreau e Raboin (1991).

Componentes Concentracdo (mg L)
Macronutrientes
Ca(NO3)2.4H.0 1133,77
KHoPOy4 405
KNO; 1800
MgSQ,4.7H,0 355,79
NH4NO3 600
Micronutrientes
MnSO4.H20 0,76
Kl 0,08
ZnSO4.7H20 8,6
CUSO4.5H20 0,025
HsBO3 6,2
NagMoO4.2H20 0,25
CaCl,.6H,0 0,025
FeNa,EDTA. 2H,O 36,70
Vitaminas
Tiamina 1
Acido Nicotinico 1
Piridoxina 1
Glicina 4

Ensaios realizados

Avaliacao da multiplicacao da cultura em condicoes de estresse por aluminio
Aos 60 dias, foi feita a contagem dos explantes brotados, do numero de
brotacdes por explante e foi medido o comprimento, em centimetros (cm), de cada
brotacdo. Apds, o material vegetal foi pesado para obtencdo da massa fresca e
posteriormente seco em estufa de circulagéo forgcada a 80°C durante 3 dias, para

obtenc&o da massa seca, ambas expressas em miligramas (mg).

Extracao das enzimas antioxidantes em pereira

Para a extracdo das enzimas antioxidantes dos cultivares de pereira, visto
qgue os protoclos ndo se ajustaram aos cultivares de marmeleiro, foram macerados
200 mg de tecido foliar com pistilo e mortar e homogeneizadas em
polivinilpolipirolidona (PVPP) 20% acrescido do seguinte tamp&o de extragao: fosfato
de potassio 100 mM , pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascérbico (ASA) 1 mM . Os
homogeneizados foram centrifugados a 13.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. O
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sobrenadante foi coletado para as analises enzimaticas da CAT e APX (BIEMELT;
KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

Determinacao da atividade da enzima CAT em pereira

A atividade da CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm,
durante 2 minutos, em um tampao de incubacdo contendo fosfato de potassio
100 mM , pH 7,0 e H.O2 12,5 mM , incubado a 28°C, em que foi monitorado o
consumo do peréxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987).

Determinacao da atividade da enzima APX em pereira

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidagao do ascorbato a 290 nm. O tampao de incubacao
foi composto por fosfato de potassio 100 mM , pH 7,0, acido ascérbico 0,5 mM e
H.O2 0,1 mM ..
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da multiplicacao da cultura em condicoes de estresse por aluminio

Houve interagao significativa entre cultivar e concentracao para percentagem

de explantes brotados. Como pode-se observar na Figura 1, os cultivares de

marmeleiro ndo foram influenciados pela presenca de Al, mantendo 100% de

explantes brotados em todos os tratamentos. Os cultivares nao diferiram

significativamente em todos os tratamentos. Com relacdo a concentracéo de Al, a

auséncia de Al e pH acido e as concentracdes de 30, 45 e 60 mg L' de Al ndo

diferiram significativamente entre os cultivares e na concentracdo de 15 mg L™ de Al

o cultivar Conference apresentou menos percentagem de explantes brotados.
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Figura 1:

Concentragdo de Aluminio (mg L)

Percentagem de explantes brotados de cultivares de
pereira e marmeleiro tratados com diferentes
concentragdes de aluminio durante a multiplicagdo in
vitro. UFPEL, Pelotas, 2009.
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Para o numero médio de brotos a interagédo foi significativa para os efeitos
entre cultivar e concentragdo. Observa-se na Figura 2 que o Al diminuiu
significativamente o niumero de brotos dos cultivares MC e Abate Fetel somente na
concentracdo de 60 mg L' de Al, ou seja, passou a ter efeito negativo somente na
concentracdo mais alta testada. Schuch et al. (2008) trabalhando com marmeleiro
cultivar BA 29 in vitro notaram que o Al reduziu a proliferagdo a partir de 30 mg L™,
diferente do que se observou nesse trabalho onde este cultivar, e também o cultivar
de pereira Conference, nao foi afetado pela presenca de Al. Na concentracdo de
45 mg L de Al os cultivares nao diferiram significativamente. Ja na auséncia de Al e
pH &cido e na concentracdo de 30 mg L™ de Al o cultivar BA-29 foi 0 que apresentou
menor numero de brotos diferindo significativamente dos demais. Nas
concentracdes de 15 mg L' e 60 mg L™ de Al, os cultivares BA- 29 e Abate Fetel e
MC e Abate Fetel, respectivamente, apresentaram menor nimero de brotos diferindo

significativamente.
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Figura 2: Numero meédio de brotos de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentracdes de
aluminio durante a multiplicacdo in vitro. UFPEL,
Pelotas, 2009.

Com relacao ao comprimento médio das brotagdes, também houve interacao

entre cultivar e concentragéo (Figura 3). Os cultivares de marmeleiro apresentaram
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uma diminuicéo significativa a partir da concentracdo de 45 mg L™ de Al, mantendo o
comprimento médio dos brotos nas concentracdes mais baixas de Al. Os cultivares
de pereira ndo diferiram significativamente, concluindo-se que o Al ndo teve efeito
nesses cultivares. Nas concentracdes de 45 e 60 mg L' de Al os cultivares nédo
diferiram significativamente. Na auséncia de Al e pH acido e nas concentracdes de
15 e 30 mg L™ de Al o cultivar BA-29 apresentou maior comprimento dos brotos
diferindo significativamente dos demais, exceto na concentragdo de 30 mg L™ de Al
onde nao diferiu do cultivar Abate Fetel.

# Abate Fetel NS

mConference NS

aMC y=0,085x2 - 0,818x + 2,824 (R*=(,958)
BAZ29 y=-021x2+1 1%+ 1,37 (R*=0,747)

Comprimento médio dos brotos (cm)
*

Controle 0 15 30 45 60

Concentragdo de Al (mg L)

Figura 3: Comprimento médio dos brotos de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentragdes de
aluminio durante a multiplicacdo in vitro. UFPEL, Pelotas,
20009.

O efeito inibitério do Al em concentracbes elevadas era esperado e também
foi observado por outros autores, como exemplo, em trabalho sobre toxidez de Al em
genotipos de Pfaffia in vitro, Maldaner (2008) observou que a altura média das
brotacbes nos dois acesso de P. glomerata foi inibida por concentracbes de Al
superiores a 50 mg L' de Al. Resultados semelhantes também foram observados
por Kidd e Proctor (2000) no comprimento da parte aérea em cultivares de Betula
pendula, onde concentragdes maiores que 35 mg L™ reduziram o crescimento. Para

Dantas et al. (2001) um dos principais efeitos do Al na parte aérea de porta-enxertos
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somaclonais de macieira foi o encurtamento dos internédios, resultando em altura
média menor, o que pode também ter ocorrido com os cultivares de marmeleiro.

Salvador et al. (2000) trabalhando com goiabeira observou que as
concentracdes de Al acima de 15 mg L™ ocasionaram menor altura das plantas e os
efeitos das concentracdées de Al para altura da planta obtidos no tratamento sem
adicdo de Al (controle), foram significativamente menores dos que os das plantas
presentes em solugdo de 5 e 10 mg L™ de Al, porém superiores aqueles encontrados
nas plantas submetidas as concentragdes de 20 e 25 mg L.

Segundo Helyar (1978), as concentracdes crescentes de Al causam um
declinio exponencial na producao da parte aérea. Muitos pesquisadores acreditam
que os efeitos da fitotoxidez de Al podem ser atribuidos diretamente a uma
deficiéncia de fésforo induzida pelo Al (FOY, 1992). Porém, quando se usam
espécies mais tolerantes ao Al, nota-se um estimulo na produgdo em baixas
concentracdes de Al, mas o declinio volta a aparecer em altas concentracoes.

Veloso et al. (1995) observaram que houve a tendéncia de maior altura das
plantas de pimenteira do reino nas concentragdes de até 20 mg L™ de Al na solugao,
a altura das plantas nas concentragées de 20 a 40 mg L™ de Al foram maiores que a
testemunha. Kotzé (1974), estudando seis porta-enxertos de macieira, em solucao
nutritiva, observou que em cinco deles o crescimento das brotacdes foi inibido pela
presenga do Al, enquanto que a outra cultivar apresentou nessa condicdo o0 seu
melhor crescimento com Al.

