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RESUMO

CUNHA, Jailson Cavalcante, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 2013. Aspectos fisiologicos e extragcdo de sodio e nutrientes por
Atriplex nummularia em resposta a adubacgao nitrogenada e fosfatada.
Orientador: Hugo Alberto Ruiz. Coorientadora: Maria Betania G. dos Santos
Freire.

Os solos afetados por sais tém aumentado nos ultimos anos. A proporgéao
dessas areas pode continuar aumentando em consequéncia do manejo
inadequado e das alteracdes climaticas. Alternativas de recuperagdo devem
ser incessantemente estabelecidas e suas técnicas aprimoradas. A
fitorremediacdo tem difundido-se como técnica viavel e promissora. Nesse
sentido, Atriplex nummularia € umas das principais haldéfitas com potencial
de fitoextracdo. Foram dados trés enfoques para avaliar planta e solo. Os
trés enfoques basearam-se em desenho experimental constituido por um
arranjo fatorial 2 x 5, correspondendo a duas doses de fésforo (0 e 134 mg
dm™) e cinco doses de nitrogénio (0, 20, 40, 60 e 80 mg dm™), dispostos em
blocos casualizados com quatro repeticbes. Mudas foram transplantadas
com 60 dias de idade e monitoradas sob baixa disponibilidade hidrica no
solo (-70 kPa) por 80 dias. No primeiro enfoque, com o objetivo de avaliar o
comportamento fisiolégico na fase de captagdo de energia luminosa da
fotossintese, realizaram-se medidas de fluorescéncia da clorofila a com um
FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments) em folhas adaptadas ao
escuro com pulso saturante de luz 3.000 pmol m? s”. Analisaram-se os
dados a partir do teste-JIP e da cinética da curva do transiente entre as fases

O e J normalizada, e em adigdo, calculada a diferenga cinética (AWgo,) para



observar a formacado da banda-K. Houve formacdo de banda-K nas plantas
cultivadas com adubacao fosfatada, indicando a inativacdo do complexo de
evolugéo de oxigénio, por sintese de ATP em demasia, bloqueando o fluxo de
protons e elétrons durante o fotossistema Il. A banda-K indica um desequilibrio
no processo fotossintético, evidenciando o efeito negativo do excesso de P em
plantas de atriplex. No segundo enfoque, objetivando avaliar a condutéancia
estomatica, potenciais hidricos, atividade de enzimas do estresse oxidativo e
proteinas soluveis, realizaram-se medigbes de condutancia estomatica em
diferentes horarios do dia. Dados de potencial hidrico da planta foram coletados
no periodo de maximo turgor foliar, utilizando-se camara de Scholander.
Coletaram-se folhas para determinacdo de potencial osmotico, atividade das
enzimas catalase e peroxidase do ascorbato e proteinas soluveis. No periodo
das 21 as 22 h, a gs foi mais elevada na presenca de P. A gs medida a cada
hora do dia das 6 as 22 h foi menor na maior dose de N. Isso indica que N é
mais efetivo na redugcdo da condutancia estomatica, favorecendo a
tolerancia ao déficit hidrico. No terceiro enfoque, objetivou-se avaliar a
producdo de matéria seca, a capacidade de extracdo de sddio e a absorgao
de nutrientes pela haldfita. Para isso, as plantas foram colhidas para
quantificacdo de producédo e determinacdo de teores de Na e nutrientes em
folhas, caules e raizes. Determinaram-se os teores de Na nas fases trocavel e
soluvel, dosando-o com fotdmetro de chama. Houve diminuicdo de Na no
extrato da pasta de saturagdo e no complexo de troca com o incremento de N
no solo. O fornecimento de N potencializa a extracdo de Na e outros nutrientes
pela Atriplex nummularia, podendo ser uma técnica viavel a ser adicionada no
plano de manejo para recuperagado de solos afetados por sais pelo processo

fitorremediagao.



ABSTRACT

CUNHA, Jailson Cavalcante, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2013. Physiological aspects and extract of sodium and
nutrients by Atriplex nummularia in response to nitrogen and
phosphate fertilization. Adviser: Hugo Alberto Ruiz. Co-adviser: Maria
Betania G. dos Santos Freire.

The salt affected soils have increased in recent years. The proportion of these
areas may continue to increase as a result of inadequate management and
climate change. Recovery alternatives should be established and continually
improved their techniques. Phytoremediation has been promoting itself as a
viable and promising technique. In this sense, Atriplex nummularia is one of the
main halophytes with potential for phytoextraction. Three approaches were taken
to evaluate plant and soil. The three approaches were based on experimental
design consisting of a 2x5 factorial arrangement , corresponding to two levels of
phosphorus (0 and 134 mg dm™) and five nitrogen rates (0, 20, 40, 60 and 80 mg
dm™), arranged in a randomized block design with four replications. Seedlings
were transplanted at 60 days of age and monitored under low water availability in
the soil (-70 kPa) for 80 days. In the first approach, with the aim of evaluating the
physiological behavior during the capture of light energy in the photosynthesis,
there were measures of chlorophyll a fluorescence with a FluorPen FP 100
(Photon Systems Instruments) in dark adapted leaves with saturating pulse light
3,000 pmol m? s™. We analyzed data from the JIP-test and the kinetics of the
transient phases between O and J normalized curve, and additionally, the
calculated kinetic difference (AWo,) to observe the formation of the K-band.

There were K-band formation in cultured with phosphate fertilizer plants,

Xi



indicating the inactivation of oxygen evolution by ATP synthesis excessively
complex, blocking the flow of protons and electrons for photosystem Il. The K-
band indicates an imbalance in the photosynthetic process, reflecting the
negative effect of excess P in plants atriplex. In the second approach, to evaluate
the stomatal conductance (gs), water potential, activity of enzymes of oxidative
stress and soluble proteins, measurements were taken of stomatal conductance
at different times of day. Database of plant water potential were collected at
maximum leaf turgor, using a Scholander chamber. Leaves were collected for
determination of osmotic potential, activity of catalase, ascorbate peroxidase and
soluble proteins. In the period from 21 to 22 h, the gs was higher in the presence
of P. The gs measured every hour of the day from 6 to 22 h was lower at the
highest dose of N. This indicates that N is more effective in reducing stomatal
conductance, favoring tolerance to water deficit. In the third approach, aimed to
evaluate the dry matter production, the extraction capacity of the sodium and
nutrient uptake by halophyte. For this, plants were harvested for quantification
and the determination of production levels of Na and nutrients in leaves, stems
and roots. We determined the levels of Na in phases soluble and exchangeable,
dosing it with a flame photometer. Decreased Na in the saturated soil paste
extract and exchange complex with the increase of N in the soil. The N supply
enhances the extraction of Na and other nutrients by Atriplex nummularia, may
be a viable technique to be added to the management plan for the recovery of

salt affected soils by phytoremediation process.
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INTRODUGAO GERAL

A salinizag&o dos solos, ha décadas, causa problemas na agricultura
em todo o mundo, diminuindo a superficie de terras agricultaveis. Isso leva a
utilizacdo de novas areas que, frequentemente, seriam indicadas para
preservagao ambiental e ndo para exploragéo agricola.

No Brasil, a regido nordeste é a mais afetada pelo processo de
salinizagcdo e/ou sodificacdo. Nela prevalecem as elevadas taxas de
evapotranspiragao sobre as de precipitacdo, contribuindo para o acumulo de
sais em superficie e subsuperficie.

Dentre as areas afetadas por sais, aquelas com problema de
sodicidade é a que tem causado maiores dificuldades para o
desenvolvimento agricola. No intuito de minorar os problemas decorrentes
da presencga de elevados niveis de sddio tem sido utilizado o gesso como
corretivo, associado a irrigagdo com agua de baixa condutividade elétrica
(Gomes et al., 2000; Barros et al., 2004, 2005; Leal et al., 2008). Embora, se
bem manejada, seja uma técnica eficiente de recuperagao de solos afetados
por sais, € uma pratica dificil de ser executada, haja vista a necessidade de
um bom sistema de drenagem (Freire & Freire, 2007).

Por sua vez, a técnica da fitorremediacdo de areas degradadas pela
salinizagao do solo, com o uso de plantas com capacidade de extrair os ions

formadores de sais no solo, acumulando-os na biomassa vegetal, configura
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proposta promissora, ja que € alternativa de baixo custo para recuperacao,
nao é agressiva ao ambiente e possibilita um convivio continuo com os
fatores edaficos caracteristicos dos climas aridos e semiaridos (Qadir et al.,
2007). Além disto, a fitorremediagao contribui para o sequestro de carbono,
possibilitando a diminuicdo do estoque atmosférico por alocacdo na
biomassa.

A fitorremediagdo com atriplex, a Afriplex nummularia tem se
destacado entre as mais de 400 espécies, mostra-se eficiente no processo
de recuperacao de solos afetados por sais, acumulando, principalmente na
parte aérea da planta, quantidades consideraveis de sodio (Ramos et al.,
2004; Leal et al., 2008; Souza et al., 2011, 2012). Além de destacar-se pelo
seu potencial forrageiro (Souto et al., 2005), constituindo-se como fonte
alternativa de alimentos (Ben Salem et al., 2004), podendo ser incorporada
na alimentagao animal na forma de feno.

Baseada na potencialidade desta planta, numerosas caracteristicas
tém sido estudadas visando obter maximo entendimento das propriedades
da haldfita que possibilitem sua introdugcdo definitiva como espécie
fitorremediadora de solos afetados por sais. Assim, ha pesquisas publicadas
referentes ao crescimento sob estresse hidrico (Souza et al.,, 2011), ao
estudo da microbiota do solo associada ao cultivo de atriplex (Santos et al.,
2011), ao cultivo de atriplex em associagdo com corretivos quimicos (Leal et
al., 2008; Santos et al., 2013), ao acumulo de nutrientes na planta (Porto et
al., 2001; Souza et al., 2014), a anatomia da planta (Galindo, 2001; Souza et
al., 2012), e a utilizagdo na alimentacdo animal (Ben Salem et al., 2010;
Barreto et al., 2012), entre outras.

Entretanto, existem respostas, eventualmente associadas a maioria
das plantas, que ainda necessitam ser esclarecidas. As haldfitas, em
especial a atriplex, podem apresentar respostas diferenciadas, em termos
fisiolégicos e produtivos, quando o espagcamento de plantio é alterado, o
déficit hidrico € acentuado, os niveis de salinidade sao incrementados e ha
fornecimento de nutrientes adicionados por fertilizagoes.

O nitrogénio, nutriente mais exportado pela maioria das culturas, tem
participagdo fundamental no incremento da area foliar, favorecendo o

aumento da interceptacdo da radiacdo solar, aumentando a taxa

2



fotossintética e, em consequéncia, o nivel de clorofila na planta (Epstein &
Bloom, 2004). E importante destacar que as haldfitas, através de
determinados mecanismos de tolerancia a salinidade, acumulam elevadas
quantidades de sddio em suas folhas, sendo hipoteticamente sugerido que
existe correlagéo positiva entre acumulo de nitrogénio e soédio nas plantas.

O fosforo tem importante papel na armazenagem de energia, sendo
fundamental nas reagdes que envolvem o ATP (Taiz & Zeiger, 2010). Em
solos de regides aridas e semiaridas, esse nutriente pode tornar-se limitante.
Sua disponibilidade é diminuida pelos valores de pH, geralmente elevados,
nesses solos. Em acréscimo, o fosfato pode ser precipitado na presenca de
concentracdes elevadas de calcio, reduzindo também sua disponibilidade.

Elevados niveis de sais, associados ao fornecimento de nutrientes a
uma planta caracteristicamente conhecida pela sua rusticidade, podem
modificar sobremaneira o comportamento fisiolégico da planta, sendo
importante avaliar os processos relacionados, principalmente os que
envolvem captagcdo de energia para os mais diversos processos
metabalicos.

O objetivou foi avaliar, em casa de vegetacdo, aspectos fisioldgicos
relacionados a captacdo de energia luminosa, status hidrico, condutancia
estomatica e enzimas do estresse oxidativo, produ¢cdo e capacidade de
extracdo de sédio da haldfita atriplex, cultivada em solo salino-sddico, em
resposta a doses de nitrogénio, na auséncia e na presenca de adubacgao

fosfatada.
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CAPITULO 1

TRANSIENTES DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a EM
Atriplex nummularia EM RESPOSTA A ADUBAGAO NITROGENADA E
FOSFATADA

RESUMO

Para os seres autotroficos, a fotossintese € o processo inicial basico
na captagcdo de energia e CO, para a sintese de compostos organicos. O
equilibrio na fase inicial de conversdo de energia luminosa em energia
quimica é fundamental para o adequado funcionamento da maquinaria
fotossintética. Objetivando avaliar o comportamento fisiologico na fase de
captacdo de energia luminosa da fotossintese em Atriplex nummularia
cultivada em solo salino-sédico com adubacado nitrogenada e fosfatada,
foram determinados os transientes da fluorescéncia da clorofila a e os
parametros do teste-JIP. O desenho experimental foi constituido por um
arranjo fatorial 2 x 5, correspondendo a duas doses de P (0 e 134 mg dm™) e
cinco doses de N (0, 20, 40, 60 e 80 mg dm™), dispostos em blocos
casualizados completos com quatro repeticbes. Mudas foram transplantadas
com 60 dias de idade e monitoradas sob baixa disponibilidade hidrica no
solo (-70 kPa) por 80 dias. O transiente da fluorescéncia OJIP foi medido
com um FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments) em folhas
adaptadas ao escuro com pulso saturante de 3.000 pmol m? s™ de luz. A
cinética da curva do transiente entre as fases O e J foi normalizada e, em
adicdo, calculada a diferenga cinética (AWo,) para observar a formacao da
banda-K. Os parametros foram avaliados de acordo com as equagdes do teste-
JIP. Houve formagdo de banda-K nas plantas cultivadas com adubagéo
fosfatada, indicando a inativagdo do complexo de evolugédo de oxigénio por
sintese de ATP em demasia, bloqueando o fluxo de prétons e elétrons durante a
passagem pelo fotossistema Il. Alteragdes nos valores relativos dos parametros
do teste-JIP foram minimas quando analisados sob condi¢cdes de adubacdo
nitrogenada e fosfatada, com excegdo para ETo/CSy; que mostrou maior

eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons quando as plantas foram
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submetidas a doses crescentes de N. A analise do transiente e do teste-JIP
foi eficiente na identificacdo de alteracbes no aparato fotossintético,
mostrando-se boa ferramenta para avaliar o comportamento da planta sob
fornecimento de nutrientes. A Vvisualizagdo da banda-K indica um
desequilibrio no processo fotossintético, evidenciando o efeito negativo do

excesso de P em plantas de atriplex.

Palavras-chave: haldfita, fésforo, fase luminosa, adenosina trifosfato



ABSTRACT

For autotrophs, photosynthesis is the basic initial process in the
capture of energy and CO, for the synthesis of organic compounds. The
balance in the initial phase of converting light energy into chemical energy is
fundamental to the proper functioning of the photosynthetic apparatus. To
evaluate the physiological performance during capture light energy from
photosynthesis in Atriplex nummularia grown on saline-sodic soil with
nitrogen and phosphate fertilizers were determined transients of chlorophyll
fluorescence parameters of the JIP-test. The experimental design was
composed of a 2 x 5 factorial arrangement , corresponding to two P levels (0
and 134 mg dm™) and five N rates (0 ,20 ,40 ,60 and 80 mg dm™), arranged
in a randomized complete block design with four replications. Seedlings were
transplanted at 60 days of age and monitored under low water availability in
the soil (-70 kPa) for 80 days. The transient of the fluorescence was
measured with a OJIP FluorPen FP100 (Photon Systems Instruments) in
dark adapted leaf with saturating pulse 3000 mol? s™ of light. The kinetic
curve of the transient phases between O and J was normalized, and adding
calculated kinetic difference (AWog,) to observe the formation of the K-band.
The parameters were evaluated according to the equations of the JIP-test.
There were K-band formation in plants cultured with phosphate fertilizer,
indicating the inactivation of oxygen evolution complex by ATP synthesis
excessively, blocking the flow of protons and electrons during passage
through photosystem Il. Changes in the relative values of the parameters of
the JIP-test were minimal when analyzed under conditions of nitrogen and
phosphate fertilizers, except for ET¢/CSy which showed higher efficiency of
the electron transport chain when plants were exposed to increasing doses of
N. The analysis of the transient and the JIP-test was effective in identifying
changes in the photosynthetic apparatus, being good tool to assess the
behavior of the plant in nutrient supply. The K-band visualization indicates an
imbalance in the photosynthetic process, reflecting the negative effect of

excess P in plants atriplex.



Key words: halophyte, phosphorus, light-dependent reactions, adenosine

triphosphate
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1. INTRODUGAO

A energia solar &€ fundamental para que os organismos autotroficos
possam crescer e desenvolver-se naturalmente, convertendo essa energia,
captada na fase luminosa da fotossintese, em energia quimica a ser utilizada
no metabolismo da planta.

