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RESUMO GERAL

Em solos é&cidos, a disponibilidade de aluminio (Al) e manganés (Mn) aumenta,
intensificando seus efeitos fitotoxicos sobre o metabolismo vegetal. Embora os
mecanismos de toxicidade desses elementos sejam descritos em diversas espécies de
interesse agrondmico, seus impactos isolados no crescimento inicial do guaranazeiro
permanecem pouco elucidados. Para suprir essa lacuna, foram conduzidos dois
experimentos em casa de vegetacdo para avaliar o efeito de concentracdes crescentes de
Al e Mn sobre respostas fisioldgicas, bioquimicas, nutricionais e anatdmicas. No primeiro
estudo, avaliou-se o efeito de cinco niveis de Al no solo (0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 cmolc dm’
%) sobre o desenvolvimento inicial da cultivar de guaranazeiro BRS-Nogoquém. No
segundo estudo, avaliou-se a combinacéo fatorial entre seis niveis de Mn (0,0; 2,5; 5,0;
10,0; 20,0 e 40,0 dm™) e duas cultivares de guaranazeiro, BRS-Amazonas (CMU-300) e
BRS-Maues (CMU-871). Em ambos os estudos, as plantas foram cultivadas em vasos,
em delineamento inteiramente casualizado, com uma planta por unidade experimental,
sendo o primeiro conduzido com cinco repeticdes (25 plantas) e o segundo com quatro
repeticdes (48 plantas). No primeiro estudo, a toxidez por Al na cv. BRS-Nogoquém
reduziu significativamente a biomassa, sobretudo radicular, e promoveu alteracGes
anatdmicas, como espessamento do xilema e reducdo do floema. O estresse também
comprometeu o estado nutricional das plantas, reduzindo o teor e 0 acimulo de P e Cu
em folhas e raizes, de Ca, Mg e Fe nas folhas, e de Mn nas raizes, restringindo a
translocacéo de Ca para as folhas e, a0 mesmo tempo, aumentando o acimulo de prolina
e a eficiéncia de uso de P. No segundo estudo, 0 excesso de Mn reduziu o crescimento e
alterou o equilibrio nutricional das cvs. CMU-300 e CMU-871, principalmente a partir
de 10 mg dm™ de Mn no solo, com respostas gendtipo-dependentes. A cv. CMU-871
demonstrou maior tolerancia , mantendo desempenho fotoquimico superior (Fv/Fm, Plaps,
Pliwotar), maior eficiéncia nutricional e acimulo de prolina, sobretudo nas raizes, enquanto
a cv. CMU-300 concentrou mais Mn nas folhas e apresentou menor desempenho
fisioldgico. Em conjunto, os resultados evidenciam que a fitotoxidez de Al e Mn atuam
por mecanismos distintos: o Al compromete de forma mais acentuada o crescimento e a
arquitetura radicular, enquanto o Mn afeta predominantemente a fisiologia foliar. As
cultivares avaliadas mostraram sensibilidade ao excesso desses elementos, ainda que com
respostas diferenciadas, adotando estratégias de manutencdo metabdlica por meio de
ajustes bioguimicos e nutricionais.

Palavras-chave: Paullinia cupana, toxicidade por Al e Mn, fotossistema 1l, acimulo de
prolina e eficiéncia nutricional.
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GENERAL ABSTRACT

In acidic soils, the availability of aluminum (Al) and manganese (Mn) increases,
intensifying their phytotoxic effects on plant metabolism. Although several studies have
described the toxicity mechanisms of these elements in agronomically important species,
their isolated effects on the initial growth of guarana remain poorly understood. To
address this knowledge gap, we conducted two greenhouse experiments to evaluate the
effects of increasing Al and Mn concentrations on physiological, biochemical, nutritional,
and anatomical responses. In the first study, we evaluated the effects of five soil Al levels
(0, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 cmol. dm) on the initial development of the guarana cultivar
BRS-Nogoquém. In the second study, we evaluated the factorial combination of six Mn
levels (0.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, and 40.0 mg dm=) and two guarana cultivars, BRS-
Amazonas (CMU-300) and BRS-Maués (CMU-871). We grew the plants in pots under a
completely randomized design, with one plant per experimental unit, using five replicates
in the first study (25 plants) and four replicates in the second study (48 plants). In the first
study, Al toxicity in the cultivar BRS-Nocoguém significantly reduced biomass,
particularly root biomass, and caused anatomical changes, including xylem thickening
and phloem reduction. The stress also impaired the nutritional status of the plants by
reducing the concentration and accumulation of P and Cu in leaves and roots, Ca, Mg,
and Fe in leaves, and Mn in roots, while restricting Ca translocation to the leaves and
increasing proline accumulation and P use efficiency. In the second study, excess Mn
reduced growth and altered the nutritional balance of the cultivars CMU-300 and CMU-
871, mainly from 10 mg dm Mn in the soil onward, with genotype-dependent responses.
The cultivar CMU-871 showed greater tolerance, maintaining higher photochemical
performance (Fv/Fm, Plass, and Plotal), greater nutrient-use efficiency, and higher proline
accumulation, particularly in the roots, whereas cultivar CMU-300 accumulated more Mn
in the leaves and exhibited lower physiological performance. Overall, the results
demonstrate that Al and Mn phytotoxicity act through distinct mechanisms: Al more
strongly impairs root growth and architecture, whereas Mn predominantly affects leaf
physiology. The evaluated cultivars showed sensitivity to excess levels of these elements,
although they exhibited distinct responses and adopted metabolic maintenance strategies
through biochemical and nutritional adjustments.

Keywords: Paullinia cupana, Al and Mn toxicity, Photosystem Il, Proline accumulation
and nutrient-use efficiency.
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1. INTRODUCAO GERAL

O guaranazeiro (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke),
pertencente a familia Sapindaceae, € uma espécie dicotiledénea tropical nativa da
Amazonia brasileira (Atroch & Nascimento Filho, 2018; Nina et al., 2021). De hébito
arbustivo e trepador, destaca-se pelo elevado valor socioeconémico, derivado das
propriedades fisico-quimicas de suas sementes, que contém até cinco vezes mais cafeina
que o café (Dalonso & Petkowicz, 2012; Schimpl et al., 2013). Em virtude desse
potencial, o guarana é amplamente processado pelas industrias farmacéutica e de bebidas
em produtos como energéticos, extratos e pos-soliveis (Filoche & Pinton, 2014;
Yonekura et al., 2016). Embora a maior parte da producdo seja consumida no mercado
interno, 0 aumento recente das exportac@es consolida a cultura como um pilar estratégico
para a agricultura regional (Placido Junior et al., 2015).

Apesar da relevancia socioecondmica, a produtividade do guaranazeiro no
Amazonas permanece aquém do seu potencial bioldgico, reflexo da limitada adogéo de
tecnologias de manejo e, fundamentalmente, das severas restricbes edéaficas dos
ecossistemas de terra firme. Nessas areas, predominam Argissolos e Latossolos, que
representam cerca de 45% e 26% dos solos da regido, respectivamente (Maia & Marmo,
2010; Quesada et al., 2011). De modo geral, esses solos apresentam baixa fertilidade
natural, acidez elevada, baixa saturacéo por bases e maior disponibilidade de elementos
potencialmente toxicos, como AI*" e Mn?*, Sob tais condicGes, 0 estresse metélico pode
comprometer a arquitetura radicular e a homeostase mineral, desencadeando um efeito
em cascata que limita a absorcdo hidrico-nutricional e o desempenho fisiologico da
cultura (Moreira & Fageria, 2009; Batista, 2014).

A exploracdo agricola de solos extremamente &cidos representa um desafio
relevante para os produtores, pois a acidificacdo altera a dindmica quimica do solo e
aumenta a disponibilidade de ions toxicos, como H*, AI** e Mn?* (Foy, 1984; Lauchli &
Grattan, 2012). Em solos tropicais, AI** e Mn?" destacam-se entre os principais fatores
limitantes ao crescimento vegetal, por interferirem em processos fisioldgicos,
bioquimicos e nutricionais (Foy, 1984; Cristancho et al., 2014; Che, Zhao & Shen, 2023).

Embora o Al, ocorra majoritariamente em formas pouco soltveis, como silicatos
e Oxidos, o decréscimo do pH induz a liberagcdo de espécies monomericas de Al** na

solucéo do solo (Ofoe et al., 2023). Essa forma idnica é altamente reativa e pode afetar



rapidamente o crescimento das raizes e, consequentemente, o desenvolvimento da planta
(Kochian et al., 2015).

A inibigdo do alongamento radicular é uma das respostas mais rapidas e evidentes,
resultante da interacdo do Al** com a parede celular, a membrana plasmatica e sitios
metabolicos no citoplasma, o que compromete a divisdo e a expansao celular, a atividade
enzimaética e a sintese de ATP e DNA (Kochian et al., 2005; Ma, 2007; Wang et al., 2025).
Como consequéncia, as raizes tornam-se mais curtas, espessas e com menor ramificacéo,
reduzindo a exploracdo do solo e a absorcdo de agua e nutrientes (Yang et al., 2013).
Além dos efeitos estruturais nas raizes, o Al pode desencadear alteracdes metabolicas
associadas ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidagdo de
membranas e desorganizacdo de processos fisioldgicos essenciais, tais como a respiragdo
celular, a atividade de enzimas antioxidantes e a manutencdo da homeostase ionica,
comprometendo a integridade estrutural e funcional das células radiculares (Yamamoto
et al., 2002; Inostroza-Blancheteau et al., 2012).

O Mn?', por sua vez, € micronutriente essencial, mas pode tornar-se fitotoxico
quando sua disponibilidade aumenta em solos acidos (Alejandro et al., 2020). Embora
compostos de Mn nos estados de oxidacéo II, Il e IV possam ocorrer de forma estavel
na fase solida do solo, as plantas absorvem o elemento predominantemente na forma Mn2*
presente na solucdo do solo (Skoérka et al., 2022). Assim, dependendo da quantidade
disponivel e absorvida, o excesso de Mn2?>" compromete 0 crescimento e o0
desenvolvimento vegetal, mesmo em concentracdes relativamente baixas para algumas
espécies (Foy, 1984; El-Jaoual & Cox, 1998; Yao et al., 2012; Alejandro et al., 2020).
Diferentemente do AI**, cujos sintomas iniciais se concentram nas raizes, a toxidez por
Mn?" tende a se manifestar com maior intensidade na parte aérea, afetando folhas,
apoplasto foliar e cloroplastos, com prejuizos ao fluxo fotossintético de elétrons e a
homeostase de elementos essenciais (Fernando & Lynch, 2015; Li et al., 2019; Che, Zhao
& Shen, 2023).

Embora a calagem seja recomendada para reduzir a acidez e a disponibilidade de
A** e Mn?" em solos agricolas (Fageria & Baligar, 2008; Enesi et al., 2023), sua adogao
na Amazonia é limitada pelo elevado custo, pela logistica de aplicacao e pelo efeito mais
restrito as camadas superficiais do solo. Nesse contexto, a identificagdo de genotipos mais
adaptados a solos acidos surge como estratégia complementar ao manejo quimico da

acidez (Lidon, 2000; Echart et al., 2002). Essa abordagem é relevante porque a tolerancia



a AI** e Mn?* varia conforme o tipo de solo, a fertilidade, a espécie e 0 genotipo avaliado
(Fageria & Baligar, 2003), exigindo estudos especificos para o guaranazeiro.

Nesse sentido, cultivares plantadas em sistemas produtivos regionais, como BRS
Amazonas (CMU-300), BRS Maués (CMU-871) e BRS Nocoquéem (Atroch &
Nascimento Filho, 2021, 2024) podem apresentar respostas contrastantes aos estresses
associados a acidez do solo. O excesso de AI** e Mn?" pode desencadear desbalangos
nutricionais e metabolicos, reduzir a eficiéncia de uso dos nutrientes, comprometer o
transporte de elétrons no fotossistema Il e induzir respostas bioguimicas de protecao,
como o acumulo de prolina (Panda et al., 2009; Chatzistathis et al., 2011; Rejeb et al.,
2014; Yang et al., 2015; Sade et al., 2016). Assim, a integracdo de variaveis de
crescimento, nutricdo mineral, fluorescéncia da clorofila a, anatomia vegetal, eficiéncia
nutricional e acimulo de prolina permite elucidar mecanismos associados a sensibilidade
e a tolerancia diferencial entre gendtipos de guaranazeiro. Dessa forma, o objetivo geral
deste trabalho foi avaliar os efeitos de concentragOes crescentes de Al e Mn sobre
cultivares de guaranazeiro, integrando respostas de crescimento, nutricionais,
fotoquimicas, anatdmicas e bioquimicas, bem como caracterizar os sintomas associados

a toxidez desses elementos em condicgdes de solos acidos.
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CAPITULO 1

TOXIDEZ POR ALUMINIO EM GUARANAZEIRO CV. BRS-N’OQOQUEM:
RESPOSTAS DE CRESCIMENTO, ANATOMICAS, BIOQUIMICAS E
NUTRICIONAIS

RESUMO

A toxidez por aluminio (Al) é uma das principais limitagdes ao crescimento vegetal em
solos acidos, mas seus efeitos em culturas amazénicas ainda sdo pouco compreendidos.
Para avaliar os efeitos do Al em guaranazeiro, analisamos o crescimento, o teor e acimulo
de nutrientes, a eficiéncia nutricional, o acimulo de prolina e a anatomia de plantas de
Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS-Nocoquém submetidas a concentragdes de Al (0;
1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 cmolc dm®) no solo. O Al comprometeu o crescimento inicial,
sobretudo a massa seca de raizes, massa seca total, volume radicular e area foliar, com
concentrag&o critica agrondmica estimada a partir de 0,5 cmolc dm. O sistema radicular
foi o compartimento mais afetado, com maior acumulo de Al, aumento da prolina e
alteracdes morfoanatémicas, como o espessamento do xilema e reducdo do floema. O
estresse metalico também modificou a homeostase nutricional, especialmente
aumentando a eficiéncia de uso de P e limitando a translocacdo de Ca. Em conjunto, 0s
resultados sugerem sensibilidade da BRS-Nogoquém ao Al, embora associada a ajustes
fisioldgicos parciais relacionados a retencdo radicular do elemento, a resposta bioguimica
e a reorganizacao anatémica e nutricional sob toxidez.

Palavras-chave: Paullinia cupana, toxicidade de Al, eficiéncia nutricional, prolina e
acidez do solo.



CHAPTER 1

ALUMINUM TOXICITY IN GUARANA CV. BRS-NOCOQUEM: GROWTH,
ANATOMICAL, BIOCHEMICAL, AND NUTRITIONAL RESPONSES

ABSTRACT

Aluminum (Al) toxicity is one of the main limitations to plant growth in acidic soils, but
its effects on Amazonian crops remain poorly understood. To evaluate the effects of Al
on guarana plants, we analyzed growth, nutrient content and accumulation, nutritional
efficiency, proline accumulation, and anatomy of Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS-
Nogoquém plants subjected to Al concentrations (0; 1.0; 2.0; 3.0, and 4.0 cmolc dm™) in
the soil. Al impaired initial growth, particularly root dry mass, total dry mass, root
volume, and leaf area, with an agronomic critical concentration estimated from 0.5 cmolc
dm3. The root system was the most affected compartment, showing greater Al
accumulation, increased proline content, and morphoanatomical changes such as xylem
thickening and reduced phloem area. Metal stress also altered nutritional balance,
particularly increasing P use efficiency and limiting Ca translocation. Overall, the results
indicate sensitivity of BRS-Nocoquém to Al, although associated with partial
physiological adjustments related to root retention of the element, biochemical response,
and anatomical and nutritional reorganization under toxicity.

Keywords: Paullinia cupana; Al toxicity; nutritional efficiency; proline; soil acidity.



1. INTRODUCAO

A toxidez por aluminio (Al) é uma das principais limitacdes ao crescimento
vegetal em solos acidos, especialmente em regides tropicais, onde a acidificacdo do solo
aumenta a solubilizagdo de AI** e intensifica seus efeitos fitotdxicos (Foy, 1978; Delhaize
& Ryan, 1995; Kochian et al., 2015). Embora o Al seja o terceiro elemento mais
abundante na crosta terrestre (Foy et al., 1978), até 0 momento nao ha evidéncias que
comprovem funcéo biologica essencial desse elemento no metabolismo vegetal (Singh et
al., 2017; Ofoe et al., 2023).

Na maioria dos solos, o Al encontra-se predominantemente em formas pouco
soluveis, como silicatos e oxidos de aluminio, sem causar efeitos toxicos diretos as
plantas (Buchanan et al., 2015; Singh et al., 2017). No entanto, sob pH <5, ocorre maior
solubilizacdo de formas monoméricas de Al na solucgdo do solo, entre as quais 0 Al** é
considerado a espécie mais reativa e fitotoxica ao crescimento vegetal (Kochian, 1995;
Panda & Matsumoto, 2007; Silva et al., 2020). O principal alvo da toxidez por Al é o
sistema radicular, especialmente o &pice das raizes, onde ocorrem intensa divisao e
alongamento celular (Delhaize & Ryan, 1995). O Al** interage com a parede celular, a
membrana plasmatica e o apoplasto, reduzindo a sintese de ATP e DNA e,
consequentemente, a expansdo celular (Ma, 2007; Kopittke et al., 2015). Como resultado,
as raizes tornam-se curtas, espessas e pouco ramificadas, com menor capacidade de
explorar 0 solo e absorver gua e nutrientes, desorganizando a homeostase mineral e
limitando o crescimento da parte aérea (Fageria & Baligar, 2003; Kochian et al., 2015).

Na Amazonia brasileira, esse problema é particularmente relevante. Grande parte
das areas agricolas de terra firme é formada por Latossolos e Argissolos (Maia & Marmo,
2010; Quesada et al., 2011), solos intemperizados que combinam baixa fertilidade
natural, elevada acidez e teores expressivos de Al trocavel, frequentemente entre 0,8 e
1,8 cmolc dm™® (Moreira & Fageria, 2009; Batista, 2014). Nessas condices, a maior
solubilizacdo de AI** pode restringir o crescimento radicular em profundidade e limitar a
aquisicdo de agua e nutrientes (Kochian et al., 2015). Espécies nativas podem apresentar
diferentes graus de adaptacdo a acidez (Fageria & Baligar, 2008), seja por exclusdo do
Al, retencdo radicular, complexacéo interna ou respostas bioquimicas ao estresse (Foy,
1988; Kochian et al., 2015).

Embora a toxidez por Al seja amplamente descrita em espécies agricolas de

referéncia, como milho (Batista et al., 2013), sorgo (Baligar et al., 1995), soja (Reis et al.,
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2018) e cana-de-acucar (Borges et al., 2020), ainda séo escassas as informacdes sobre a
resposta de espécies nativas da Amaz6nia, como o guaranazeiro. Paullinia cupana Kunth
var. sorbilis (Mart.) Ducke, pertencente a familia Sapindaceae, é uma espécie amazonica
de elevado valor econémico e social, cujas sementes, ricas em cafeina e compostos
bioativos, sdo utilizadas nas industrias alimenticia, farmacéutica e de bebidas energéticas
(Dalonso & Petkowicz, 2012; Schimpl et al., 2013). A cv. BRS-Nogoquém, recomendada
para cultivo no Estado do Amazonas (Atroch et al., 2015), constitui material estratégico
para investigar a sensibilidade e os possiveis ajustes fisioldégicos do guaranazeiro ao Al.