A massa fresca e massa seca total apresentaram interacao significativa
entre cultivar e concentracdo. Observa-se na Figura 4, que para massa fresca total
os cultivares Conference, BA 29 e Abate Fetel ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Maldaner (2008), onde as biomassas fresca e seca dos 6rgdos e do total das
plantulas do acesso BRA de Pfaffia glomerata in vitro foram maiores na presenca de
50 mg L' de Al, enquanto as concentracdes maiores ndo apresentaram efeito
quando comparado ao controle. A cultivar MC teve sua massa fresca total diminuida
significativamente em todos os tratamentos com Al. Na auséncia de Al e pH &cido e
na concentragdo de 30 mg L de Al, os cultivares ndo diferiram estatisticamente
entre si. Nas concentragdes de 45 e 60 mg L de Al o cultivar MC obteve menor

massa fresca diferindo significativamente dos outros cultivares. Ja na concentragao
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de 15 mg L' de Al os cultivares Abate Fetel e MC apresentaram menos massa
fresca diferindo significativamente.

1600 -
1400 - n
1200
1000 -

800 A

600 A
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#Abate Fetel NS
EConference NS

400 A

ANMC y =58 92x2- 502 Bx + 1754 (R*=0,723)
BA29 y=-T0,73x%+ 442 8x + 625 1 (R*=10,843)

200 A
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Figura 4: Massa fresca de cultivares de pereira e marmeleiro
tratados com diferentes concentragdes de aluminio
durante a multiplicacdo in vitro. UFPEL, Pelotas, 2009.

Ja para massa seca, os cultivares de pereira continuaram nao apresentando
diferenca significativa. O cultivar MC na presenca de 60 mg L de Al apresentou
uma diminuicdo significativa da massa seca total e a presengca de Al até a
concentragdo de 45 mg L™ proporcionou um aumento significativo da massa seca
total do cultivar BA 29 (Figura 5). Na auséncia de Al e nas concentrac¢des de 15 e 30
mg L de Al os cultivares Conference e BA-29 obtiveram maior massa seca,
diferindo significativamente dos demais cultivares, ja nas concentracoes de 45 e 60
mg L de Al somente o cultivar MC apresentou menor massa fresca.
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Figura 5: Massa seca de cultivares de pereira e marmeleiro tratados
com diferentes concentracbes de aluminio durante a
multiplicacéo in vitro. UFPEL, Pelotas, 2009.

Alves et al. (2001) notaram que a presenca do Al no meio de cultivo
provocou uma reducdo na producdo de massa seca total para cassia-verrugosa,
embora para o ipé-mirim a produgdo de massa seca foi afetada apenas na
concentragdo de 20 mg L.

Sousa (1991) nao verificou efeito negativo do Al em plantas de seringueira
com relacdo a producdo de massa seca total, exatamente como se observou nos
cultivares de pereira. Em trabalho realizado por Basso et al. (2003) o resultado da
curva de crescimento baseado na massa seca das brotacbes de eucalipto
submetidas aos tratamentos com diferentes concentracdes de Al in vitro mostrou que
houve aumento de massa para todos os tratamentos, durante o periodo de cultivo.
Diante desses e outros resultados, Villa et al. (2008) supde que o Al no meio induz
mecanismos biogquimicos e fisioldgicos na planta que neutralizam a toxicidez por H*
e AI*°,

Dantas et al. (2001) observaram que o Al reduziu significativamente a massa
seca total dos porta-enxertos de macieira, exceto para o somaclone M.939, que
apresentou aumento da massa seca em presenca do Al. Embora a presenca do Al
no tecido vegetal cause danos fisiolégicos e bioquimicos por vezes irreversiveis e

intrinsecamente relacionados ao crescimento de plantas (PEGTEL, 1986), de acordo
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com os resultados obtidos o efeito do Al sobre a massa seca pode estar relacionado
a prépria absorcao dos nutrientes.

Embora o Al seja normalmente considerado como um elemento téxico para
as plantas cultivadas existem varios trabalhos que demonstram sua essencialidade
para algumas espécies (MACHADO, 1997). Segundo Marschner (1990), sob certas
condigdes e para espécies de plantas com alta tolerancia ao Al, baixos niveis deste
metal podem causar efeitos benéficos ao crescimento de plantas superiores. Em
arroz, Fageria e Zimmermann (1979) e Fageria, Baligar e Wright (1989) mostraram
que alguns cultivares produziram maior quantidade de massa seca sob 10 mg L™ de
Al. De acordo com estes autores, uma possivel explicacdo é o aumento da
disponibilidade de ferro (Fe) no meio de crescimento, resultando na hidrélise de Al e
pH mais baixo. Fageria (1982) mostrou em trés cultivares de arroz a maior produgao
de peso seco com 10 mg L' de Al quando comparado com a auséncia de Al
Howeler e Cadavid (1976), Thawornwong e Diest (1974) também mostraram que o
desenvolvimento do arroz foi estimulado na presencga de baixas concentragdes de Al
em solucao nutritiva. Isto sugere que em arroz, uma pequena quantidade de Al seja
necessaria para o desenvolvimento normal da planta. Grime e Hodgson (1969)
apresentaram a evidéncia de que a resposta positiva da presenca do Al a Scabiosa
columbaria é devido ao deslocamento de Fe (pelo Al) de certos locais da planta, e
com isso aprimorando a distribui¢do e utilizacdo do Fe pela planta.

Keltjens e Van Loenen (1989) verificaram que na presenca de 30 mg L™ de
Al ndao houve reducao de crescimento e de producdo de massa seca em Pinus
silvestris, e nas espécies Larix decidua e Quercus robur houve até um estimulo na
producdo de massa seca na presenca de Al em solucao nutritiva. Também, Schier
(1985) observou efeitos negativos no crescimento de Picea rubens e Abies
balsamae, somente em concentragdes de Al superiores a 50 mg L.

A pesquisa tem distinguido os mecanismos de tolerdncia ao Al em duas
classes principais: aqueles que atuam no sentido de impedir a entrada do Al pela
raiz e aqueles que permitem a planta acumular o Al em locais especificos na planta.
Estes processos tém sido alvo de inumeros trabalhos cientificos (KOCHIAN, 1995;
MATSUMOTO, 2000; MA; RYAN; DELHAIZE, 2001; BARCELO; POSCHENRIEDER,
2002; MA; FURUKAWA, 2003). A maior parte das pesquisas esta focada na
exclusao do Al pela exsudacao de acidos organicos ativados pela presenca do Al no
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apice da raiz. Porém, evidéncias vém sendo acumuladas num mecanismo de
tolerancia baseado na desintoxicagédo interna, onde o Al seria complexado pelos
acidos organicos. As especulacdes também se estendem a um maior nimero de
mecanismos de tolerancia ao Al e as diferencas entre espécies vegetais quanto a

estes mecanismos.

Determinacao da atividade das enzimas catalase e ascorbato peroxidase em
pereira

Como observado na Figura 6, a atividade da CAT no cultivar Conference foi
aumentada somente na concentracdo de 30 mg L™ de Al. J4 o cultivar Abate Fetel
teve a atividade da CAT aumentada nas concentracdes de 30 e 45 mg L' de Al.

mAbate Fetel
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Figura 6: Atividade especifica da CAT (umol HzO2 min"'mg'MF) na
parte aérea de cultivares de pereira tratados com
diferentes concentragbes de aluminio na multiplicagédo in
vitro. As barras representam o erro-padrao da média de
trés repeticoes. UFPEL, Pelotas, 2009.

A atividade da APX no cultivar Conference foi aumentada na concentracédo
de 60 mg L™ de Al e no cultivar Abate Fetel foi aumentada na concentragéo de 30
mg L de Al (Figura 7).
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Figura 7: Atividade especifica da APX (umol Ascorbato min™" mg™'MF)
na parte aérea de cultivares de pereira tratados com
diferentes concentragbes de aluminio na multiplicagéo in
vitro. As barras representam o erro-padrdo da média de
trés repeticoes. UFPEL, Pelotas, 2009.