Pesquisas voltadas para o entendimento dos processos envolvidos
nas fases iniciais da fotossintese sao importantes para o desenvolvimento
de novas técnicas que possibilitem obter eficiéncias maximas em processos
produtivos.

Regides nas quais as halofitas sobrevivem apresentam, normalmente,
elevados niveis de irradidncia, benéficos para o bom desempenho
fotossintético, a depender da espécie vegetal. Porém, quando associados a
elevados teores de sais na solugdo do solo, esses niveis podem determinar
a diminuigdo do crescimento ou levar a planta a morte. O fornecimento de
nutrientes relacionados ao ganho de rendimento fotossintético, em especial
o N, pode diminuir o estresse causado pela alta irradiancia ja que a clorofila
€ caracteristicamente constituida de atomos de N e, esta, por sua vez, é a
principal responsavel pela captacdo da energia luminosa na fase inicial da
fotossintese.

Como forma de avaliar o desempenho fotossintético da planta,
principalmente no processo de captagdo de energia luminosa, tem-se
determinado a fluorescéncia da clorofila a e avaliada através de variados
parametros que auxiliam a identificar, in vivo, possiveis causas de mudancas
na fotossintese e no desempenho da planta (Maxwell & Johnson, 2000;
Baker, 2008; Bussotti et al., 2011; Gorbe & Calatayud, 2012).

Quando as folhas s&o irradiadas, os dois fotossistemas, PSIl e PSI,
desempenham, em série, as reacdes de luz da fotossintese e, associados a
um rigoroso transporte de elétrons, realizam uma cooperagao altamente
coordenada (Lichtenthaler et al., 2005; Taiz & Zeiger, 2010).

Nesse processo de captacdo de elétrons pelos fotossistemas a partir
da fotdlise da molécula de H;O, sob condicbes de baixa intensidade
luminosa e elevados rendimentos quénticos (formagao de produtos da fase
fotoquimica por numero total de fétons absorvidos), aproximadamente 97%

11



da energia dos fétons absorvidos é utilizada no processo fotoquimico. Assim,
para produzir poder redutor (NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) e sintetizar ATP (adenosina trifosfato), que serao utilizados na fase
bioquimica da fotossintese, dos 3% restantes, 2,5% da energia é
transformada em calor e 0,5% é reemitida como fluorescéncia (Hall et al.,
1993; Taiz & Zeiger, 2010). Porém, na hipotese de todas as quinonas
receptoras de elétrons (Qa) dos centros de reagao estarem reduzidas, 95 a
97% da energia absorvida é dissipada na forma de calor € 3 a 5% na forma
de fluorescéncia (Hall et al., 1993).

Através da analise e interpretacdo da cinética da fluorescéncia da
clorofila a, denominada por varios autores como transiente da fluorescéncia,
€ possivel obter informagdes relacionadas a capacidade fotossintética e
vitalidade do material vegetal (Strasser et al., 2000).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os transientes da
fluorescéncia da clorofila a através de suas variaveis e parametros
deduzidos (teste-JIP) de folhas de Atriplex nummularia cultivada em solo

salino-sédico, sob diferentes niveis de disponibilidade de N e P no solo.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo na sede da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na cidade
de Recife, Pernambuco. Trabalhou-se com amostra de um Cambissolo
Flavico salino-sddico, coletada no Perimetro Irrigado Cachoeira Il, Serra
Talhada, Pernambuco, até a profundidade de 30 cm. O solo foi seco ao ar,
destorroado, homogeneizado e peneirado em malha de 4 mm, para o ensaio
em casa de vegetacao e de 2 mm, para caracterizagao.

No extrato da pasta de saturacdo determinou-se a condutividade
elétrica (CE), o pH e as concentracdes de Na*, K*, Ca*" e Mg?*, calculando-
se a relagdo de adsorgdo de sédio (RAS) (USSLS, 1954) (Quadro 1).
Também foram determinadas, no solo, as bases trocaveis (Na*, K* Ca®" e
Mg*"). O fésforo disponivel foi determinado pelo método de Olsen (1954)
(Quadro 1).
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As analises fisicas consistiram das determinagcdes das densidades do
solo e de particulas, pelos métodos da proveta e do baldo volumétrico,
respectivamente (EMBRAPA, 1997); a analise granulométrica, pelo método
da pipeta adaptado por Ruiz (2005) (Quadro 1); e a curva caracteristica da
agua do solo, determinada através da cémara de pressdo de Richards
(Richards & Fireman, 1943) (Figura 1).

Quadro 1. Caracterizagao do Cambissolo Fluvico salino-sédico

utilizado no ensaio

Caracterizagdo do Extrato da Pasta de Saturagéo"

PHes CEgs Cags Mges Kes Nags RAS
dSm™ cmol, L™ (mmol/L)>®
8,49 51,88 0,666 0,077 0,062 137,195 711,51

Caracterizagdao Quimica do Solo

Ca1/ Mg1/ K1I Na1l PST1I P2/
cmol, kg™’ % mg dm™
7,253 0,702 0,190 13,261 61,95 33,23

Caracterizagao Fisica do Solo

Areia

. . 3/ . 3/ 13/ 4/ 4/
Areia Fina Silte Argila D D
Grossa® 9 P S

kg kg'1 kg dm?
0,134 0,327 0,424 0,115 2,68 1,24

'USSLS (1954). ¥ Olsen (1954). ¥ Ruiz (2005). ¥ Dp e Ds: densidade de particulas e do
solo, respectivamente (EMBRAPA, 1997).

Os tratamentos corresponderam a um arranjo fatorial 2 x 5, sendo duas
doses de fosforo (PO e P134, respectivamente 0 e 134 mg dm™) e cinco doses
de nitrogénio (0 (NO), 20, 40 , 60 e 80 (N80) mg dm™) e foram dispostos
segundo um delineamento em blocos casualizados, com quatro repeticoes.

As unidades experimentais consistiram de tubos de PVC com 150 mm
de diametro por 100 cm de altura, com 16,8 dm® de solo nos 95 cm
inferiores. A base da coluna de PVC foi fechada com uma estrutura
perfurada para permitir a saturacéo do solo por ascensao capilar. Os tubos
de PVC foram revestidos internamente com parafina e areia fina na tentativa

de eliminar o escoamento preferencial pela parede do tubo.
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Figura 1. Curva caracteristica da agua do solo para os potenciais
matriciais de -33 kPa (pF = 1,51), -50 kPa (pF = 1,70), -100 kPa (pF
= 2,00) e -300 kPa (pF = 2,48).

Os tratamentos foram aplicados e homogeneizados nos 30 cm
superficiais de solo, utilizando-se o sulfato de aménio como fonte de N. Na
adubacido fosfatada, metade da dose foi aplicada na forma de fosfato
monocalcico e a outra metade, na forma de fosfato de potassio. Todas as
unidades experimentais receberam S, Ca, Mg e K (80, 65, 11 e 130 mg dm®,
respectivamente) de forma a igualar as concentracées desses nutrientes nas
diferentes unidades. O S foi aplicado na forma elementar e os cations, na forma
de cloreto. As unidades experimentais também receberam Fe, Cu, Mn e Zn nas

doses 3,2,5e 6 mg dm‘3, respectivamente.

2.1. Condugao do experimento

As unidades experimentais foram saturadas colocando as colunas em
uma caixa com agua, mantendo a altura da agua a 90 cm da coluna. Apds
saturacdo, as colunas foram retiradas e, por meio de trado tipo rosca, foi
colocado um tensibmetro de puncdo em cada coluna, na profundidade de 30
cm.

A umidade do solo foi monitorada com tensibmetros de puncao e,
quando atingido o potencial de -20 kPa, transplantou-se uma muda de atriplex,
com 60 dias de idade, em cada unidade experimental, mantendo-se esse

potencial por 10 dias. A continuagdo permitiu-se atingir o potencial de
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trabalho de -70 kPa. Quando as unidades experimentais alcancaram esse
potencial foi estabelecido o tempo zero do experimento. A condutividade
elétrica média da agua utilizada, obtida a partir de medigdes semanais, foi de
63,45 puS cm™'. Oitenta dias apos atingido o potencial de -70 kPa realizaram-

se as medidas previstas.

2.2.Determinacgao dos transientes da fluorescéncia da clorofila a

O transiente da fluorescéncia OJIP foi medido com um FluorPen FP
100 (Photon Systems Instruments), sendo possivel obter a cinética da
fluorescéncia de acordo com as fases O (50 pus), J (2 ms), | (30 ms) e P (500
ms a 1 s). Na impossibilidade de adequar o equipamento com clipes
apropriados para adaptar as folhas ao escuro, a medida dos parametros
relacionados a fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no periodo
noturno (entre 22 e 23 h) e, em conjunto, envolvendo as folhas
completamente com papel aluminio durante 20 min. As folhas selecionadas
apresentavam bom estado fitossanitario, bem desenvolvidas e presentes no
terco médio da planta.

As folhas foram expostas a um pulso saturante de 3.000 umol m? s de
luz, possibilitando obter respostas aos transientes da fluorescéncia da

clorofila a, de acordo com equagdes do teste-JIP (Strasser et al., 2000).

2.2.1. Utilizagao do transiente da fluorescéncia completo:

normalizagao e subtragao

Para comparar as amostras de acordo com as fases do transiente da
fluorescéncia, os transientes foram normalizados como fluorescéncia
variavel considerando as fases O e J (Woy): Woy = (Ft — Fo)/(Fy — Fp)
(Strasser & Srivastava, 1995; Strasser et al., 2000).

Em adigao, foi calculada a diferenca cinética entre os tratamentos
utilizados no experimento seguindo a formula: AWgoy = Woypose Ny — Wou(ref),
(“Ref” indica NO PO ou NO P134 e “Dose N” é referente a dose de N no
tratamento PO ou a dose de N no tratamento P134). A diferenga cinética
revela bandas que sdo geralmente ocultadas entre as fases do transiente
natural. A diferenga cinética AWq, revela a banda-K a qual, quando positiva,

€ considerada como reflexo da inativacdo do complexo de evolugcdo de
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oxigénio (Yusuf et al., 2010) na fase fotoquimica da fotossintese, levando a
um desbalanc¢o entre o fluxo de elétrons vindo para o centro de reacao (RC)
a partir do lado doador e o fluxo de elétrons partindo do (RC) em diregao ao
lado aceptor. Esta associado com o acumulo de espécies que produzem
elevada fluorescéncia, agindo como precursor da quinona A reduzida (Qa’)
(Strasser & Srivastava, 1995; Srivastava et al., 1997).

2.2.2. Equacgoes do teste-JIP

Os parametros que regulam o estadio inicial da atividade
fotossintética nos centros de reagao, sejam eles de razdes de fluxo ou de
fluxo fenomenoldgico, obtidos a partir do teste-JIP, estdo descritos no

quadro 2.

Quadro 2. Parametros (Pa) dos transientes da fluorescéncia da clorofila

a e derivados do teste-JIP analisados

Pa Formula Significado

Fo = Fsous Intensidade da fluorescéncia a 50 us

Fy = Foms Intensidade da fluorescéncia na fase J

Fi = Fsoms Intensidade da fluorescéncia na fase i

Fm Intensidade de fluorescéncia maxima

Fv =Fv=Fm-Fo Fluorescéncia méaxima variavel

Fv/Fm Eficiéncia maxima do fotossistema I

Mo = (TRo/RC) — (ETo/RC) Taxa liquida de fechamento dos centros de reagéo

V = (Fams — Fo)/(Fm — Fo) Fluorescéncia variavel relativa (expresséo normalizada)

Sm = Areal/(Fm — Fo) Area entre a curva da fluorescéncia e Fy normalizada

N =Sm.Mo. (1/Vy) Numero turnover Qa

Razoées de fluxo (Eficiéncia quantica)

TRo/ABS =Fv/Fm Rendimento quantico maximo da fotoquimica

ETo/TRo =1-V, Eficiéncia que um exciton capturado pode mover um elétron
da Qa para a cadeia de transporte de elétrons

ETo/ABS =(1—=Fo/Fm) . (1-Vy) Probabilidade de que um foéton absorvido movera um elétron
para a cadeia de transporte de elétrons

Fluxo por Centro de Reacao (RC)

ABS/RC =Mo . (1/Vy) . (1/TRo/ABS)  Fétons absorvidos por centro de reagéo

TRo/RC =Mp . (1/Vy) Taxa pela qual um exciton é capturado pelo centro de reagéo
resultando na redugdo da Qa a Qa’

ETo/RC =Mo . (1/Vy) . ETo/TRo Transporte de elétrons por centro de reagéo

DIo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC) Fluxo de energia dissipada por centro de reagéo ativo

Fluxo Fenomenolégico

ABS/CS, =Fp Fluxo de absorgéo fenomenoldgico

TRo/CSo = (TRo/ABS) . (ABS/CSy) Taxa pela qual um exciton é capturado pela secgéo
transversal resultando na redugdo da Qa a Qa’

ETo/CSo = (TRo/ABS) . (ETo/TRo) . Transporte de elétrons por secgéo transversal

(ABS/CSo)
DIo/CSo = (ABS/CSy) . (TRo/CSp)  Fluxo de energia dissipada por sec¢éo transversal
RC/CSy = (TRo/ABS) . (V4/Mo) . Centros de reagéo ativos por secgéo transversal excitada
Fo

ABS, Fluxo de fétons absorvidos pela clorofila antena (clorofila do complexo antena); TRy, Fluxo de
energia capturado para o centro de reagao; ETo, Transporte de elétrons; RC, Centro de reagdo; Dlo,
Energia dissipada; CSo, Seccdo transversal excitada; indice (o) significa tempo zero (inicio da
excitagao).
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Com os parametros foram confeccionados graficos do tipo radar
normalizando os valores de todos os tratamentos sobre os dados do
tratamento 0 mg dm3deNeO mg dm3de P para o intervalo sem aplicagao
de Pe O0Omg dm>de N e 134 mg dm3de P para o intervalo com adubagao
de P.

2.3. Andlises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade

Kolmogorov-Smirnov e andlise de variancia (ANOVA) com P < 0,05. O

programa utilizado foi o Statistica 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises dos transientes da fluorescéncia da clorofila a pelo teste-

JIP

Os transientes da clorofila a das folhas de atriplex adaptadas ao
escuro estao representados, em escala semilogaritmica a partir de 10 ys até
1 s, na Figura 2. Os transientes foram representados considerando a dose
de N aplicada paraP =0 mgdm>e P = 134 mg dm>.

Todas as curvas apresentaram uma forma tipica OJIP, com
fluorescéncia variavel maxima similar para todas as doses de N, mostrando
que todas as amostras estavam fotossinteticamente ativas.

Com excegdo as doses 0 e 60 mg dm™ de N, houve leve reducdo da
fluorescéncia na fase P para o tratamento sem fosforo e leve redugdo da
fluorescéncia nas fases J, | e P na folha de atriplex cultivada em solo
adubado com P, respectivamente.

E importante destacar os valores absolutos das fluorescéncias
encontrados nas analises dos transientes do teste-JIP para todas as
variaveis independentes em estudo. Enquanto foi possivel observar neste
trabalho valores de fluorescéncia maxima da ordem de 20.000 u.r., outras
pesquisas tém relatado valores bem inferiores utilizando uma irradiancia de
mesma intensidade (3.000 pmol m? s™). Valores de fluorescéncia maxima
da ordem de 2.700 u.r. em folhas de Brassica juncea adaptadas ao escuro
foram encontradas por Yusuf et al. (2010), 3.500 u.r. por Cuchiara et al.

(2013) em folhas de Alternanthera tenella, 1.800 u.r. em folhas de Carapa
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guianensis e Dipteryx odorata por Gongalves et al. (2010), 2.700 u.r. por
Srivastava et al. (1997) em folhas de Pisum sativum, e Misra et al. (2012)
encontraram valores da ordem de 3.500 u.r. em uma folha verde saudavel.

As plantas de atriplex cultivadas no Cambissolo Fluvico salino-sddico
adubado com diferentes doses de N e P apresentaram uma alteragdo no
angulo foliar (observagéao visual) como forma de adaptacdo as condi¢bes de
elevada CE do solo e possivelmente alta intensidade luminosa no ambiente
de cultivo quando comparadas a plantas cultivadas sob condigbes de nao
estresse. Essa mudancga na arquitetura da folha influencia significativamente
a interceptacao da irradiancia (Loomis & Williams, 1969; Barnes et al., 1990)
e, consequentemente, todas as etapas do processo fotossintético.

Em adi¢do, as elevadas fluorescéncias encontradas nas folhas de
atriplex sao reflexos da impossibilidade de aproveitamento de boa parte dos
fétons que atingem a superficie foliar, auxiliando, sobretudo, na protecao
contra a fotoinibicdo, evitando, desta forma, a destruicdo de pigmentos
fotossintéticos e o surgimento de espécies reativas de oxigénio responsaveis
por causar danos a integridade e funcionalidade das células (Lemos Filho,
2000; Dias & Marenco, 2007).

Com isso, possivelmente, a capacidade da haldfita em estudo em
dissipar o excesso de energia na forma de fluorescéncia € bem maior
comparada as espécies anteriormente citadas, sendo, possivelmente, mais
um mecanismo de tolerancia da espécie a ambientes afetados por sais.