A caracterizacdo da toxidez por Al requer uma abordagem integrada, capaz de
conectar alteragdes no crescimento radicular, no estado nutricional e nas respostas
metabolicas ao estresse. Nesse sentido, variaveis como eficiéncia nutricional, acimulo de
Al, prolina e anatomia vegetal permitem avaliar desde a limitacdo na absor¢do e uso de
nutrientes (Dos Reis et al.,2018; Borges et al., 2020), até a ativacdo de mecanismos
bioquimicos de protecdo (Rejeb et al., 2014), contribuindo para identificar possiveis
ajustes fisioldgicos da planta sob estresse por Al.

As hipoteses que nortearam este estudo foram: i) concentracdes crescentes de Al
no solo comprometem o crescimento inicial e o equilibrio nutricional das plantas; e ii) a
cultivar apresenta certo grau de plasticidade fisioldgica ao estresse, expressa pela retencdo
radicular de Al, pelo acimulo de prolina e por ajustes na eficiéncia nutricional. Portanto,
avaliamos os efeitos de concentracdes crescentes de Al sobre o crescimento, a nutricdo
mineral, 0 acimulo de prolina e a anatomia radicular de P. cupana cv. BRS- Nogcoquém,
buscando identificar descritores sensiveis da toxidez e possiveis respostas de ajuste ao

aluminio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condigdes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido entre fevereiro e outubro de 2025 em casa de
cultivo sob luz solar natural, com densidade média de fluxo de f6tons fotossintéticos de
612,3 umol m™2 s™!, fotoperiodo de 12 h/12 h (dia/noite), temperatura media de 35 + 2
°C e umidade relativa de 63%. O estudo foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Brasil (03°06°01,94” S; 59°58'34,59”
W). Para tal, utilizamos mudas da cultivar de guaranazeiro BRS Nogoquém, com 12
meses de idade, no estadio de dois a quatro pares de folhas, obtidas por reproducéo via
sementes. Essa cultivar foi recentemente lancada e € recomendada para cultivo em solos
de terra firme no Estado do Amazonas pela EMBRAPA Amaz6nia Ocidental,
instituicdo puablica brasileira que oferece suporte técnico a producdo de guarand na

regiéo.

O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo Distréfico (Santos et al., 2018a),
coletado em éarea de terra firme sob vegetacdo nativa (floresta ombréfila aberta),
localizada no Setor Sul da Universidade Federal do Amazonas (03°10'22.86"S;
59°57'52.57"W), na profundidade de 0-20 cm. O clima predominante da regido é
tropical Umido, classificado como Af segundo Alvares et al. (2013). Amostras
compostas foram coletadas para caracterizacdo quimica (Raij, 2001) e classificacdo
textural (Teixeira et al., 2017). As propriedades quimicas do solo antes da aplicacdo dos
tratamentos e da adubac&o basica foram: AI** = 1,97 cmol. dm™3; Ca?* = 0,44 cmolc dm"
% Mg?* = 0,11 cmolc dm (extrator KCI 1 mol L); pH (H20) = 3,96; acidez potencial
(H* + APP*) = 10,06 cmol. dm™ (extrator acetato de calcio 0,5 mol L, pH 7,0); matéria
organica = 2,96 dag kg™ (Walkley-Black); capacidade de troca catidnica (CTC) = 10,96
cmolc dm3; saturagdo por bases (V%) = 5,5; soma de bases = 0,62 cmolc dm3; K+ = 29
mg dm; P = 5,0 mg dm?; Fe?* = 257,3 mg dm3; Cu?* = 0,00 mg dm™3; Zn?* = 1,05 mg
dm3; Mn2* = 3,2 mg dm™ (extrator Mehlich-1). A textura foi determinada pelo método
do hidrémetro, com agitacdo por 16 h a 30 rpm, sendo a fragédo areia (2-0,053 mm)

separada por peneiramento. O solo apresentou 60,0 dag kg™ de argila, 28,0 dag kg de
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areia e 12,0 dag kg™ de silte. Os métodos de analise quimica e granulométrica seguiram

protocolos descritos pela Embrapa (1999).

2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por cinco niveis de aluminio no solo (0; 1,0;
2,0; 3,0 e 4,0 cmolc dm™). As plantas foram cultivadas em vasos plasticos de polietileno,
sem poros de drenagem, com capacidade volumétrica de 4,0 dm= e distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cGes. Os valores desejados de
Al** no solo foram estimados com base na curva de neutralizagio da acidez (Dunn, 1943),
conforme estudo realizado por Batista (2014). Nesse trabalho, os teores de AI** foram
relacionados as doses de calcério e ajustados por regressdo polinomial, sendo a equagéo
obtida utilizada para estimar os niveis de AI** aplicados neste experimento.

Para estabelecer as condicGes de controle, a correcdo do solo foi realizada com
base na analise quimica inicial. No tratamento controle (0 cmolc dm de AI**), aplicaram-
se 7,0 t ha'* de calcario com o objetivo de elevar o pH e imobilizar o AI**. Para reduzir
os niveis de aluminio a 1,0 cmolc dm (tratamento 2), foi realizada calagem com 1,75 t
hal. Nos demais tratamentos ndo houve aplicagdo de calcario. O corretivo utilizado foi
uma mistura de CaCO3z + 4MgCO3-Mg(OH)2-5H20 (p.a.), na relagdo estequiométrica
Ca:Mg de 3:1. Nos tratamentos em que os niveis de AI** ndo atingiram os valores
desejados (T4 e T5), o aluminio foi suplementado por meio da adicdo de
Al>(S04)3-18H20 em forma sélida. Apds a aplicacao dos corretivos (carbonato de calcio

+ magnésio) e da fonte de AI**, o solo foi incubado por 30 dias.

2.3 Adubacéo bésica

Apbs a incubagio dos solos para obtencdo dos niveis desejados de AI®*, estes
foram secos, destorroados e submetidos a adubacéo bésica (Tabela 1). A formulacéo foi
fundamentada nas caracteristicas quimicas do solo, no potencial de resposta da espécie e
nas recomendacdes de Allen, Terman & Clements (1976) e Malavolta (1980) para cultivo
de plantas em ambiente protegido. Todas as aplicacdes foram realizadas com reagentes
de grau analitico (p.a.), e os nutrientes foram balanceados ou semi-balanceados de forma
que apenas os niveis de AI** variassem entre os tratamentos.

Tabela 1. Composicdo da adubacdo basica semibalanceada utilizada no cultivo de Paullinia
cupana cv. BRS Nogoquém, contendo as concentragdes de macro e micronutrientes (mg dm de
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solo) fornecidas via solucdo nutritiva e solida sob diferentes concentracfes (tratamentos) de
aluminio (Al).

Tratamentos (Concentragoes de Al)

Nutrientes Fontes 0.0 10 20 30 4.0
Nitrogénio (N) Ca(NOs)2; CH4N20 281 281 281 281 281
Fosforo (P)  Ca(H2PO4)2-H20;H3PO4; (NHs).HPOs 466 466 466 466 466
Potassio (K) KCI 100 100 100 100 100
Calcio (Ca) Ca(NOz3)2; Ca(H2P04)2-H20 1053 528 528 528 528
Magnésio (Mg) MgSOs; Mg(NO3)2 213 107 107 107 107
Enxofre (S) Se 204 204 204 204 364
Manganés (Mn) MnSQO4.H20 36 36 36 36 3,6
Zinco (Zn) ZnS04.7H,0 40 40 40 40 40
Cobre (Cu) CuS04.5H20 13 13 13 13 13
Boro (B) H3BOs 08 08 08 08 08
Cloro (CI) KCI 91 91 91 91 91
Molibdénio (Mo) (NH4)sM07024. 4H,0 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

Os corretivos foram aplicados na forma solida (p6), enquanto a adubacéo basica
e a aplicacdo das diferentes doses de AI** foram realizadas em soluc&o, com excecéo do
fosfato de célcio e do enxofre elementar. As solugdes foram adicionadas por meio de
pipetas volumétricas, na proporcao de 40 mL por vaso para macronutrientes e 20 mL por
vaso para micronutrientes. O solo de cada vaso foi transferido para bandejas, onde
recebeu as solucdes e foi homogeneizado manualmente. Apds a aplicacdo dos
fertilizantes, individualizada por tratamento, o solo foi devolvido aos vasos e incubado
por 30 dias para permitir o equilibrio das fontes com o solo. Durante o periodo de
incubacdo, a umidade foi mantida em 70% da capacidade de campo, utilizando &gua
deionizada. Os atributos quimicos do solo apds a incubacdo estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo ap6s incubag¢do com adubacdo basica e cinco
concentragdes de aluminio (AI*Y), utilizadas para avaliar o crescimento das plantas em
condigdes de casa de vegetagéo.

Concentracéo
nominal de pH A\ Ca?* Mg?* T \Y; m

Al

(cmol. dm™®) H:O e cmole dm3--mmmeeeeee e %-----
0,0 4,41 0,17 4,79 1,20 13,06 47,20 2,70
1,0 4,07 0,62 2,80 0,64 11,49 31,20 14,70
2,0 3,78 0,73 2,41 0,61 10,95 29,70 18,80
3,0 3,80 0,78 3,05 0,75 12,05 33,00 16,00
4,0 3,52 1,12 4,78 0,48 14,33 38,00 17,00
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Concentracgéo

nominal de K* P cu®* Fe?* Mn?* Zn** P-Rem
Al
(cmole dm™®) s Mg dmM 3o mg L?
0,0 67,0 157,0 0,45 250,0 4,30 4,15 46,0
1,0 58,0 143,0 0,72 267,0 3,70 4,47 41,0
2,0 89,0 135,0 0,48 274,0 3,60 411 39,0
3,0 60,0 149,0 0,59 284,0 4,70 5,93 42,0
4,0 65,0 158,0 0,54 270,0 2,30 2,93 36,0

H+Al: acidez potencial, T: capacidade de trocar cations potencial, V: saturagdo por bases, m: saturagéo
por aluminio; controle: 0,17 Cmol. dm’3.

2.4 Variaveis analisadas

Apds 240 dias de exposicdo as diferentes concentracdes de Al, foram avaliadas
respostas bioquimicas, nutricionais, anatbmicas e de crescimento das plantas. A resposta
bioquimica foi determinada pelo acimulo de prolina em folhas e raizes, enquanto o estado
nutricional foi avaliado por meio dos teores e acimulos de macro e micronutrientes nesses
mesmos 6rgdos, bem como pelos indices de eficiéncia de uso, absorcéo e translocacéo de
nutrientes. As alteracdes anatdmicas foram analisadas em tecidos radiculares e foliares,
permitindo caracterizar modificagOes estruturais induzidas pelo Al. Adicionalmente,
foram mensurados parametros de crescimento, incluindo altura de plantas, volume
radicular, area foliar e biomassa aérea e radicular, de modo a integrar respostas

morfofisioldgicas, nutricionais e bioquimicas ao estresse por aluminio.

2.4.1 Determinacdo do teor de prolina

A concentracdo de prolina foi determinada na matéria seca das folhas (MSF) e
raizes (MSR), conforme Bates, Waldren e Teare (1973), com adaptacdo de Leite et al.
(2000). As amostras foram maceradas e homogeneizadas com 10 mL de acido
sulfossalicilico 3% (p/v) e centrifugadas a 600 rpm por 30 min. Do sobrenadante, 2 mL
foram transferidos para novos tubos e adicionados 2 mL de solucdo acida de ninhidrina
(1,25 g de ninhidrina + 2 mL de acido acético glacial concentrado). Os tubos foram
fechados hermeticamente, mantidos em banho-maria a 100 °C por 1 h e resfriados em
gelo. Apds agitacdo por 15-20 s e repouso até formacdo de duas fases, as leituras foram
realizadas em espectrofotobmetro a 520 nm, utilizando tolueno como branco. A

concentracgéo de prolina foi estimada por curva padrdo e expressa em umol g! MS.

2.4.2 Andlises anatbmicas nos tecidos radiculares e foliares
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2.4.2.1 Microscopia Optica

Para a andlise anatdmica, foram utilizados 6rgdos vegetativos (raizes e folhas).
Amostras da nervura central de folhas expandidas e segmentos de 1,5 cm do &pice
radicular foram fixados em solucéo de Bouin e armazenados em alcool 70% (Johansen,
1940). As amostras foram desidratadas em série etanoélica, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina, conforme protocolo adaptado de Souza (2005). Cortes histoldgicos
de 5 um foram corados com Azul de Astra 1% e Safranina 1%, observados e fotografados
em microscopio de luz (DM2700, Leica). As imagens foram analisadas no ImageJ 1.54g
(Schneider et al., 2012) para mensuracdo da espessura do parénquima palicadico (PP),
esponjoso (SP), diametro da nervura central (folhas), xilema primario (PX) e floema
secundario (SPh) nas raizes. Para todas as variaveis, foram calculadas estatisticas

descritivas para caracterizar a distribuicdo dos dados entre tratamentos.

2.4.3 Parametros nutricionais

2.4.3.1 Sintomatologia, contetdo e acumulo de nutrientes

Os sintomas de toxidez por aluminio na parte aérea e raizes foram registrados ao
final do experimento utilizando cdmera Canon EOS Rebel T7 (S18-55 1S Il BR). Para a
determinacdo do teor de nutrientes, o material vegetal (raiz e parte aérea) foi seco em
estufa com circulacdo forcada de ar a 70 °C por 72 h e triturado em moinho tipo Wiley.
Para o nitrogénio (N), amostras de 0,1 g foram submetidas a digestdo sulflrica e
analisadas pelo método Kjeldahl (Bremner, 1996). Para os demais nutrientes, amostras
de 0,5 g foram digeridas em mistura nitrico-perclérica (Sarruge & Haag, 1974). As
concentracdes de Al, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Cu, Zn e Mn foram determinadas por
espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES;
PerkinElmer, modelo Optima 8300 DV). Com base nos teores obtidos na massa seca
foliar (MSF) e radicular (MSR), calculamos o acumulo de nutrientes (AN) nas plantas,

segundo a equagdo: AN=teor de nutriente (g ou mg kg*) x MSF ou MSR (kg).

2.4.4 indices de eficiéncia nutricional

A partir da massa seca e do conteudo de nutrientes nas plantas, foram calculados o0s

sequintes indices: (a) eficiéncia de uso de nutrientes (EUN) = (massa seca total
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produzida)? / (conteldo total do nutriente na planta) (Siddigi & Glass, 1981); (b)
eficiéncia de absorcdo (EA) = (conteldo total do nutriente na planta) / (massa seca de
raizes) (Swiader et al., 1994); e (c) eficiéncia de translocacdo (ET) = [(acumulo do
nutriente na parte aérea) / (acimulo do nutriente em folhas + raizes)] x 100 (Li et al.,
1991).

2.4.5 Parametros de crescimento

A taxa de crescimento relativo foi calculada com base em dados de altura e
didmetro obtidos aos 30 e aos 240 DAP. Com base nesses dados, as taxas de crescimento
relativo (TCR) foram obtidas através da equacdo: TCRy = [(LogYfina) - (LOGYinicial)] /
Temposina - TemMpOoinicial (Bugbee, 1996; Davanso et al., 2002). Onde, TCRy = taxa de
crescimento relativo da varidvel dependente; LogYfna = valor final da varidvel
dependente; LogYinicia = valor inicial da variavel dependente; Temposina = tempo final
da conducdo do experimento (meses); Tempoiniciaa = tempo inicial da condugdo do
experimento (meses). O volume radicular (VR) foi determinado pelo método de Carrigan
& Frey (1980), utilizando proveta graduada de 1000 mL com 700 mL de agua destilada,
sendo 0 VR calculado pela diferenca entre o volume inicial e o volume ap0s a insercédo
das raizes. A éarea foliar (AF) foi obtida com medidor eletrénico de area foliar (Scanner
CI-202, CID, Inc., Camas, WA, EUA). A producdo de massa seca foi determinada apés
a compartimentalizacdo das plantas em parte aérea (folhas, caule e peciolos) e raizes,
seguida de lavagem em agua deionizada, secagem em estufa de circulacdo forcada a 70
°C até massa constante e pesagem em balanca de precisdo (0,001 g). Foram obtidas a
massa seca do caule (MSC), das folhas (MSF), da parte aérea (MSPA = MSC + MSF +
peciolos), das raizes (MSR) e a massa seca total (MST = MSPA + MSR).

2.5. Andlise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos a deteccdo de outliers, ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Levene (Levene, 1960). As variaveis que ndo atenderam as premissas (translocacao,
acumulo e concentragdo de Al nas folhas) foram transformadas logaritmicamente e
reavaliadas. Atendidas as condigdes de normalidade e homocedasticidade, aplicamos
andlise de variancia. Quando o valor de F foi significativo (p < 0,05), as médias foram
ajustadas a modelos de regressdo polinomial, escolhidos com base na significancia, no
coeficiente de determinacéo (R?) e na plausibilidade bioldgica. A partir das equagoes,
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estimamos os niveis criticos de toxidez por Al (cmolc dm™), definidos como a
concentracdo que reduziu em 10% a varidvel resposta em relacdo a concentracéo zero
de Al. Para avaliar simultaneamente as varidveis resposta em funcao das concentragoes
de Al, foram realizadas analises de Componentes Principais (PCA) e Discriminante
Canonica (CDA). A PCA foi empregada como técnica exploratoria para reduzir a
dimensionalidade e identificar padrdes de associagdo entre crescimento, nutrigéo,
estresse e acimulo de aluminio, com resultados apresentados em biplots que evidenciam
a contribuicdo das variaveis e a variancia explicada. A CDA foi utilizada como técnica
confirmatoria para maximizar a separacao entre os tratamentos e identificar as variaveis
mais relevantes para a discriminacdo entre grupos, por meio de fungdes canonicas que

otimizam a razdo entre variancia inter e intragrupos.

3. RESULTADOS

As concentragdes crescentes de aluminio promoveram alteracdes significativas (p
< 0,05) em Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nocoquém, afetando de forma
abrangente a dindmica nutricional, o crescimento, a morfologia, os atributos anatdbmicos
e as respostas fisiologicas e bioquimicas das plantas. A amplitude desses efeitos,
evidenciada nas Figuras 1-19, demonstra que o aluminio influenciou maltiplos niveis de
resposta, desde parametros de desenvolvimento até caracteristicas estruturais e

metabolicas das plantas.