Schuch et al. (2008) trabalhando com Al e estresse oxidativo em marmeleiro
BA-29 in vitro observaram que a CAT nao mostrou variacdo nas diferentes
concentracdes de Al testadas, ou seja, apresentou uma atividade diferente da que
foi observada nos cultivares de pereira analisados no presente trabalho. Ja Darké et
al. (2004) trabalhando com estresse por Al em trigo verificaram o aumento da
atividade das enzimas CAT e APX.

Segundo Maldaner (2008) a atividade da CAT nos brotos de Pfaffia diminuiu
em todas as concentracdes de Al no acesso BRA, enquanto no acesso JB/UFSM
diminuiu apenas na concentragcdo de 150 mg L. De modo geral, o acesso BRA
mostrou maior atividade da CAT do que o acesso JB/UFSM. A atividade da APX nos
brotos de Pfaffia aumentou nas concentragdes de 50, 100 e 200 mg L™ ou diminuiu
na concentracdo de 150 mg L' no acesso BRA, enquanto que no acesso JB/UFSM
aumentou na concentragdo de 100 mg L™ ou diminuiu na concentragdo de 150 mg L~
'. De modo geral, o acesso BRA mostrou maior atividade da APX do que o acesso
JB/UFSM.

No presente trabalho foram testadas concentragcdes mais baixas de Al, mas
foi possivel perceber que diferente do que foi observado por Maldaner (2008), a
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atividade da CAT ndo diminuiu em todas as concentragdes testadas, mas os
cultivares também se comportaram de maneira diferente, sendo que a Abate Fetel
mostrou maior atividade da CAT do que a Conference quando comparadas com
seus respectivos controles. Para APX, o cultivar que apresentou maior atividade foi a
Conference, quando comparada com seu controle.

Evidéncias sugerem que o aumento no conteddo normal de espécies de
oxigénio reativo (EROs) pode induzir enzimas antioxidantes. Entre essas enzimas, a
catalase (CAT) é uma das enzimas envolvidas na remogdo do peroxido téxico
(APEL; HIRT, 2004). Nesse trabalho, a atividade da CAT foi maior em algumas
concentragdes, indicando um alto estresse oxidativo das plantas naquelas
condicdes. Segundo Schiitzendiibel e Polle (2002), a diminuicdo na atividade da
CAT pode ser devido a um bloqueio de grupos funcionais essenciais na enzima ou
um deslocamento de ions metais essenciais da enzima.

Junto com a CAT, APX pode transformar perdxidos em espécies nao
reativas, mas a APX tem uma afinidade maior por H.O. quando comparada com a
CAT (GRAHAM; PATTERSON, 1982). A ascorbato peroxidase é a segunda barreira
de defesa contra o H>O produzido nos cloroplastos. Assim, a atividade da APX no
cultivar Conference foi a que demonstrou ter uma maior defesa contra o estresse por
Al.
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CONCLUSOES

As concentracdes de Al utilizadas ndo foram suficientes para diferenciar os
quatro genoétipos quanto a tolerdncia ao Al na multiplicacdo in vitro. Em alguns
parametros analisados os cultivares de marmeleiro se mostraram mais suscetiveis a
presenca de altas concentragdes desse metal, mas sem ser possivel de diferencia-
los entre tolerantes ou ndo. As enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo tiveram
um aumento de suas atividades em algumas concentracdes de Al, porém nao foi
possivel distinguir os cultivares quanto aos niveis de estresse causado pela
presenca de concentracdes crescentes de Al.



CAPITULO 2

EFEITO DO ALUMINIO NO CRESCIMENTO DAS RAIZES DE BROTACOES DE
PEREIRA E MARMELEIRO CULTIVADAS IN VITRO

INTRODUCAO

Solos acidos associados a metais téxicos sdo uma das maiores restricoes a
producdo agricola e, entre os metais, o Al destaca-se como um dos maiores
problemas em solos com pH < 5,0 (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

As regides de cultivo de pereira no sul do Brasil apresentam geralmente
solos muito acidos e de baixa fertilidade natural, possuindo teores de aluminio (Al)
que freqientemente atingem niveis toxicos para as plantas (SILVA et al., 2006).
(BOHNEN; MEURER; BISSANI, 2000).

As plantas submetidas ao estresse por Al tém o crescimento radicular
diminuido, ramificacédo deficiente, raizes curtas e grossas, o que diminui o volume de
solo explorado. Como consequéncia, a absorcdo de nutrientes é prejudicada,
(KAMINSKI, 2000). Além do mais, podem apresentar alteracdes nas atividades de
enzimas antioxidantes.

Embora os campos agricolas acidos sejam corrigidos com calcario, esta
correcdo se da numa estreita faixa superficial, o que deixa uma camada
subsuperficial acida e com Al toxico (CUSTODIO et al., 2002). Assim, uma
alternativa que oferece maiores possibilidades de sucesso é a utilizacdo de espécies
ou variedades tolerantes a toxicidade de Al (BRACCINI; MARTINEZ; BRACCINI,
2000).

Nos paises mais desenvolvidos o0s cultivares-copa autoenraizados sao
cultivados em solos menos férteis, sendo uma solucao para a cultura da pereira,
visto que os porta-enxertos de marmeleiro apresentam alta incompatibilidade com
algumas variedades de péra (PERAZZOLO, 2008).
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As principais vantagens de mudas autoenraizadas s&o: a auséncia de
incompatibilidade de enxertia, grande robustez e alta produtividade (COLOMBO;
NERI, 2003).

Como poucos trabalhos relatam o efeito do Al em plantas cultivadas in vitro,
o presente trabalho visou avaliar os efeitos do Al no enraizamento in vitro de pereira
e marmeleiro, na ativagdo das enzimas catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX)
e superoéxido dismutase (SOD) em pereira, envolvidas no estresse oxidativo, e no

teor de nutrientes.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas
Frutiferas do Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel/UFPel e no Laboratério de Metabolismo Vegetal do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia/UFPel em Pelotas - RS.

O material vegetal utilizado foram explantes constituidos de segmentos
nodais (x 5 cm) provenientes de brota¢des de pereira, cultivares Conference e Abate
Fetel, e de marmeleiro, cultivares MC e BA-29, cultivadas in vitro, oriundas da Italia e
subcultivadas 13 vezes.

As brotacdes foram subcultivadas em meio para indugao do enraizamento. O
meio de cultura utilizado para pereira foi o QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977)
modificado por Leblay, Chevreau e Raboin (1991) (Tabela 3) e para marmeleiro foi o
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Tabela 4) com a metade dos sais (MS/2),
ambos acrescido de 0,5 mg L' de &cido indolbutirico (AIB). Apés 7 dias, as
brotagdes foram transferidas para meio de cultura QL modificado por Leblay,
Chevreau e Raboin (1991) para pereira e MS para marmeleiro. Diferentes
concentragbes de Al foram adicionadas ao meio de cultura, sob a forma de
Alx(S04)3.18H20, nas seguintes concentragdes: 0 com pH 5,7 que corresponde ao
pH utilizado para essas culturas (controle) e 0, 15, 30, 45 e 60 mg L™ Al (pH 4,0). O
calculo das concentragbes do metal utilizado foi baseado apenas no teor de Al
presente no sal (Alx(SO4)3.18H20).

Houve necessidade de se trabalhar com meio de cultura liquido, pois ao se
adicionar o Alx(SO4)3.18H-0 e manter o pH &cido (4,0) ndo ocorria a geleificagdo do
meio; assim utilizou-se 3 g do substrato vermiculita como sustentacdo das

brotagdes. Em cada frasco foram colocados 30 mL do meio de cultura e 5 explantes.
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As culturas permaneceram em sala de crescimento com temperatura de 25 * 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 27 umol m?s™.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com fatorial 4
cutivares x 6 concentragdes e constou de quatro repeticbes com cinco explantes por
repeticao.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro ou analisados por regressao polinomial, utilizando o programa
estatistico WINSTAT 1.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003) desenvolvido na UFPel,
onde os dados expressos em percentagem foram transformados em arcoseno da
raiz quadrada de x/100 e os dados numéricos foram transformados em raiz
quadrada de x+0,5.