Nao foram observadas diferencas significativas para os dados de
fluorescéncia normalizados entre as fases O (Fo = 50 us) e J (F; = 2 ms),
Woy = (Ft — Fo)/(Fy — Fo), em nenhuma das doses de N aplicadas, seja para
aquelas associadas a adubacgao fosfatada ou sem adubacéo de P (Figura 3).
Por outro lado, a diferenca entre as fluorescéncias variaveis maximas nas
fases O e J (AWq,) considerando o tratamento padrao e o possivel estresse
aplicado, mostrou o aparecimento de uma banda-K, muitas vezes ocultada
quando analisado o transiente da fluorescéncia da clorofila a (OJIP) apds a

adicao de possiveis estresses (Figura 4).
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Figura 2. Transientes da fluorescéncia da clorofila a de A. nummularia,
considerando a dose de N para P = 0 e P = 134 mg dm>

Representagao em escala semilogaritmica.
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Figura 3. Fluorescéncia variavel relativa da clorofila a entre as fases O e
J (Wo,) de folhas de atriplex adaptadas ao escuro, considerando a
dose de P para cada dose de N (em mg dm®).

P=0mgdm:- P =134 mg dm-3

===N0 ——N20 —=—N40 N60 —<— N80
0,02 0,04 - banda-K

Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 4. Diferenga cinética na curva do transiente da clorofila a
normalizada entre as fases O e J (AWo,) mostrando a banda-K,

considerando a dose de P para cada dose de N (em mg dm™).

A elevacao da fluorescéncia da fase O (Fy) a fase J, marcada em 2
ms, fornece informagdes sobre os eventos de unico turnover das primeiras
reacgdes da fotoquimica, principalmente de reducao da Qa (Oukarroum et al.,
2007).

Sendo assim, a diferencga cinética na curva do transiente da clorofila a
normalizada entre as fases O e J, considerando como tratamento de

referéncia as doses 0 mg dm™ de N e 0 mg dm™ de P para as plantas
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cultivadas sem adig&o de P (AWoy = Woypose N*y — WouoseNo Po)) € as doses 0
mg dm>de Ne 134 mg dm™ de P para as plantas cultivadas com adicdo de
P (AWoy = Woypose N9y — WouyposeNo P134)), demonstrou a ocorréncia de um
desequilibrio nos eventos iniciais da fase Iuminosa no processo
fotossintético nas plantas que receberam adubacdo com P (Figura 4). Um
desvio positivo, possibilitando o aparecimento da banda-K (Figura 4, P = 134
mg dm'3), indica uma inativagdo do complexo de evolugao de oxigénio e tem
sido exibido em plantas superiores crescendo naturalmente em ambientes
quentes e secos (Srivastava et al., 1997), plantas sob estresse severo a
seca (Oukarroum et al., 2007) e em plantas transgénicas e tipo selvagem de
Brassica juncea cultivadas em solugdo nutritva sob diferentes
concentragcdes de NaCl, CdCl; e manitol (Yusuf et al., 2010).

A banda-K visualizada como consequéncia do incremento de fésforo
pode ter sido influenciada por elevadas concentragdes de prétons (H™) no
lume dos tilacoides. O gradiente de potencial eletroquimico criado entre o
estroma e o lume, assim como a quantidade de fosforo disponivel para a
planta, foram suficientes para sintetizar ATP a partir do complexo ATP
sintase, devido, eventualmente, ao acumulo consideravel de P nas folhas da
atriplex em funcao da disponibilidade de P no solo (Quadro 1) e da aplicagao
via fertilizante. Esse acumulo de P nas folhas pode ter possibilitado a sintese
exagerada de ATP, fornecendo energia em demasia para as plantas. Em
consequéncia disso, houve uma concentracido intensa de prétons no lume
do tilacoide e o complexo de evolugdo de oxigénio foi inativado pela
desconectividade do fluxo de prétons para a sintese de ATP, ocasionando o
aparecimento da banda-K.

De acordo com Strasser (1997), uma banda-K mais pronunciada pode
ser explicada por um desbalango dentro do PSII entre os elétrons doados no
lado doador (Y;) e os elétrons partindo do centro de reagdo em diregao ao
lado aceptor e, isto esta associado com uma dissociacdo do complexo de
evolugao de oxigénio (De Ronde et al., 2004).

O desbalanco na fase inicial do PSII causado pelo excesso de P pode
ter sido fator primordial para eventuais redugcdes em extracao de sais pela
planta.
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As médias das variaveis oriundas da analise dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a, assim como os parametros deduzidos do teste-
JIP (Quadro 3), ndo diferiram estatisticamente pelo teste F com P < 0,05
considerando a auséncia e presencga de aplicagao fosfatada.

Para cada variavel determinada e parametro deduzido na analise dos
transientes da fluorescéncia os valores foram normalizados, no qual os
tratamentos padroes NO PO e NO P134, foram representados por um
poligono regular com parametros igual a uma unidade (Figuras 5 e 6).

Os desvios de comportamento em cada caso a partir do poligono
regular demonstra um impacto em determinada fase do PSIl, comparado aos
tratamentos padroes.

Na auséncia de aplicacao fosfatada, as variaveis S, e N das diferentes
doses de nitrogénio foram as que mais desviaram do tratamento padrao (NO PO)
(Figura 5). Essas variaveis sao relacionadas entre si. A variavel S, indica a
normalizacdo da area a partir da utilizagdo da variavel F,, sendo utilizada
para comparacao de diferentes amostras (Strasser et al.,, 2000). Ela é
expressa como S, = Area / (Fu — Fo). E uma medida da necessidade de
energia para fechar todos os centros de reagéo. O subscrito m significa que
houve um multiplo turnover nos centros de reagao fechados. Ja o valor N é
referente ao numero de turnovers para as reagdes de reducdo, oxidacio e
re-reducédo da Qa do tempo zero até o fpmax (Fm).

A dose de 60 mg dm™ de N sem aplicacdo de P reduziu 35 e 24% o
Sm € 0 N, respectivamente, em relagao ao tratamento de referéncia (NOPO)
(Figura 5), indicando que menos energia € necessaria para fechar os centros
de reagado e menos processos de reducao e oxidagao da Qa sédo exigidos até
que seja atingida a fluorescéncia maxima. A dose de 40 mg dm™ de N
apresentou comportamento similar para o numero de turnover (N). Leve
incremento nas mesmas variaveis em relagdo ao tratamento padrao foi
percebido para a dose maxima de N. Esta mesma dose de N, e a dose de 20
mg dm™ favoreceram um pequeno incremento nos parametros de eficiéncia
quantica ETo/ABS e ETy/TRy, portanto, estas doses foram capazes de
aumentar a probabilidade de um féton absorvido mover um elétron na cadeia
de transporte de elétrons e a eficiéncia com que um elétron armazenado na

Qa entra na cadeia de transporte de elétrons.
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Quadro 3. Médias dos parametros dos transientes da fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP, considerando as doses de

P e de N aplicadas. Valores entre parénteses indicam propor¢cao com referéncia a NO, na auséncia ou presencga de

adubacao fosfatada

P N FOZI Fj2/ FiZI FMZI FVZI VjZI FVIFMZI
—mg dm>—

0 0 4699 (1,00) 11299 (1,00) 15631 (1,00) 17842 (1,00) 13143 (1,00) 0,505 (1,00) 0,735 (1,00)
20 4489 (0,96) 11050 (0,98) 15913 (1,02) 18448 (1,03) 13959 (1,06) 0,476 (0,94) 0,756 (1,03)
40 4973 (1,06) 12244 (1,08) 17131 (1,10) 19352 (1,08) 14379 (1,09) 0,487 (0,97) 0,742 (1,01)
60 4871 (1,04) 11643 (1,03) 16391 (1,05) 18630 (1,04) 13759 (1,05) 0,506 (1,00) 0,738 (1,00)
80 4671 (0,99) 11523 (1,02) 16608 (1,06) 19263 (1,08) 14591 (1,11) 0,469 (0,93) 0,757 (1,01)

Meédia" 4741A 11552A 16334A 18707A 13966A 0,489A 0,746A
134 0 4410 (1,00) 11596 (1,00) 16957 (1,00) 19467 (1,00) 15057 (1,00) 0,477 (1,00) 0,773 (1,00)
20 4547 (1,03) 11795 (1,02) 16895 (1,00) 19664 (1,01) 15117 (1,00) 0,480 (1,01) 0,769 (0,99)
40 5178 (1,17) 12500 (1,08) 17129 (1,01) 19310 (0,99) 14132 (0,94) 0,522 (1,10) 0,728 (0,94)
60 4091 (0,93) 11549 (1,00) 15517 (0,92) 15636 (0,80) 11545 (0,77) 0,524 (1,10) 0,727 (0,94)
80 4739 (1,07) 11242 (0,97) 15726 (0,93) 17957 (0,92) 13218 (0,88) 0,505 (1,06) 0,727 (0,94)

Média" 4593A 11736A 16493A 18407A 13814A 0,502A 0,746A

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente pelo teste F com P < 0,05.

z Fo, Intensidade da fluorescéncia a 50 ps; F,, Intensidade da fluorescéncia na fase J; F;, Intensidade da fluorescéncia na fase i; Fy, Intensidade de
fluorescéncia maxima; Fy, Fluorescéncia maxima variavel; V,, Fluorescéncia variavel relativa (expressdo normalizada); F/F\, Eficiéncia maxima do
fotossistema II.
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(continuagao)
Quadro 3. Médias dos parametros dos transientes da fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP, considerando as doses de
P e de N aplicadas. Valores entre parénteses indicam proporgao com referéncia a NO, na auséncia ou presenga de

adubacao fosfatada

P N Mo? S, N? ET,/TR,” ET,/ABS? DI,/RC? DI,/CS,”
—mg dm>—
0 0 1,026 (1,00) 1015326 (1,00) 2041277 (1,00) 0,495 (1,00) 0,365 (1,00) 0,735 (1,00) 1246 (1,00)
20 0,942 (0,92) 1019007 (1,00) 2228771 (1,09) 0,531 (1,07) 0,401 (1,10) 0,652 (0,89) 1098 (0,88)
40 1,039 (1,01) 956856 (0,94) 1628443 (0,80) 0,495 (1,00) 0,367 (1,01) 0,717 (0,98) 1285 (1,03)
60 0,985 (0,96) 664049 (0,65) 1505604 (0,74) 0,506 (1,02) 0,374 (1,03) 0,717 (0,97) 1285 (1,03)
80 0,941 (0,92) 1116288 (1,10) 2234152 (1,09) 0,531 (1,07) 0,402 (1,10) 0,647 (0,88) 1139 (0,91)
Média" 0,987A 954305A 1927649A 0,511A 0,382A 0,693A 1211A
134 0 0,935 (1,00) 839585 (1,00) 1634649 (1,00) 0,524 (1,00) 0,405 (1,00) 0,576 (1,00) 1003 (1,00)
20 0,969 (1,04) 885112 (1,05) 1784101 (1,09) 0,520 (0,99) 0,400 (0,99) 0,609 (1,06) 1053 (1,05)
40 1,094 (1,17) 924495 (1,10) 1933264 (1,18) 0,478 (0,91) 0,349 (0,86) 0,795 (1,38) 1413 (1,41)
60 0,945 (1,01) 1102224 (1,31) 1880479 (1,15) 0,476 (0,91) 0,347 (0,86) 0,805 (1,40) 1295 (1,29)
80 1,012 (1,08) 981628 (1,17) 1986287 (1,22) 0,495 (0,95) 0,364 (0,90) 0,772 (1,34) 1304 (1,30)
Média" 0,991A 946609A 1843756A 0,498A 0,373A 0,711A 1214A

"Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente pelo teste F com P < 0,05.

2 Mo, Taxa liquida de fechamento dos centros de reagdo; S, Area entre a curva da fluorescéncia e FM normalizada; N, Numero turnover Q,; ETo/TRy,
Eficiéncia que um exciton capturado pode mover um elétron da Q, para a cadeia de transporte de elétrons; ET,/ABS, Probabilidade de que um féton
absorvido movera um elétron para a cadeia de transporte de elétrons; DIo/RC, Fluxo de energia dissipada por centro de reagéo ativo; DIo/CSy, Fluxo de
energia dissipada por secgéo transversal.
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(continuagao)
Quadro 3. Médias dos parametros dos transientes da fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP, considerando as doses de
P e de N aplicadas. Valores entre parénteses indicam proporgcao com referéncia a NO, na auséncia ou presenga de

adubacao fosfatada

P N TR,/CS,? ET,/CS,” RC/CS,” ET,/RC? TR,/RC? ABS/RC? ABS/CS,” TR,/ABS?
—mg dm>—

0 0 3453 (1,00) 3,11E+15 (1,00) 1700 (1,00) 1,005 (1,00) 6,801 (1,00) 2,766 (1,00) 4699 (1,00) 0,735 (1,00)
20 3392 (0,98) 3,80E+15 (1,22) 1691 (0,99) 1,065 (1,06) 6,333 (0,93) 2,659 (0,96) 4489 (0,96) 0,756 (1,03)
40 3688 (1,07) 4,09E+15 (1,31) 1797 (1,06) 1,016 (1,01) 7,302 (1,07) 2,771 (1,00) 4973 (1,06) 0,742 (1,01)
60 3586 (1,04) 4,24E+15 (1,36) 1799 (1,06) 1,007 (1,00) 6,344 (0,93) 2,709 (0,98) 4871 (1,04) 0,738 (1,00)
80 3532 (1,02) 4,71E+15 (1,51) 1762 (1,04) 1,063 (1,06) 6,344 (0,93) 2,650 (0,96) 4671 (0,99) 0,757 (1,03)

Média? 3530A 3,99E+15A 1750A 1,031A 6,625A 2,711A 4741A 0,746A
134 0 3407 (1,00) 3,68E+15 (1,00) 1738 (1,00) 1,025 (1,00) 5,702 (1,00) 2,535 (1,00) 4410 (1,00) 0,773 (1,00)
20 3493 (1,03) 3,94E+15 (1,07) 1731 (1,00) 1,051 (1,03) 6,602 (1,16) 2,628 (1,04) 4547 (1,03) 0,769 (0,99)
40 3764 (1,10) 4,16E+15 (1,13) 1798 (1,03) 1,001 (0,98) 7,911 (1,39) 2,889 (1,14) 5178 (1,17) 0,728 (0,94)
60 2996 (0,88) 3,02E+15 (0,82) 1571 (0,90) 0,934 (0,91) 8,480 (1,49) 2,570 (1,01) 4091 (0,93) 0,727 (0,94)
80 3435 (1,01) 3,59E+15 (0,98) 1712 (0,98) 0,994 (0,97) 6,338 (1,11) 2,779 (1,10) 4739 (1,07) 0,727 (0,94)

Média? 3419A 3,68E+15A 1710A 1,001A 7,007A 2,680A 4593A 0,746A

"Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F com P < 0,05.

4 TRo/CSq, Taxa pela qual um exciton é capturado pela secgéo transversal resultando na redugédo da Qa a Qa; ETo/CS,, Transporte de elétrons por secgao
transversal; RC/CS,, Centros de reagao ativos por secgéo transversal excitada; ETo/RC, Transporte de elétrons por centro de reagdo; TRy/RC, Taxa pela
qual um exciton é capturado pelo centro de reacéo resultando na redugédo da Qaa Qa; ABS/RC, Fétons absorvidos por centro de reacdo; ABS/CSg, Fluxo de
absorgao fenomenolégico; TRo/ABS, Rendimento quéntico maximo da fotoquimica.
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Figura 5. Parametros deduzidos da analise dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP, considerando as doses
de P e de N aplicadas (em mg dm'3). Valores calculados tomando
como referéncia a dose N0, na auséncia ou presenga de adubagao

fosfatada.
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Figura 6. Outros parametros deduzidos da analise dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP, considerando as doses
de P e de N aplicadas (em mg dm™). Valores calculados tomando
como referéncia a dose N0, na auséncia ou presenga de adubagao

fosfatada.

Redillas et al. (2011) observaram redugao, em relagéo a testemunha,
nestes dois parametros em plantas de Oryza sativa submetidas a deficiéncia
de nitrogénio. Os autores associaram o ajuste na cadeia transportadora de
elétrons como uma resposta da planta da sua capacidade de diminuir a
utilizacado de ATP e NADPH gerados nas reacdes fotoquimicas primarias
para coincidir com a demanda de energia e poder redutor pelo metabolismo

do carbono.
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A maior dose de N, assim como 20 mg dm™ de N, apresentaram
redugdes nos valores relativos de Dly/CSy e DIo/RC, ou seja, houve menor
dissipacgao total de energia através de calor, fluorescéncia ou transferéncia
de energia para outros sistemas, por secgao transversal (contém centros de
reacao ativos e inativos) e por centros de reacéao ativos.

As outras varidveis, considerando a dose P = 0 mg dm™, pouco
desviaram do tratamento 0 e 0 mg dm™ de N e P (Figura 5),
respectivamente.