3.1 Acumulo de nutrientes nas folhas e raizes

O aluminio afetou significativamente (p < 0,05) o acumulo de nutrientes nas
plantas tanto nas folhas quanto nas raizes (Figuras 1, 2 e 3). Nas folhas, N e Zn
apresentaram ajuste quadratico com concavidade para baixo, com incremento até
concentragdes intermediarias e reducao nas maiores doses (Figuras 1A e 2C). O acumulo
de P diminuiu linearmente com o aumento das concentracGes de Al (Figura 1B). Para Ca,
Mg, Cu e Fe, verificamos ajuste quadratico com concavidade para cima, caracterizado
por reducdo inicial seguida de discreta elevacdo em doses mais altas (Figuras 1C, 1D, 2A
e 2B). Por outro lado, K, S, Mn e B nédo foram significativamente influenciados pelas
concentragdes de Al (p > 0,05; dados ndo apresentados).
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Figura 1. Acimulo de nitrogénio (AN) (A), fésforo (AP) (B), calcio (ACa) (C) e
magnésio (AMg) (D) nas folhas de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogoquém (n
= 5), ap6s 240 dias de exposicdo a concentracbes crescentes de aluminio. * Indica
diferenca significativa com p < 0,05 pelo teste de regresséo.
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Figura 2. Acimulo de cobre (ACu) (A), ferro (AFe) (B) e zinco (AZn) (C) nas folhas de
Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nocoquém (n = 5), ap6s 240 dias de exposicdo a
concentracOes crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa com p < 0,05 pelo

teste de regressao.

Com base nas equacdes de regressao, estimamos a partir de quais concentraces
de aluminio ocorreu reducdo de 10% no acimulo dos nutrientes em relacdo ao controle.
Nas folhas, essas reducdes foram estimadas a partir de 1,30 cmol. dm™ para P, 0,22 cmolc
dm para Ca, 0,34 cmol. dm™ para Mg, 0,28 cmol. dm= para Cu e 0,19 cmol. dm para
Fe. Para N e Zn, o acimulo aumentou até 2,69 e 2,42 cmolc dm™ de Al, respectivamente,
e decresceu a partir dessas concentragdes.

Nas raizes, o acimulo de P, Mg, Cu e Mn diminuiu significativamente em resposta
ao aumento das concentragdes de aluminio (Figuras 3A, 3B, 3D e 3E), enquanto o
acumulo de S apresentou ajuste quadratico com concavidade para cima, com reducao até
concentragOes intermedidrias e leve elevagdo na maior concentracdo avaliada (Figura
3C). Em contraste, os acumulos radiculares de N, Ca, K, Fe, Zn e B ndo foram
significativamente afetados pelo aluminio (p > 0,05; dados ndo apresentados). As

reducdes de 10% no actmulo foram estimadas a partir de 0,71 cmolc dm= para P, 0,89
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cmolc dm™ para Mg, 0,29 cmol. dm™ para S, 0,77 cmol. dm™ para Cu e 0,79 cmol. dm™

para Mn.
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Figura 3. Acimulo de fésforo (AP) (A), magnésio (AMg) (B), enxofre (AS) (C), cobre
(ACu) (D) e manganés (AMn) (E) nas raizes de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS
Nocgoquém (n = 5), ap06s 240 dias de exposicdo a concentra¢les crescentes de aluminio.
* Indica diferenca significativa com p < 0,05 pelo teste de regressao.

3.2 Concentracéo de nutrientes nas folhas e raizes
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O aluminio afetou significativamente (p < 0,05) os teores de nutrientes, com
diferentes respostas entre folhas e raizes (Figuras 4, 5, 6 e 7). Nas folhas, os teores de P
e Mg apresentaram reducgéo linear em resposta ao aumento das concentracdes de Al
(Figuras 4B e 4D). Com base nas equacdes de regressdo, reducdes de 10% em relacdo ao
controle foram estimadas a partir de 1,28 cmolc.dm=de Al para P e 1,09 cmolc dm™ para
Mg. Os teores foliares de Ca, Fe e Cu ajustaram-se a modelo quadratico com concavidade
para cima, caracterizado por reducdo inicial até concentraces intermediarias de Al,
seguida de discreta elevacdo nas maiores concentracdes (Figuras 4C, 5A e 5C). Para essas
variaveis, a reducdo estimada de 10% em relacdo ao controle ocorreu a partir de 0,26
cmolc dm™ para Ca, 0,20 cmol. dm™ para Fe e 0,46 cmol. dm™ para Cu. Por outro lado,
os teores foliares de N, Zn, Mn e B apresentaram ajuste quadratico com concavidade para
baixo, com aumento até concentracfes intermediarias de Al e posterior decréscimo
(Figuras 4A, 5B, 5D e 5E). Concentragdes de K e S nas folhas, todavia, ndo foram
significativamente influenciados pelas concentracdes de aluminio avaliadas (p > 0,05;
dados ndo apresentados).
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Figura 4. Teores de nitrogénio (N) (A), fosforo (P) (B), calcio (Ca) (C) e magnésio (Mg)
(D) nas folhas de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogoquém (n = 5), apds 240
dias de exposicdo a concentragdes crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa

com p <0,05 pelo teste de regressao.
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Figura 5. Teores de ferro (Fe) (A), zinco (Zn) (B), cobre (Cu) (C), manganés (Mn) (D) e
boro (B) (E) nas folhas de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogcoquem (n = 5),

apos 240 dias de exposicéo a concentragBes crescentes de aluminio. * Indica diferenca

significativa com p < 0,05 pelo teste de regresséo.

Nas raizes, os teores de P, Cu e Mn foram significativamente (P < 0,05) reduzidos

com o aumento das concentragcdes de aluminio (Figuras 6B, 7A e 7C). As reducdes

estimadas de 10% em relagdo ao controle ocorreram a partir de 1,32 cmole dm= de Al

para P, 1,39 cmolc dm™ para Cu e 1,65 cmolc dm™ para Mn. Em contraste, o teor radicular
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de N apresentou aumento linear em funcdo das concentracGes de Al (Figura 6A), ndo
sendo estimada reducdo de 10% em relagéo ao controle dentro da faixa estudada.

Os teores radiculares de Ca, Zn e B apresentaram ajuste quadritico com
concavidade para baixo, caracterizado por incremento até concentragdes intermedidrias
de aluminio, seguido de redu¢do nas maiores doses avaliadas (Figuras 6C, 7B e 7D). Com
base nas equagdes de regressiao, os maximos teores foram estimados nas concentragdes
de 2,20 cmol. dm™ de Al para Ca, 2,56 cmol. dm™ para Zn e 2,15 cmol. dm™ para B. A
partir dessas concentragdes, nota-se redugdo no teor radicular desses nutrientes. As
concentragdes de K, Mg e Fe nas raizes ndo foram significativamente afetadas pelo

aluminio (p > 0,05; dados nao apresentados).
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Figura 6. Teores de nitrogénio (N) (A), fosforo (P) (B) e célcio (Ca) (C) nas raizes de
Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogoquém (n = 5), ap0s 240 dias de exposic¢do a
concentragOes crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa com p < 0,05 pelo
teste de regressao.
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Figura 7. Teores de cobre (Cu) (A), zinco (Zn) (B), manganés (Mn) (C) e boro (B) (D)
nas raizes de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogogquém (n = 5), ap6s 240 dias de
exposicao a concentracdes crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa com p
< 0,05 pelo teste de regressao.

3.3 Eficiéncia nutricional

3.3.1 Eficiéncia de absorcao de nutrientes (EAN)

O aluminio impactou significativamente (p < 0,05) a EAN com respostas
contrastantes entre os elementos avaliados (Figuras 8 e 9). O aumento das concentragdes
de Al elevou a eficiéncia de absorcdo de N, K e B (Figuras 8A, 8C e 9A) e reduziu a de
Ca (Figura 8B). Em relagdo ao Mn e ao Zn, houve incremento da eficiéncia de absor¢ado
até concentracdes intermediarias de Al, seguido de reducdo nos maiores teores (Figuras
9B e 9C). A resposta da eficiéncia de absor¢éo de Fe e Cu foi marcada por reducao inicial,
com posterior estabilizacdo e leve aumento sob maiores concentragdes de Al (Figuras 9D
e 9E). As eficiéncias de absorcdo de P, Mg e S ndo foram afetadas pelas concentragdes

de aluminio avaliadas (p > 0,05; dados néo apresentados).
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Figura 8. Eficiéncia de absorcdo de nitrogénio (EAN) (A), célcio (EACa) (B) e potassio
(EAK) (C) em Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogcoquém (n = 5), ap6s 240 dias
de exposicdo a concentragdes crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa com

p < 0,05 pelo teste de regressao.
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Figura 9. Eficiéncia de absor¢do de boro (EAB) (A), manganés (EAMN) (B), zinco

(EAZn) (C), ferro (EAFe) (D) e cobre (EACu) (E) em Paullinia cupana var. sorbilis cv.
BRS Nogogquém (n = 5) em resposta a concentracdes crescentes de Al, apds 240 dias de

exposicdo aos tratamentos. P < 0,05.

3.3.2 Eficiéncia de uso de nutrientes (EUN)

O aluminio influenciou significativamente (p < 0,05) a eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes, evidenciando padrdes distintos de resposta ao longo das concentracGes

avaliadas (Figuras 10 e 11). Para K, N e P, os pontos de maxima eficiéncia foram
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observados nas menores e maiores concentracBes de Al, enquanto 0os minimos locais
ocorreram em niveis intermediarios (Figuras 10A, 10B e 10C). Em contraste, a méxima
eficiéncia de utilizacdo de Ca foi estimada em 1,71 cmolc dm™ de al, com reducdo nos

extremos (Figura 10D).
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Figura 10. Eficiéncia de utilizacdo de potassio (EUK) (A), nitrogénio (EUN) (B), fosforo
(EUP) (C) e célcio (EUCa) (D) em Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogoquém (n
= 5) em resposta a concentracBes crescentes de Al, apds 240 dias de exposicdo aos

tratamentos. P < 0,05.

As eficiéncias de utilizacdo dos micronutrientes B, Mn e Zn exibiram
comportamento quadratico, com pontos de minima eficiéncia em niveis intermediarios e
maximos nas menores e maiores concentragdes de Al (Figuras 11A, 11B e 11C). As
eficiéncias de utilizacdo de Mg, S, Fe e Cu ndo foram significativamente afetadas pelas

concentragdes de aluminio avaliadas (p > 0,05; dados ndo apresentados).
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Figura 11. Eficiéncia de utilizacdo de boro (EUB) (A), manganés (EUMn) (B) e zinco

(EUZn) (C) em Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nocoquém (n = 5) em resposta a

concentragdes crescentes de Al, apds 240 dias de exposi¢do aos tratamentos. P < 0,05.

3.3.3 Eficiéncia de translocacdo de nutrientes (ETN)

Verificamos que o aluminio promoveu efeito significativo (p < 0,05) sobre a
eficiéncia de translocacdo de Ca, S, Fe e Cu para as folhas (Figura 12). Constatamos que
a translocacdo de Ca e Fe foi reduzida com o aumento das concentracdes de Al,
estabilizando-se posteriormente com discreta elevagdo nos niveis mais altos (Figuras 12A
e 12C). Observamos que a eficiéncia de translocacdo de S aumentou até a concentracéo
de 2,9 cmolc dm™ de Al, ponto méaximo estimado pelo modelo, seguido de reducéo nos
teores mais elevados (Figura 12B). ldentificamos ainda que a translocacdo de Cu
aumentou linearmente em funcgéo dos teores de Al (Figura 12D). Os demais nutrientes
ndo apresentaram alteracdes significativas na eficiéncia de translocacdo em resposta ao

Al (p > 0,05; dados néo apresentados).
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Figura 12. Eficiéncia de translocacdo de célcio (ETCa) (A), enxofre (ETS) (B), ferro
(ETFe) (C) e cobre (ETCu) (D) em Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS Nogoquém (n
= 5) em resposta a concentracdes crescentes de Al, apos 240 dias de exposicdo aos

tratamentos. P < 0,05.

3.4 Teor, acumulo e translocacdo de Al nas plantas

O aumento nas concentracdes de aluminio no solo elevou significativamente (p <
0,05) os teores de Al nas raizes (Figura 13C), enquanto reduziu os teores nas folhas em
niveis baixos e intermediarios, com discreto aumento nas concentragdes mais elevadas
(Figura 13D). Observamos também que o acimulo de Al nas folhas diminuiu em resposta
as doses crescentes de aluminio (Figura 13B), ao passo que o acumulo nas raizes ndo
apresentou diferenca significativa (p > 0,05; dado néo apresentado). Da mesma forma,
verificamos que a translocacdo de Al para as folhas foi reduzida inicialmente, com

posterior aumento em doses mais altas de Al (Figura 13A).
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Figura 13. (A) eficiéncia de translocacao para folhas (%), (B) acimulo de Al nas folhas
por planta (g-planta®), (C) concentracéo de Al nas raizes (g-kg?) e (D) concentragdo de
Al nas folhas (g-kg™) em funcéo dos teores de aluminio no solo (n = 5), ap6s 240 dias, P
<0,05.

3.5 Sintomas da toxidez por Al em plantas de guaranazeiro cv. BRS Nocoquém

As caracteristicas visuais das plantas evidenciaram a resposta do cultivar de
guaranazeiro BRS Nogoquém ao aumento das concentragdes de Al** (Figura 14). Até 2,0
cmole dm, as folhas mantiveram-se aparentemente normais, sem sintomas visiveis de
toxidez, enquanto o sistema radicular j& apresentava reducdo na densidade de raizes finas
e menor ramificacdo. Em concentrages mais elevadas (3,0 e 4,0 cmolc dm™), os efeitos
tornaram-se mais pronunciados, com acentuada reducdo do volume radicular,

engrossamento das raizes principais e limitacdo da expansao da parte aérea.
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Figura 14. Aparéncia visual das plantas (fileira superior - vista lateral), folhas (fileira
intermediéria - vista superior) e raizes (fileira inferior) de guaranazeiro cv. BRS Nogcoquém sob
diferentes concentracdes de Al registradas aos 240 dias ap6s o inicio dos tratamentos. Da esquerda
para a direita: 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 cmol.dm™ de Al.

3.6 Teor de prolina

As concentragdes de Al promoveram aumento linear significativo no teor de
prolina nas raizes do guaranazeiro cv. BRS Nogoquém (p < 0,05) (Figura 15). O modelo
ajustado explicou 92% da variagdo dos dados, com incremento estimado de 14 pmol g!
MS para cada aumento unitario na concentracdo de Al. Pela equacdo de regressao, o teor
de prolina radicular aumentou de 139,4 umol g MS, na auséncia de Al, para 195,4 pmol
g' MS na concentragdo de 4 cmolc dm™ de Al. Em contraste, o teor de prolina na parte

aérea ndo foi significativamente afetado pelas concentrac6es de Al.
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Figura 15. Teor de prolina nas folhas e raizes de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS
Nocoquém (n = 5), ap6s 240 dias de exposi¢cdo a concentracles crescentes de aluminio.
" Indica diferenca ndo significativa com p < 0,05.

3.7 Variaveis de crescimento

As concentracdes crescentes de aluminio afetaram significativamente (p < 0,05) o
crescimento das plantas (Figura 16). A MST e a MSR apresentaram reducdo até concentracoes
intermediéarias de Al, (Figuras 16A e 16B), sendo estimadas perdas de 10% em relacdo ao controle
a partir de 0,57 e 0,48 cmol; dm™ de Al, respectivamente. A TCR em didmetro e o volume de
raizes diminuiram linearmente com o aumento das concentracdes de aluminio (Figuras 16C e 16E).
Por outro lado, a TCR em altura e a &rea foliar aumentaram em baixas concentragdes de Al e

decresceram a partir de 0,60 e 0,54 cmol. dm, respectivamente (Figuras 16D e 16F).

34



P
Ul

MST (g)
ul (83} (o] (o] ~l
o ol o o1 (]

@]
S
(82}

1,10 |

=
o
(S}

TCR didmetro (mm dia-")
=
f=)
)

0,90

m

60

a1
o

w
o

Volume de raiz (cm™)
S
(]

N
o

¢ =70,886 - 13,871% x + 2,6429% X% ; R?= 0,84

MSR (9)

0,95 |

$=1,012-0,023*x ; R*=0,92

¢ 2
Y=376-34*x ; R°=0,87

o

1 2 3
Al (cmol,_ dm™®)

TCR altura (cm dia™)

15 ,
14 |
13 4
12 4
11 4
10 1

o ©

R
©

I
oo

-!A
~

Lol
w

Area foliar (cm?) -

SOJ

5000 |
4500 1

N
o
o
o

3500 H
3000 H
2500 H

2000

¥ =13,885 - 3,1353* x + 0,5636* x* ; R?=0,89

=oF-
o o

=
~

$ =1,6117 +0,0206* x - 0,0171%x* ; R?=0,97

N
Y =4084,2 + 142,74* x - 133,29* x> ; R*=0,88

1 2 3
Al (cmol _ dm™®)

Figura 16. Massa seca total (MST) (A), massa seca de raizes (MSR) (B), taxa de
crescimento relativo em diametro (TCR diametro) (C), taxa de crescimento relativo em
altura (TCR altura) (D), volume de raizes (E) e area foliar (F) de Paullinia cupana var.
sorbilis cv. BRS Nogoguém (n = 5), ap6s 240 dias de exposi¢do a concentragdes
crescentes de aluminio. * Indica diferenca significativa com p < 0,05 pelo teste de

regresséao.

3.8 Morfologia e anatomia das raizes de plantas de guaranazeiro cv. Nogoquém

Nas secgOes transversais das raizes de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS

Nocoquém, observamos organizacdo compativel com estrutura secundaria, com xilema

primario localizado na regido mais interna do cilindro vascular, seguido por xilema
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secundario bem desenvolvido, constituido por células parenquimaticas e elementos de
vaso distribuidos ao longo do tecido (Figura 17B, E, H, K e N). Externamente ao xilema
secundario, observou-se o floema secundéario e, na por¢do mais externa, a periderme
(Figura 17C, F, I, L e O). Além da avaliacdo qualitativa das sec¢des histologicas, foram
realizadas mensuraces microanatdmicas para quantificar as variagcdes estruturais entre
os tratamentos e conferir maior robustez a anélise das alteracdes anatémicas induzidas
pelo Al. Dessa forma, procedeu-se & mensuracao da espessura do xilema e do floema,
permitindo a quantificacdo das modificacbes anatdmicas do sistema vascular radicular
sob diferentes concentracfes de Al. A espessura média dos tecidos radiculares variou
entre o controle e os tratamentos avaliados, conforme ilustrado na Figura 18, com os
valores detalhados no Apéndice A.