Tabela 3: Composicao do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Componentes Concentracdo (mg L)
Macronutrientes
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl,.2H.0 441
MgSQ,4.7H,0 370
KHoPOy4 170
NaEDTA 37,25
Kl 0,83
Micronutrientes
FeS0,4.7H.0O 27,85
MnSQO4.HO 16,9
ZnSO4.7H20 8,6
HsBO3 6,2
NagMOO4.2H20 0,25
COC|2.6H20 0,025
CuS0,4.5H.0 0,025
Vitaminas
Acido Nicotinico 0,5
Cloridrato de piridoxina 0,5
Cloridrato de tiamina 0,5

Glicina 2,0
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Tabela 4: Composigdo do meio de cultura QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977)
modificado por Leblay, Chevreau e Raboin (1991).

Componentes Concentracdo (mg L)
Macronutrientes
Ca(NO3)2.4H.0 1133,77
KHoPOy4 405
KNO; 1800
MgSQ,4.7H,0 355,79
NH4NO3 600
Micronutrientes
MHSO4.H20 0,76
Kl 0,08
ZnSO4.7H20 8,6
CUSO4.5H20 0,025
HsBO3 6,2
NagMoO4.2H20 0,25
CaCl,.6H,0 0,025
FeNa,EDTA. 2H,O 36,70
Vitaminas
Tiamina 1
Acido Nicotinico 1
Piridoxina 1
Glicina 4

Ensaios realizados

Avaliacao do enraizamento da cultura em condi¢coes de estresse por aluminio
Aos 45 dias, foi feita a contagem dos explantes enraizados, do niumero de
raizes por explante e foi medido o comprimento de cada raiz, em centimetros (cm).
Apés, o material vegetal foi separado em parte aérea e raiz, pesado para obtencao
da massa fresca e posteriormente seco em estufa de circulacdo forcada a 80°C
durante 3 dias, para obtencdo da massa seca, ambas expressas em miligramas

(mg).

Teor de nutrientes no material vegetal

As mesmas amostras utilizadas para a obtencdo da massa seca foram
submetidas a analise da concentragdo dos nutrientes no material vegetal. As
amostras foram moidas e submetidas a digestdes nitrico-perclérica e sulfurica, onde
foram determinadas as concentracdes dos elementos nos extratos obtidos, segundo

a metodologia descrita por Tedesco et al. (1995).
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Extracao das enzimas antioxidantes em pereira

Para a extracdo das enzimas antioxidantes em pereira, visto que o0s
protocolos ndo se ajustaram aos cultivares de marmeleiro, foram macerados 200 mg
de tecido foliar com pistilo e mortar e homogeneizadas em polivinilpirrolidona
(PVPP) 20% acrescido do seguinte tampdo de extracdo: fosfato de potassio
100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico 1 mM. Os homogeneizados foram
centrifugados a 13.000 rpm, por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado para
as andlises enzimaticas da CAT e APX (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

Determinacao da atividade da enzima catalase em pereira

A atividade da CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm,
durante 2 minutos, em um tampdo de incubacdo contendo fosfato de potassio
100 mM, pH 7,0 e HO, 12,5 mM, incubado a 28°C, em que foi monitorado o
consumo do peréxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987).

Determinacao da atividade da enzima ascorbato peroxidase em pereira

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidag¢ao do ascorbato a 290 nm. O tampéo de incubacao
foi composto por fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, acido ascérbico 0,5 mM e
H-O. 0,1 mM .

Determinacao da atividade da enzima superoxido dismutase em pereira

A atividade do superéxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da
enzima em inibir a fotorreducao do azul de nitrotetrazélio (NBT) (GIANNOPOLITIS;
RIES, 1977) em um meio de reacdao composto por fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. Os tubos
com o meio de reacao e a amostra foram iluminados por sete minutos em uma caixa
com uma lampada fluorescente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo meio de reacao,
porém sem a amostra foi iluminado e como branco foi utilizado um tubo de ensaio
coberto por papel aluminio e mantido no escuro, este foi utilizado para zerar o
espectro fotdbmetro. As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredugdo do NBT
nas condi¢des de ensaio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao do enraizamento da cultura em condi¢coes de estresse por aluminio
Para a percentagem de enraizamento, nUmero de raizes e comprimento das
raizes observou-se somente efeito simples de cultivar (Tabela 5). Os cultivares de
marmeleiro apresentaram maior percentagem de enraizamento, sendo que a pereira
‘Abate Fetel' nao diferiu do ‘MC’, maior nimero médio de raizes e maior

comprimento das raizes.

Tabela 5: Percentagem de explantes enraizados, no nimero médio de raizes e
comprimento médio das raizes em cultivares de pereira e marmeleiro
tratados com diferentes concentragdes de aluminio durante o
enraizamento in vitro. UFPEL, Pelotas, 2009.

Comprimento das

Cultivar Enraizamento(%) N? raizes raizes (cm)
MC 51,04 bc 5,46 a 6,41 a
BA 29 89,58 a 4,51 a 6,41 a
Conference 3854 c 2,68 b 419 b
Abate Fetel 62,50 b 246 b 410 b

*Médias seguidas por letras distintas (mindsculas nas colunas) diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Semelhante a esse trabalho, Maldaner (2008) observou que Pfaffia tuberosa
in vitro nao apresentou variagao significativa no enraizamento quando submetida a
diferentes concentracdes de Al, tendo um acesso apresentado maior niumero de
raizes do que os demais acesso. Com relacao ao comprimento do sistema radicular,
este autor nao verificou efeito das concentracbes de Al. Contudo, constatou
diferenga entre as espécies de Pfaffia estudadas, assim como ocorreu nesse
trabalho entre as espécies de marmeleiro e pereira, tendo o marmeleiro apresentado

maior comprimento das raizes do que a pereira.
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Alguns trabalhos relatam que plantas tratadas com Al podem apresentar
sinais visiveis de oxidacao nas raizes, detectada pelo escurecimento, especialmente
dos apices radiculares devido a oxidacao de fendis, o que pode ser causado pela
diminuicdo do pH (HIRANO E HIJII, 1998). Esse sintoma nao foi observado nos
cultivares estudados.

Em cafeeiro (BRACCINI; MARTINEZ; BRACCINI, 2000), o Al afetou o
comprimento da raiz principal e o desenvolvimento das raizes laterais, que
apresentaram engrossamento e amarelecimento das pontas. Foi constatado, em
quatro linhagens de café, pequeno aumento no crescimento do sistema radicular
com a adicao de Al.

As raizes de soja, em condicbes de acidez e em presenca do Al, mostraram
descoloracdo e reducao nas ramificagbes secundéarias. Posteriormente, as
extremidades das raizes tornaram-se necréticas. O efeito de maior impacto, devido
ao excesso de Al, consistiu na reducdo do tamanho e engrossamento do sistema
radicular (MASCARENHAS; CAMARGO; FALIVENE, 1984), o que caracteriza o
efeito téxico do Al nessa planta, o que nao ocorreu com os cultivares testados no
presente trabalho. Essa caracteristica, por sinal, serve como o melhor indicador para
se avaliar a tolerancia ao Al, em solucao nutritiva, entre cultivares de diversas
espécies (DANTAS et al., 2001).

Segundo Machado (1997) as diminuicbes no elongamento radicular sdo os
primeiros sintomas de toxicidade observaveis nas plantas e esses sintomas nao
foram observados nos cultivares estudados. O mesmo foi observado por Fortunato e
Nicoloso (2004) em trabalho sobre toxidez de Al em plantulas de grapia onde
visualmente todas as plantulas tiveram raizes normais, apresentando-se claras e
sem alteracdes morfolégicas, desse modo, indicando a auséncia de toxidez de Al**.