Maiores desvios nas variaveis dos transientes da fluorescéncia da
clorofila a das doses de N utilizadas em relacao ao tratamento de referéncia
(NOP134) foram encontrados quando aplicados 134 mg dm™ de P (Figura 5).

Excetuando a dose de 20 mg dm™ de N, que se comportou
semelhantemente ao tratamento padrédo, todas as outras doses sofreram
leves desvios nas variaveis estudadas. Quando analisados os parametros
DIo/CSy e DIo/RC esses desvios foram mais acentuados. Isso indica a
ocorréncia de um efeito estressante causado pelo excesso de P nas plantas,
como apontado anteriormente. Foi uma resposta da planta para evitar uma
possivel fotoinibicdo ou até mesmo a formacido de espécies reativas de
oxigénio.

A dissipacao de energia aumentada devido ao incremento de N no
solo pode ter relagcdo com a fonte amoniacal de N utilizada. A assimilagéo de
amonio envolve a liberagéo de protons (Kirkby, 1968; Raven & Smith, 1976).
Ou seja, concomitantemente ao processo de formacdo de gradiente de
potencial eletroquimico na fase de captacdo de energia luminosa no
processo fotossintético, ha um incremento de prétons que pode fazer com
que os elétrons reajam com o oxigénio (gerando espécies reativas e
podendo ocasionar danos as células) ou com a propria clorofila, causando
fotoinibicdo. Como forma de adaptacdo, a planta aumenta a dissipacao de
energia nas formas de fluorescéncia, calor ou transfere a energia para outros
sistemas, evitando os possiveis danos.

Aumentos nos valores relativos de Sy, € N também foram visualizados
com o incremento das doses de nitrogénio nos solos adubados com fésforo
(Figura 5). Foi maior a energia necessaria para fechar todos os centros de

reagcao sob multiplos turnover e maior foi o0 nimero de turnover no processo
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de reducédo e oxidacdo da Qa a partir da fluorescéncia inicial até alcancar a
fluorescéncia maxima.

A cadeia de transporte de elétrons foi mais eficiente quando houve
incrementos de nitrogénio no solo sem adubagdo de P (Figura 6). A
reoxidacao da Qa reduzida via transporte de elétrons por secgao transversal
(ETo/CSp) foi superior ao tratamento padrdo sob condicbes de maior
disponibilidade de N. Terashima & Evans (1988) mostraram que a nutrigao
nitrogenada afeta a quantidade de tilacéides por unidade de area foliar e Lu
& Zhang (2000) mostraram que deficiéncia de N induz modificagbes na
fotoquimica do PSIlI em plantas de milho. Estes resultados sugerem que o
aumento da disponibilidade de N pode induzir um balango mais equilibrado
nos processos de captacao e transporte de energia durante a fotossintese,
possibilitando que a planta se desenvolva de forma mais eficiente.

O transporte de elétrons por secgéo transversal (ETo/CSp) na dose 60
mg dm™ com adubagdo fosfatada (Figura 6) diminuiu em consequéncia,
possivelmente, do incremento de P, ocasionando a inativagédo de alguns
centros de reacdo, reducdo de RC/CSy, aqui devido a inativagao do
complexo de evolugdo de oxigénio, e em fungédo disso, aumentou a taxa
maxima de armazenamento por centro de reacéo (TRo/RC).

Para a dose 40 mg dm™ de N associada a 134 mg dm™ de P a
TRo/RC aumentou em relacdo ao tratamento padréo, neste caso, o aumento
esta associado ao incremento de absorcao de fétons por seccéo transversal
(ABS/CSyp). Os outros parametros avaliados pouco desviaram do tratamento

de referéncia quando da aplicacao de P (Figura 6).
4. CONCLUSOES

e A andlise dos transientes da fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP
em folhas de Atriplex nummularia adaptadas ao escuro foi eficiente na
identificacdo de alteracbes no aparato fotossintético da planta em
condigdes de fertilizagdo nitrogenada e fosfatada.

e A avaliagdo da cinética das fluorescéncias variaveis maximas foi
fundamental para visualizar a formagado da banda-K relacionada a

alteracbes nas fases iniciais de redugdo da Qa no PSI,
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especificamente na inativagdo do complexo de evolugéo do oxigénio,
quando aplicados fertilizantes fosfatados, indicativo de que excesso
deste nutriente em atriplex influencia negativamente os processos de
absorgao de energia luminosa e, consequentemente, altera o balango

energético necessario ao perfeito funcionamento da fotossintese.
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CAPIiTULO 2

RELACOES HIDRICAS E ATIVIDADE ENZIMATICA EM Atriplex
nummularia CULTIVADA EM SOLO SALINO-SODICO ADUBADO COM
NITROGENIO E FOSFORO

RESUMO

As alteracdes climaticas tém sido o foco de pesquisas em todas as
partes do mundo. Mudangas na concentracdo de CO,, temperatura e agua
disponivel influenciardo sobremaneira no comportamento das espécies
vegetais. As plantas terdo seu metabolismo fotossintético afetado, podendo
alterar positiva ou negativamente as espécies Cs, C4 ou CAM. Estudos mais
conclusivos em espécies tolerantes a sais e déficit hidrico sdo de extrema
importancia para obtencao de informagdes relevantes quanto aos aspectos
fisiolégicos da planta. O objetivo foi avaliar o status hidrico da Atriplex
nummularia cultivada em solo salino-sédico fertilizada com nitrogénio e
fésforo, e a conduténcia estomatica (gs), bem como, enzimas do estresse
oxidativo e proteina soluvel nas folhas. O desenho experimental foi
constituido por um arranjo fatorial 2 x 5, correspondendo a duas doses de P
(0 e 134 mg dm™) e cinco doses de N (0, 20, 40, 60 e 80 mg dm™), dispostos
em blocos casualizados com quatro repeticdes. Mudas foram transplantadas
com 60 dias de idade e monitoradas sob baixa disponibilidade hidrica no
solo (-70 kPa) por 80 dias. A gs foi medida em quatro periodos ao longo do
dia, além de uma medi¢ao horaria das 6 as 22 h. O potencial hidrico total foi
medido no horario de obtengdo de maximo turgor da planta. Folhas foram
coletadas no mesmo horario para determinagao do potencial osmoético da
seiva. Também foram coletadas folhas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido para determinagao da atividade da catalase, peroxidase do
ascorbato e teores de proteina soluvel. Os dados foram submetidos a analise
de variancia com P < 0,05. A condutancia estomatica realizada no periodo
das 21 as 22 h foi superior na presenga de aplicacao fosfatada. A gs medida
a cada hora do dia das 6 as 22 h foi menor na maior dose de N. O potencial

de pressdo foi maior quando aplicado P, influenciando no aumento do
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potencial hidrico total da planta. A redugdo da conduténcia estomatica no
periodo diurno nas plantas condicionadas a adubagdo nitrogenada é
indicativa do ajuste da haldéfita em suportar os elevados niveis de sais e a
baixa disponibilidade hidrica. A adicdo de N é efetiva na redugdo da
condutancia estomatica, favorecendo a tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: condutancia estomatica, metabolismo fotossintético,

potencial hidrico
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ABSTRACT

Climate change has been the focus of research in all parts of the
world. Changes in CO; concentration, temperature and water availability
greatly influence the behavior of plant species. The plants have affected their
photosynthetic metabolism and may alter positively or negatively the C3, C4
and CAM species. More conclusive studies on salt tolerant and drought
species are extremely important to obtain relevant information about the
physiological aspects of the plant. The objective was to assess the water
status of Atriplex nummularia grown on saline- sodic soil fertilized with
nitrogen and phosphorus, and stomatal conductance (gs), as well as
enzymes of oxidative stress and soluble protein in the leaves. The
experimental design was composed of a 2 x 5 factorial arrangement,
corresponding to two P levels (0 and 134 mg dm™) and five N rates (0, 20,
40, 60 and 80 mg dm™), arranged randomized blocks with four replications.
Seedlings were transplanted at 60 days of age and monitored under low
water availability in the soil (-70 kPa) for 80 days. The gs was measured in
four periods throughout the day, plus an hourly measurement from 6 to 22 h.
The total water potential was measured at the time of obtaining maximum
plant turgor. Leaves were collected at the same time to determine the
osmotic potential of the sap. Leaves were also collected and immediately
frozen in liquid nitrogen for determination of catalase, ascorbate peroxidase
and levels of soluble protein activity. Data were subjected to analysis of
variance with P < 0.05. The stomatal conductance made in the period from
21 to 22 h was higher in the presence of phosphate application. The gs
measured every hour of the day from 6 to 22 h was lower at the highest dose
of N. The pressure potential was greater when applied P, influencing the
increase in total plant water potential. The reduction in stomatal conductance
during daytime in plants conditioned to nitrogen fertilization is indicative of
adjustment halophyte in supporting high levels of salts and low water
availability. Nitrogen addition is effective in reducing stomatal conductance,
favoring tolerance to water deficit.

Key words: stomatal conductance, photosynthetic metabolism, water
potential
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1. INTRODUGAO

O Painel Intergovernamental de Mudancgas Climaticas (IPCC, 2013)
aponta a influéncia humana nas alteragdes climaticas evidenciadas na
maioria das regides do planeta. Ainda, de acordo com a organizagao, que as
mudangas climaticas afetam, entre outros, os processos relacionados ao
ciclo do carbono, tendo como resultado o aumento de CO, na atmosfera.
Essas mudangas terdo reflexo, sobretudo, nas geracdes futuras,
considerando os impactos na distribuicdo das chuvas, nas oscilagbes da
temperatura, na elevagdo do nivel do mar e na salinizagdo da agua e dos
solos (Gondim et al., 2010).

As plantas respondem diretamente ao aumento da concentragdo de
CO, atmosférico através da fotossintese e da condutancia estomatica (Long
et al., 2006), respostas altamente dependentes da temperatura (Ziska &
Bunce, 1997). Neste contexto, alguns pesquisadores tém relatado que
incrementos na concentragao de CO, aumentam a eficiéncia do uso da agua
tanto em plantas com metabolismo fotossintético tipo C3; quanto C4 (Apel &
Peisker, 1988; Uliarte et al., 2013).

No entanto, nas condicdes atuais de temperatura e concentracédo de
CO,, as plantas C4 possuem maior eficiéncia do uso da agua em
comparagao as plantas Cj; (Taiz & Zeiger, 2010). Pesquisas relacionadas
aos aspectos fisioldgicos, como o status hidrico e a condutancia estomatica
em espécies vegetais tolerantes a ambientes de semi-aridez, podem trazer
informacdes relevantes do ponto de vista de mudancgas climaticas.

Em especial a haldfita atriplex (Atriplex nummularia), conhecida
tipicamente como planta C4, quando cultivada sob condicbes de baixa
disponibilidade hidrica e fertilizada com nitrogénio e fosforo, podera gerar
informagdes uteis para o entendimento dos possiveis ajustes regulatérios
realizados pela planta para suportar determinados estresses.

Para estudar o status hidrico na planta considera-se o potencial
hidrico total (Wr), que pode ser dividido nos componentes osmotico (Wos),
de presséo de turgor (W), matrico (Wm) e gravitacional (Wg). O componente
gravitacional é geralmente negligenciado pois € da ordem de 0,01 MPa por
cada metro de distancia na vertical (Turner, 1981); porém, deveria ser
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considerado em arvores muito altas (Connor et al., 1977). O ¥, ocorre a
nivel celular, sendo também negligenciado (Taiz & Zeiger, 2010).

As plantas haldfitas sdo extremamente eficientes em ajustar-se
osmoticamente via acumulo ou compartimentalizagado de solutos (Silveira et
al., 2009), possibilitando a diminuicdo do seu potencial osmotico e,
consequentemente, o potencial hidrico total na planta em fungcdo das
elevadas concentracdes de sais. Dentro desse ajustamento, ha produgao de
solutos compativeis (glicina, glicinabetaina, prolina, entre outros), que séo
aminoacidos constituintes das proteinas.

Esses solutos, em alta concentracdo, tém sido propostos como
agentes protetores contra danos oxidativos as células (Martinez et al., 2004),
atuando em contribuicdo as enzimas responsaveis por diminuir o efeito
danoso de espécies reativas de oxigénio (ERO).

As ROS sao continuamente produzidas como subprodutos de
diversas rotas metabdlicas localizadas em diferentes compartimentos
celulares, sendo encontradas, predominantemente, em mitocondrias e
cloroplastos. Essas organelas apresentam atividades metabdlicas altamente
oxidantes e, ou, com intensa taxa de fluxo de elétrons (Apel & Hirt, 2004).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a condutancia estomatica, os
potenciais hidricos, as enzimas do estresse oxidativo (catalase e peroxidase
do ascorbato) e as proteinas soluveis em plantas de atriplex cultivadas em
solo salino-sodico, em resposta a doses de nitrogénio, na auséncia e na

presenca de adubacao fosfatada.
2. MATERIAL E METODOS

O estudo, realizado com atriplex como planta-teste, foi desenvolvido
em casa de vegetacdo com amostra de um Cambissolo Flavico salino-
sbédico, coletada no Perimetro Irrigado Cachoeira |l, Serra Talhada,
Pernambuco.

Os tratamentos corresponderam a um arranjo fatorial 2 x 5, sendo duas
doses de fosforo (0 e 134 mg dm™, respectivamente PO e P134) e cinco doses
de nitrogénio (0, 20, 40, 60 e 80 mg dm™, respectivamente NO, N20, N40, N60
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e N80) e foram dispostos segundo um delineamento em blocos casualizados,
com quatro repetigcdes.

O experimento foi instalado e conduzido conforme metodologia
descrita (Capitulo 1). Oitenta dias apds atingir o potencial de -70 kPa, em 14
de novembro de 2012, iniciaram-se as medi¢cdes previstas. Os materiais
utilizados nessas determinacdes foram retirados do ter¢co médio das plantas
de atriplex.

A condutancia estomatica foi medida, em todas as unidades
experimentais, em quatro horarios ao longo do dia: entre as 6 e 7 h, entre as
12 e 13 h, entre as 17 e 18 h e entre as 22 e 23 h. As medi¢cdes foram
realizadas sempre na mesma folha de cada planta.

Ao dia seguinte foi mensurada a condutancia estomatica das 6 h as
22 h, a cada hora. Essa determinacéo foi realizada nas quatro repetigdes,
mas restrita aos tratamentos NOPO e N80PO. Na oportunidade, registrou-se
também a temperatura foliar.

As condutancias estomaticas e a temperatura foram determinadas
com um porébmetro, Decagon Devices, modelo SC-1.

Um dia ap6s a finalizacdo das medicdes da condutancia estomatica
determinou-se o potencial hidrico na planta, utilizando uma Camara de
Scholander, PMS Instruments, modelo 1515D. As medicbes foram
realizadas utilizando ramos apicais de aproximadamente 15 cm, entre as
3:45 h e 5:00 h da manha, horario em que a planta apresentou 0 maximo
turgor. A umidade relativa do ar e a temperatura ficaram entre 76 e 78% e 24,2
e 26,7°C, para o inicio e o fim das medi¢des, respectivamente.

Ao mesmo tempo foram coletadas folhas que, armazenadas em
freezer, foram utilizadas posteriormente para a determinacdo do potencial
osmoético da seiva da planta. Para obtencdo da seiva, as folhas frescas
foram maceradas em nitrogénio liquido, com auxilio de um almofariz. A
continuagao, o material macerado foi envolvido em um tecido fino e colocado
em uma seringa hipodérmica para obtencdo do exsudado foliar. O extrato
foliar foi obtido através da centrifugacao a 10.000 g por 10 min a 4°C. O
potencial osmético no extrato foliar foi determinado em microosmometro,

marca Wescor, modelo 5600. Com os dados de potencial hidrico total e do
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potencial osmatico calculou-se, por diferenga, o potencial de pressao na
planta.

Por fim, foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido folhas do terco médio, completamente desenvolvidas de todas as
plantas cultivadas para determinacdo dos teores de proteina soluvel
(Bradford, 1976), atividade da enzima catalase (CAT) (Havir & McHale, 1987)
e atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) (Nakano & Asada,
1981).

Os teores de proteina soluvel foram determinados coletando-se
aliquotas de 20 yL do mesmo extrato enzimatico utilizado para determinagéo
da atividade da APX (Nakano & Asada, 1981), 0,08 mL de tampao fosfato de
potassio e 2,0 mL do reagente de Bradford. Apés 5 min em temperatura
ambiente foram feitas leituras em espectrofotometro UV-VIS, a 595 nm. A
concentracdo de proteinas soluveis foi calculada com base em uma curva
padrao ajustada a partir de concentragdes crescentes de albumina soro
bovino (BSA).

A atividade da CAT foi determinada pela adicao de 50 uL do extrato
enzimatico (Havir & McHale, 1987) a 1,45 mL de uma solu¢cdo contendo
H.0; (20% em volume) e tampao fosfato de potassio (50 mmol L™) pH = 7,0.
A absorvancia foi medida a 240 nm, usando espectrofotobmetro UV-VIS.