O xilema radicular apresentou maior espessura nas plantas cultivadas com
aluminio em comparacdo ao controle, correspondente a auséncia de Al. Na auséncia de
aluminio, a espessura média do xilema foi de 2.076 um, enquanto nos tratamentos com
1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 cmolc dm™ de Al os valores médios foram de 2.305, 2.665, 2.549 e
2.125 um, respectivamente, representando aumentos de aproximadamente 11,0%, 28,4%,
22,8% e 2,4% em relacdo ao controle (Figura 18). O floema radicular, por sua vez,
apresentou menor espessura nos tratamentos com aluminio em relacdo ao controle. Na
auséncia de Al, a espessura média do floema foi de 660 pm, enquanto nos tratamentos
com 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 cmolc dm™ de Al os valores médios foram de 565, 572, 413 e 653
um, respectivamente, correspondendo a reducgdes de aproximadamente 14,4%, 13,3%,

37,4% e 1,1% em relac&o ao controle (Figura 18).
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Figura 17. Caracterizagdo morfologica e anatdmica do sistema radicular de plantas de
guaranazeiro cv. Nogcoguém cultivadas sob concentracgdes crescentes de aluminio no solo.
A, D, G, J, M: aspecto geral das raizes. B, E, H, K, N: se¢des transversais evidenciando
a organizacédo estrutural dos tecidos radiculares. C, F, I, L, O: ampliagbes mostrando
detalhes do sistema vascular. P: periderme; SPh: floema secundéario; SX: xilema
secundario; PX: xilema primario; VE: elementos de vaso.
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Figura 18. Espessura média dos tecidos vasculares radiculares (floema e xilema) de
plantas de guaranazeiro cultivadas sob diferentes doses de aluminio no solo (0, 1, 2, 3 e
4 cmolc dm™ de Al). As barras representam a média dos tratamentos e as barras de erro
indicam o intervalo de confianca de 95% obtido por bootstrap (n = 10.000).

3.9 Aspectos morfoldgicos e anatdmicos de foliolos de guaranazeiro cv. BRS Nocoquém

A lamina foliar apresentou epiderme unisseriada nas faces adaxial e abaxial e
mesofilo dorsiventral, constituido por parénquima palicadico e parénquima lacunoso
(Figura 19C, F, I, L e O). A nervura central exibiu conformacao cdncavo-convexa, com
xilema voltado para a face adaxial e floema para a face abaxial (Figura 19B, E, H, K e
N). Assim como para as raizes, foram realizadas mensura¢cGes microanatdmicas nas
folhas a fim de quantificar as variagdes estruturais entre os tratamentos e conferir maior
robustez a avaliacdo das alteracfes anatdbmicas associadas a exposi¢do ao aluminio. O
didmetro da nervura central foi substancialmente maior no tratamento controle,
correspondente a auséncia de Al, com média de 5.922,6 um (Figura 20A). Nos
tratamentos com 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 cmol. dm™ de Al, os valores médios foram de 862,9,
861,7, 936,2 e 899,0 um, respectivamente, 0o que correspondeu a redugdes de
aproximadamente 85,4%, 85,4%, 84,2% e 84,8% em relacdo ao controle.

Para o parénquima palicadico, ndo foi observado um padrdo monotonico de
resposta as concentragdes de aluminio. Em relag&o ao controle (25,8 um), houve aumento
da espessura apenas em T1, com média de 28,4 um, representando incremento de 10,1%

(Figura 20B). Nos demais tratamentos, os valores médios foram inferiores ao controle,
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com 23,1 um em T2, 20,1 um em T3 e 24,3 um em T4, correspondendo a reducgdes de
10,5%, 22,1% e 5,8%, respectivamente. Em contraste, 0 parénquima esponjoso
apresentou tendéncia predominante de espessamento em relagdo ao controle (26,2 um),
com excecdo de T3. Os valores médios observados em T1, T2 e T4 foram de 30,7, 29,3
e 35,3 um, respectivamente, equivalendo a incrementos de 17,2%, 11,8% e 34,7% em
relacdo ao controle (Figura 20B). Apenas em T3 foi registrada reducao da espessura, com
média de 21,9 um, o que representa decréscimo de 16,4%.
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guaranazeiro cv. Nogoquém cultivadas sob diferentes concentragdes de aluminio no solo.
A, D, G, J, M: aspecto geral da parte aérea evidenciando o padrdo de crescimento e a
conformacdo das folhas. B, E, H, K, N: se¢des transversais da lamina foliar, destacando
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a estrutura do mesofilo e dos tecidos vasculares. C, F, I, L, O: detalhes anatdmicos em
maior aumento. AD: face adaxial; AB: face abaxial; PP: parénquima pali¢adico; LP:
parénquima lacunoso; CT: tecido vascular; X: xilema; PH: floema.

Diametro da Nervura Central por Tratamento 'E Espessura dos Tecidos Foliares por Tratamento
5000 59226 Barras de eo: IC 95% por bootstrap (10.000 iteragdes)
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Figura 20. Didmetro da nervura central (A) e espessura do parénquima palicadico e do
parénquima esponjoso (B) em folhas de Paullinia cupana var. sorbilis cv. BRS
Nogoquém submetidas a 0, 1, 2, 3 e 4 cmol. dm™ de Al, correspondentes ao controle, T1,
T2, T3 e T4, respectivamente. As barras de erro representam os intervalos de confianca
de 95% estimados por bootstrap (10.000 iteragcdes), com n = 4 medi¢des por folha.

3.10 Analise multivariada

A analise de componentes principais (PCA) indicou que as duas primeiras
componentes explicaram 47,22% da variancia total dos dados, sendo 27,41% atribuidos
aPCle 19,81% a PC2 (Figura 21). Observamos separacdo entre o tratamento-controle e
as menores doses de Al em relacdo as maiores concentragcdes, com a dose intermediaria
ocupando posicdo de transicdo. As varidveis massa seca total, area foliar, volume
radicular, Mg foliar, P foliar e eficiéncia de translocacéo de Ca associaram-se ao controle
e as menores doses, enquanto Al radicular, translocagdo de Al, prolina radicular, prolina
foliar e eficiéncia de uso de P se orientaram na direcdo dos tratamentos com maior
concentracdo de aluminio. A analise discriminante candnica (CDA) mostrou elevado
poder discriminatério, com as duas primeiras fungdes candnicas explicando 94,09% da
separacdo total (Canl = 64,29%; Can2 = 29,80%) (Figura 22). A Canl separou
claramente o controle e a menor dose de Al, posicionados em valores negativos, dos
tratamentos com maiores concentragdes, em valores positivos, sendo eficiéncia de uso de

P e Al radicular as varidveis com maior contribuicdo positiva, e massa seca total e
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eficiéncia de translocacdo de Ca as de maior contribuicdo negativa. A Can2 foi

influenciada principalmente por Al foliar, com contribuigéo positiva, e por translocacéo

de Al, com contribuicdo negativa. Em conjunto, as analises multivariadas evidenciaram

que o aluminio promoveu alteracGes integradas no crescimento, na nutricdo mineral e nos

marcadores de estresse, sendo massa seca total, Al radicular, eficiéncia de uso de P e

eficiéncia de translocacdo de Ca as varidveis mais relevantes na discriminagdo dos

tratamentos.
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Figura 21. Biplot da analise de componentes principais (PCA) de (Paullinia cupana var.

sorbilis cv. BRS Nogoquém) submetidas a concentragdes crescentes de aluminio. Os

pontos representam as unidades experimentais, coloridas de acordo com os tratamentos
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(controle (0), 1, 2, 3 e 4 cmolc dm™ de Al), e as elipses indicam a dispersdo dos grupos.

Os vetores representam as variaveis associadas a ordenagdo multivariada.
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Figura 22. Analise discriminante canénica (CDA) de Paullinia cupana var. sorbilis cv.
BRS Nocogquém) submetidas a concentragbes crescentes de aluminio. Os pontos
representam as unidades experimentais, coloridas de acordo com os tratamentos
(controle, 1, 2, 3 e 4 cmolc dm™ de Al), e as elipses indicam a dispersdo dos grupos. Os
vetores correspondem aos coeficientes de estrutura das variaveis que contribuiram para a
discriminacdo entre os tratamentos.

4. DISCUSSAO

A toxicidade do Al é reconhecida como uma das principais limitacdes a
produtividade agricola em solos acidos (Ma et al., 2002; Kochian et al., 2015). Embora
seus efeitos sejam amplamente descritos em espécies cultivadas de interesse agrondmico
(Delhaize & Ryan, 1995; Sade et al., 2016), ainda ha poucas informacdes sobre os efeitos
do Al no crescimento, na nutricdo mineral e nas respostas fisiologicas de culturas nativas

da Amazonia, como Paullinia cupana var. sorbilis. Buscando avangar nessa lacuna,
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avaliamos os efeitos de concentracdes crescentes de Al na cv. BRS Nogoguém e
demonstramos que a cultivar responde ao estresse por uma combinagdo de elevada
sensibilidade radicular, retencdo preferencial de Al nas raizes, aumento de prolina
radicular e desorganizacdo seletiva da nutricdo mineral. Entre os principais achados,
destacamos a definicdo da concentracgéo critica agrondémica acima de 0,5 cmolc dm™ de
Al no solo para variaveis de crescimento, a forte participacdo de P e Ca na resposta
nutricional ao estresse e a remodelacdo vascular de raizes e folhas. Por se tratar do
primeiro estudo dessa natureza na cv. BRS Nocgoquem, e possivelmente em Paullinia
cupana var. sorbilis, os resultados trazem novidade cientifica e oferecem um conjunto de
marcadores promissores para orientar o0 manejo da cultura em solos acidos e apoiar

programas de selecdo de gendtipos mais tolerantes.

4.1 Crescimento e sistema radicular

Conforme estudos que reconhecem o AI** como um dos principais fatores
limitantes ao crescimento vegetal em solos acidos, especialmente por ter o sistema
radicular como primeiro sitio de acdo e dano (Delhaize & Ryan, 1995; Ma & Ryan, 2010;
Kopittke et al., 2015), verificamos que a exposicdo ao Al comprometeu o crescimento
das plantas. Esse efeito foi evidenciado pela redugéo da biomassa total, sobretudo a partir
de concentragdes acima de 0,5 cmolc dm™ de AI®*, indicando sensibilidade inicial do
cultivar ao estresse. Os efeitos mais pronunciados ocorreram no sistema radicular, com
reducdes no volume de raizes, na massa seca radicular e na densidade de raizes finas
(Figuras 14 e 16B e E). Apesar das reducgdes observadas, destacamos que as plantas de
guaranazeiro mantiveram desenvolvimento vegetativo mesmo sob concentragdes
elevadas de Al, com crescimento ainda observado até o limite das concentracdes
avaliadas (4 cmol. dm™). Esse resultado sugere que, embora Paullinia cupana var.
sorbilis cv. BRS Nogogquém apresente sensibilidade inicial ao Al, a espécie pode possuir
mecanismos parciais de tolerancia ou adaptacdo ao ambiente &cido, onde é naturalmente
cultivada (Foy, 1984; Fageria & Baligar, 2008). Esses mecanismos provavelmente estdo
associados a restricdo da translocacdo do Al a imobilizacdo do elemento nas raizes, a
exclusdo do Al da regido apical ou a ativacdo de respostas fisiologicas e bioquimicas
capazes de reduzir os danos celulares. Tal comportamento é relevante quando comparado
a espécies agricolas amplamente melhoradas, como milho e soja, nas quais a presenga de

Al em solucdo geralmente provoca redugdes mais severas no crescimento radicular, na
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absorcéo de nutrientes e na producédo de biomassa (Batista et al., 2013; Silva et al., 2020).
Nesse sentido, nossos resultados sugerem que o Al afetou negativamente o crescimento
do guaranazeiro, mas ndo impediu completamente o estabelecimento das plantas,
indicando certo grau de tolerancia fisiologica do cultivar, possivelmente relacionado a
adaptacdo da espécie as condicdes de acidez dos solos da Amazénia (Fageria & Baligar,
2008). Esse comportamento esta de acordo com revisdes recentes que destacam a
variabilidade interespecifica e intraespecifica na resposta ao Al, bem como a importancia
de mecanismos radiculares de exclusdo, compartimentalizacdo e detoxificacdo na
tolerancia (Sade et al., 2016; Bojorquez-Quintal et al., 2017; Ofoe et al., 2023).

Em nosso estudo, é possivel confirmar o modelo classico de toxidez por Al, no
qual o cétion atua principalmente por alteracdes severas no sistema radicular, sendo o
apice da raiz uma das regides mais sensiveis (Kopittke & Blamey, 2016). O AI** interfere
diretamente na divisdo e no alongamento celular, promovendo altera¢6es na organizagédo
dos tecidos radiculares, espessamento e maior rigidez da parede celular (Yan et al., 2018;
Zhuetal., 2019), em decorréncia de sua interagdo com diferentes componentes estruturais
(Buchanan et al., 2015; Silva et al., 2020). As paredes celulares, por apresentarem grupos
funcionais com cargas negativas, especialmente carboxilicos e fosfatos, possuem elevada
afinidade pelo AI**, favorecendo sua réapida adsorcao na epiderme e no cortex radicular
(Geng et al., 2017; Wu et al., 2022). Como consequéncia, ha comprometimento da
plasticidade da parede celular e restricdo da expansao, o que contribui para a reducdo do
crescimento radicular (Horst et al., 2010; Yang et al., 2013). Essa afinidade do AI** pelos
grupos fosfato da parede celular se conecta com a reducdo no teor e no acimulo de P nas
raizes observada no presente estudo com o aumento das doses de Al, uma vez que 0 AI**
pode se ligar diretamente a esses sitios, reduzindo a disponibilidade do P para absor¢éo e
incorporacio nos tecidos radiculares. Além dos efeitos estruturais, o AI** pode afetar
processos metabolicos e celulares essenciais. Entre eles, destacam-se alteragdes na
atividade respiratoria, na funcionalidade das membranas plasmaticas e na atividade de
enzimas envolvidas na deposicdo e reorganizacdo de polissacarideos da parede celular
(Foy, 1974; Foy et al., 1978; Kochian et al., 2004). O Al também pode interferir em
processos nucleares, reduzindo a replicacio do DNA em funcdo de alteragfes na
estabilidade e na conformacdo da dupla hélice, refor¢cando seu papel como inibidor da
divisdo celular (Zhang et al., 2014; Eekhout et al., 2017). Esses danos combinados
reduzem a capacidade de formac&o e alongamento de novas raizes, limitando a absor¢ao

de agua e nutrientes. Dessa forma, a menor absorgéo e utilizacdo de elementos como Ca,
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Mg e P pode estar associada tanto a reducéo fisica do sistema radicular quanto aos efeitos
diretos do Al sobre membranas, metabolismo energético e processos de transporte ibnico
(Foy, 1974; Foy et al., 1978; Kochian et al., 2004).

4.2 Retencao radicular de Al e prolina como resposta ao estresse

A exposicdo ao AI** estimulou o acimulo de prolina, sobretudo nas raizes (Figura
15), sugerindo que o aumento da disponibilidade do metal intensificou o estresse
metabolico radicular e ativou mecanismos bioquimicos de protecdo. Em contraste, o
acumulo de prolina nas folhas nao foi significativo, reforcando que o principal sinal
bioquimico de estresse permaneceu restrito ao sistema radicular. A prolina é amplamente
reconhecida como osmoprotetor e antioxidante ndo enzimatico (Gill & Tuteja, 2010),
com fungbes na estabilizacdo de proteinas e membranas, manutencdo do equilibrio
osmotico e mitigacdo de danos oxidativos em plantas sob estresses abidticos (Kaur &
Asthir, 2015; Rejeb et al., 2014; Sharma et al., 2019). Esse aumento radicular é coerente
com o fato de o sistema radicular ser o principal sitio de contato e dano pelo AI**, ja que
grande parte do metal tende a permanecer retida no apoplasto, especialmente ligada a
parede celular e a matriz péctica (Doncheva et al., 2005), sendo translocada lentamente
para tecidos centrais (Frantzios et al., 2005). Essa retencdo pode funcionar como
mecanismo parcial de tolerancia, reduzindo a translocacdo para a parte aérea, embora
contribua para danos locais nas raizes.

Situaches estressoras como a toxicidade por AI** desencadeiam perturbacdes
metabdlicas, incluindo a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
caracterizando o estresse oxidativo que danifica biomoléculas vitais e pode levar a morte
celular (Mittler, 2002; Sies & Jones, 2020). Para lidar com essas condicdes, as plantas
recorrem a mecanismos adaptativos como a producéo de antioxidantes e osmoprotetores,
entre os quais a prolina ocupa papel de destaque (Sharma et al., 2019; Zulfigar et al.,
2020a). Em gendtipos tolerantes de cana-de-aclcar, Mantovanini et al. (2019)
observaram que a tolerancia ao Al estava associada ao incremento nos niveis de prolina
sob altas concentragdes de AI®*. Resultado semelhante foi encontrado por Carvalho,
Brunner & Habermann (2024) em Pinus sylvestris, onde espécies tolerantes ao Al
também apresentaram inducdo de prolina sob estresse, reforcando que o acimulo desse

osmoprotetor constitui uma resposta comum em plantas expostas ao metal.
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Em contraste com o acumulo radicular de prolina e a retencdo parcial de Al
observada no teor radicular (Figura 13C e 15), constatamos que a translocagéo para as
folhas e o acimulo e teor foliar de Al apresentaram redugdo em concentracOes
intermedidrias e leve aumento nos maiores teores de Al no solo (figura 13A, B e C). Esse
padrdo sugere que, em concentracdes intermedidrias, as plantas possivelmente
restringiram a movimentagdo do Al para a parte aérea por retengdo radicular,
imobilizacdo na parede celular, complexacdo com &cidos organicos ou limitacdo do
transporte via xilema (Sade et al., 2016; Bojorquez-Quintal et al., 2017). Embora o
acumulo radicular ndo tenha sido estatisticamente significativo (dados ndo apresentados),
os valores indicam maior retencdo nas raizes em relacdo a parte aérea, 0 que ganha
relevancia bioldgica quando associado a baixa translocacéo foliar e ao aumento de prolina
(Figura 13A e 15). Esse padrdo € corroborado por Horst et al. (2010), Doncheva et al.
(2005) e Frantzios et al. (2005), que destacam os mecanismos de retencdo radicular como
cruciais para limitar a translocacdo do Al e proteger tecidos da parte aérea.

Na maior concentracdo de Al, o aumento da translocacgdo foliar pode indicar
saturacdo dos mecanismos de retencdo, permitindo que parte do Al ultrapassasse as
barreiras de exclusdo, como ja descrito em revisdes sobre tolerancia diferencial ao Al em

espécies agricolas (Sade et al., 2016; Bojorquez-Quintal et al., 2017).

4.3 Alteracdes no teor e acimulo de nutrientes sob toxidez por aluminio

A exposicdo ao Al promoveu variacdes direcionadas no estado nutricional das
plantas, com respostas dependentes do nutriente e do 6rgdo avaliado. De modo geral,
nossos resultados evidenciam que a reducdo do crescimento esta associada, em parte, a
desorganizacdo da homeostase mineral. O efeito foi mais evidente para P, Ca, Mg, Cu,
Fe e Mn, que apresentaram quedas no teor e/ou no acimulo em folhas e raizes. Em
contraste, N, Zn e B aumentaram em concentragdes intermediarias de Al. Embora Ca nas
raizes e Mn nas folhas também tenham aumentado, esses incrementos sugerem efeito de
concentracdo, absorcdo compensatoria ou redistribuicdo interna sob estresse (Fageria,
2001; Marschner, 2012). Desequilibrios nutricionais induzidos pelo aluminio ja foram
relatados em diversas espécies (Mariano et al., 2015; Freitas et al., 2017; Guo et al., 2018;
Chen et al., 2019b), e nossos resultados estdo em consonancia com a literatura (Roshani
et al., 2014; Moustaka et al., 2016; Sade et al., 2016; Dos Reis et al., 2018;), que aponta

P, Ca e Mg como os nutrientes mais prejudicados pela presenca do metal. Em contraste,
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0 K manteve-se estavel tanto em folhas quanto em raizes, sem alteracdes significativas
no teor ou no acumulo (Figura suplementar).