A massa fresca da parte aérea apresentou somente efeito simples de
cultivar e concentracdo. Com relacdo aos cultivares, o cultivar Conference diferiu
significativamente dos demais apresentando maior massa fresca da parte aérea,
sendo seguido pelo ‘Abate Fetel’, ‘BA-29° e ‘MC’ (Tabela 6). Com relacdo as
concentragdes de Al, a menor massa fresca foi obtida somente na concentracao de
60 mg L™ (Figura 8) diferindo significativamente das demais. Mendonca et al. (1999)
observou que a reducao no peso da massa fresca da parte aérea de maracujazeiro
foi altamente significativa quando as plantas foram submetidas a concentracdes
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crescentes de Al e que nas concentragdes de 15, 30 e 45 mg L' foram apresentados
0s menores valores, o oposto do que foi encontrado nessas mesmas concentracdes

no presente trabalho.

Tabela 6: Massa fresca da parte aérea em cultivares de pereira e marmeleiro
tratados com diferentes concentragdes de aluminio durante o
enraizamento in vitro. UFPel, Pelotas, 2009.

Cultivar Massa fresca da parte aérea (mg)
MC 364 d
BA 29 653 ¢
Conference 2200 a
Abate Fetel 1449 b

*Médias seguidas por letras distintas (mindsculas nas colunas) diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 8: Massa fresca da parte aérea de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentragdes de
aluminio durante o enraizamento in vitro. UFPel, Pelotas,
2009.

Com relacdo a massa fresca radicular houve interacdo significativa entre
cultivar e concentragdo. Na Figura 9 se observa que a massa fresca radicular do
cultivar BA 29 aumentou significativamente na concentragdo de 15 mg L™ Al, ndo
diferindo da concentragdo de 60 mg L™ Al. J& os demais cultivares ndo diferiram
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significativamente entre os tratamentos. Com relacdo as concentragdes, 0s
tratamentos com 0 de Al e pH &cido, juntamente com a concentracdo de 45 mg L
de Al nao apresentaram diferenca significativa entre os cultivares. Nas
concentracdes de 15 e 60 mg L' de Al o cultivar BA-29 diferiu significativamente dos
demais apresentando maior massa fresca radicular. Na concentragdo de 30 mg L
de Al o cultivar MC diferiu significativamente dos demais desenvolvendo menos
massa fresca adicular.

Mendonca et al. (1999) trabalhando com mudas de maracujazeiro cultivadas
em solugdo nutritiva com Al obteve reducéo significativa da massa fresca da raiz,

apresentando ja na concentracdo de 5 mg L™ reducées de mais de 50% da massa
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Figura 9: Massa fresca radicular de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentracdes de
aluminio durante o enraizamento in vitro. UFPel, Pelotas,
2009.

Para massa seca da parte aérea e massa seca radicular observou-se
somente efeitos simples de cultivar e concentragdo. A maior massa seca da parte
aérea foi obtida pelo cultivar Conference, havendo diferenca significativa entre os
cultivares (Tabela 7). Ja com relacao as concentracdes, a menor massa seca da
parte aérea foi obtida na concentragdo de 60 mg L' de Al diferindo

significativamente das demais. (Figura 10).
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Tabela 7: Massa seca da parte aérea de cultivares de pereira e marmeleiro tratados
com diferentes concentracdes de aluminio durante o enraizamento in vitro.
UFPel, Pelotas, 2009.

Cultivar Massa seca da parte aérea (mg)
MC 108 d
BA 29 148 ¢
Conference 341 a
Abate Fetel 273 b

*Médias seguidas por letras distintas (mindsculas nas colunas) diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 10: Massa seca da parte aérea de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentracdes de
aluminio durante o enraizamento in vitro. UFPel, Pelotas,
2009.

Villa et al. (2008) trabalhando com porta-enxertos de videira notou que para
‘Gravesac’, as baixas concentragdes de Al ndo exercem nenhum efeito sobre o peso
seco para a parte aérea. Enquanto que nesse trabalho as baixas concentracdes
proporcionaram uma maior massa seca.

Dantas et al. (2001) observaram que o Al reduziu significativamente a massa
seca da parte aérea do porta-enxerto M.9 e dos somaclones M.939 e M.922, nao
estando de acordo com esse trabalho, onde as concentragdes de 15 e 30 mg L™ de
Al aumentaram o0 massa seca da parte aérea, porém nao diferiram estatisticamente

dos demais tratamentos.
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Ja a maior massa seca radicular foi obtida pelo cultivar BA 29, diferindo
significativamente das demais (Tabela 8), e, como visto na massa fresca, a menor
massa seca também foi obtida somente na concentracio de 60 mg L™ (Figura 11). O
mesmo foi observado por Veloso et al. (1995) para a massa seca do caule e das
raizes de pimenteira, embora, nas raizes, a concentracdo de 15 mg L™ de Al tenha
tido efeito semelhante a concentracdo de 5 mg L', diferindo dos demais

tratamentos.

Tabela 8: Massa seca radicular de cultivares de pereira e marmeleiro tratados com
diferentes concentracbes de aluminio durante o enraizamento in vitro.
UFPel, Pelotas, 2009.

Cultivar Massa seca radicular (mg)
MC 12 b
BA 29 18 a
Conference 5 ¢
Abate Fetel 7 ¢

*Médias seguidas por letras distintas (mindsculas nas colunas) diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 11: Massa seca radicular de -cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentragdes de
aluminio durante o enraizamento in vitro. UFPel,
Pelotas, 2009.
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Considerando que o efeito primario do Al é a inibicdo do crescimento das
raizes, que se tornam curtas e grossas, Camargo, Camargo e Souza (1984)
constataram que o peso seco das raizes de arroz cultivares Pérola, IAC-25, IAC-165
e IAC-435, mesmo apresentando raizes mais curtas em solucdes com 50mg L™ de
A®*, mostraram um peso seco das raizes nessas condigdes maior do que quando
comparados com o0 peso seco em solugcdes sem Al. Estando de acordo com o
comportamento da massa seca dos cultivares analisados.

Custodio et al. (2002) estudando o estresse por Al e acidez em cultivares de
soja notaram que para o peso seco de raiz, ndo houve diferencas entre os cultivares,
podendo-se observar o mesmo em relacdo aos tratamentos, onde os cultivares se
apresentaram de forma homogénea o que nao foi observado nesse trabalho, j4 que
os cultivares apresentaram diferenca estatistica significativa entre elas, estando de
acordo com Dantas et al. (2001) que notaram diferencas de comportamento entre os
genotipos de porta-enxertos somaclonais de macieira submetidos a tratamentos com
Al.

I**, 0 mesmo solubiliza-se

Quando o pH do solo é < 5,5, e na presenca do A
na solugcdo do solo, tornando-se potencialmente téxico para as plantas (KOCHIAN,
1995), inibindo o crescimento e o desenvolvimento das raizes, alterando a absorcéao
de agua e nutrientes, e por consequéncia o desenvolvimento das plantas é reduzido.
(HARTWIG et al.,2007).

A inibicdo do elongamento celular pode ser devido ao resultado de, pelo
menos em parte, alteracées nas células da coifa, que agem como sensores do
estresse ambiental (MARSCHNER, 1991). Estas alteracées sao conseqiéncias do
alto acumulo de Al no nucleo das células (NAIDOO; STEWART; LEWIS, 1978). Ha
casos em que a reducdo no comprimento das raizes parece ser acompanhado por
um aumento no diametro. Este fen6meno, entretanto, ndo compensa a diminui¢ao
da area superficial das raizes, que é funcionalmente mais importante que a massa

radicular.