A atividade da APX foi determinada mediante a adicao de 25 uL do
extrato enzimatico (Nakano & Asada, 1981) ao meio de reacdo constituido
por 1,4 mL de tamp3o fosfato de potassio (50 mmol L™) pH = 6,0 e de acido
L-ascorbico (0,5 mmol L™). A absorvancia foi medida em espectrofotometro a
290 nm.

Retiradas essas amostras, as folhas foram coletadas e colocadas
para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C para quantificacéao
da matéria seca. O conteudo de proteina soluvel foi calculado multiplicando

seu teor pela produgao de matéria seca de folhas.

2.1. Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos a teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, analise de variancia (ANOVA) pelo teste F com P <

0,05 e andlise de regresséo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Condutancia estomatica e potenciais hidricos na planta

Os resultados da condutancia estomatica, medida em todas as
unidades experimentais, em quatro horarios ao longo do dia: entre as 6 e 7
h,as12e 13 h,as 17 e 18 h e as 22 e 23 h sdo apresentados no Quadro 1.

Posteriormente, para detalhar a condutancia estomatica em periodos
horarios, das 6 h as 22 h, foram analisadas plantas de atriplex crescidas nos
tratamentos PONO e PON80 (Quadro 2).

Na sequéncia, determinou-se o potencial hidrico (W1), o potencial
osmotico (Ws) e potencial de pressao (Wp) das plantas de atriplex, em todas
as unidades experimentais, como mostrado no quadro 3.

Contrariamente as condutancias estomaticas (gs) realizadas nos
periodos das 6-7 h, 12-13 h e 17-18 h, das 21-22 h a g foi estatisticamente
maior (P < 0,05) quando foi aplicado P (Quadro 1) comparado a sua nao
aplicagao.

A maior gs no periodo noturno nas plantas cultivadas na presenga de
aplicagao de P tem relagao intrinseca com seu maior potencial de pressao
de turgor (Quadro 3). De acordo com Franks et al. (1995; 1998), a abertura
estomatica é determinada pelas pressdes de turgor nas células guardas e
epidermais.

Buckley et al. (2003) desenvolvendo modelos matematicos para
predizer respostas estomaticas a variacbes em taxas de transpiracao,
irradiancias e CO; intercelular, hipoteticamente sugeriram que o gradiente
osmotico através das membranas da célula guarda € proporcional a
concentracdo de ATP, além disso, o gradiente osmoético que pode ser
mantido por unidade de ATP é proporcional a presséo de turgor das células
epidermais adjacentes.

Além disso, a abertura estomatica € impulsionada por uma bomba de
H* através da membrana plasmatica e esse bombeamento de protons
depende dos niveis de ATP citosolicos em células guarda (Tominaga et al.,
2001). Desta forma, sob possiveis condigdes de maiores concentragdes de

P nas folhas e, como sugerido no capitulo 1, excesso de ATP nas células
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cloroplastidicas, a abertura dos estdmatos é induzida, ocasionando maiores

condutancias estomaticas.

Quadro 1. Condutancia estomatica determinada em quatro periodos do

dia nas plantas de atriplex, considerando as doses de P e N

Condutancia Estomatica

P N
6-7 h 12-13 h 17-18 h 21-22 h

—n;g_dm' mmol m?s™
0 0 129,2 61,1 59,0 160,6
20 118,5 63,8 73,7 164,4
40 88,3 48,0 53,9 1435
60 96,4 69,6 63,8 154,8
80 105,7 65,1 57,3 150,7
Média" 107,6A 61,5A 61,6A 154,88
134 0 127,8 82,0 75,5 170,5
20 108,4 63,0 62,3 172,5
40 131,4 56,6 69,4 160,5
60 94.4 40,7 63,8 148,6
80 104,9 52,6 52,0 151,3
Média" 113,4A 59,0A 64,6A 160,7A

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05.

Quadro 2. Condutancia estomatica determinada a cada hora nas

plantas de atriplex nos tratamentos PONO e PON80

Hora PONO PON80 Hora PONO PON80
h mmol m?s™ h mmol m?s™
6 163,93 157,18 15 44,58 30,53
7 111,90 108,68 16 33,40 24,50
8 65,43 84,85 17 37,15 32,03
9 58,58 62,90 18 50,70 53,30
10 49,70 49,20 19 59,38 64,33
11 62,60 41,55 20 97,68 90,65
12 45,13 37,20 21 114,98 104,65
13 50,00 31,43 22 135,93 118,18
14 48,08 31,73 Média" 72,30A 66,058

" Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste F com P < 0,05.
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Quadro 3. Potencial hidrico total, potencial osmético e potencial de
pressao determinados nas plantas de atriplex, considerando as

dosesdePeN

P N Potencial Hidrico Potencial Osmético Potencial de Pressao
—mg dm>— MPa
0 0 -4,79 -5,37 0,58
20 -3,93 -4,52 0,59
40 -4,05 -4,94 0,90
60 -4,33 -5,09 0,76
80 -3,46 -4,36 0,91
Média" -4,11B -4,86A 0,75B
134 0 -3,13 -4,22 1,09
20 -3,19 -4,32 1,12
40 -3,21 -4,21 0,99
60 -3,94 -4,94 1,00
80 -4,48 -5,64 1,16
Média" -3,59A -4,66A 1,07A

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05.

A adubacao nitrogenada interferiu na gs medida a cada hora do dia
das 6 as 22 h (Quadro 2), diminuindo as trocas gasosas quando aplicado 80
mg dm™. Esse comportamento é indicativo de que maior disponibilidade de
N para as plantas evita maiores perdas de agua, contribuindo para eficiéncia
do uso da agua sob baixa disponibilidade no solo.

Medici et al. (2007) observaram alteragcbes em gs em cultivares de
milho com baixo e alto fornecimento de N sob condigdes de seca e irrigagao.
Os autores relataram que o suprimento de N reduziu o efeito da seca, sendo
constatado também por Liu et al. (2004) em milho e em arroz por Guo et al.
(2007) e Gao et al. (2010).

A possivel economia de agua consequente da adubacgao nitrogenada
€ de fundamental importancia sob o ponto de vista de utilizacdo da atriplex
na recuperagcao de solos afetados por sais, ja que a oferta de agua nas
areas associadas a estes problemas é restrita, o que torna ainda mais
vantajosa a fertilizagdo com N.

Por outro lado, reducdo na taxa fotossintética pode ocorrer em
condicdbes de menores conduténcias estomaticas. (Hussin et al., 2013)

42



observaram reducdo na taxa de transpiracdo em folhas de Atriplex
nummularia induzida por concentragdes crescentes de NaCl. A redugao foi
acompanhada por elevagcdo da resisténcia estomatica. Além disso, as
redugdes em transpiragao coincidiram com diminui¢gdes progressivas na taxa
fotossintética liquida, mostrando um comportamento similar a correlagcéo
positiva entre taxa fotossintética e condutancia estomatica encontrada em

Atriplex nummularia por Dunn & Neales (1994).

Representando graficamente as condutancias estomaticas e as
temperaturas foliares nas plantas cultivadas nas doses PONO e PON80
determinadas entre as 6 e 22 h (Figura 1), observa-se comportamento

indicativo de ajustamento da planta para evitar perdas de agua.

No inicio da manha, sob baixas temperaturas foliares, maiores sao as
gs. A gs diminuiu ao longo da manha, permanecendo, durante o dia, a partir
das 10 h, em valores da ordem de 40 mmol m? s e 30 mmol m? s™, nas
doses PONO e PON8QO, respectivamente. A gs voltou a subir no inicio da noite,

reestabelecendo as maiores trocas gasosas.

A redugdo da gs durante o dia permite afirmar que esse
comportamento é utilizado como forma de diminuir as perdas de agua pela
planta em resposta as condi¢cdes as quais ela estda submetida: elevadas

irradiancias, alta temperatura e baixa disponibilidade hidrica.

Como citado anteriormente, menor € o influxo de CO, atmosférico em
baixas gs, reduzindo a principal matéria-prima para a sintese de produtos,
muito embora, o metabolismo fotossintético registrado na literatura para a
espécie Atriplex nummularia é tipicamente C,4, onde, dentre outras
caracteristicas, apresenta o mecanismo concentrador de CO,, que possibilita
que a fotossintese liquida ocorra em baixas concentragdes do gas. Isto
permite que as plantas mantenham altas taxas fotossintéticas sob menores

condutancias estomaticas.

No entanto, sugere-se que esse comportamento de reducédo da gs
possa ter sido induzido por uma mudanca no metabolismo do carbono. O
metabolismo acido das crassulaceas (CAM), por exemplo, prevalece em
plantas suculentas. Estas plantas apresentam melhor eficiéncia no uso da

agua, perdendo de 50 a 100 g de agua para cada grama de CO; obtido,

43



contra 250 a 300 g e 400 a 500 g para plantas C4 e Cs, respectivamente (Taiz
& Zeiger, 2010). E um mecanismo adaptado pelas plantas, no qual os

estbmatos abrem a noite e fecham durante o dia.
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Figura 1. Condutancia estomatica (gs) e temperatura foliar (T foliar) ao
longo do dia em atriplex cultivada em solo sob as doses PONO (A) e
PONS8O (B).

Como relatado por Taiz & Zeiger (2010), o estresse osmoético induz o
metabolismo CAM em algumas plantas, como forma de adaptar-se
facultativamente quando submetidas a déficits hidricos ou condigbes salinas.

Garcia-Maurifio et al. (2003) observaram que a atividade da enzima
PEP-carboxilase e seu estado de fosforilagdo no escuro, em folhas de
Sorghum vulgare, espécie C, relativamente tolerante a salinidade,
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aumentaram com a salinizagdo da solugéo nutritiva, sugerindo uma mistura de

metabolismo fotossintético (C4 e CAM) em resposta ao estresse salino.

A capacidade da planta para manter a assimilagdo de carbono e
nitrogénio em equilibrio através de mecanismos regulatérios bem
coordenados pode ser considerado como um fator determinante para a
tolerancia ao sal em Atriplex nummularia (Hussin et al., 2013). Sendo assim,
pela sua rusticidade e capacidade de adaptacido a alteragcbes ambientais, a
atriplex é passivel de mudar seu metabolismo fotossintético para melhor suprir

suas necessidades metabdlicas.

Entre as doses 0 e 134 mg dm™ de P (Quadro 3) o potencial de
pressao foi significativamente maior quando aplicado P, influenciando no
aumento do potencial hidrico total da planta (P < 0,05).

Maiores Wp nas células fornecem as forgcas expansivas necessarias
para a extensédo da parede celular (Koyro et al., 2013). No entanto, o maior
Y+ na planta sob condicbes de maior disponibilidade de P no solo é uma
desvantagem consideravel tendo em vista os baixos potenciais hidricos nos
quais os solos salinos estdo submetidos.

O Wos nao foi influenciado pela adubacéao fosfatada (P > 0,05). Os
valores absolutos encontrados para o Wos nas folhas de atriplex sob
quaisquer das condi¢gdes de cultivo, corresponderam aos encontrados por
Souza et al. (2012) (-4,93 MPa, em média) em folhas de atriplex cultivada
sob diferentes niveis de umidade. Os autores enfatizaram, ainda, esta ser a
explicacdo para a capacidade da haldfita absorver agua em situagdes as

quais outras culturas sao restritas.

3.2.Enzimas do estresse oxidativo e proteina soluvel

Entre as duas enzimas do estresse oxidativo analisadas, apenas a
CAT diferiu estatisticamente, considerando a auséncia e presengca de
adubacéo fosfatada (Quadro 4). A adubacgéo de P possivelmente induziu a
producgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas plantas.

As ERO séao subprodutos do metabolismo celular regular, no entanto,
podem ser geradas com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons
durante condigbes de estresse, sendo formadas principalmente em
cloroplastos e mitocondrias (Soares & Machado, 2007).
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Quadro 4. Atividade das enzimas peroxidase do ascorbato (APX) e
catalase (CAT) e proteina soluvel em folhas de atriplex,

considerando as doses de fosforo (P) e nitrogénio (N) aplicadas

P N APX? CAT? Proteina? Proteina
—mg dm>— pmol g'1 min™ mg g'1 g folha™
0 0 7,583 0,231 236,6 0,650

20 8,499 0,217 188,3 0,865

40 7,430 0,206 276,7 1,867

60 6,616 0,192 309,2 2,077

80 8,143 0,221 238,5 2,782
Média 7,654A 0,213B 249 9A 1,648A
134 0 8,041 0,265 99,4 0,270
20 8,414 0,208 132,1 0,530

40 7,176 0,194 118,5 0,789

60 9,704 0,267 263,2 1,666

80 7,634 0,263 233,8 1,945
Média 8,098A 0,239A 166,3B 1,033B

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05.? Expressas em base de matéria fresca.

A inativagdo do complexo de evolugdo do oxigénio gerada pela
desconectividade do fluxo de prétons para a sintese de ATP causada pela
adubacao de P (Capitulo 1), possivelmente estimulou a produgdo de ROS
através do desvio de elétrons em direcdo ao O, derivado da fotoxidagao da
agua, produzindo desta forma, H,O,, em funcédo de prétons (H*) e elétrons
(e) em excesso nos cloroplastos. Em consequéncia disso, as plantas sob
adubacao de P apresentaram maior atividade da enzima CAT (Quadro 4) na
tentativa de reduzir possiveis danos celulares causados pelas ERO.

Avaliando-se os teores e conteudos de proteina soluvel nas folhas de
atriplex, proteinas metabdlicas funcionais, observaram-se maiores
incrementos na auséncia de aplicacao fosfatada (Quadro 4). Eventualmente,
o efeito fisioldgico prejudicial sugerido pelo excesso de fésforo nas folhas
(Capitulo 1) provocou redugao na absorgao de N, causando interferéncia na
sintese de aminoacidos e proteinas. Este efeito pode refletir-se, também,
nos teores de proteina bruta na planta, diminuindo a tal ponto de reduzir seu
potencial forrageiro, ja comprovado por diversos autores (Araujo & Porto,
2000; Souto et al., 2005; Alves et al., 2007).

Em resposta as doses crescentes de N houve acréscimo no conteudo
de proteina soluvel nas folhas de atriplex (Figura 2), tanto na auséncia
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quanto na presenca de aplicacdo de P. Evidentemente pelo fato deste
nutriente, em sua forma amoniacal, ser um dos principais constituintes dos
aminoacidos que compdem a molécula proteica.

Muitas proteinas de membrana s&o conhecidas por estarem
envolvidas no sequestro, compartimentalizacdo e redistribuicado i6nica
(Hussin et al., 2013). A antiporter Na’/H* é uma importante proteina
responsavel pela extrusdo de Na* do plasmalema ou sequestro de Na* no
tonoplasto (Braun et al., 1988; Hanana et al., 2008). O baixo incremento
desta proteina pode diminuir a compartimentalizacdo e remobilizagdo de

ions Na* na planta, reduzindo o potencial da haldfita na extragdo de sais.

3,0 q

® ¥ =05531+00274*X R?=0959
0 ¥ =01424+00224*X R? =0946

Proteina soluvel (g folha‘1)

P —@— 0mgdm®P
T/ —-O0— 134mgdm®P
0,0 :

0 20 40 60 80 160
Dose de N (mg dm™)
Figura 2. Conteudo de proteina soluvel em folhas de Atriplex

nummularia cultivada em Cambissolo Fluvico salino-sédico
adubado com nitrogénio e fésforo. * Significativo com P < 0,05 pelo

teste t.
4. CONCLUSOES

e A redugado da condutancia estomatica no periodo diurno nas plantas
condicionadas a adubacido nitrogenada € indicativa do ajuste da
haldfita em suportar os elevados niveis de sais e a baixa
disponibilidade hidrica.

e A adigdo de N é efetiva na redugdo da condutancia estomatica,
favorecendo a tolerancia ao déficit hidrico.

e A alteragdo do metabolismo do carbono de C4 para CAM ¢ sugerida,

porém nao conclusiva. Sao necessarios estudos que possam
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identificar de forma mais precisa o real funcionamento fotossintético
da haldfita.

e A alta disponibilidade de P favorece o aumento de turgor da planta.

e Maior potencial hidrico total na planta condiciona-a a sofrer de forma
mais intensa as condigdes salinas e de baixa disponibilidade de agua,
dificultando a absor¢do de agua sob menores potenciais hidricos
totais no solo.

e O incremento de nitrogénio n&o interferiu na atividade de enzimas do
estresse oxidativo. A atriplex ndo altera seu mecanismo de acao
contra espécies reativas de oxigénio em resposta a adubacao
nitrogenada.

e A adigéo de nitrogénio foi favoravel ao incremento de proteina soluvel
nas folhas, sendo de fundamental importancia para o metabolismo

funcional das plantas.
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CAPIiTULO 3

EXTRAGAO DE SODIO POR Atriplex nummularia EM SOLO SALINO-
SODICO SOB ADUBAGAO NITROGENADA E FOSFATADA

RESUMO

Estudos relacionados a resposta de plantas haldfitas a fertilizacao,
principalmente nitrogenada, podem fornecer informagdes relevantes quanto
aos aspectos do manejo mais adequado da fitorremediagéo. O objetivo foi
avaliar a produgdo de matéria seca, a capacidade de extracao de sédio e a
absorcao de nutrientes pela atriplex, cultivada em solo salino-sédico, em
resposta a doses de nitrogénio, sem e com aplicagdo de P. O desenho
experimental constituiu-se por arranjo fatorial 2 x 5, sendo duas doses de
fésforo (0 e 134 mg dm™) e cinco doses de nitrogénio (0, 20, 40, 60 e 80 mg
dm'3), dispostos em blocos casualizados com quatro repeticdes. Mudas foram
transplantadas com 60 dias de idade e monitoradas sob baixa disponibilidade
hidrica no solo (-70 kPa) por 80 dias. Foram realizadas medidas biométricas,
quantificacdo de producdo de folhas, caules e raizes, determinacdo dos
teores de P e N em folhas e Na, Ca, Mg e K nas fragdes da planta. No solo,
foram quantificados os teores de Na nas fases trocaveis e soluveis e Ca e Mg
soluveis. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia com P < 0,05.
Andlises de regressdao foram realizadas para relacionar as doses de
nitrogénio, na auséncia ou presenga de aplicagao de fésforo, com as doses de
N. N&o houve diferengas significativas em resposta a aplicagéo de fosfato nas
unidades experimentais quando analisados os dados de crescimento e
producdo da planta. A adicdo de N permitiu acréscimo na retirada de Na de
41, 3,6 e 1,8 vezes, para PO, e de 4,0, 84 e 2,1 vezes, para P134,
considerando folhas, caules e raizes, respectivamente. Os valores médios de
PST, maximo (para NO) e minimo (para N80), indicaram 38, 40 e 32% para as
determinagdes no tratamento PO e 40, 44 e 38% para o tratamento P134,
respectivamente. Houve diminuicdo de Na no extrato da pasta de saturacéo e
no complexo de troca com o incremento de N no solo. O fornecimento de N

potencializa a extragdo de Na e outros nutrientes pela Atriplex nummularia,
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podendo ser uma técnica viavel a ser adicionada no plano de manejo para
recuperacao de solos afetados por sais pelo processo de fitorremediacao.