Destacamos o P como o nutriente mais sensivel ao Al, com reducéo expressiva no
acumulo radicular e foliar (Figura 1B e 3A). Essa resposta decorre da elevada afinidade
quimica entre AI** e fosfato, amplamente documentada (Kochian et al., 2004; Yang et al.,
2011). Em solos acidos, o AI** precipita o P disponivel na forma de AIPO., reduzindo
drasticamente a concentracdo de Pi na rizosfera (Hinsinger, 2001). Além disso, a reducdo
proporcionalmente maior no transporte de P para a parte aérea sugere uma restricao
fisioldgica adicional: estudos isotopicos demonstram que o Al absorvido complexa o P
no apoplasto radicular e nos tecidos vasculares, formando compostos de baixa mobilidade
que retém o nutriente nas raizes (Clarkson, 1966). O Al também compromete a
morfologia radicular, inibindo elongacao e divisdo celular (Delhaize & Ryan, 1995). Um
sistema radicular menos ramificado e com menor densidade de pelos reduz a superficie
de contato com o solo, agravando ainda mais a aquisi¢do de P, um nutriente de baixa
mobilidade (Ofoe et al., 2023). Esses mecanismos precipitacdo externa, imobilizacdo
interna e danos morfologicos convergem para uma sindrome de deficiéncia funcional de
P. Dado o papel central do fésforo na transferéncia de energia (ATP), divisao celular e
formacao de novos tecidos (Vance et al., 2003), sua restricao fisiol6gica é provavelmente
um dos principais fatores da reducao de crescimento observada sob toxidez por Al.

Além do P, os cations Ca, Mg, Cu, Fe e Mn também foram fortemente afetados,
com reducdes significativas no acimulo radicular e foliar. Esse padrdo pode ser explicado
por dois mecanismos complementares: (i) competicdo direta entre AI** e cétions
divalentes (Ca?", Mg?*, Cu?*, Fe*>*, Mn?") por sitios de troca na parede celular e membrana
plasmatica, devido a maior carga e menor raio idénico do AI** ( Bose et al., 2011;
Marschner, 2012); e (ii) alteracdo da integridade e funcionalidade da membrana
plasmatica, que reduz o potencial de membrana, compromete a atividade da H*-ATPase
e limita o fluxo de ions essenciais (Guo et al., 2007; Gupta et al., 2013; Ofoe et al., 2023).
A queda no Ca afeta a estabilidade de membranas e a sinalizacdo celular; a reducéo de
Mg compromete a fotossintese, dada sua funcao estrutural na clorofila e como cofator da
Rubisco (Bose et al., 2011; Marschner, 2012); ja as redugdes de Cu, Fe e Mn prejudicam
processos redox vitais, como a fotossintese (Fe e Mn), a respiracdo mitocondrial (Cu e
Fe) e a atividade de enzimas antioxidantes (Cu/Zn-SOD; Mn-SOD), amplificando o

estresse oxidativo induzido pelo Al (Lidon & Barreiro, 1999; Lilay et al., 2024).
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Por outro lado, os teores foliares de N, Zn e B apresentaram aumento em
concentracOes intermedidrias de Al, declinando nas doses mais elevadas. Esse padréo néo
reflete necessariamente melhoria nutricional, mas sim efeito de concentracdo: sob
estresse severo, a biomassa reduz em maior proporcdo que a absorcdo do nutriente,

resultando em incremento aparente na concentracdo tecidual (Jarrell & Beverly, 1981).

4.4 Eficiéncia de absorcédo (EA), utilizacdo (EU) e translocacdo de nutrientes (ET)
sob toxidez por AI®*

A andlise integrada das EA, EU e ET sugere que o AI** pode afetar seletivamente
a economia nutricional da planta, possivelmente por mecanismos que vdo da competicdo
ibnica direta a efeitos indiretos associados a reducdo da biomassa (Kochian et al., 2015).
Espécies nativas de solos acidos podem apresentar tolerancia parcial ao Al, mantendo
crescimento mesmo sob concentragdes elevadas, conforme discutido por Haridasan
(2008) para o Cerrado brasileiro, e Moreira et al. (2012) demonstraram que espécies
amazonicas diferem significativamente quanto & EA de nutrientes em solos &cidos,
indicando adaptacdes variaveis. Nesse contexto, Paullinia cupana insere-se como espécie
com possiveis adaptacoes a condi¢cbes edaficas naturalmente acidas (Fageria & Baligar,
2008) com expectativa de certo grau de ajuste fisiologico.

Destacamos neste estudo o Ca como o nutriente cujas eficiéncias nutricionais
foram mais afetadas pela toxicidade de Al. Houve reducdo expressiva da EA e da ET
(Figura 8B e 12A), refletindo sua baixa mobilidade no floema e forte dependéncia do
fluxo xileméatico para distribuicdo aos tecidos em crescimento (Thor, 2019). A EU
apresentou resposta bifasica, com maior eficiéncia em concentraces intermediarias e
qgueda nos extremos. Diferentemente de nutrientes como N, P, K e Mg, que sdo
remobilizados via floema, o Ca é transportado preferencialmente pelo xilema, sendo sua
alocacdo determinada pela transpiracao e pela integridade vascular (Bang et al., 2020). A
competicdo direta entre AI** e Ca?* por sitios de ligacdo na parede celular, associada a
reducéo da atividade das H*-ATPases radiculares, compromete tanto a absorgéo quanto o
carregamento de Ca no xilema, resultando em translocacdo limitada para a parte aérea
(Marschner, 2012; Kochian et al., 2015). O P apresentou um comportamento distinto
frente ao Al: enquanto a EA e a ET ndo foram significativamente influenciadas, a EU
aumentou sob concentragdes mais elevadas (figura 10C). Esse aparente paradoxo reflete

a capacidade da planta de sustentar producdo de biomassa mesmo com menor contetdo
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interno de P, um ajuste fisioldgico particularmente relevante em ambientes amazo6nicos
com baixa disponibilidade natural desse nutriente (Reichert et al., 2022). Espécies
adaptadas ou que crescem em solos acidos desenvolveram estratégias para lidar com a
baixa disponibilidade de P, como a reducdo da exigéncia interna, a otimizacdo da
alocacdo e 0 aumento do tempo de residéncia do nutriente nos tecidos (Sanchez-Calderon
et al., 2010; Reichert et al., 2022). Contudo, como j& discutido por Hinsinger (2001) e
Kochian et al. (2015), a elevada afinidade do Al por fosfatos limita a disponibilidade
externa e interna, de modo que essa eficiéncia aparente ndo se traduz em tolerancia plena.
Para N, K e B, observamos aumento da EA sob Al, possivelmente como resposta
compensatoria ao dano radicular (Marschner, 2012; Fageria, 2001). Contudo, a EU
diminuiu significativamente, indicando perda da capacidade de converter nutrientes
absorvidos em biomassa, padrdo também descrito em cana-de-acUcar (Borges et al.,
2020). No caso de Mn e Zn, a EA apresentou resposta quadratica, com incremento em
doses intermediarias e queda nas maiores concentracdes, enquanto a EU também se
reduziu, o que pode estar associado a limites fisioldgicos de compensacdo sob toxidez
por Al (Kochian et al., 2015). A ET desses micronutrientes ndo foi consistentemente
influenciada, reforcando que o ajuste ocorreu principalmente na absorcdo. Esse padréo
de resposta bifasica para Mn e Zn sob estresse por Al ja foi documentado em milho, onde
a translocacdo desses nutrientes para a parte aérea diminuiu acima de uma concentragdo
critica de Al, indicando que o comprometimento do transporte ocorre independentemente
da integridade da membrana plasmatica (Lidon et al., 2000).

Outro padréo envolveu S, Fe e Cu, com respostas predominantes na ET. Para o S,
a ET aumentou em concentracdes intermediarias de Al, demandando possivelmente por
compostos sulfurados ligados a defesa antioxidante e detoxificacdo (Das et al., 2025),
mas caiu em concentracdes mais altas, indicando limite fisioldégico. O Fe apresentou
reducdo inicial da ET, possivelmente por retencdo radicular ou limitacdo do transporte
para a parte aérea (Yokosho et al., 2009). Por outro lado, o Cu mostrou aumento linear da
ET, mesmo com menor acimulo radicular, possivelmente refletindo alteracdo no
particionamento interno mais do que ganho nutricional efetivo (Marschner, 2012). Esse
padrdo é consistente com observagdes em Citrus sinensis (L.), onde a adigdo de Al
aumentou a translocacdo de Cu das raizes para a parte aérea em relacdo ao tratamento
com Cu isolado, contribuindo para uma toxicidade mais severa da combinagdo Cu+Al em

comparacdo com cada metal isoladamente (Chen et al., 2025).
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As eficiéncias de Mg ndo foram significativamente modificadas pelo Al, embora
seus teores e acumulos tenham sido afetados. Em conjunto, os padrdes observados
apontam trés respostas fisioldgicas principais: (i) limitacdo funcional do Ca, com queda
de EA e ET (figuras 18B e 12A); (ii) aumento da EU aparente de P sob restricao fosfatada
(figura 10C); e (iii) compensacdo parcial de N, K, B, Mn e Zn (figuras 8A e C;9A, B e
C). Esses ajustes revelam mecanismos de adaptacédo parcial ao Al, mas insuficientes para

manter a homeostase mineral e evitar o desequilibrio nutricional.

4.5 Alteragdes anatémicas em raizes e folhas

As alteragdes morfoanatdmicas induzidas por metais como Al nas plantas indicam
reorganizacao vascular associada ao estresse, com efeitos integrados entre raizes e folhas
(Yadav et al., 2021). Nas raizes, a presenca de Al promoveu espessamento do Xilema,
sobretudo em concentracfes intermediarias, acompanhado de reducdo da espessura do
floema (figura 18). O aumento dos elementos Xilematicos pode refletir uma resposta
estrutural voltada a manutencdo parcial do transporte de &gua e solutos em raizes
comprometidas, uma vez que alteracdes na diferenciacdo e na espessura do Xilema
influenciam a conducéo hidraulica e o transporte de nutrientes minerais para a parte aérea
(Myburg & Sederoff, 2001; Gavassi et al., 2020). Resposta semelhante foi observada em
Crotalaria juncea, espécie mais resistente ao Al, na qual o aumento da espessura do
xilema primario foi associado a aclimatacdo em solos acidos (dos Santos et al., 2025).

Por outro lado, a reducdo do floema sugere limitacdo no transporte de
fotoassimilados para tecidos-dreno, uma vez que esse tecido sustenta o suprimento de
carbono necessario a respiracdo, ao crescimento e a emissao de raizes finas (De Schepper
etal., 2013). Esse desequilibrio vascular radicular ajuda a explicar a redu¢édo da biomassa,
do volume e da densidade de raizes finas, pois a anatomia radicular regula a aquisi¢éo de
recursos do solo e o transporte radial e axial de agua e nutrientes na planta (Lynch et al.,
2021). Nesse contexto, a forte redugdo da espessura da nervura central (figura 20A) a
alteracdo foliar mais consistente neste estudo sugere que o dano radicular restringiu o
desenvolvimento vascular foliar, em concordancia com a reducdo da area foliar e do
crescimento. Como xilema e floema formam os principais tecidos de transporte de dgua,
minerais e fotoassimilados, alteracbes na nervura central podem indicar limitacdo
estrutural no suprimento e na distribuigdo desses compostos na lamina foliar (Miyashima

et al., 2013; Agusti et al., 2024). Os tecidos do mesofilo apresentaram respostas menos
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consistentes. O parénquima palicadico ndo mostrou espessamento uniforme sob Al,
enquanto o parénquima esponjoso apresentou tendéncia de aumento em alguns
tratamentos. Assim, a principal resposta anatdmica observada parece estar associada ao
sistema vascular, e ndo a uma alteracdo uniforme do mesofilo. Embora as mensuracdes
anatdmicas tenham sido interpretadas de forma descritiva e percentual, os padrdes
observados reforcam os resultados de crescimento, nutricdo mineral e eficiéncia
nutricional, especialmente a redugdo da biomassa radicular, do volume de raizes e do

acumulo de nutrientes.

4.6 Integracao das respostas multivariadas, limitacdes e perspectivas

As analises multivariadas confirmaram que a toxidez por Al em Paullinia cupana
cv. BRS Nogoquém resulta de uma resposta integrada entre crescimento, nutricdo mineral
e estresse bioquimico. A PCA (figura 21) evidenciou a separacao entre plantas sob menor
e maior estresse, destacando variaveis como massa seca total, area foliar, volume
radicular, P e Mg foliar e a ET de Ca como associadas ao bom desempenho. Em contraste,
Al radicular, translocacdo de Al, prolina radicular e a EU de P se relacionaram as maiores
concentracdes, reforcando que, sob estresse intenso, a planta recorre a retencédo radicular
do metal, ativacdo de mecanismos biogquimicos e ajustes fisioldgicos na economia do P.
A CDA (figura 22) corroborou esse padrdo, apontando massa seca total, Al radicular, EU
de P e ET de Ca como variaveis-chave para discriminar os tratamentos.

E importante reconhecer que em nosso estudo a auséncia de analises de
localizacdo do Al nos tecidos e da quantificacdo de acidos organicos, como citrato, malato
e oxalato, limita a compreenséo detalhada dos mecanismos de excluséo ou complexagédo
do metal. Além disso, o cultivo em vasos pode restringir o crescimento radicular e ndo
reproduzir integralmente as condi¢des de campo. Apesar dessas restricoes, os descritores
identificados massa seca total, Al radicular, eficiéncia de uso de P e eficiéncia de
translocacdo de Ca mostraram-se sensiveis a toxidez, oferecendo ndo apenas evidéncias
consistentes da resposta fisiolégica, mas também um conjunto de marcadores inéditos.
Por se tratar do primeiro estudo dessa natureza na cv. BRS Nogoquém, e possivelmente
em Paullinia cupana, os resultados trazem novidade cientifica e ampliam as perspectivas
para investigacOes futuras sobre tolerancia ao Al em diferentes materiais genéticos da

espécie.
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5. CONCLUSOES

O Al comprometeu significativamente o crescimento das plantas, com maior
impacto sobre raizes e biomassa total. Para as variaveis de crescimento, no geral a faixa
critica foi estimada a partir de 0,5 cmolc dm™ de Al no solo, indicando sensibilidade da
cultivar. A raiz foi o principal sitio de acimulo do metal e de resposta ao estresse,
evidenciada pela retencédo preferencial de Al e pelo aumento da prolina radicular.

No componente nutricional, P e Ca foram os nutrientes mais associados a toxidez
por Al. O Ca foi prejudicado na absorgéo e translocacao, enquanto o P apresentou reducéo
no teor e no acimulo, mas maior eficiéncia de uso sob concentracGes elevadas de Al. A
faixa critica para reducdo do acimulo de nutrientes nas folhas variou de 0,19 a 1,30 cmolc
dm3, afetando sobretudo nutrientes catidnicos e P. Nas raizes, a faixa critica foi de 0,29
a 0,89 cmolc dm™, com maior impacto sobre S, P, Cu, Mn e Mg.

As alteragdes anatdmicas indicaram remodelacao vascular, com espessamento do
xilema, reducédo do floema radicular e diminuicdo da nervura central foliar. Dessa forma,
massa seca de raizes, massa seca total, area foliar, acimulo de nutrientes, Al radicular,
prolina radicular, eficiéncia de uso de P e translocagdo de Ca destacam-se como 0s
principais descritores da toxidez por Al em Paullinia cupana cv. BRS Nogcoquém.
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CAPITULO 2

Respostas morfofisiol6gicas e bioquimicas a toxidez do manganés em gendtipos de
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis)

Resumo

O manganés (Mn) ¢ essencial ao crescimento vegetal, mas pode tornar-se fitotoxico em
altas concentracdes no solo. No guaranazeiro, ainda sdo pouco conhecidas as diferencas
genotipicas na resposta a disponibilidade de Mn. Assim, avaliamos os efeitos de
concentragdes crescentes de Mn no solo (0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 mg dm3) sobre
0 crescimento, o status nutricional, o desempenho fotoquimico e as respostas bioquimicas
dos genoétipos BRS-Amazonas (CMU-300) e BRS-Maués (CMU-871). O aumento da
disponibilidade de Mn reduziu o acimulo de nutrientes, a &rea foliar e a biomassa dos
dois gendtipos, sobretudo nas maiores concentracOes testadas. As respostas foram
genotipo-dependentes: a CMU-871 manteve maiores valores de Fv/Fm, Plabs € Pliota €m
ampla faixa de Mn, com reducéo de Plaps € Pltotal @penas na maior concentragdo testada.
Esse gendtipo também apresentou maior eficiéncia de uso do nutriente, maior acimulo
de N, P e K, menor acimulo foliar de Mn e maiores teores de prolina, em especial nas
raizes, enquanto a CMU-300 concentrou mais Mn nas folhas e apresentou menor
desempenho fisioldgico. Em conjunto, os resultados evidenciaram que a maior
capacidade de aclimatacdo da CMU-871 ao excesso de Mn resulta da integragédo entre
estabilidade fotoquimica, melhor aproveitamento nutricional, ajuste bioguimico via
prolina e maior preservagao da biomassa.

Palavras-chave: Guarana; toxidez por Mn; fotossistema Il; prolina e eficiéncia de uso
do Mn.
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CHAPTER 2

Morphophysiological and biochemical responses to manganese toxicity in guarana
cultivars (Paullinia cupana var. sorbilis)

Abstract

Manganese (Mn) is essential for plant growth, but it can become phytotoxic at high soil
concentrations. In guarana, genotypic differences in response to Mn availability remain
poorly understood. Thus, we evaluated the effects of increasing Mn concentrations in the
soil (0.0; 2.5; 5.0; 10.0; 20.0, and 40.0 mg dm™) on growth, nutritional status,
photochemical performance, and biochemical responses of the genotypes BRS-
Amazonas (CMU-300) and BRS-Maués (CMU-871). Increased Mn availability reduced
nutrient accumulation, leaf area, and biomass of both genotypes, particularly at the
highest concentrations tested. Responses were genotype-dependent: CMU-871
maintained higher Fu/Fm, Plas, and Phlow Vvalues across a wide range of Mn
concentrations, with reductions in Plabs and Pltotal occurring only at the highest
concentration tested. This genotype also showed greater nutrient use efficiency, higher
N, P, and K accumulation, lower leaf Mn accumulation, and higher proline contents,
especially in roots, whereas CMU-300 accumulated more Mn in the leaves and showed
lower physiological performance. Overall, the results indicated that the greater
acclimation capacity of CMU-871 to excess Mn results from the integration of
photochemical stability, better nutrient use, biochemical adjustment via proline, and
greater biomass preservation.