Teor de macronutrientes no material vegetal

Os efeitos do Al nos teores de macronutrientes das cultivares de marmeleiro
e pereira podem ser observados na Figura 12. Para discussao, os resultados foram
comparados com os resultados da analise foliar de pereira encontrada no Manual de
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adubacao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Nao

foram encontrados resultados da analise foliar de marmeleiro, portanto foi feita a

comparacao desta cultura com a pereira.
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A concentracdo de N aumentou nos cultivares Abate Fetel e MC na
presenga de Al. No cultivar Conference houve um aumento da concentragédo seguido
de uma diminuicdo nas concentracdes de 30 mg L™ e 45 mg L. J& no cultivar BA 29
o Al causou uma diminuicdo da concentracdo de N em todos os tratamentos.
Conforme observado na cultivar BA 29, Salvador et al (2000) analisando a influéncia
do Al em mudas de goiabeira também notaram uma diminuicdo no teor de N na
presenca desse metal. A quantidade normal de N na pereira segundo o Manual de
adubacao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina varia
de 2,0 a 2,5 %, sendo considerado excessivo concentracdes maiores que 3,0%.
Como podemos-se observar na Figura 12, os cultivares de pereira e marmeleiro
apresentam teores excessivos de N. Segundo Camargo e Sa (2004), em algumas
culturas, como exemplo os cereais, o0 N em excesso favorece o0 crescimento
vegetativo, porém para outras culturas esse excesso pode nao ser benéfico. Isso
pode ter ocorrido com as culturas aqui analisadas, os cultivares de pereira
apresentaram maior massa fresca e massa seca da parte aérea que os cultivares de
marmeleiro, portanto, na pereira, 0 N em excesso pode ter favorecido o crescimento
da parte aérea, enquanto que no marmeleiro esse excesso pode ter sido prejudicial.

Com relacdo a concentracao de P todos os cultivares apresentaram um
aumento desse nutriente no meio sem Al com pH &acido seguido entdo de uma
diminuicdo na presenca de Al. Resultado semelhante foi obtido por Basso et al.
(2003), que estudando o efeito do Al no crescimento de brotacbes de eucalipto
cultivadas in vitro observaram que a adi¢cao de Al na solucao resultou numa menor
concentracdo de P no tecido. O P é absorvido predominantemente na forma iénica
de H,PO4 e na presenca de Al pode ocorrer uma insolubilizacdo deste, formando
fosfato de Al, fazendo com que a funcédo do fosforo seja alterada, uma vez que
ocorre rapida ligacao do Al com o P, alterando sua disponibilidade para as plantas.
Assim, o metabolismo celular € afetado, normalmente resultando em danos
irreversiveis ja que a ligagcdo do Al com o fosforo ocorre na forma de inibicdo néao
competitiva (BASSO et al., 2003; MALAVOLTA, VITTI; OLIVEIRA, 1997). Ja Veloso
et al. (1995), em pimenteiras do reino, observaram que o aumento da concentracao
de Al na solugdo aumentou a quantidade de fésforo até a concentragéo de 15 mg L
! decrescendo nas concentragdes 20 e 40 mg L™, diferente do que foi observado no
presente trabalho, visto que a presenca de Al diminuiu a concentracdo de P. Em
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mudas de maracuja-amarelo houve decréscimo das concentracdes de fésforo com o
aumento das concentragdes de Al, podendo este resultado estar relacionado com os
efeitos deletérios do Al sobre a disponibilidade, absorcado e utilizacdo de varios
nutrientes, dentre estes o fésforo (MENDONCA et al, 1999). Quando comparados
com os teores normais de P descrito no Manual de adubacao e calagem para os
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, os teores desse nutriente nos
cultivares analisados se encontram dentro da faixa de normalidade, que varia de
0,15 a 0,30%.

A concentracdo de K na cultivar Conference aumentou em todos os
tratamentos. Na cultivar MC houve um aumento somente na concentracdo 15 mg L™,
enquanto que na cultivar Abate Fetel houve uma diminuigdo apenas nessa
concentracdo. A concentragcdao de K na cultivar BA 29 se manteve estavel. Em
trabalho sobre o efeito do Al em diferentes cultivares de soja, Mascarenhas,
Camargo e Falivene (1984) notaram que, com a aplicacdo de niveis crescentes de
Al, havia um aumento no teor de K, como aconteceu com as cultivares de pereira.
Também Zysset et al. (1996) encontraram que a absorcdao de K por plantulas de
nogueiras foi independente do aumento da concentragdo de Al na solugé&o nutriente.
Para Andrew, Johnson e Sandland (1973) o aumento na absorcao de potassio pode
ter ocorrido devido a capacidade das plantas em preservar um balango catidnico.
Segundo Basso et al. (2003) o potassio atua em processos osmoéticos, na sintese e
manutencdo de proteinas, na abertura e fechamento dos estématos, na
permeabilidade da membrana, no controle do pH. O potassio pela adicdo de Al pode
resultar em complexas alterac6es celulares, uma vez que é um ativador enzimatico
por exceléncia. Exatamente como foi observado na cultivar MC, Veloso et al. (1995)
verificou que também houve um aumento no acumulo de potassio com a adicao de
até 15 mg L' na solugdo nutritiva em pimenteiras do reino, com tendéncia
decrescente a partir de 20 mg L. O estimulo no crescimento e na absorcdo de
nutrientes, pelo Al, em baixas concentracdes, também ja foram observados por
Mullette (1975) para Eucalyptus e para outras espécies vegetais por varios autores.
Os teores de K nos cultivares de marmeleiro sdo considerados normais ou acima do
normal quando comparados com os resultados da anélise foliar de pereira do

Manual de adubacgédo e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa
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Catarina, onde a concentracdo normal varia de 1,2 a 1,5%. Ja os cultivares de
pereira apresentaram um elevado teor de K, considerado excessivo.

Na Figura 12, observa-se que a concentragcao de Ca aumentou no cultivar
Abate Fetel, diminuindo a partir da concentracdo de 30 mg L™, enquanto que no
cultivar MC também aumentou, diminuindo a partir da concentragdo de 45 mg L.
No cultivar Conference houve uma pequena diminuicdo e no cultivar BA 29 a
concentragdo se manteve estavel. Em pimenteiras do reino, Veloso et al. (1995)
também observaram um aumento na quantidade de calcio, porém com a adicao de
até 15 mg L de Al na concentracdo em que eles obtiveram os maiores valores, com
diminuicdo nas quantidades, a partir das concentracdes 20 e 40 mg L. Uma
hipétese segundo Basso et al. (2003) é que a presenca de Al pode ter reduzido a
concentragdo de Ca no tecido devido ambos os ions competirem pelo mesmo sitio
do carregador ativo no processo de absorgcao, ocorrendo uma inibicao competitiva
do Al com o Ca. Do mesmo modo, Foy (1984), verificou que a toxidez de Al pode se
manifestar como uma deficiéncia de Ca induzida, em conseqiiéncia de uma reducao
do transporte do nutriente na planta, provocando um colapso nos pontos de
crescimento em valores de pH < 5,5. O antagonismo Al x Ca talvez seja o fator mais
limitante na absor¢ao de Ca.

Outra hipo6tese sustenta-se nas afirmacdes de Siegel e Haug (1983), que
relataram a interferéncia do Al na atividade da enzima ATPase estimulada pela
calmodulina (Cam), uma proteina que exerce papel importante na manutencao de
membranas e que constitui o principal alvo do Al. Segundo Cambraia (1989), o
célcio, ao se ligar a Cam, provoca mudancas de conformacao nesta proteina,
alterando sua interacdo com certas enzimas e proteinas. Desta maneira, é possivel
que um dos efeitos fitotdxicos do Al esteja relacionado com a menor absorcdao de
Ca, devido ao efeito de inibicdo da proteina (SIEGEL; HAUG, 1983).

Apesar do teor de Ca estar bem abaixo do considerado normal pelo Manual
de adubacgao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
para pereira (1,1 a 1,7%) os cultivares ndo apresentavam sintomas visual de
deficiéncia desse nutriente, como por exemplo, necrose nos apices radiculares ou
nas folhas jovens.