Palavras-chave: nitrogénio, haldfita, sodicidade, fitorremediacao

54



ABSTRACT

Studies related to the response of halophytes plant to fertilization,
especially nitrogen, can provide relevant information regarding the most
appropriate management aspects of phytoremediation. The objective was to
evaluate the dry matter production, the ability to extract sodium and nutrient
uptake by atriplex grown in saline-sodic soil in response to nitrogen, with and
without application of P. The experimental design consisted of 2 x 5 factorial
arrangement, with two levels of phosphorus (0 and 134 mg dm™) and five
nitrogen rates (0, 20, 40, 60 and 80 mg dm™), arranged in block design with
four replications. Seedlings were transplanted at 60 days of age and
monitored under low water availability in the soil (-70 kPa) for 80 days.
Biometric measurements, quantification of production of leaves, stems and
roots, determination of P and N in leaves and Na, Ca, Mg and K in the plant
fractions were performed. On the ground, the Na contents were quantified in
soluble and exchangeable Ca and Mg and soluble phases. The statistical
significance of the variables was tested using analysis of variance (ANOVA)
with F-test (P < 0.05). Regression analyzes were performed to relate the
levels of nitrogen in the absence or presence of phosphorus application at
doses of N. There were no significant differences in response to application
of phosphate in experimental units when analyzed data growth and yield of
the plant. The addition of N withdrawal allowed addition of Na in 4.1, 3.6 and
1.8 fold to PO, and 4.0, 8.4 and 2.1 fold to P134, considering leaves, stems
and roots, respectively. The average values of PST maximum (to NO) and a
minimum (to N80) indicated 38, 40 and 32% for the determinations in the
treatment PO and 40, 44 and 38% for the treatment P134, respectively.
Decreased Na in the saturated soil paste extract and exchange complex with
the increase of N in the soil. The N supply enhances the extraction of Na and
other nutrients by Aftriplex nhummularia, may be a viable technique to be
added to the management plan for the reclamation of salt affected soils by
phytoremediation process.

Key words: nitrogen, halophyte, sodicity
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1. INTRODUGAO

O uso de fertilizantes na agricultura moderna é difundido e objetiva a
obtencdo de ganhos na produtividade das culturas. Em geral, o induzido
incremento no rendimento possibilita maior retorno econémico para o
agricultor.

Contudo, quando se trata de recuperagdo de areas degradadas,
pouca atencdo € dada para um plano de manejo que inclua como
ferramenta, muitas vezes essencial, a adubacao do solo. Nesse sentido, séo
excegdes a recuperacdo de pastagens degradadas e a de areas afetadas
por mineragdo, onde ha baixa fertilidade do solo, geralmente associada a
acentuada acidez. O uso de adubacgao via fertilizantes minerais ou organicos
ja tem sido bastante recomendada nessas circunstancias (Rovedder et al.,
2009; Noronha et al., 2010; Campos et al., 2011).

Em solos afetados por sais é baixa a aceitagdo da introdugdo de
espécies vegetais capazes de extrair ions formadores de sais no solo, entre
outras a haldfita atriplex (Atriplex nummularia), pelos produtores rurais. Em
acréscimo, a baixa disponibilidade de recursos econdmicos nessas
propriedades reduz a utilizagdo de meios para reposicdo de nutrientes
diminuindo, eventualmente, a capacidade extrativa desses vegetais.

Estudos relacionados a resposta dessas plantas a fertilizacao,
principalmente nitrogenada, podem fornecer informagdes relevantes quanto
aos aspectos do manejo mais adequado da fitorremediagédo. Estudos foram
publicados abordando diferentes aspetos dessa cultura (Leal et al., 2008;
Souza et al., 2011, 2012, 2014; Santos et al., 2013).

Um dos entraves destacados pela nao utilizagao da fitorremediacao é
o tempo necessario para recuperacao. Hipoteticamente, esse periodo pode
ser reduzido quando introduzido o uso de adubos minerais ou organicos no
processo. De forma adicional, apds minimizacdo dos problemas
consequentes da salinizagcao ou sodificacao, a insercao de culturas de maior
potencial econdmico nas areas recuperadas seria favorecida pelo efeito
residual dos nutrientes aplicados.

Esta pesquisa objetivou avaliar a produgdo de matéria seca, a
capacidade de extracdo de sédio e a absor¢cdo de nutrientes pela haldfita
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atriplex, cultivada em solo salino-sédico, em resposta a doses de nitrogénio,

na auséncia e na presencga de adubacao fosfatada.
2. MATERIAL E METODOS

O estudo, realizado com atriplex como planta-teste, foi desenvolvido
em casa de vegetagdo com amostra, coletada na profundidade de 0-30 cm,
de um Cambissolo Fluvico salino-sédico localizado no Perimetro Irrigado
Cachoeira ll, Serra Talhada, Pernambuco (Quadro 1).

Os tratamentos, dispostos segundo delineamento em blocos
casualizados com quatro repeti¢cdes, corresponderam a um arranjo fatorial 2 x
5, sendo duas doses de fosforo (0 e 134 mg dm™, respectivamente PO e P134)
e cinco doses de nitrogénio (0, 20, 40, 60 e 80 mg dm'3, respectivamente NO,
N20, N40, N60 e N80).

Os tratamentos foram aplicados nos 30 cm superficiais do solo,
utilizando-se o sulfato de aménio como fonte de N. Na adubacdo fosfatada,
metade da dose foi aplicada na forma de fosfato monocalcico e a outra metade,
na forma de fosfato de potassio. Todas as unidades experimentais receberam
S, Ca, Mg e K K (80, 65, 11 e 130 mg dm>, respectivamente), de forma a
igualar as concentragbes desses nutrientes nas diferentes unidades. O S foi
aplicado na forma elementar e os cations, na forma de cloreto.

O experimento foi instalado e conduzido conforme metodologia
descrita no capitulo 1. A umidade do solo foi monitorada com tensidmetros
de puncao por 80 dias, no potencial de trabalho de -70 kPa. Aos 80 dias,
foram determinados o didmetro do caule e a altura das plantas.

A parte aérea foi cortada a 1 cm da superficie do solo e
imediatamente pesada, para obtencdo da producdo de matéria fresca.
Posteriormente, foram separadas folhas e caules, levando-se os materiais a
estufa de ventilacdo forcada, a 65°C, até estabilizacdo do peso para a
obtencao da producédo de matéria seca.

Um dia apds a retirada da parte aérea, as raizes foram coletadas.
Para isso, os tubos de PVC foram serrados e as colunas de solo de cada
unidade experimental divididas em trés se¢des de 30 cm cada uma. A segao

superior (0-30 cm) foi destorroada manualmente e as raizes separadas,
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sendo logo lavadas com agua corrente e secadas em estufa de ventilacdo
forgada, a 65°C.

Quadro 1. Caracterizagao do Cambissolo Fluvico salino-sédico

utilizado no ensaio

Caracterizagdo do Extrato da Pasta de Saturagéo"

PHes CEkgs Cags Mges Kes Naes RAS
dSm™ cmol,, L™ (mmol/L)>®
8,49 51,88 0,666 0,077 0,062 137,195 711,51

Caracterizacdao Quimica do Solo

Ca1/ Mg1/ K1I Na1l PST1I PZ/
cmol, kg™’ % mg dm™
7,253 0,702 0,190 13,261 61,95 33,23

Caracterizagao Fisica do Solo

Areia

Grossa® Areia Fina® Silte® Argila® D" Ds*
kg kg'1 kg dm?
0,134 0,327 0,424 0,115 2,68 1,24

7'USSLS (1954). 7 Olsen (1954). ¥ Ruiz (2005). ¥ Dp e Ds: densidade de particulas e do
solo, respectivamente (EMBRAPA, 1997).

O solo foi reservado para posterior caracterizagao conforme métodos
previamente descritos (Capitulo 1). Da mesma maneira, foi coletado o solo
do segundo setor, de 30 a 60 cm de profundidade na unidade experimental.
A auséncia de raizes levou a descartar o terceiro setor de 30 cm de
espessura.

Os tecidos vegetais secos foram passados em moinho tipo Wiley e
analisados. Amostras foram utilizadas para determinar os teores de sédio,
fésforo (somente em folhas), potassio, calcio e magnésio, apds digestao
nitroperclérica, na relagdo 3:1. Nos extratos determinaram-se o sédio e o
potassio, por fotometria de emissdo de chama, o calcio e o magnésio, por
espectrofotometria de absorcao atdbmica, e o fosforo, por colorimetria apés
obtengédo do complexo fosfomolibdico reduzido. O nitrogénio foi determinado
em amostras de folhas, utilizando o método de Kjeldahl por digestdo com

acido sulfurico. Com os dados de producdo de matéria seca e dos teores
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dos elementos nas folhas, caules e raizes foram calculados os conteudos
extraidos pela planta.

Com os dados de producao de matéria seca foi calculado o indice de
colheita, pela relagdo entre a produgcdo de matéria seca de parte aérea e a
producao de matéria seca total da planta.

Para avaliar o acumulo de sédio em relacédo ao sodio presente no solo
foi calculado o fator de bioconcentracdo (FBC), pela relacdo entre a
concentracéo de sddio nas folhas e o sddio trocavel no solo, expresso em g
kg"'. Também foi calculado o fator de translocacdo (FT) do sédio, pelo
quociente entre o conteudo de sddio nas folhas dividido pelo conteudo de
sodio nas raizes (Ghosh & Singh, 2005; Tapia et al., 2013).

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) para teste de significancia
a partir do teste F com P < 0,05 de todas as variaveis estudadas. As
variaveis dependentes foram relacionadas com as doses de nitrogénio, na
auséncia ou presenca de aplicacao de fésforo, por meio de analise de
regressao. Os coeficientes das equacgdes foram testados a partir da correcao
do valor t obtido na ANOVA da regresséo, utilizando o quadrado médio do
residuo da analise de variancia geral. Para os coeficientes nao significativos,
optou-se por adicionar os niveis de significancias encontrados nas analises
de regressdao com o objetivo de indicar uma tendéncia de comportamento

dos dados.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No quadro 2 sao apresentados os resultados das variaveis
biométricas e de producéo, incluindo matéria fresca de parte aérea e matéria
seca de folhas (MSF), caules (MSC), raizes (MSR) e total (MST = MSF +
MSC + MSR).

Pelos dados, observa-se que, independentemente da variavel
analisada, ndao houve diferencas estatisticamente significativas em resposta
a aplicagdo de fosfato nas unidades experimentais (Quadro 2). Pode,
eventualmente, ser questionada a aplicacdo de P em solo com a elevada
disponibilidade registrada (Quadro 1). A determinagdo da aplicagdo foi

motivada pela baixa disponibilidade de agua nas unidades experimentais,
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restrita a -70 kPa. Esse potencial, em ensaios em casa de vegetagédo e
dependendo da espécie vegetal, pode reduzir severamente o crescimento
das plantas aproximando-as do ponto de murcha permanente. O incremento
da disponibilidade de P favoreceria, em teoria, o transporte até a superficie
das raizes suprindo eventual deficiéncia. Pode-se concluir que nao é
conveniente a adubacao fosfatada, nessas condi¢des, do atriplex.

A resposta dessas variaveis as doses de N aplicadas € apresentada
nas figuras 1 e 2. Em geral, tanto na auséncia quanto na presenca de
adubacao fosfatada, a incorporacdo de N favoreceu o crescimento da
atriplex. Porém, verifica-se que esse incremento de produgao foi mais
acentuado quando nao houve aplicagéo de P nas unidades experimentais.

Essa discrepancia ndo pode ser atribuida as diferencas na pressao
osmatica da solugado do solo nos dois tratamentos com P, pois, em PO foram
incorporados sais de Ca e K, de forma a igualar as concentragdes desses

nutrientes no solo em estudo.

Quadro 2. Diametro do caule (d), altura da planta (h), produgao de
matéria fresca da parte aérea (MFPA) e produgao de matéria seca de
folhas (MSF), caules (MSC), raizes (MSR) e total (MST) de plantas de

atriplex, considerando as doses de fésforo e de nitrogénio

aplicadas
P N d h MFPA  MSF MSC MSR MST
—mgdm®*——  mm cm g planta”

0 0 413 52,88 22,74 2,75 3,95 1,56 8,25
20 4,43 57,58 35,64 4,64 5,16 1,98 11,78

40 5,65 63,43 54,24 7,14 8,69 2,92 18,74

60 4,60 6513 48,91 6,80 6,53 2,42 15,74

80 6,98 71,95 85,11 11,59 12,24 4,36 28,20
Média" 516A 62,19A 49,33A 6,58A  7,31A  2,65A  16,54A

134 0 4,10 4958 23,28 2,62 3,77 1,72 8,11
20 4,53 56,48 33,59 4,16 542 2,50 12,09

40 5,68 65,15 54,80 6,87 9,33 3,52 19,72

60 4,08 69,63 50,47 6,66 5,96 2,97 15,59

80 4,75 60,58 59,29 7,97 7,23 3,08 18,28
Média" 463A 60,28A 4429A 566A  6,34A  2,76A  14,76A

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P<0,05.
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Figura 1. Diametro do caule e altura de plantas de atriplex,
considerando as doses de nitrogénio aplicadas na auséncia ou
presenca de adubacao fosfatada. * Significativo com P < 0,05 pelo
teste t. Sobrescrito dos coeficientes indica a significancia com P >
0,05.

Essa constatagdo sugere algum efeito negativo do excesso de P
sobre o crescimento do atriplex. Uma hipotese indicaria que, eventualmente,
isso favoreceu a sintese excessiva de ATP através da fotofosforilagdo
provocando, dessa forma, o acumulo de prétons e elétrons no lume do
tilacoide e interrompendo o fluxo de elétrons no fotossistema Il durante a
fase de captacdo de energia luminosa no processo fotossintético (Capitulo
1). Assim, foi prejudicada a formacdo de poder redutor (NADPH) a ser
utiizado nos diferentes metabolismos da planta, principalmente no
metabolismo do carbono, com reflexo na diminuicdo da sintese de
compostos organicos.

Na figura 2 também é representada a resposta a N do indice de
colheita (IC), calculado pela relagao entre a produgdao de matéria seca da
parte aérea e matéria seca total, nos tratamento PO e P134. Observa-se
nessa figura que, no tratamento PO, os resultados experimentais de MSF,
MSC e MST permitiram ajuste a equagdes de regressdo exponenciais que
refletiram o crescimento continuado das duas variaveis, porém maior da
MSF nas doses iniciais. Nas doses mais elevadas, o crescimento foi

equilibrado levando ao ajuste da equagao quadratica (Figura 2).
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Figura 2. Producao de matéria fresca de parte aérea (A), produgao de

matéria seca de folhas (B), caules (C), raizes (D), total (E) e indice de

colheita (IC) (F) em plantas de atriplex, considerando as doses de

nitrogénio aplicadas na presenga e na auséncia de adubacao

fosfatada. * Significativo com P < 0,05 pelo teste t. Sobrescrito dos

coeficientes indica a significancia com P > 0,05.
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No tratamento P134, o crescimento de folhas foi ajustado a uma
equacgao exponencial, mas a MST apresentou ajuste quadratico, reflexo da
contribuicdo da MSC e MSR (Quadro 2). Assim, o quociente resultante
permitiu o ajuste de uma equacgao linear. Isso, erroneamente poderia levar a
conclusao que o tratamento P134 seria mais efetivo e indica a necessidade
do estudo criterioso das variaveis que deram origem a relagdo apresentada.