Keywords: Guarana; Mn toxicity; Photosystem II; proline; Mn use efficiency.
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1. INTRODUCAO

O manganés (Mn) é um elemento essencial ao metabolismo vegetal, participando
de processos como fotossintese, respiracdo, homeostase redox e sintese de proteinas e
carboidratos (Buchanan et al., 2000; Millaleo et al., 2010; Wu et al., 2022). Sua fungéo
mais critica ocorre no fotossistema Il, onde integra o cluster Mn«CaOs do complexo de
evolucéo do oxigénio, localizado no lumen do tilacoide (Govindjee et al., 2010). Nesse
sitio, 0 Mn catalisa a fotdlise da &gua e sustenta o transporte fotossintético de elétrons
(Shen, 2015; Schmidt et al., 2016). Consequentemente, sua deficiéncia compromete a
integridade dos cloroplastos, reduz a eficiéncia fotoquimica e limita o crescimento
vegetal (Broadley et al., 2012; Schmidt et al., 2016).

Em solos acidos ou encharcados, a biodisponibilidade de Mn aumenta a medida
que o pH do solo diminui, especialmente abaixo de 5,5 (Foy, 1984; Skdrka et al., 2023).
Nessas condicBes, 0 ion Mn?* torna-se altamente disponivel para a absor¢do radicular.
Quando acumulado acima dos limites fisioldgicos, 0 Mn atinge concentraces fitotdxicas,
constituindo um dos principais fatores limitantes ao crescimento e a producédo agricola
(El-Jaoual & Cox, 1998; Millaleo et al., 2010).

Estudos anteriores demonstraram que 0 estresse por Mn pode comprometer a
absorcdo de nutrientes, como ferro (Fe), calcio (Ca), magnésio (Mg) e fésforo (P)
(Millaleo et al., 2010; Santos et al., 2017; Wang et al., 2023). Além do desequilibrio
nutricional, a toxidez afeta diretamente o aparato fotossintético, prejudicando o PSIl e o
fluxo de elétrons, o que reduz drasticamente a eficiéncia fotoquimica (Li et al., 2010;
Alejandro et al., 2020). Como consequéncia, as plantas frequentemente apresentam
clorose e enrugamento do limbo foliar, distdrbios que culminam na reducéo da area foliar,
do acimulo de biomassa e do crescimento geral (Marschner, 1995; Li et al., 2010;
Fernando & Lynch, 2015).

Para mitigar o estresse, as plantas ativam diferentes mecanismos, incluindo o
controle da absorcéo e translocacdo do ion, a manutencdo da eficiéncia fotoquimica e
respostas bioquimicas focadas na homeostase celular e na reducéo do estresse oxidativo
(Li et al., 2019). Entre as respostas bioquimicas, o acumulo de prolina em folhas e raizes
tem se destacado como um importante marcador de ajuste metabdlico e protecdo celular
(Hayat et al., 2012; Guan et al., 2020; Skorka et al., 2023; Guo et al., 2025). Para mensurar
a eficacia desses mecanismos de tolerancia, a avaliacao da eficiéncia de uso de nutrientes

(Siddigi & Glass, 1981) e a analise de parametros de fluorescéncia da clorofila a (como
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Fu/Fm, Plabs € Plotal) t8m se mostrado ferramentas precisas para identificar limitagdes no
transporte eletronico e discriminar a tolerancia diferencial entre genétipos (Doncheva et
al., 2009; Strasser et al., 2010).

Embora a toxidez por Mn seja amplamente descrita em espécies agricolas (Khan
et al., 2000; Fuhrs et al., 2009; Zambrosi et al., 2016; Santos et al., 2017), seus efeitos
sobre o guaranazeiro (Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke) permanecem
pouco compreendidos. Preencher essa lacuna € fundamental, visto que a cultura é nativa
da Amazénia brasileira, possui elevado valor socioeconémico e € cultivada
predominantemente em solos de terra firme desta regido, que sdo naturalmente acidos
(Moreira & Fageria, 2009; Schimpl et al., 2013), condigdo que favorece a alta
disponibilidade de Mn?". Ademais, sabe-se que a resposta a toxidez por Mn é altamente
dependente da espécie e do genotipo, refletindo diferencas na compartimentalizacéo, uso
fisioldgico e manutencdo do crescimento (Dziwornu et al., 2018).

Nesse cendrio, cultivares recomendadas para os sistemas produtivos regionais,
como a BRS Amazonas (CMU-300) e a BRS Maués (CMU-871), podem apresentar
respostas contrastantes ao excesso de Mn. No entanto, ainda se desconhecem o0s
mecanismos fisioldgicos que explicam possiveis diferencas de sensibilidade entre elas.
Diante disso, hipotetizamos que: (i) o excesso de Mn reduz o crescimento do guaranazeiro
ao desestabilizar a homeostase nutricional e o funcionamento fotoquimico, especialmente
a eficiéncia do PSII e o fluxo de elétrons, induzindo o acimulo de prolina em folhas e
raizes como resposta ao estresse; e (ii) CMU-300 e CMU-871 apresentam sensibilidade
diferencial ao Mn, com maior toler&ncia associada a eficiéncia de uso do nutriente,
estabilidade fotoquimica e ajuste bioquimico entre tecidos. Portanto, avaliamos como o
aumento da disponibilidade de Mn afeta o crescimento, a nutricdo mineral, o desempenho

fotoquimico e as respostas bioguimicas dessas duas cultivares de guaranazeiro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condicdes de cultivo
O experimento foi conduzido em casa de cultivo sob luz solar natural, com
sombreamento de 50% e condi¢des ambientais caracterizadas por densidade de fluxo de

fétons fotossintéticos de 612,3 umol m™2 s™!, fotoperiodo de 12 h/12 h (dia/noite),
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temperatura média de 35 = 2 °C e umidade relativa em torno de 63%. O estudo foi
realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas, em
Manaus, Amazonas, Brasil (03° 06° 01,94 S; 59° 58' 34,59 W). Utilizamos mudas de
duas cultivares de guaranazeiro, BRS-Amazonas (CMU-300) e BRS-Maués (CMU-
871), ambas com 12 meses de idade, no estadio de dois a quatro pares de folhas, obtidas
por propagacdo vegetativa via estacas. Essas cultivares sdo recomendadas pela
EMBRAPA Amazo6nia Ocidental para cultivo em solos de terra firme (Atroch e
Nascimento Filho, 2024), em razdo de sua adaptacdo as condi¢bes edafoclimaticas
regionais e do potencial produtivo em sistemas produtivos.

O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo Distréfico (Santos et al., 2018a),
coletado em éarea de terra firme sob vegetacdo nativa (floresta ombrdéfila aberta),
localizada no Setor Sul da Universidade Federal do Amazonas (03°10'22.86"S;
59°57'52.57"W), na profundidade de 20-40 cm. O clima predominante da regido é
tropical umido, classificado como Af segundo Alvares et al. (2013). Amostras
compostas foram coletadas para caracterizacdo quimica e classificacdo textural. As
propriedades quimicas do solo, antes da aplicacdo dos tratamentos e da adubacéo basica,
foram: AI** = 1,67 cmolc dm™3; Ca?* = 0,12 cmolc dm; Mg+ = 0,05 cmol. dm (extrator
KCI 1 mol L); pH (H.0) = 4,1; acidez potencial (H* + AI**) = 10,06 cmolc dm™
(extrator acetato de calcio 0,5 mol L™, pH 7,0); matéria organica = 2,96 dag kg
(Walkley-Black); capacidade de troca catiénica (CTC) = 10,96 cmolc dm3; saturacio
por bases (V%) = 2,3; soma de bases = 0,17 cmolc dm™; K* = 7,86 mg dm; P = 2,30
mg dm3; Fe** = 160,0 mg dm; Cu2* = 0,24 mg dm™3; Zn>* = 0,88 mg dm; Mn2* = 3,2
mg dm™ (extrator Mehlich-1); S = 22,4 mg dm (extraido com fosfato de célcio 0,01
mol L?). A textura foi determinada pelo método do hidrometro, com agitacéo por 16 h
a 30 rpm, sendo a fracdo areia (2-0,053 mm) separada por peneiramento. O solo
apresentou 47,6 dag kg de argila, 24,5 dag kg de areia e 27,7 dag kg de silte. Os
métodos de andlise quimica e granulométrica seguiram procedimentos metodologicos

descritos por Teixeira et al. (2017).

2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos pela combinacdo fatorial de duas cultivares de
guaranazeiro (BRS-Amazonas - CMU-300 e BRS-Maues - CMU-871) com seis niveis de

Mn?* (0,0; 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg dm®). As plantas foram cultivadas em vasos plésticos
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de polietileno, sem poros de drenagem, com capacidade volumétrica de 3,5 dm™, e
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os niveis
de Mn?* foram definidos com base em resultados experimentais de Horiguchi (1988) e
Moreira et al. (2018). Para o estabelecimento das condicdes de controle, aplicamos 7,0 t
ha™' de calcario, com o objetivo de elevar o pH e reduzir os niveis naturais de Mn?*. Nos
demais tratamentos, realizamos calagem com 4,0 t ha* para manter o pH em 5,2, cujos
valores foram estimados com base na curva de neutralizacdo da acidez (Dunn, 1943),
conforme metodologia descrita por Batista (2014). O corretivo utilizado foi uma mistura
de CaCOs + 4MgCOs-Mg(OH)2-5H-0 (p.a.), na relagdo estequiométrica Ca:Mg de 3:1.
Nos tratamentos destinados a elevacdo dos niveis de Mn?*, o solo recebeu doses pré-
definidas de MnSO.-H.O em forma sélida. Apds a aplicacdo do calcério, o solo foi
incubado por 30 dias para correcdo da acidez. Em seguida, os tratamentos permaneceram

em incubacdo adicional por mais 30 dias, assegurando a estabilizacdo antes do plantio.

2.3 Adubacdo basica

Apds a incubacdo dos solos para obtencdo dos niveis desejados de Mn?, estes
foram secos, destorroados e submetidos a uma adubacdo bésica, fundamentada nas
caracteristicas quimicas do solo, no potencial de resposta da espécie e nas recomendacgdes
de Allen, Terman e Clements (1976) e Malavolta (1980) para cultivo em ambiente
protegido. Foram aplicados, por dm3 de solo, 300 mg de nitrogénio (N), 191 mg de
potéssio (K), 450 mg de fdsforo (P), 658 mg de célcio (Ca), 132 mg de magnésio (Mg),
274 mg de enxofre (S), 173 mg de cloro (Cl), 0,8 mg de boro (B), 4 mg de zinco (Zn),
1,3 mg de cobre (Cu) e 0,15 mg de molibdénio (Mo). As fontes utilizadas foram
Ca(NOs)2'4H.0, NH.CONH., KCI, KH2POi, HsPO., CaCl.-:2H.0, MgCl.-6H20,
MgS0.-7H:20, S°, H:BOs, CuSO4-5H20, ZnSO4-7H20 e (NHa4)sMo0-024-4H-0. Todas as
aplicagdes foram realizadas com reagentes p.a., e 0s nutrientes foram balanceados de
modo que apenas os niveis de Mn?* variassem entre os tratamentos.

Os corretivos e o enxofre elementar foram aplicados em po, enquanto a adubacéo
basica e as diferentes doses de Mn2* foram fornecidas em solucdo. A aplicacdo foi
realizada com pipetas volumétricas, utilizando 40 mL de solugcdo para macronutrientes e
20 mL para micronutrientes por vaso. O solo de cada unidade experimental foi disposto
em bandejas, recebeu a solucéo e foi homogeneizado manualmente. Em seguida, o solo
tratado foi devolvido aos vasos e incubado por mais 30 dias, visando o equilibrio das
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fontes com o solo. Durante a incubacédo, a umidade foi mantida em 70% da capacidade
de campo por meio de adicdo de &gua deionizada. As caracteristicas quimicas do solo
apos esse periodo encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas do solo pré-plantio ap6s adubacéo basica e doses crescentes de
Mn?*, estabelecendo condicGes de crescimento para plantas jovens de guaranazeiro em
casa de vegetacéo.

Doses de manganés (mg dm)

Caracteristica do solo

0,0 25 50 100 200 400
pH (H:0) 444 387 373 366 359 3,39
P disponivel (mg dm®) 5311 7861 889 7828 90,88 98,46
K* Trocavel (mg dm®) 1670 1600 1680 1640 1640  183,0

Ca2* Trocavel (cmolc dm) 7,88 4,75 5,38 5,58 5,70 513
Mg Trocavel (cmolc dm™) 2,43 125 125 184 1,61 1,46

Mn disponivel (mg dm™) 0,01 2,90 52 13,35 24,0 34,2
Fe disponivel (mg dm) 96,0 78,0 94,0 84,0 104,0 108,0
Zn disponivel (mg dm) 2,77 2,57 286 2,67 3,06 3,05
Cu disponivel (mg dm) 0,16 012 013 0,15 0,37 0,09
B disponivel (mgdm) 0,19 014 016 0,14 0,19 0,21

pH (H20)- relacédo 1:2,5; P, K, Fe, Cu, Zn e Mn (extrator Mehlich-1); Ca e Mg>* = 0,05 cmol. dm™ (extrator
KCI 1 mol L) e B (extrator 4gua quente).

2.4 Variaveis analisadas

O efeito das diferentes concentracdes de Mn?* foi avaliado ap6s 250 dias de
exposicdo das plantas, considerando a variacdo dos parametros fotossintéticos obtidos
pela fluorescéncia da clorofila a, anélises bioquimicas por meio da quantificacdo do
acumulo de prolina em folhas e raizes, além de parametros nutricionais, como teores e
acumulo de macro e micronutrientes e a eficiéncia de uso de Mn. Também foram
mensurados indicadores de crescimento, incluindo volume radicular, area foliar,
biomassa aérea e radicular e produgdo de massa seca, integrando respostas fisioldgicas,

bioquimicas e nutricionais ao estresse induzido pelo Mn?*.

2.4.1 Fluorescéncia da clorofila a
A fluorescéncia da clorofila a foi aferida no segundo e terceiro par de folhas do
ramo principal, a partir do apice das plantas, no periodo da manha (07h as 10h). Antes

das medic0es, as folhas selecionadas foram adaptadas ao escuro por 30 min, utilizando
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clipes plasticos especificos, a fim de promover a abertura dos centros de reacdo e
minimizar processos fisiolgicos associados a energizacdo da membrana do tilacoide. As
leituras foram realizadas com fluorémetro portéatil (PEA, MK2-9600, Hansatech, Norfolk,
UK). Apds a adaptacdo ao escuro, a face adaxial das folhas foi exposta a um pulso de
excitacdo de alta irradiancia (3.000 umol m™2 s™') por 5 s, com comprimento de onda de
650 nm. Foram determinados os valores de fluorescéncia minima (Fo), maxima (Fm) e
variavel (Fv). Os dados obtidos foram analisados pelo teste JIP (Srivastava et al., 1995;
Strasser et al., 2010) e utilizados para calcular o rendimento quéantico maximo da
fotoquimica do fotossistema Il (PSII) (Fv/Fm). Adicionalmente, avaliou-se o desempenho
do PSII por meio do indice de desempenho baseado na absorcdo (Plags) e do indice de

desempenho total (pitotar).

2.4.2 Determinacdo do teor de prolina

A concentracéo de prolina foi determinada na massa seca de folhas (MSF) e raizes
(MSR) pelo método de Bates, Waldren e Teare (1973). As amostras foram maceradas em
acido sulfossalicilico 3% (p/v), centrifugadas e o sobrenadante reagiu com solugédo acida
de ninhidrina. Apds aquecimento a 100 °C e extracdo com tolueno, a absorbancia foi lida
em espectrofotometro UV-VIS (modelo UV-M51) a 520 nm. A concentracdo foi

estimada por curva padrdo e expressa em umol gt MS.

2.4.3 Parametros nutricionais

2.4.3.1 Sintomatologia, teor e acimulo de macro e micronutrientes nas plantas

Durante a conducgdo do experimento, os sintomas nutricionais da parte aerea das
plantas foram descritos e registrados fotograficamente (Canon EOS Rebel T7i) conforme
0 seu surgimento e também ao término do experimento, enquanto a avaliagdo do sistema
radicular foi realizada apenas no encerramento. As folhas foram secas em estufa de
circulacdo forgcada de ar a 70 °C por 72 h e posteriormente trituradas em moinho tipo
Wiley. Para a determinacdo do nitrogénio (N), amostras de 0,1 g foram submetidas a
digestdo sulfurica e analisadas pelo método Kjeldahl (Bremner, 1996). Para os demais
nutrientes (P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn, Zn e Cu), utilizaram-se amostras de 0,5 g,

digeridas em mistura nitrico-perclorica (Sarruge & Haag, 1974), e as concentracfes foram
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determinadas por espectrometria de emissdo éptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES; PerkinElmer, modelo Optima 8300 DV). Com base nos teores obtidos na
massa seca foliar (MSF), calculou-se 0 acimulo de nutrientes (AN) nas folhas, segundo

a equacdo: AN (mg planta™) = teor de nutriente (g kg') x MSF (kg).

2.4.4 Eficiéncia do uso de Mn

A partir da massa seca foliar (MSF) e do contetido de Mn determinado nas folhas,
foi calculada a eficiéncia de uso do nutriente (EUN-Mn), conforme metodologia descrita
por Siddigi & Glass (1981).

2.4.5 Area foliar e biomassa seca

A érea foliar (AF) foi obtida com medidor eletrénico de area foliar (Scanner
CI-202, CID, Inc., Camas, WA, EUA). A producéo de massa seca foi determinada apds
a compartimentalizacdo das plantas em parte aérea (folhas, caule e peciolos) e raizes,
seguida de lavagem em agua deionizada, secagem em estufa de circulacdo forcada a 70
°C até massa constante e pesagem em balanca de precisdo (0,001 g). Posteriormente,
foram obtidas a massa seca do caule (MSC), das folhas (MSF), da parte aérea (MSPA =
MSC + MSF + peciolos), das raizes (MSR) e a massa seca total (MST = MSPA + MSR).

2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a deteccdo de outliers, ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Levene (Levene, 1960). Atendidas as condigdes de normalidade e homocedasticidade,
aplicamos analise de variancia (ANOVA). Quando o valor de F foi significativo (p <
0,05), as médias das varidveis dependentes foram comparadas pelo teste de Tukey.
Quando houve interacdo significativa entre os fatores doses de Mn2* e cultivares de
guaranazeiro, a interpretacdo dos resultados foi realizada por meio da decomposicéo da
interacdo, avaliando o efeito das concentragcdes de Mn?" dentro de cada cultivar, ou o
efeito das cultivares dentro de cada concentragdo de Mn?*. Adicionalmente, aplicou-se
analise de componentes principais (PCA) para integrar as variaveis, visando identificar

padrdes multivariados de resposta entre cultivares e concentragcdes de Mn?*.
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3. RESULTADOS

A exposicdo as doses crescentes de Mn afetou significativamente (p < 0,05) o
estado nutricional, a eficiéncia de uso de Mn, a fluorescéncia da clorofila a, o acimulo
de prolina e o crescimento das plantas de Paullinia cupana var. sorbilis. As respostas
variaram conforme a variavel avaliada, sendo observados tanto efeitos isolados de doses
ou cultivares quanto interacdo significativa entre cultivares e concentracdes de Mn. Dessa
forma, os resultados foram apresentados considerando os efeitos principais e, quando
significativa, o desdobramento da interacdo, permitindo comparar as diferencas entre 0s

gendtipos CMU-300 e CMU-871 ao longo das doses aplicadas.