A concentracdo de Mg nas cultivares Abate Fetel e BA 29 diminuiu na
presenca de Al. Na cultivar MC houve um aumento até a concentragdo de 15 mg L™
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passando a diminuir nos demais tratamentos. Na cultivar Conference houve uma
diminuicdo em todos os tratamentos. Veloso et al. (1995) observaram em
pimenteiras do reino que a presenca de Al na solugcdo nutritiva promoveu um
pequeno estimulo na absorcdo de magnésio, pois a maior quantidade ocorreu na
concentragdo de 15 mg L' e as plantas submetidas as concentragdes mais
elevadas, 20 e 40 mg L™, mostraram uma tendéncia de reducéo, estando de acordo
com o que foi observado na cultivar MC. Basso et al. (2003) notaram que a presenca
de Al também reduziu a concentracao de Mg no tecido vegetal. Quando comparados
com o teor de Mg descrito para pereira no Manual de adubacao e calagem para os
Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, os cultivares de marmeleiro
apresentaram concentracbes de Mg dentro da faixa normal, ja os cultivares de
pereira apresentaram teores excessivos desse nutriente, ou seja, acima de 0,45%.

Camargo, Camargo e Souza (1984) trabalhando com cultivares de arroz em
diferentes concentracdes de Al observaram que os teores de Ca, K e Mg diminuiram
nas partes aéreas em todos os cultivares de arroz estudados a medida que foram
aumentados os teores de Al** de 0 a 50 mg L™ nas solugdes. No presente trabalho,
as concentracdes de Ca e Mg tiveram uma resposta semelhante a encontrada por
estes autores, embora em algumas cultivares a diminuicdo tenha se dado somente
em altas concentracdes de Al. Diminuicdo de Ca e Mg também foram observadas
por Kohno, Matsumura e Kobayashi (1995) e lzuta et al. (1996) quando usaram Al
como tratamento. Para Salvador et al. (2000), P, Ca e Mg foram os nutrientes mais
afetados pela presenca de Al.

Conforme Foy (1974) e Furlani (1989), a reducao nos teores de nutrientes,
em relacado ao controle, pode estar relacionada com a interferéncia do excesso do Al
nas reacdes enzimaticas e na disposicao de polissacarideos nas paredes celulares,
prejudicando, com isso, a absorcao, o transporte e 0 uso de varios nutrientes, entre
eles P, Ca e Mg. De acordo com Faquin e Vale (1991) e Malavolta, Vitti e Oliveira
(1997), o Al, quando na forma soluvel, além de causar fitotoxidez nas plantas,
compete com outros cations, principalmente Ca e Mg, pelos mesmos sitios de
absorcao no complexo de troca.
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Teor de micronutrientes no material vegetal

Os efeitos do Al nos teores de micronutrientes das cultivares de marmeleiro
e pereira podem ser observados na Figura 13. Para discussdo, os resultados
também foram comparados com os resultados da andlise foliar de pereira
encontrada no Manual de adubacéo e calagem para os Estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina. Nao foram encontrados resultados da analise foliar de

marmeleiro, portanto foi feita a comparacao desta cultura com a pereira.
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Figura 13: Teor de micronutrientes na parte aérea de cultivares de pereira e
marmeleiro tratados com diferentes concentragcdes de aluminio no
enraizamento in vitro. UFPel, Pelotas, 2009.

No cultivar MC houve um aumento na concentragdo de Cu no meio com 30

mg L de Al em relacdo ao controle. No cultivar Conference houve um aumento
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exceto nas concentragdes de 30 mg L™ e 60 mg L. No cultivar Abate Fetel houve
um aumento na concentragdo de 15 mg L™ seguido de uma diminuicdo nos demais
tratamentos. No cultivar BA 29 houve um aumento na concentragdo de 15 mg L e
uma diminuicdo na concentracdo de 45 mg L', nas concentracées de 30 mg L™ e 60
mg L™ nao foi possivel fazer a analise devido a falta de material. O teor de cobre dos
cultivares de pereira se encontram dentro da normalidade apresentada no Manual
de adubacgao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
para pereira. Ja comparando essa cultura com o marmeleiro, este apresentou teores
acima do normal e excessivo, principalmente o cultivar BA 29. Carvalho (1980) cita
que altos niveis de cobre no solo provocam reducdo no crescimento radicular,
reduzindo a superficie de absorcdo das raizes e, conseqlientemente, a producao,
porém, o cultivar BA 29 apresentou maior comprimento das raizes do que 0s
cultivares de pereira, demonstrando que talvez esse excesso nao seja téxico para
esses cultivares.

A concentragao de Zn no cultivar MC aumentou em relagao ao controle com
pH 5,7. No cultivar Conference houve uma diminuicado em todos os tratamentos. No
cultivar Abate Fetel houve um aumento até a concentragéo de 15 mg L™ seguido de
uma diminuicdo nos demais tratamentos. No cultivar BA 29 houve uma diminuicao
na concentracdo de 15 mg L™ e 45 mg L™, nas concentracdes de 30 mg L™ e 60 mg
L™ n&o foi possivel fazer a andlise devido a falta de material. A concentracdo de Zn
dos cultivares analisados esta dentro da faixa normal de acordo com o Manual de
adubacao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina para
pereira, ou seja, de 20 a 100 mg Kg™.

Com relacao a concentracao de Fe no cultivar MC houve uma diminuicao
apenas nas concentracdes de 15 mg L™ e 30 mg L. No cultivar Conference houve
um aumento nas concentragdes de 15 mg L' e 60 mg L. No cultivar Abate Fetel
houve um aumento até a concentragéo de 15 mg L™ seguido de uma diminuigao nos
demais tratamentos. No cultivar BA 29 houve um aumento até a concentracao de 15
mg L™ e uma diminuicdo na concentragdo de 45 mg L, nas concentragdes de 30 e
60 nao foi possivel fazer a analise devido a falta de material.

Segundo Basso et al. (2003) as concentracbes de Fe foram maiores nas
brotacbes de eucalipto cultivadas no tratamento controle, para as brotagdes
mantidas na presenca de Al, ocorreu redugéo na concentracdo de Fe durante todo o
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periodo de cultivo, diferindo deste trabalho, ja que houve um aumento na
concentracao de ferro em todas as cultivares. A absorcao do ferro € influenciada por
outros céations como K, Ca e Mg. Para Malavolta, Vitti e Oliveira (1997) a diminuicao
em alguns tratamentos pode ser devida a presenca de Al, que alterou a
disponibilidade de alguns nutrientes resultando, indiretamente, na diminuicdo da
concentragao de ferro na planta.

Em mudas de pimenteira (VELOSO et al., 1995) a medida que se aumentou
a concentragao de Al na solucdo, a quantidade de ferro se elevou. Esses resultados
estdo de acordo com as observacdes de Mengel e Kirkby (1987), que relataram que
a toxidez de Al estd sempre acompanhada por altos niveis de ferro. Em arroz, Alam
(1983) observou um maior acumulo de ferro com aumento da concentracao de Al.

O teor de ferro dos cultivares de pereira se encontram dentro da
normalidade apresentada no Manual de adubacdo e calagem para os Estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina para pereira (50 a 250 mg Kg'). J& comparando
essa cultura com o marmeleiro, este apresentou teores bem acima do normal,
chegando a 351,41 mg Kg™' no cultivar BA 29. Segundo Ponnamperuma, Bradfield e
Peech (1955), um dos sintomas visiveis da toxidez do ferro é o bronzeamento das
folhas, que néo foi observado nesse experimento.

No cultivar MC houve um aumento na concentracdo de Mn apenas nas
concentracdes de 30 mg L™ e 60 mg L. No cultivar Conference houve um aumento
em todos os tratamentos. No cultivar Abate Fetel houve um aumento apenas na
concentracdo de 45 mg L. No cultivar BA 29 houve um aumento na concentragéo
de 15 mg L™ e uma diminuicdo na concentracdo de 45 mg L™, nas concentracdes de
30mg L e 60 mg L nao foi possivel fazer a anélise devido a falta de material.