Do ponto de vista da extracdo de sais e da utilizagdo da planta na
alimentagdo de ruminantes, quanto maiores os IC, melhor sera o retorno
agrondémico gerado pelo cultivo da atriplex, pois € em folhas e caules,
principalmente em folhas, que ocorre acumulo de sais e proteinas.

O Na absorvido pelas plantas de atriplex foi distribuido em folhas,
caules e raizes, como mostrado no quadro 3. Reiterando os resultados
obtidos para produg¢do de matéria seca (Quadro 2), ndo foram evidenciadas
diferencas estatisticamente significativas para o acumulo médio, quando
comparados os tratamentos sem e com aplicacdo de fosfato (Quadro 3).
Obviamente, as respostas semelhantes mostradas para parte aérea e
acumulo de Na em toda a planta de atriplex foram resultado dos valores

evidenciados para os constituintes previamente indicados.

Quadro 3. Conteudo de Na em folhas (NaF), caules (NaC), raizes (NaR),
parte aérea (NaPA) e plantas de atriplex (NaT = NaR + NaPA),
considerando as doses de fésforo e nitrogénio aplicadas

P N NaF NaC NaR NaPA NaT
mg dm™ mg planta'1
0 0 241,66 27,07 25,06 268,73 293,80
20 418,43 38,42 39,39 456,86 496,25
40 635,45 68,07 37,00 703,52 740,51
60 636,28 53,46 42,92 689,74 732,65
80 991,52 98,38 44,92 1089,90 1134,82
Média" 584,67A 57,08A 37,86A 641,75A 679,61A
134 0 205,63 13,81 27,27 219,44 246,70
20 354,10 27,33 29,84 381,43 411,27
40 585,98 54,07 41,03 640,05 681,08
60 684,02 106,80 40,77 790,82 831,58
80 820,42 116,76 57,36 937,19 994,55
Média" 531,25A 63,39A 39,69A 594 ,64A 634,33A

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05.
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A aplicacdo de N contribuiu para a retirada de Na do solo, em
concordancia com as curvas apresentadas na figura 3. Essa representagéo
confirma a nao significancia em resposta a incorporagao de P (Quadro 3),
mostrando tragados muito proximos, mesmo quando o ajuste das equacdes
levou a diferentes modelos de regresséo.

Tomando como base as médias apresentadas no quadro 3 para folhas,
caules e raizes, verifica-se que esses trés constituintes, na auséncia de N,
retiraram aproximadamente 242, 27 e 25 mg planta'1 de Na. Nos tratamentos
P134 os valores foram de 206, 14 e 27 mg planta”, respectivamente.
Considerando o valor maximo de N aplicado (N80), os resultados foram,
respectivamente, 992, 98 e 45 mg planta'1, para PO, e 820, 117 e 57 mg
planta”, para P134. Assim, sempre considerando sequencialmente folhas,
caules e raizes, a adicao de N permitiu acréscimo na retirada de Na de 4,1,
3,6 e 1,8 vezes, para PO, e de 4,0, 8,4 e 2,1 vezes, para P134.

Evidencia-se, assim, o potencial aumento de extragdo de Na pela
haléfita quando cultivada sob maiores disponibilidades de nitrogénio no solo,
podendo favorecer o processo de fitorremediagdo em consequéncia da
possivel reducédo do tempo de recuperagao dos solos afetados por sais.

Estes resultados indicam que mesmo sendo uma espécie altamente
tolerante a ambientes considerados restritos para a maioria das plantas
superiores utilizadas economicamente, a atriplex € estimulada a extrair ions
Na em maiores quantidades quando adubada com N, tornando-se mais
eficiente na extracdo de sais do solo, como também mostrado pelo fator de
translocacao, principalmente na auséncia de aplicacao de P (Figura 3).

Como previamente informado, houve crescimento de raizes até 30 cm
de profundidade na coluna de solo, de 90 cm. Para analise, foram retiradas
amostras representativas dos setores de 0-30 e 30-60 cm, descartando-se o
setor inferior de 30 cm de espessura. Os resultados das analises do extrato
da pasta de saturacdo e do Na trocavel, nas duas profundidades, sao
apresentados no quadro 4.

Tomando como base a concentragdao de Na no extrato de saturacao e o
Na trocavel no solo observam-se, na camada 30-60 cm, valores semelhantes
aqueles da caracterizagao do solo (Quadros 1 e 4). No potencial de trabalho de

-70 kPa o movimento de agua € muito lento e, assim, pode ser considerado
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que, praticamente ndo houve transporte de solutos a posicdes inferiores

daquelas em que foi constatado crescime
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has (A), caules (B), raizes (C), parte

aérea (D) e total (E) e fator de translocagao (F) em plantas de atriplex,
considerando as doses de nitrogénio aplicadas na auséncia ou
presenca de adubacgao fosfatada. * Significativo com P < 0,05 pelo
teste t. Sobrescrito dos coeficientes indica a significancia com P >

0,05.
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Quadro 4. Caracteristicas do extrato da pasta de saturagcao e valores do
sédio trocavel (Nar) apos a finalizagao do ensaio, considerando as
doses de fosforo e nitrogénio aplicadas e a profundidade de

amostragem na coluna de solo

P N pHES CEgs Cags MgES Nags RAS Nar

-1\1/2

—mg dm>®— dSm' —cmol.L'—  (mmol. L") cmol, kg™’

Profundidade 0-30 cm

0 0 706 30,10 3,13 1,11 42,91 94,62 10,15
20 709 2706 255 1,38 40,79 91,90 9,98

40 732 27,32 3,01 1,44 35,64 73,21 8,24

60 733 2974 344 1,24 32,41 69,78 8,66

80 713 2258 4,53 1,46 27,46 49,36 7,37

Média" 719A 27,36A 3,33A 1,33A  37,76A 78,868 8,88B
134 0 714 2767 1,41 1,36 38,97 104,09 10,56
20 746 2396 125 1,09 38,67 114,75 10,48

40 723 2252 165 1,12 36,55 98,38 10,03

60 715 2525 228 1,12 38,97 92,85 9,16

80 703 2873 265 1,75 38,97 82,36 8,70

Média" 720A 2562A 1,85B  1,29A  38,42A 98,49A 9,78A

Profundidade 30-60 cm

0 0 8,00 55,11 0,55 0,12 142,72 791,25 13,84
20 8,38 59,33 0,50 0,10 153,60 962,30 13,05

40 8,69 57,75 0,39 0,06 154,64 1028,04 13,96

60 8,27 58,22 0,57 0,12 154,12 859,10 14,08

80 8,50 56,20 0,43 0,07 148,42 972,92 13,26
Média" 837A 57,32A 0,49A 0,09A 150,70A 922,72A 13,64A
134 0 8,70 56,36 0,39 0,07 152,05 1001,48 13,92
20 8,83 59,74 0,35 0,04 158,79 1147,86 13,46

40 8,67 57,46 0,34 0,05 151,01 1085,84 13,51

60 8,32 53,02 0,44 0,09 121,47 772,75 13,22

80 8,50 57,41 0,42 0,05 134,42 905,40 13,88
Média" 8,60A 56,80A 0,39B 0,06A 143,55B 982,67A 13,60A

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, para cada profundidade, n3o diferem estatisticamente
pelo teste F com P < 0,05.

Como praticamente nao aconteceu lixiviagao, os valores determinados
na camada 0-30 (Quadro 4), quando comparados com aqueles da
caracterizagdo (Quadro 1), podem ser atribuidos a resposta ao cultivo da
atriplex nas unidades experimentais ou a aplicagdo de nutrientes realizada

nesse setor da coluna de solo. Na comparagdo com a camada de 30-60 cm,
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observa-se diminuicdo generalizada de pH, condutividade elétrica (CE),
relacdo de adsorgéo de sodio (RAS) e Na soluvel e trocavel, respostas todas
favoraveis a recuperacgao de solos afetados por sais. Contribui também, nesse
sentido, o incremento de Ca e Mg originados da aplicagdo de adubos no
tratamento P134 e da incorporacdo de quantidades equivalentes desses
nutrientes no tratamento PO.

A diminuicdo do pH pode ser atribuida a retirada de s6dio do meio, por
parte das plantas de atriplex (Quadro 4). Porém, para essa caracteristica
especifica, ndo deve descartar-se a incorporagao de sulfato de aménio como
fonte de N. Considerando as condi¢cdes experimentais, em que o S foi
equilibrado utilizando S elementar, sua oxidacdo leva a reducdo do pH.
Também, o processo de nitrificagcdo do aménio tende a reduzir o pH do solo.
O papel preponderante da agao da atriplex na retirada de Na do meio é
destacado pela reducdo acentuada da CE, em todos os tratamentos (Quadro
4).

A discrepancia nos valores de Ca no extrato de saturagao, préximo do
dobro no tratamento PO quando comparado ao P134 (Quadro 4), pode ser
atribuido & dose de 134 mg dm™ de P aplicada. Sugere-se ter havido
precipitacdo de fosfato tricalcico, com retirada do cation na forma soluvel,
aquela determinada no extrato da pasta de saturagao (Novais et al., 2007).

A resposta de caracteristicas do extrato da pasta de saturacéo e da
determinacdo do Na trocavel, na camada de 0-30 cm, a aplicacao de doses
de N é mostrada nas curvas da figura 4. Em concordancia com os dados
previamente informados, referentes ao crescimento e a locacdo de Na nas
plantas de atriplex (Quadros 2 e 3), houve, em geral, diminuigdo de Na no
extrato da pasta de saturacao e, também, nos valores no complexo de troca.
A auséncia de resposta do Na no extrato da pasta de saturacédo a adi¢cao de
N em P134 pode, eventualmente, ser atribuida a maior velocidade de
reposicdao do Na trocavel para a solugdo do solo, sob influéncia do P

presente.
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Figura 4. Concentracao de sodio, calcio e magnésio no extrato da pasta
de saturacao, relagcao de adsorgcao de sédio (RAS) e sédio trocavel
em Cambissolo Fluvico, na profundidade de 0 a 30 cm, e fator de
bioconcentragcdo (FBC), considerando as doses de nitrogénio
aplicadas na auséncia ou presenga de adubagdao fosfatada.
*Significativo com P < 0,05 pelo teste t. Sobrescrito dos coeficientes

indica a significancia com P > 0,05.

Na caracterizagao do solo estudado foi observada PST de 62% (Quadro

1). Valores de Ca?", Mg®* e K* trocaveis, determinados, mas ndo incluidos neste
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trabalho, permitiram calcular a PST apds a finalizacdo do ensaio com os dados
de Na trocavel apresentados no quadro 4, para a camada 0-30 cm.
Considerando os valores médios, maximo (para NO) e minimo (para N80), os
resultados indicaram 38, 40 e 32% para as determinagdes no tratamento PO e
40, 44 e 38% para o tratamento P134, respectivamente. Reafirma-se, assim, a
conveniéncia do uso da atriplex na recuperacao de solos afetados por sais e sem
aplicacao de P.

O FBC no tratamento NO, associado a capacidade da atriplex extrair Na
do solo, e o incremento no intervalo NO até N80, associado com a resposta a
adubacgéo nitrogenada, consolidam a indicagéo da atriplex para retirada de sodio
de solos afetados por sais e a importancia do suprimento do solo com N para
acelerar esse processo (Figura 4).

Os teores médios dos nutrientes em folhas caules e raizes podem ser
observados no quadro 5.

Com teor médio de 30,33 g kg'1 de N na folha, o tratamento sem
aplicacédo de P foi estatisticamente superior ao solo adubado com P. Os
nutrientes Mg e K também foram estatisticamente diferentes e superiores para a
dose 0 mg dm™, com teores na folha de 7,67 e 27,13 g kg™, respectivamente.

Nas raizes, o teor de potassio foi significativamente superior quando o
solo nao foi adubado com fésforo, 18,24 g kg'1, contra 15,08 g kg'1 no tratamento
com adubacao de fésforo. Os menores teores de Mg e K nas plantas com maior
disponibilidade de P pode ter relacao direta com o menor teor de N encontrado
nestas plantas, ja que o transporte nutricional é faciltado por proteinas
denominadas proteinas de transporte (Taiz & Zeiger, 2010), como o N é
constituinte obrigatério dessas proteinas, menor absor¢ao de N pode ter reduzido
os teores das proteinas de transporte, afetando a passagem de ions
selecionados.

O conteudo de P e N, em folhas, e de Ca, Mg e K, em folhas, caules e
raizes, € apresentado no Quadro 6. Na comparacao entre os tratamentos PO e
P134, por razées obvias, o conteudo de P foi maior no tratamento que recebeu a
incorporacgao do adubo fosfatado. O teor médio de P nas folhas, nos tratamentos
PO, foi de 4,4 g kg™, o que indica niveis adequados desse nutriente, justificado
pelos niveis elevados de P no solo antes da aplicagao dos tratamentos (Quadro
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1). Epstein & Bloom (2004) sugere que 2,0 g kg™ como valor suficiente no teor de

P para a maioria das culturas.

Quadro 5. Foésforo total (Piotal), Nitrogénio total (Niota) € teores de Ca,
Mg, Na e K em folhas, caules e raizes de atriplex, considerando as

doses de fésforo (P) e nitrogénio (N) aplicadas

P N Ptotal Ntotal Ca Mg Na K
—mg dm®— g kg'1
Folhas
0 0 5,07 24,22 28,17 7,73 87,97 32,92
20 4,80 26,36 20,53 6,94 90,21 23,83
40 3,93 30,66 22,21 7,37 91,55 23,59
60 4,84 33,64 21,27 7,86 93,12 30,05
80 3,34 36,79 21,15 8,43 86,18 25,26
Média" 4,40A 30,33A 22,67A 7,67A 89,81A 27,13A
134 0 9,82 18,48 21,78 7,24 77,68 39,15
20 9,07 18,25 21,03 5,20 85,51 23,67
40 8,56 20,79 21,88 6,16 85,73 17,60
60 8,25 33,51 22,90 7,15 102,22 17,28
80 10,41 36,33 22,59 6,88 104,76 18,08
Média" 9,17A 25,43B 22,04A 6,568 90,88A 23,45B
Caules
0 0 nd” nd” 37,59 2,39 7,44 19,30
20 nd” nd” 26,29 1,86 8,07 16,52
40 nd” nd” 29,17 1,81 9,68 18,24
60 nd” nd” 30,74 1,89 8,24 19,01
80 nd” nd” 29,70 1,94 8,33 17,19
Média" nd” nd” 30,70A 1,98A 8,35A 18,05A
134 0 nd” nd” 31,57 1,90 3,50 18,15
20 nd” nd” 28,93 1,80 5,20 16,23
40 nd” nd” 29,62 1,75 6,63 15,85
60 nd” nd” 29,94 1,92 19,64 16,23
80 nd” nd” 27,80 1,75 19,70 18,44
Média" nd” nd” 29,58A 1,82A 10,77A 17,06A
Raizes
0 0 nd” nd” 25,91 6,42 16,78 19,72
20 nd” nd” 18,67 6,47 19,77 21,80
40 nd” nd” 18,75 5,77 15,12 16,31
60 nd” nd” 20,64 5,89 17,66 16,60
80 nd” nd” 20,25 6,32 9,68 16,78
Média" nd” nd” 20,84A 6,17A 15,80A 18,24A
134 0 nd” nd” 20,21 6,84 15,47 19,24
20 nd:j nd:j 20,31 4,49 11,23 15,84
40 nd nd 18,72 5,64 11,35 13,76
60 nd” nd” 20,44 5,91 14,27 11,93
80 nd” nd” 20,53 6,50 20,82 14,04
Média" nd” nd” 20,04A 5,95A 14,83A 15,08B

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05. Z \alores néo determinados.
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Quadro 6. Conteudo de fosforo e nitrogénio em folhas e de calcio,
magnésio e potassio em folhas, caules e raizes de plantas de

atriplex, considerando as doses de fésforo e de nitrogénio

aplicadas
P N P N Ca Mg K
—mg dm>— mg planta’1
Folhas
0 0 13,89 66,39 77,35 21,22 91,05
20 20,79 123,14 95,40 31,99 107,87
40 28,61 207,42 157,57 52,16 155,03
60 32,41 226,69 146,97 53,71 199,25
80 38,95 427,48 236,54 95,28 284,58
edia , , B , s
Média" 26,93B 210,22A 142,76A 50,87A 167,55A
134 0 24,83 48,28 56,79 19,17 100,59
20 37,78 75,40 89,72 22,06 97,97
40 60,76 139,63 150,00 41,56 116,74
60 61,33 224,28 139,66 46,11 118,86
80 80,74 281,84 177,57 56,07 138,98
Media" 53,09A 154,34B 123,64A 37,32B 115,32B
Caules
0 0 nd? nd? 147,55 9,44 74,58
20 nd” nd?” 135,24 10,03 83,52
40 nd?” nd? 238,52 14,47 144,59
60 nd” nd” 208,11 12,71 118,88
80 nd” nd? 358,66 23,66 206,03
Média" nd? nd? 217,62A 14,06A 125,52A
134 0 nd” nd” 120,50 7,18 66,77
20 nd” nd” 155,80 9,69 88,78
40 nd” nd” 273,26 16,31 139,90
60 nd” nd” 165,64 10,56 100,78
80 nd? nd? 202,21 11,92 122,63
Meédia" nd? nd? 186,01A 11,24A 104,77A
Raizes
0 0 nd” nd” 40,27 9,60 30,29
20 nd” nd” 37,78 13,16 43,94
40 nd” nd” 52,14 17,39 45,29
60 nd” nd” 50,38 13,83 41,01
80 nd? nd? 82,08 28,16 72,36
Meédia" nd? nd? 52,53A 16,43A 46,58A
134 0 nd” nd” 33,27 11,52 32,75
20 nd” nd” 51,34 11,00 39,25
40 nd” nd” 67,35 19,91 48,50
60 nd” nd” 52,03 17,48 36,14
80 nd” nd” 63,69 19,58 42,78
Media" nd? nd? 53,74A 16,08A 40,13A

" Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste F
com P <0,05. Z valores néo determinados.