3.1. Acumulo e teor de manganés nas folhas

Houve interagdo significativa entre cultivares e concentragdes de Mn para o
acumulo e o teor de Mn nas folhas de Paullinia cupana var. sorbilis (p < 0,05; Figura 1).
O aumento da disponibilidade de Mn elevou o acumulo foliar do elemento, com 0s
maiores valores observados em 40,0 mg dm= para ambas as cultivares (Figura 1B). Na
comparacdo entre cultivares, a CMU-300 apresentou maior acumulo de Mn nas
concentragdes de 10,0 e 20,0 mg dm3, enquanto nas demais concentracdes ndo houve
diferenca significativa entre os gendtipos (Figura 1A). Para o teor de Mn, também foi
observado incremento com o aumento das concentracdes aplicadas, atingindo os maiores
teores em 40,0 mg dm (Figura 1D). A CMU-300 apresentou maior teor foliar de Mn nas
concentragdes de 10,0, 20,0 e 40,0 mg dm3, enquanto nas concentragdes de 0, 2,5 e 5,0

mg dm as cultivares n3o diferiram entre si (Figura 1C).

72



Cultivares Doses de Mn (mg dm)
. CMU-300 = CMU-871 N ( @@ 2,5 OO0 5,0 . 10,0 20,0 S 40,0

A

a
a
10 4 2 b
a L
5] a g a P
.. Ha
C

Mn (g Planm'l)

1400

D

1200 1200 A a
1000 A 1000 4 a
" |
. 800 800 b b
< 600 600
=

400 A 400 - b b

200 200 1 c S S

cd
N Iy [ ¢ mM
0,0 2,5 5.0 10,0 20,0 40,0 CMU-300 CMU-871
Mn (mg dm'3) Cultivares

Figura 1. Efeito da interacdo entre cultivares e doses de Mn sobre o acimulo (A, B) e
teor de Mn nas folhas (C, D) de P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e CMU-
871, apds 250 dias de exposicdo. Desdobramento de cultivares dentro de doses de Mn (A,
C) e de doses dentro de cada cultivar (B, D). As barras representam o erro padrdo da
média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05).

3.2 Acumulo de nutrientes nas folhas

Houve efeito simples das concentracGes de Mn e das cultivares sobre o acimulo
de macronutrientes nas folhas das plantas (p < 0,05; Figura 2). O aumento da
disponibilidade de Mn reduziu significativamente o acimulo de N, P, K e Ca, sobretudo
nas concentragdes de 20,0 e 40,0 mg dm™ (Figura 2A, C, E, G). Entre as cultivares, a
CMU-871 apresentou maiores acimulos de N, P e K em relacdo a CMU-300 (Figura 2B,
D, F), enquanto o acumulo de Ca foi superior na CMU-300 (Figura 2H).
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Figura 2. Acimulo de nitrogénio - N (A, B), fésforo - P (C, D), potassio - K (E, F) e
calcio - Ca (G, H) nas folhas de P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e CMU-
871, submetidas a doses crescentes de Mn por 250 dias. Em A, C, E e G, séo apresentados
os efeitos das doses de Mn; em B, D, F e H, os efeitos das cultivares. As barras
representam o erro padrdo da média, (n=4). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Padrdo semelhante foi observado para Mg, S, Zn e B, que também apresentaram
reducdo significativa com o aumento das concentragdes de Mn, sobretudo nas maiores
disponibilidades do elemento (p < 0,05; Figura 3A-D). Para Fe e Cu, houve interacéo
significativa entre cultivares e concentra¢cdes de Mn (p < 0,05; Figura 3E-H). A CMU-
300 apresentou maior acimulo de Fe em 0 e 2,5 mg dm?, enquanto nas demais
concentragfes ndo houve diferenca significativa entre os genétipos (Figura 3E). No

desdobramento das concentracdes dentro de cada cultivar, o Fe variou significativamente
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em ambos 0s genotipos, com maiores acimulos nas menores concentracfes de Mn para
CMU-300 e entre 5,0 e 10,0 mg dm™ para CMU-871, seguido de reducio significativa
nas maiores concentracbes (Figura 3F). Para Cu, a CMU-871 apresentou maiores
acumulos entre 0 e 10,0 mg dm, sem diferenca entre os gendtipos em 20,0 e 40,0 mg
dm (Figura 3G). Dentro das cultivares, houve reducéo significativa do Cu apenas na
CMU-871 nas maiores concentracdes de Mn, enquanto a CMU-300 néo apresentou efeito
significativo (p = 0,41; Figura 3H).
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Figura 3. Acimulo de Mg (A), S (B), Zn (C), B (D), Fe (E, F) e Cu (G, H) nas folhas de
P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e CMU-871, submetidas a doses crescentes
de Mn por 250 dias. Em A, B, C e D, sdo apresentados os efeitos isolados das doses de
Mn. Para Fe e Cu, houve interagéo entre cultivares e doses de Mn, com desdobramento
de cultivares dentro de cada dose (E, G) e de doses dentro de cada cultivar (F, H). As
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barras representam o erro padrdo da média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.3 Concentracgéo de nutrientes nas folhas

As concentragdes foliares dos nutrientes foram alteradas pelas concentragcfes de
Mn e pelos genotipos avaliados (p < 0,05; Figuras 4 e 5). Para N, Ca, Mg, S e B, houve
efeito simples das cultivares, sendo a CMU-871 superior apenas para N, enquanto a
CMU-300 apresentou maiores concentragdes de Ca, Mg, S e B (Figura 4A-E). Para B,
houve efeito simples das concentragdes de Mn, com reducdo significativa nas
concentragdes de 10,0 e 20,0 mg dm™ em relagio ao tratamento controle, enquanto 2,5,
5,0 e 40,0 mg dm apresentaram valores intermediarios (Figura 4F).
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Figura 4. Concentracdo de nitrogénio - N (A), célcio - Ca (B), magnésio - Mg (C),
enxofre - S (D), boro - B (E) e ferro - Fe (F) nas folhas de P. cupana var. sorbilis,
cultivares CMU-300 e CMU-871, submetidas a doses crescentes de Mn por 250 dias. Em
A, B, C, D e E, sdo apresentados os efeitos isolados das cultivares; em F, é apresentado o
efeito isolado das doses de Mn. As barras representam o erro padrdo da média (n = 4).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Para P, Cu, Zn e Fe, a resposta foi condicionada pela interacédo significativa entre
genotipos e concentracdes de Mn (p < 0,05; Figura 5A-H). A concentracdo de P diferiu
entre 0s gendtipos apenas nas concentracoes de 5,0, 10,0 e 20,0 mg dm™, com maiores
valores na CMU-871 (Figura 5A). No desdobramento das concentra¢des dentro de cada
gendtipo, o P ndo foi significativo para CMU-300 (p = 0,83), enquanto na CMU-871
houve aumento até 20,0 mg dm, seguido de reducio em 40,0 mg dm™ (Figura 5B). Para
Cu, a CMU-871 apresentou maiores concentracfes na maioria das concentragdes de Mn,
enquanto em 40,0 mg dm ndo houve diferenca significativa entre os gen6tipos (Figura
5C). Dentro dos gendtipos, a concentracdo de Cu variou significativamente, com reducéo
mais evidente na CMU-871 em 40,0 mg dm™ (Figura 5D).

Para Zn, a CMU-300 apresentou maiores concentracdes em 0, 2,5 e 10,0 mg dm"
3, enquanto nas concentra¢bes de 5,0, 20,0 e 40,0 mg dm™ ndo houve diferenca
significativa entre os gendtipos (Figura 5E). No desdobramento das concentragdes, o Zn
néo apresentou efeito significativo para CMU-300 (p = 0,061), mas variou na CMU-871,
com maior concentragio em 5,0 mg dm= (Figura 5F). Para Fe, a CMU-300 apresentou
maiores concentracdes que a CMU-871 em 0, 2,5, 5,0, 10,0 e 40,0 mg dm3, enquanto em
20,0 mg dm™ os genotipos ndo diferiram entre si (Figura 5G). Dentro de cada gendtipo,
o Fe variou significativamente com as concentra¢des de Mn, com maiores valores em 2,5
mg dm para CMU-300 e em 40,0 mg dm™ para CMU-871 (Figura 5H).
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Figura 5. Concentracdo de fésforo - P (A, B), cobre - Cu (C, D), zinco - Zn (E, F) e ferro
- Fe (G, H) nas folhas de P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e CMU-871,
submetidas a doses crescentes de Mn por 250 dias. Em A, C, E e G, as letras comparam
as cultivares dentro de cada dose de Mn; em B, D, F e H, as letras comparam as doses de
Mn dentro de cada cultivar. As barras representam o erro padrdo da média (n = 4). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.4 Sintomatologia nutricional

A caracterizacdo visual evidenciou alteracdes na coloracdo e na morfologia foliar
das plantas em resposta ao aumento da disponibilidade de Mn (Figuras 6 e 7). No
tratamento controle, observamos leve clorose foliar, especialmente em folhas jovens da
cultivar CMU-300. Entre 2,5 e 10,0 mg dm™ de Mn, a CMU-300 apresentou melhor

aspecto visual, com folhas mais verdes e coloracdo mais uniforme em relagdo ao controle.
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Na CMU-871, a coloragéo foliar manteve-se relativamente estavel entre 0 e 5,0 mg dm,
sem alteracdes visuais acentuadas. A partir de 10,0 mg dm, o amarelecimento tornou-se
mais evidente na CMU-871, enquanto na CMU-300 os sintomas se intensificaram
principalmente nas concentragdes de 20,0 e 40,0 mg dm=, com folhas menores,

enrugamento do limbo e reducdo da expansao foliar (Figura 6).

CMU-300

S
e
S
@

CMU-871

CMU-871

Controle 2.5 5.0 10,0 20,0 40,0
Mn (mg dm)

Figura 6. Aparéncia visual das plantas inteiras (primeira e terceira fileiras) e dos recortes
foliares representativos (segunda e quarta fileiras) das cultivares de guaranazeiro BRS-
Amazonas (CMU-300) e BRS-Maués (CMU-871) submetidas a doses crescentes de
manganés no solo.

Na avaliacdo ampliada, os sintomas foram caracterizados por clorose internerval
e enrugamento foliar na CMU-300 (Figura 7A), além de amarelecimento em folhas
jovens sob maior disponibilidade de Mn, sugerindo desequilibrio nutricional associado
ao excesso de Mn (Figura 7B, D). Na CMU-871, os sintomas foram marcados por clorose
irregular e enrugamento do limbo foliar, principalmente sob 10,0 mg dm de Mn (Figura
7C).

79




CMU-300

Figura 7. Sintomas tipicos de toxicidade por Mn e deficiéncia induzida de Fe em guaranazeiro.
(A) clorose internerval e enrugamento foliar na cultivar BRS-Amazonas (CMU-300); (B) e (D)
deficiéncia de Fe induzida pelo excesso de Mn (40 mg dm) em BRS-Amazonas; (C) toxicidade
por Mn em BRS-Maués (CMU-871) sob 10 mg dm,

3.5 Eficiéncia do uso de Mn

A eficiéncia de uso de Mn (EUMN) foi significativamente afetada pelas
concentracdes de Mn e pelos genotipos avaliados (p < 0,05; Figura 8). O aumento da
disponibilidade de Mn reduziu acentuadamente a EUMn, com maior aproveitamento do
nutriente no tratamento controle e queda expressiva ja a partir de 2,5 mg dm= (Figura

8A). Nas concentracdes de 10,0, 20,0 e 40,0 mg dm™, as plantas apresentaram menor
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eficiéncia de uso de Mn, indicando menor conversdo do elemento absorvido em
crescimento vegetal. Entre os gendtipos, a CMU-871 apresentou maior eficiéncia de uso
de Mn em relagdo a CMU-300 (Figura 8B).

Doses de Mn (mg dm) Cultivares
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0,0 25 5,0 10,0 20,0 40,0 CMU-300 CMU-871
Mn (mg dm’B) Cultivares

Figura 8. Eficiéncia de uso de Mn em P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e
CMU-871, submetidas a doses crescentes de Mn por 250 dias. Em (A), € apresentado o
efeito isolado das doses de Mn; em (B), o efeito isolado das cultivares. As barras
representam o erro padrdao da média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.6 Fluorescéncia da clorofila a

A eficiéncia fotoquimica foi afetada pela interacdo entre genoOtipos e
concentracdes de Mn (p < 0,05; Figura 9). A CMU-871 apresentou maior Pliotal, Plass €
Fv/Fm ao longo de ampla faixa de disponibilidade de Mn, principalmente entre 0 e 20,0
mg dm (Figura 9A, C, E). Em 40,0 mg dm?, as diferencas entre genétipos foram
reduzidas para Pliota € Plans (Figura 9A, C). Dentro de cada genétipo, Pliotai € Plaps Ndo
foram significativos na CMU-300, com p = 0,09 e p = 0,55, respectivamente (Figura 9B,
D). Na CMU-871, houve reducio significativa desses indices em 40,0 mg dm, enquanto

Fv/Fm ndo foi alterado pelas concentragdes de Mn nesse gendtipo (p = 0,13; Figura 9F).

81




Cultivares Doses de Mn (mg dm™)

 CMU-300 . CMU-871 . () W 25 W 5,0 I 10,0 IR 20,0 40,0
0.8 0.8
A "CMU-300: p=0,09 B
a a
0.6 o 5 A a . 0.6 1 b @b 2 -
E
= 044 b a a 04 -
-9
b b b
0,2 1 0,2 1

0,0 -

3.0 - 3.0
@; nsCMU-300: p=0,55
25 4 2,5
a a
20 a 2,0
a
'§ 15 & 1,5
b b a
1.0 b b a 1,0
0.5 0,5 1

0,0 -
0,84
0,82 A
0.80 1
0,78 A
0,76 1
0,74
0,72 4
0,70 A

0,68 -
0,0 2,5 5,0 10,0 20,0 40,0 CMU-300 CMU-871

Mn (mg dm'3) Cultivares

“CMU-871:p=0,13  F

fv/fm

Figura 9. Efeito da interacdo entre cultivares e doses de Mn sobre os parametros de
fluorescéncia da clorofila a em folhas de P. cupana var. sorbilis, ap6s 250 dias de
exposicdo. Sdo apresentados o indice de desempenho total - Plita (A, B), indice de
desempenho fotoquimico - Plaps (C, D) e eficiéncia quantica maxima do fotossistema I -
Fu/Fm (E, F). O desdobramento da interacdo mostra a comparacéo de cultivares dentro de
cada dose de Mn (A, C, E) e de doses dentro de cada cultivar (B, D, F). As barras
representam o erro padrdao da média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.7 Acumulo de prolina nas folhas e raizes

A resposta bioguimica das plantas ao Mn foi evidenciada por alteragdes no teor
de prolina em raizes e folhas, com interag&o significativa entre genotipos e concentragoes
de Mn (p < 0,05; Figura 10). Nas raizes, a CMU-871 apresentou maior teor de prolina
nas concentragdes de 2,5, 5,0, 20,0 e 40,0 mg dm3, enquanto a CMU-300 foi superior no
controle; em 10,0 mg dm3, ndo houve diferenca entre os genétipos (Figura 10A). Dentro
de cada gendtipo, a CMU-300 apresentou maior teor de prolina radicular no controle e
nas maiores concentragdes de Mn, com reducgdo em 2,5 e 5,0 mg dm=. Na CMU-871,
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houve incremento gradual da prolina radicular com o aumento da disponibilidade de Mn,

atingindo o maior teor em 40,0 mg dm™ (Figura 10B).

Nas folhas, a CMU-871 apresentou maior teor de prolina em todas as
concentracdes de Mn (Figura 10C). Dentro de cada gendtipo, a CMU-300 apresentou
reducao significativa da prolina foliar com o aumento da disponibilidade de Mn,
principalmente a partir de 10,0 mg dm=. Na CMU-871, os maiores teores foram
mantidos entre 0 e 20,0 mg dm, com reducéo significativa apenas em 40,0 mg dm
(Figura 10D).
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Figura 10. Efeito da interacdo entre cultivares e doses de Mn sobre o teor de prolina em
raizes (A, B) e folhas (C, D) de P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e CMU-871,
apo6s 250 dias de exposi¢do. O desdobramento da interagdo mostra a comparacao de
cultivares dentro de cada dose de Mn (A, C) e de doses dentro de cada cultivar (B, D). As
barras representam o erro padrdo da média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3.8 Area foliar e producdo de biomassa

O crescimento das plantas foi significativamente modulado pelas concentracGes
de Mn e pelos genotipos avaliados (p < 0,05; Figura 11). O aumento da disponibilidade
de Mn comprometeu 0 acumulo de biomassa, com reducdes significativas na massa seca
foliar, massa seca do caule e massa seca total, sobretudo nas concentragdes de 20,0 e 40,0
mg dm (Figura 11A, C, E). A massa seca de raizes também foi reduzida, com efeito
mais pronunciado em 40,0 mg dm™ (Figura 11G). A éarea foliar apresentou padrio

semelhante, com reducéo significativa a partir de 10,0 mg dm e menor expansao foliar
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nas maiores concentracdes de Mn (Figura 11H). Entre os genotipos, a CMU-871
apresentou maior massa seca foliar, massa seca do caule e massa seca total em relacdo a
CMU-300 (Figura 11B, D, F).
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Figura 11. Variaveis de crescimento de P. cupana var. sorbilis, cultivares CMU-300 e
CMU-871, submetidas a doses crescentes de Mn por 250 dias. Sdo apresentadas a massa
seca foliar - MSF (A, B), massa seca do caule - MSC (C, D), massa seca total - MST (E,
F), massa seca de raizes - MSR (G) e area foliar (H). Em A, C, E, H e G, sdo apresentados
os efeitos isolados das doses de Mn e em B, D e F, os efeitos isolados das cultivares. As
barras representam o erro padrdo da média (n = 4). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.9 Analise multivariada

A andlise de componentes principais (PCA) indicou separacéo entre as cultivares
de guaranazeiro em funcéo das respostas as concentracdes de Mn (Figura 12). As duas
primeiras componentes explicaram 61,47% da variacdo total dos dados, sendo 37,98%
atribuidos a CP1 e 23,49% a CP2 (Figura 12). A CP1 foi responsavel pela maior parte da
ordenacdo dos tratamentos, separando principalmente os grupos posicionados a direita e
a esquerda do biplot. A direita da CP1, observaram-se vetores associados as variaveis de
fluorescéncia da clorofila a, como Fv/Fm, Fv, Fm, Plass € Plotar, além de prolina foliar e
concentracdo foliar de P. Nessa regido, concentraram-se principalmente amostras do
gendtipo CMU-871. Em contraste, a esquerda da CP1, houve maior associacdo com
variaveis relacionadas ao acumulo mineral, como Concentracdo de Mn, Fe e Ca, regido
onde se posicionaram predominantemente amostras do gen6tipo CMU-300.