Em mudas de eucalipto cultivadas in vitro (BASSO et al., 2003) a
concentracdo de Mn foi pouco afetada pela presenca de Al no meio de cultura,
embora as brotagbes submetidas aos tratamentos com Al tenham apresentado
variacoes nos teores de Mn durante o periodo de cultivo. Na pimenteira do reino
(VELOSO et al., 1995) notou-se que houve aumento na quantidade de manganés
com a adicdo de Al na solugdo até a concentracdo de 15 mg L™, decrescendo nas
concentragdes superiores. Entretanto, os teores obtidos ndo se mostraram toxicos
para as plantas, de acordo com as observagde destes autores. Por outro lado,
Mengel e Kirkby (1987) observaram que, freqliientemente, altos niveis de manganés
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nos tecidos das plantas estdo associados a toxidez de Al. Entretanto Alam (1983)
verificou que, no arroz, o aumento de Al na solugdo promoveu uma diminuicdo do
teor de Mn.

A concentragcdo de Mn dos cultivares de pereira e marmeleiro analisados
esta dentro da normalidade de acordo com o Manual de adubacéo e calagem para
os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina para pereira, ou seja, de 30 a
130 mg Kg'. Somente no cultivar Conference na concentracdo de 15 mg L™ o teor
de Mn foi considerado acima do normal (135,01 mg Kg™).

Com referéncia aos micronutrientes nas mudas de goiabeira (SALVADOR et
al., 2000), exceto o Cu, os teores foliares de Fe, Mn e Zn apresentaram alteracdes
relacionadas com as concentragdes de Al. Para o Fe e Mn, a maior concentracao de
Al diminuiu significativamente os seus teores, enquanto a de Zn aumentou nas trés
primeiras adicées. Resultados semelhantes também foram relatados por Foy (1984)
e Asher (1991). As acumulagbes de Cu, Fe, Mn, Zn e Al nas folhas, caule e raizes

mostraram reducdes significativas nos tratamentos de maior adicao de Al.

Determinacao da atividade das enzimas catalase, ascorbato peroxidase e
superoxido dismutase em pereira

Como observado na Figura 14, a atividade da CAT no cultivar Abate Fetel
aumentou na presenca de Al, enquanto que no cultivar Conference diminuiu na

concentragdo de 30 mg L™ de Al.
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Figura 14: Atividade especifica da CAT (umol H-0» min"'mg'MF)
na parte aérea de cultivares de pereira tratados com
diferentes concentragdes de aluminio no enraizamento
in vitro. As barras representam o erro-padrao da média
de trés repeticoes. UFPel, Pelotas, 2009.

A atividade da APX no cultivar Abate Fetel aumentou na presenca de Al,
enquanto que no cultivar Conference diminuiu, com excec¢do da concentragéo de
45 mg L™ onde houve um aumento da atividade dessa enzima (Figura 15).
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Figura 15: Atividade especifica da APX (umol Ascorbato min™ mg'MF)
na parte aérea de cultivares de pereira tratados com
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vitro. As barras representam o erro-padrdo da média de
trés repeticoes. UFPel, Pelotas, 2009.

Na Figura 16 podemos observar que a atividade da SOD no cultivar Abate
Fetel aumentou somente nas concentracdes de 15 e 60 mg L™ de Al e no cultivar
Conference aumentou em todos os tratamentos com esse metal presente.
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Segundo Apel e Hirt (2004) a producdo de espécies de oxigénio reativo
(EROs) parece ser um evento dindmico durante o desenvolvimento vegetal, bem
como uma resposta da planta a estresses bidticos e abidticos. As plantas possuem
sistemas enzimaticos de defesa para a desintoxicagdo de varios tipos de espécies
de oxigénio reativo (por exemplo peroxidos, superédxidos), envolvendo as enzimas
superdxido dismutase, varias peroxidases, catalase, etc (DARKO et al., 2004). Em
trabalho com trigo, Dark6é et al. (2004) indicaram que algumas enzimas
antioxidantes, especialmente SOD, CAT e APX, foram ativadas durante o estresse
por Al, ja que apresentaram um aumento nas atividades. Nesse presente trabalho os
cultivares de pereira também tiveram as enzimas CAT, APX e SOD ativadas, ja que
em algumas concentrag¢des de Al houve um aumento na atividade.

O aumento na atividade da enzima SOD, que € um modo de sinalizagdo do
processo de estresse oxidativo, indica que a exposicdo ao fon Al*® esta gerando uma
quantidade de radicais super6xido nessas concentracdes que a quantidade de
enzima SOD existente ndo consegue degradar, obrigando a célula a ativar a sintese
da SOD (BOSCOLO, 2001; SIMONOVICOVA et al, 2004).
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A degradacao do radical superéxido pela SOD produz H>O, na célula. O
balanco entre as atividades das enzimas SOD e CAT/APX é muito importante para o
sistema de defesa antioxidantes, pois CAT e APX possuem a fungédo de degradar a
molécula de H>O,, como modo de proteger as células dos produtos do estresse
oxidativo (CAPALDI, 2006).

A baixa atividade da SOD na presenca de metais pesados, como observado
no cultivar Abate Fetel com 45 mg L de Al, pode favorecer o acimulo de radicais
superoxido, que contribui para a ocorréncia de danos nas membranas celulares
(BHATTACHARJEE, 1998).

Capaldi (2006) considerou que em células de tabaco houve maior atividade
da SOD no tratamento com Al, porém sem ter muita diferenca do controle, a
atividade da catalase foi proxima no tratamento com pH 4,2 com ou sem Al, mas foi
maior do que no controle e a atividade da APX no tratamento com baixo pH e Al foi
maior do que em relacdo ao controle. Ainda segundo Capaldi (2006) o incremento
na atividade da SOD sugere um aumento no contetdo de radicais superéxido, pois a
SOD transforma estes radicais em H,O,. Esse aumento foi mais significativo nos
tratamentos com baixo pH e presenca de Al. O aumento das concentragdes de H.0O»
fez com que as enzimas antioxidantes aumentassem sua atividade, sendo que a
CAT e a APX atuam diretamente na quebra do perdxido de hidrogénio, como modo
de defesa celular aos agentes oxidantes.

Ja Schuch et al. (2009) estudando o efeito do Al em marmeleiro observaram
que a atividade das enzimas CAT e SOD nao foram alteradas pela presenca desse
metal, diferente do que foi observado por Boscolo (2001) em milho, onde houve um
aumento da atividade da SOD quando as plantas foram submetidas a concentracdes
altas de Al.
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CONCLUSOES

De maneira geral, os cultivares de marmeleiro tiveram melhor enraizamento
do que os cultivares de pereira, sendo possivel concluir que esses cultivares foram
mais tolerantes ao Al do que os cultivares de pereira. Ja com relagdo a parte aérea,
se conclui que os cultivares de pereira é que foram mais tolerantes ao Al do que os
cultivares de marmeleiro. A presenca de Al e 0 aumento das suas concentracdes
nao interferiram na absor¢cdo de nutrientes. E por fim, o cultivar Abate Fetel
apresentou um melhor sistema antioxidante do que o cultivar Conference, em

relagdo as enzimas analisadas.



CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que o objetivo do trabalho era diferenciar os genétipos em
relacdo a tolerancia ao Al, pode-se dizer que pelas concentragdes utilizadas nao foi
possivel fazer essa distincdo. Um dos problemas comeca com a falta de trabalhos
relacionados a esse assunto.

Pelo fato de se trabalhar com plantas in vitro, ndo foi possivel obter
quantidade de massa seca suficiente para fazer repeticoes dos resultados da analise
de nutrientes, ndo permitindo assim uma analise estatistica .

Na analise das enzimas, apesar de algumas tentativas, ndo foi possivel
realizar a andlise dos cultivares de marmeleiro, devido a falta de ajuste dos
protocolos para esses cultivares e a falta de material, ja que o que se obteve foi
utilizado nessas poucas tentativas.

Visualmente os quatro genoétipos apresentavam parte aérea e raizes
normais, ou seja, sem alteragcdes morfoldgicas visiveis em relagao ao controle.

No final do trabalho se esperava poder concluir que os cultivares de pereira
eram tolerantes ao aluminio e os de marmeleiro ndo, justificando a utilizacdo de
mudas autoenraizadas em solos com alta concentracdo desse metal.

Uma sugestao interessante seria a utilizacdo de concentragdes maiores com
intervalos maiores para que se possa tentar distinguir os gendtipos quanto a
tolerancia ao Al.
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