As plantas dos tratamentos P134 apresentaram teor médio de 9,2 g kg™
de P, o que sugeriria consumo de luxo ou até mesmo toxidez. Ainda que o
excesso de P possa ser transferido para polifosfato e outros fosfatos, sem
afetar o crescimento (Raij, 1991), possivelmente a absorcdo de outros
nutrientes foi prejudicada, neste caso, pelo excesso de P, como observado para
os conteudos de N, Mg e K nas folhas, quando comparados os tratamentos PO
e P134 (Quadro 6). Isso mostra que, neste caso, a aplicacdo de P influiu
negativamente no acumulo destes elementos em folhas de atriplex. Esses
resultados sédo contrarios ao sinergismo, comumente relatado, existente entre a
absorcao de fosforo e nitrogénio em pesquisas divulgadas para outras culturas
(Davidson & Howarth, 2007; Elser et al., 2007).

O acumulo de N nas folhas de atriplex foi crescente com o incremento
das doses deste nutriente, independentemente da aplicagdo de P no
tratamento (Figura 5). Com base nas equagdes de regresséo para produgao
de matéria seca de folhas (Figura 2) e para o conteudo de N nas folhas
(Figura 5), e substituindo os valores correspondentes das doses de N nos
extremos do intervalo experimental (NO e N80), foram calculadas relagdes
entre essas duas variaveis. No tratamento PO, os valores minimos e
maximos, por planta, de producdo de matéria seca e de conteudo de N
foram 3,2 e 11,1 g para a primeira, e de 75 e 417 mg, para a segunda.
Realizando o quociente entre 0 maior e o menor valor para cada variavel, os
numeros resultantes sao de 3,5 e 5,6 para a producdo e conteudo de N,
respectivamente. Claramente, indica-se que o incremento no conteudo
resultou tanto do aumento de produgao quanto do incremento no teor de N.

Repetindo o exercicio com os tratamentos P134, observam-se valores
extremos de 3,5 e 8,3 g para produgao de matéria seca de folhas, e de 30 e
277 mg de N acumulado em folhas, respectivamente. Os quocientes entre os
valores extremos mostram 2,4 para producao e 9,2 para o conteudo de N na
folha. Neste caso, o incremento do teor de N foi ainda mais determinante no
conteudo de N na folha que a producdo de matéria seca. Pode indicar-se
que o aumento da disponibilidade de N incrementou a producdo de
compostos nitrogenados pela planta, aumentando a sintese de aminoacidos
e proteinas, além de poder estimular a fotossintese e a respiragdo. O

incremento de proteinas em plantas de atriplex tem importancia fundamental
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na alimentacdo animal, favorecendo a obtencido de feno de boa qualidade
para nutricdo de ovinos e caprinos (Meneses et al., 2012).

O acumulo dos macronutrientes Ca, Mg e K nas folhas de atriplex
também foi crescente com o aumento das doses de N, tanto para as plantas
cultivadas na auséncia quanto na presenca de aplicacdo de P, nestas
ultimas o acumulo foi menos expressivo que naquelas sem aplicacédo de P
(Figura 5).
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Resposta semelhante foi encontrada para o acumulo desses
nutrientes em caules e raizes das plantas que se desenvolveram no solo
sem adubacdo fosfatada (Figura 6). A tendéncia a estabilizacdo foi
percebida para os conteudos dos macronutrientes nos caules e nas raizes

das plantas cultivadas com aplicacao de P (Figura 6).
4. CONCLUSOES

e As variaveis de crescimento e producdo de atriplex responderam
positivamente as adubagbes nitrogenadas, por outro lado, sob
condicdes de alta disponibilidade de P, estas variaveis sao afetadas.

e O excesso de P é prejudicial a extragdo de Na pela planta, reduzindo
o potencial de resposta a adubacgao nitrogenada.

e A atriplex € responsiva a adubacgao nitrogenada, pois o fornecimento
de N potencializa a extragcdo de Na e outros nutrientes, podendo ser
uma técnica viavel a ser adicionada no plano de manejo para
recuperacdo de solos afetados por sais pelo processo de

fitorremediacéo.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A atriplex, em sua concepcdo de planta haldfita e caracteristicas
intrinsecas, possui potencialidade na extracdo de ions Na, isso é irrefutavel.
A sua participagao na remediacao de solos afetados por sais €, sem sombra
de duvidas, uma alternativa viavel e promissora para melhoria de areas
degradadas ou em processo de degradagdo. Seja do ponto de vista de
revegetacao ou reestabelecimento para incorporagcédo na producgao agricola.

A fertilizagdo da atriplex € uma estratégia inovadora e pode ser fator
chave para acelerar o processo de fitorremediacdo. Ainda que pioneira, a
pesquisa tornou perceptivel a resposta positiva da planta em condi¢cdes de
maior disponibilidade de nitrogénio. Contrariamente, o excesso de fdsforo
reduz o potencial produtivo da planta, incorrendo em consequéncias
negativas na extragdo de sais do solo. Andlise profunda dos parametros
deduzidos da medida de fluorescéncia da clorofila a foi fundamental para
identificar os efeitos prejudiciais do excesso do macronutriente. Portanto,
ainda que a haldfita consiga ajustar-se fisiologicamente das mais variadas
formas para suportar elevadas concentragcoes de sais no solo, a maquinaria
fotossintética necessita estar em perfeito equilibrio para que o
desenvolvimento pleno da planta ocorra de forma eficiente.

As trocas gasosas em atriplex sdo afetadas pelo incremento de

fésforo e nitrogénio. O primeiro (fésforo) aumenta a condutancia estomatica
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no periodo noturno, em fungdo da maior pressdo de turgor possivelmente
ocasionada por elevadas concentragdes de ATP em células guardas. Fator
negativo tendo em vista a baixa disponibilidade de agua no solo. O segundo
(nitrogénio) é eficiente em reduzir a condutancia estomatica. Ponto positivo
quanto aos aspectos de economia de agua. Por outro lado, negativo quanto
ao influxo de CO,. Muito embora seja uma planta com mecanismo
concentrador de CO..

A reducdo da condutancia estomatica no periodo do dia sugere um
comportamento diferenciado que pode estar relacionado a alteragbes no
metabolismo do carbono. E um comportamento evolutivo tipico de plantas
CAM intencionalmente realizado para tornar-se mais eficiente no uso da
agua. Estudos especificos necessitam ser realizados para tentar identificar
essas possiveis alteragbes fisioldgicas. Podem trazer informacgdes
relevantes a respeito de ajustes estratégicos realizados pela planta que
serao uteis para uma conjectura atual de aquecimento global.

Adicionalmente, é imprescindivel que as pesquisas sejam continuadas
principalmente no ambito de ferramentas que possam aprimorar a técnica de
fitorremediacdo de solos afetados por sais. Foi perceptivel a redugao do pH,
CE e Na do solo, que sob valores elevados causam danos, na maioria das
vezes, incontornaveis para a maior parte das culturas agricolas.

Portanto, a adubac&o nitrogenada em atriplex tem potencial e a
utilizacao de fertilizantes minerais ou organicos podera ser incluida no plano
de manejo quando consolidada sua eficiéncia em estimular a extracdo de

sais do solo.
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APENDICE

Quadro 1A. Analise de variancia dos parametros dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP Fy, Fj, Fu, Fy, V; e Fy/Fu,

considerando as doses de P e N

Quadrado Médio

Fonte de
Variacao GL
¢ Fo Fi Fi Fu Fy Vi Fu/Fu

Blocos 3 54410 209956 1841612 3472452 3719189  0,003* 0,001
N 4 1654096* 1491281 1131294 724041 430146 0,001 0,001
P 1 198 1041556 1227073 1901089 1862497 0,001 0,000
NxP 4 266686 315882 1498444 2687062 3272197 0,001 0,001
Residuo 27 2819598 889526 2662089 3334323 3246597 0,001 0,001
CV (%) 7,61 7,81 9,14 9,13 12,16 6,96 4,41

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.

Quadro 2A. Analise de varidancia dos parametros dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP Mo, S,,, N, ET¢/TR,,
ETo/ABS, DIy/RC e DIy/CSy, considerando as doses de P e N

Quadrado Médio

Fonte de

Variagao Mo Sm N EToTRs ETJABS DI/RC DIo/CSo
Blocos 3 0,007 51577684150 281820785791  0,003* 0,003 0,011 32411
N 4 0017 18471858452 178905847573 0,002 0,002 0,020 91370
P 10,010 7741524465 71847282153 0,001 0,000 0,000 1199
NxP 4 0010 158250376182 753804351849* 0,001 0,002 0,025 53548

Residuo 27 0008 63037819653 262028684542 0,001 0,001 0,022 46294
CV (%) 9,29 27,36 28,40 6,75 10,11 20,66 18,59

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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Quadro 3A. Analise de variancia dos parametros dos transientes da
fluorescéncia da clorofila a e do teste-JIP TRo/CSy, ETo/CSo, RC/CS,,
ETo/RC, TR(/RC, ABS/RC, ABS/CS;, e TR(/ABS, considerando as

dosesdePeN

Quadrado Médio
Fonte de

Variagao GL
TRJ/CS, ETJCS, RCICS, ETJ/RC TRJ/RC ABS/RC ABS/CS, TR,/ABS

Blocos 3 16765 55769 3210 0,025* 0,013 0,010 18137 0,001
N 4 124568 5598 9396 0,003 0,009 0,050 413524* 0,001
P 1 2372 7411 1335 0,001 0,005 0,005 198 0,000
NxP 4 14158 15311 5349 0,003 0,009 0,048 66672 0,001
Residuo 27 53343 22440 8649 0,003 0,007 0,043 112784 0,001
CV (%) 6,49 8,31 5,07 6,95 4,49 7,40 7,61 4,41

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.

Quadro 4A. Anadlise de varidncia da condutancia estomatica
determinada em quatro periodos do dia nas plantas de atriplex,

considerando as dosesde Pe N

Quadrado Médio

Fonte de

Variagao GL

6-7h 1213 h 17-18 h 21-22 h
Blocos 3 2590* 692 437 1376*
N 4 939 419 273 517
P 1 571 16 239 874*
NxP 4 799 578 275 69
Residuo 27 512 739 443 188
CV (%) 20,28 44,61 33,08 8,65

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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Quadro 5A. Anadlise de varidancia da condutancia estomatica
determinada em quatro periodos do dia nas plantas de atriplex,

considerando as doses de P e N

Quadrado Médio

Fonte de
Variacao GL
¢ Condutancia estomatica
Blocos 3 2906*
N 1 1328*
Hora 16 11534*
NxH 16 214
Residuo 99 230
CV (%) 21,94

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.

Quadro 6A. Analise de variancia dos potencial hidrico (PH), potencial
osmotico (PO) e potencial de pressao (PP) determinados nas

plantas de atriplex, considerando as doses de P e N

Quadrado Médio

Fonte de
Variacao GL
¢ Potencial total Potencial osmético Potencial de pressao
Blocos 3 0,236 2,017 0,900
N 4 0,449 0,843 0,119
P 1 2,554* 0,067 1,792*
NxP 4 1,926* 1,814* 0,134
Residuo 27 0,345 0,478 0,373
CV (%) 15,20 14,36 73,96

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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Quadro 7A. Analise de varidncia da atividade das enzimas ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) e teor e conteudo de proteina
soluvel (TP e CP) em folhas de atriplex, considerando as doses de P e
N

Quadrado Médio

Fonte de
Variacao GL
¢ APX CAT TP cP
Blocos 3 2,452 0,012* 4815 0,428
N 4 1,300 0,004 19023* 4,746*
P 1 2,342 0,006* 63833* 3,651*
NxP 4 3,323 0,003 7972 0,197
Residuo 27 1,439 0,001 5001 0,654
CV (%) 16,96 23,09 43,96 78,13

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.

Quadro 8A. Analise de variancia do diametro do caule (d), altura da
planta (h), produgcdao de matéria fresca da parte aérea (MFPA) e
producao de matéria seca de folhas (MSF), caules (MSC), raizes
(MSR) e total (MST) de plantas de atriplex, considerando as doses de
PeN

Fonte de Quadrado Médio

Variagao GL

d h MFPA MSF MSC MSR MST
Blocos 3 59 286 128 1,023 1,188 0,513 5
N 4 87 336* 2873* 58,073*  52,658* 5,468* 289*
P 1 67 87 133 5,159 6,166 0,120 19
NxP 4 44 30 127 2,120 5,586 0,716 21
Residuo 25 42 115 376 6,247 14,262 1,458 52
CV (%) 112,93 20,00 52,05 54,40 58,31 48,95 53,21

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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Quadro 9A. Andlise de varidncia do conteudo de Na em folhas (NaF),
caules (NaC), raizes (NaR), parte aérea (NaPA) e plantas de atriplex

(NaT = NaR + NaPA), considerando as doses de P e N

Quadrado Médio
Fonte de

Variagao GL

NaF NaC NaR NaPA NaT
Blocos 3 14125 2282* 317 27104 27534
N 4 15480* 693 53 9623* 8251*
P 1 545523 9868* 682 699939 743741
N xP 4 1707 1562* 127 4518 4591
Residuo 25 44138 519 375 50673 57231
CV (%) 37,68 38,99 48,56 36,64 36,52

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.

Quadro 10A. Anadlise de varidncia das caracteristicas do extrato da
pasta de saturagdo e valores do soédio trocavel (Nar) apdés a
finalizagcdo do ensaio, considerando as doses de fosforo e

nitrogénio aplicadas e a profundidade de amostragem na coluna de

solo
Quadrado Médio
Fonte de GL
Variacs
arlagdo PHes CEes Cags Mges Nags RAS Nay
Profundidade 0-30 cm
Blocos 3 0,020 13,218 1,187 0,046 637* 1994* 5,426*
N 4 0,064 34,879 3,658* 0,193 149 1552* 6,794*
P 1 0,000 11,267 19,041* 0,000 24 4005* 9,999*
NxP 4 0,080 37,286 0,345 0,148 98 189 0,679
Residuo 25 0,074 24,464 0,614 0,098 85 251 0,552
CV (%) 3,65 20,32 30,95 24,06 28,17 22,25 9,09
Profundidade 30-60 cm
Blocos 3 1,187* 14,995 0,044* 0,004 8416*  558242*  2,895*
N 4 0,186 12,029 0,023 0,004 316 71906 0,682
P 1 0,545 0,794 0,084* 0,010* 289 49439 0,240
NxP 4 0,194 6,089 0,007 0,001 355 32696 0,741
Residuo 25 173 8,788 0,010 0,001 505 26123 0,440
CV (%) 4,73 5,48 21,65 47,49 15,07 16,64 5,13

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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Quadro 11A. Andlise de variancia do conteudo de fésforo e nitrogénio
em folhas e de calcio, magnésio e potassio em folhas, caules e

raizes de plantas de atriplex, considerando as doses de P e N

Quadrado Médio

Voriaeae Gl
¢ P N Ca Mg K

Folhas

Blocos 3 224 1841 1306 368 77

N 4 6220* 104396* 23276* 3670* 17184*

P 1 2035* 29938* 3811 1851* 26173

NxP 4 328 5805 987 414 7414*

Residuo 25 320 6049 2216 343 1971

CV (%) 65,41 42,33 35,21 41,66 31,09
Caules

Blocos 3 - - 12593 24 82

N 4 - - 33762* 122* 11791*

P 1 - - 12449 86 4548

NxP 4 - - 11038 53 2426

Residuio 25 - - 8907 34 2303

CV (%) - - 46,57 45,86 41,48
Raizes

Blocos 3 - - 8 67 259

N 4 - - 1538* 215* 769

P 1 - - 9 2 429

NxP 4 - - 384 45 359

Residuo 25 - - 475 61 356

CV (%) - - 41,05 48,04 43,36

* Significativo com P < 0,05 pelo teste F.
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