A CP2 separou principalmente varidveis associadas ao crescimento e a biomassa,
posicionadas na porc¢do superior do grafico, incluindo massa seca total, massa seca da
parte aérea, massa seca foliar, massa seca do caule e area foliar. Também se associaram
a essa regido alguns nutrientes da parte aérea, como S, Zn, B e Mg. Na porc¢&o inferior da
CP2, observaram-se variaveis relacionadas aos teores de Mn, Fe e Ca, além de parte das

amostras submetidas as maiores concentracfes de Mn.
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Figura 12. Biplot da analise de componentes principais (PCA) das variaveis de
crescimento, fluorescéncia da clorofila a, prolina e nutricdo mineral de duas cultivares de
guaranazeiro submetidas a concentracdes crescentes de Mn. Os simbolos indicam as
cultivares: circulos representam CMU-300 e quadrados representam CMU-871. As cores
indicam as doses de Mn: vermelho = 0 mg dm; amarelo = 2,5 mg dm; verde = 10 mg
dm3; azul = 20 mg dm3; marrom = 40 mg dm=. As setas representam as variaveis
analisadas, e sua direcdo indica a associagdo com o0s tratamentos e cultivares no espaco
multivariado. As letras minusculas apds os elementos minerais indicam o tipo de variavel
nutricional: t = teor nutricional e a = acimulo nutricional.

4. DISCUSSAO

Embora essencial as plantas, 0 Mn pode se tornar fitotoxico em solos acidos e/ou
encharcados, onde sua disponibilidade aumenta e passa a comprometer o metabolismo e
o0 crescimento vegetal (Foy, 1984; El-Jaoual & Cox, 1998). Neste estudo, demonstramos
que o excesso de Mn reduz a biomassa e a area foliar do guaranazeiro, diminui o acuimulo
de nutrientes minerais, altera a eficiéncia fotoquimica e induz sintomas foliares tipicos de
toxidez, como clorose internerval e enrugamento do limbo, mais evidentes na CMU-300.
Além disso, 0 aumento da prolina, sobretudo nas raizes, indica ativagdo de resposta
bioquimica ao estresse manganésico (Szabados & Savouré, 2010; Rejeb et al., 2014).
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Essas respostas foram claramente gendtipo-dependentes: a CMU-300 parece apresentar
maior sensibilidade ao excesso de Mn, principalmente em 20 e 40 mg dm, enquanto a
CMU-871 mostrou-se mais tolerante, mantendo maior eficiéncia de uso do nutriente e
maior estabilidade fotoquimica sob elevada disponibilidade do elemento. De forma
inédita para o guaranazeiro, esses achados preenchem uma lacuna e ampliam a
compreensdo sobre os mecanismos de toxidez manganésica na espécie, além de
apontarem a CMU-871 como material promissor para selegdo e manejo em solos &cidos

com elevada disponibilidade de Mn.

4.1 O excesso de Mn reduz a biomassa e a area foliar do guaranazeiro

Em concordancia com estudos que avaliaram os efeitos do estresse por Mn em
diferentes espécies vegetais (Lei et al., 2007; Stoyanova et al., 2009; Millaleo et al., 2013;
Zambrosi et al., 2016; Santos et al., 2017; Guo et al., 2025), a toxidez por Mn
comprometeu diretamente o crescimento do guaranazeiro (Figura 11). Plantas de
Paullinia cupana var. sorbilis submetidas a concentragdes crescentes de Mn
apresentaram reducéo da biomassa e da area foliar, especialmente a partir de 20 mg dm
de Mn (Figura 11). Esse efeito foi mais pronunciado na parte aérea, enquanto a massa
seca das raizes apresentou reducio significativa apenas em 40 mg dm, em concordancia
com a visao de que a parte aérea é mais suscetivel a toxicidade do Mn do que o sistema
radicular (Mukhopadhyay; Sharma, 1991; Li et al., 2010). A érea foliar mostrou-se ainda
mais sensivel, com reducéo a partir de 10 mg dm-3 em ambas as cultivares, o que pode ter
limitado a interceptacdo de luz, a assimilacdo de carbono e, consequentemente, 0 acimulo
de biomassa (Fariduddin et al., 2015; Zambrosi et al., 2016).

Essas reducdes coincidiram com o aumento das concentragdes foliares de Mn,
sobretudo na CMU-300, e com a intensificagdo dos sintomas visuais de toxidez (Figuras
1C, D; 6 e 7), além de menor acimulo de nutrientes minerais como N, P, K, Ca, Mg, S,
Zn, B e Fe, bem como limitacdo fotoquimica. Esse conjunto de respostas é semelhante ao
descrito em outras espécies sob excesso de Mn, nas quais o acumulo do metal esteve
associado a reducdo do crescimento, alteracbes nutricionais e sintomas foliares
(Wissemeier & Horst, 1992; Lavres Junior et al., 2010; Santos et al., 2017).
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4.2 O excesso de Mn altera o estado nutricional do guaranazeiro e induz sintomas
foliares

O aumento da disponibilidade de Mn alterou o estado nutricional das cultivares
de guaranazeiro, elevando o teor e o acimulo foliar do elemento (figura 1), mas reduzindo
nutrientes essenciais (Figuras 2, 3, 4 e 5). Esse padréo evidencia a natureza multifatorial
da toxidez por Mn, na qual o excesso compromete a homeostase mineral (Fernando e
Lynch, 2015) ao interferir na absorcao, translocagéo e utilizagdo de nutrientes, afetando
principalmente Ca, Mg e Fe por meio de interacdes i0nicas e antagonismos nutricionais
(El-Jaoual & Cox, 1998; Millaleo et al., 2010). Esses efeitos podem resultar em
deficiéncias induzidas e desequilibrios minerais, como observado em soja, onde 0 excesso
de Mn reduziu Mg, Ca e Fe na parte aérea (Santos et al., 2017), e em Cedrela fissilis, com
reducdes severas de N, K, S, Zn e B (Rosado, 2021). No presente estudo, esse padrdo
tornou-se mais evidente a partir de 20 mg dm=, quando o excesso de Mn reduziu
amplamente o acUmulo dos nutrientes avaliados, indicando comprometimento
progressivo da homeostase mineral. Entre os genotipos, a CMU-871 manteve maiores
acumulos de N, P e K, sugerindo maior capacidade de preservar o estado nutricional sob
estresse manganésico, resposta semelhante a tolerancia descrita em algodao (Foy et al.,
1995) e trigo (Khabaz-Saberi et al., 2010). Esse comportamento reforca que a intensidade
da toxidez por Mn varia conforme o gendtipo e envolve ndo apenas o acumulo do
elemento, mas também a capacidade de manter a homeostase mineral sob excesso
(Fernando e Lynch, 2015; Inostroza-Blancheteau et al., 2017).

A reducdo no acumulo de nutrientes sob excesso de Mn pode estar associada a
sobreposicdo entre menor crescimento, competicdo idnica e alteragdes nos sistemas de
absorcéo e transporte de nutrientes (Millaleo et al., 2010). Em altas concentragdes, 0 Mn?*
pode competir por sitios de adsorcdo na rizosfera e por sistemas transmembranares de
absorcdo, especialmente transportadores das familias NRAMP e ZIP, que apresentam
baixa especificidade para cations divalentes e podem mediar a entrada de Mn?*, Fe**, Zn?*
e outros nutrientes (Pittman, 2005; Pessoa et al., 2026). Essa sobreposigédo funcional é
bem demonstrada em Arabidopsis thaliana, na qual IRT1, da familia ZIP, e NRAMP1
participam de forma cooperativa da absor¢éo de Fe e Mn, fornecendo uma base molecular
para a competicdo entre cations divalentes nas raizes (Vert et al., 2002; Castaings et al.,
2016). Como esses transportadores apresentam baixa especificidade, alteragcdes no estado

nutricional de Fe e Mn podem modificar também a entrada de outros micronutrientes
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(Alejandro et al., 2020), como Zn e Cu. Por outro lado, Ca?" e Mg?" podem ser afetados
principalmente por interagdes fisico-quimicas em sitios de troca e adsor¢do nos coloides
do solo (Pessoa et al., 2026), alterando a disponibilidade de cations na rizosfera.

A expressdo visual da toxidez por Mn nas cultivares de guaranazeiro acompanhou
as alteracBes nutricionais e fisiologicas observadas nas folhas. Embora 0 Mn seja
essencial ao metabolismo vegetal, concentragdes foliares consideradas normais podem
variar amplamente entre espécies, geralmente entre 30 e 500 mg kg MS (Clarkson,
1988), e os limites de toxidez dependem fortemente do gendtipo (Foy et al., 1995; El-
Jaoual & Cox, 1998). No presente estudo, considerando o conjunto das respostas
nutricionais, visuais e de crescimento, teores foliares de 107 a 617 mg kgt MS na CMU-
300 e inferiores a 300 mg kg MS na CMU-871 parecem estar associados a melhor
equilibrio fisiologico das plantas. Ainda que a CMU-871 tenha apresentado melhor
desempenho, ambas se aproximam da faixa descrita para materiais sensiveis a
moderadamente tolerantes ao Mn, uma vez que plantas com 300-500 mg kg MS séo
consideradas sensiveis, entre 500-1500 mg kg™* MS moderadamente tolerantes, e acima
de 1500 mg kg MS resistentes ao Mn (Skoérka et al., 2023). No tratamento controle, com
baixa disponibilidade de Mn no solo, observamos amarelecimento mais generalizado,
especialmente na CMU-300, embora sem forte comprometimento dos demais nutrientes.
Por outro lado, na CMU-871, sintomas de amarelecimento e enrugamento foram
observados em 10 mg dm (figura 6 e 7), com teor foliar aproximado de 310 mg kg™* MS,
enquanto na CMU-300 os sintomas mais intensos ocorreram em 20 e 40 mg dm3, quando
os teores foliares atingiram cerca de 657 e 1105 mg kg™ MS, respectivamente. Nesses
tratamentos, os sintomas foram acompanhados por reducdo de biomassa, desequilibrio
nutricional e deformacdes foliares.

A clorose internerval e o amarelecimento podem estar associados ao desequilibrio
Fe-Mn, pois 0 excesso de Mn pode reduzir a disponibilidade fisioldgica de Fe e afetar a
sintese de clorofila e o funcionamento dos cloroplastos (Huang et al., 2016; Therby-Vale
et al., 2022). O enrugamento e a reducdo da expanséo foliar podem refletir alteragcdes no
metabolismo celular, na integridade dos tecidos e na organizagédo da parede celular sob
excesso de Mn (Millaleo et al., 2010; Fernando & Lynch, 2015). A toxidez por Mn tem
sido explicada por mecanismos simplasticos, relacionados ao estresse foto-oxidativo no
cloroplasto e a clorose, e por mecanismos apoplasticos, associados a oxidagdo de Mn e
de compostos fendlicos na parede celular, geralmente vinculados a formag&o de necroses
(Fernando & Lynch, 2015; Nazari & Hajiboland, 2026). No presente estudo, a
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predominancia de clorose, amarelecimento e deformacdes, com baixa ocorréncia de
necrose evidente, indica que os sintomas estiveram mais proximos de alteracdes

nutricionais e fisioldgicas do tecido foliar do que de danos necroticos localizados.

4.3 A toleréncia ao Mn envolve estabilidade fotoquimica, eficiéncia de uso e ajuste
bioquimico

A tolerancia ao estresse por Mn nas cultivares de guaranazeiro, neste estudo,
parece resultar da integracdo entre eficiéncia fotoquimica, eficiéncia de uso do nutriente
e ajuste bioquimico mediado pela prolina, padrdo também observado em outros estudos
sob desequilibrio manganésico (Fihrs et al., 2009; Fariduddin et al., 2015; Messant et al.,
2023). Ainda que o aumento da disponibilidade de Mn tenha reduzido a eficiéncia de uso
do elemento, alterado os parametros de fluorescéncia da clorofila a e modificado o
acumulo de prolina, essas respostas foram dependentes do gendtipo. A CMU-871
manteve maior eficiéncia de uso de Mn, maior desempenho fotoquimico e maior acimulo
de prolina em folhas e raizes, enquanto a CMU-300 apresentou menor eficiéncia de uso
e maior instabilidade em variaveis associadas ao fotossistema Il (PSII).

Embora 0 Mn seja essencial ao complexo de evolug¢do do oxigénio no PSII, no
qual o cluster de Mn participa da fotélise da agua e do fornecimento de elétrons ao P680
(Schmidt et al., 2016; Smythers et al., 2023), sua disponibilidade em excesso pode
comprometer a estrutura dos cloroplastos, o transporte de elétrons e o desempenho
fotoquimico, resultando em estresse foto-oxidativo e menor crescimento (Gururani et al.,
2015; Liang et al., 2019). Esse efeito é consistente com estudos que demonstraram
reducdo da fotossintese liquida sob excesso de Mn em plantas superiores, associada a
alteracdes no aparato fotossintético, incluindo danos ao PSlI e restri¢des no transporte de
elétrons (Lidon et al., 2004; Li et al., 2010; Ribera et al., 2013; Messant et al., 2023).

A eficiéncia quantica maxima do PSII, estimada por F./Fm, permaneceu, em
grande parte, dentro ou proxima da faixa esperada para plantas funcionalmente ativas
(figura 9E e F), geralmente entre 0,75 e 0,85, conforme descrito para folhas de plantas Cs
ndo estressadas adaptadas ao escuro (Bjorkman e Demmig, 1987; Sanchez & Quiles,
2006). Em espécies arboreas amazonicas, valores proximos de 0,8 ao amanhecer e
reducdes proximas de 0,7 em horarios de maior radiacdo também ja foram relatados,
indicando que pequenas oscilagdes em F./Fm podem ocorrer sem representar,

necessariamente, colapso fotoquimico do PSII (Marenco et al., 2014). Ainda assim,
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observamos diferenca entre os genétipos: a CMU-871 manteve F./Fm mais elevado ao
longo de grande parte do gradiente de Mn, indicando maior estabilidade funcional do PSII
sem efeito significativo das concentragdes (Figura 9E, F). Em contrapartida, na CMU-
300 (figura 9F), o Mn influenciou significativamente o F./Fm, revelando maior
sensibilidade do PSII a variacdo na disponibilidade do elemento, com melhor resposta na
concentragéo de 2,5 mg dm. Essa resposta diferenciada entre gendtipos frente ao excesso
de Mn também foi evidenciada por Ribera et al. (2013), em Lolium perenne, no qual o
rendimento quantico maximo do PSII (F./Fm) apresentou reducdo apenas em uma das
cultivares sob concentragfes mais elevadas de Mn.

Os indices de desempenho Plabs € Pliotal também diferiram entre genotipos (Figura
9A e C). Na CMU-871, ambos permaneceram elevados e superiores a CMU-300 ao longo
da faixa de Mn, declinando apenas em 40 mg dm (figura 9A, B, C e D). Por outro lado,
na CMU-300, os indices indicaram desempenho inferior, sem efeito significativo das
concentragdes isoladas, embora com tendéncia de maior valor em 2,5 mg dm (Figura
9B e D). Enquanto F./Fn reflete a eficiéncia maxima do PSII, Plass integra processos de
absorcéo, captura e transporte de elétrons no PSII, e Pl amplia essa analise ao incluir
o fluxo até aceptores finais do PSI (Strasser et al., 2010; Tsimilli-Michael, 2020). A
superioridade da CMU-871 em Plass € Pliota @0 longo da ampla faixa de Mn sugere maior
estabilidade do transporte de elétrons, e a reducdo observada em 40 mg dm™ evidencia
limitacdo fotoquimica sob estresse mais severo (Husted et al., 2009; Millaleo et al., 2013).
Esses resultados corroboram Ren et al. (2025), que observaram declinios acentuados em
Plabs € Plotal S0b condi¢des de estresse, destacando que esses indices apresentam maior
sensibilidade para detectar restricbes no fluxo de energia e elétrons antes de reducgdes
significativas em Fu/Fpm.

Quanto a eficiéncia de uso de Mn (EUMn), observamos reducdo acentuada com
0 aumento da disponibilidade do elemento (figura 8A), indicando menor conversao do
Mn acumulado em biomassa (Jhanji et al., 2014). Como a eficiéncia de uso de nutrientes
expressa a capacidade da planta em converter o nutriente acumulado em massa seca
(Siddigi & Glass, 1981), esse indice pode ser utilizado como indicador fisioldgico para
comparar gendtipos quanto ao aproveitamento dos nutrientes absorvidos (Adhikari et al.,
2023; Maurya et al., 2024). Dessa forma, a queda da EUMn sob excesso de Mn sugere
perda de eficiéncia metabolica, indicando que o Mn acumulado passou a ser menos

aproveitado em processos associados ao crescimento (Pessoa et al., 2026).
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Entre os genotipos, a maior EUMn da CMU-871 (Figura 8B) indica melhor
capacidade de converter o Mn absorvido em biomassa, enquanto a menor EUMn da
CMU-300 sugere maior limitagdo no aproveitamento fisioldgico do elemento, associada
a instabilidade fotoquimica, ao desequilibrio nutricional e ao efeito téxico do Mn
acumulado (Li et al., 2025). Diferencas genotipicas na eficiéncia de uso de nutrientes séo
comuns e podem envolver variacdes na absorcédo, translocacao, compartimentalizagéo e
utilizacdo metabdlica dos elementos (Maurya et al., 2024; Zambrosi et al., 2016). No caso
do Mn, gendtipos mais tolerantes tendem a manter maior eficiéncia fisiologica ao
restringir os efeitos toxicos do metal, preservar a homeostase nutricional e sustentar o
funcionamento fotossintético, possivelmente por compartimentalizacdo em vacuolos ou
parede celular (El-Jaoual & Cox, 1998; Millaleo et al., 2010; Yang et al., 2019).

O actmulo de prolina indicou respostas bioquimicas distintas entre raizes e folhas
das cultivares sob disponibilidade crescente de Mn (Figura 10). Embora a prolina seja um
aminoacido presente no metabolismo basal das plantas (Zulfigar e Ashraf, 2023), seu
acumulo é frequentemente intensificado sob condi¢cBes de estresse, participando da
regulacdo redox, da protecdo contra danos oxidativos e da estabilizacdo de estruturas
celulares (Szabados & Savouré, 2010; Sharma et al., 2011; Rejeb et al., 2014). Nas raizes,
a resposta da prolina foi modulada pelo gendtipo e pela intensidade do estresse (Figura
10C, D). Na CMU-300, o maior teor de prolina na auséncia de Mn (Figura 10B) sugere
estresse associado a baixa disponibilidade do elemento, enquanto a reducédo entre 2,5 e
5,0 mg dm coincidiu com a faixa de melhor desempenho nutricional, fotoquimico e de
crescimento. O novo aumento nas maiores concentragdes indica reativacdo da resposta
bioquimica quando o Mn passou a exercer efeito toxico. Na CMU-871, o incremento foi
mais progressivo ao longo do gradiente (Figura 10B), indicando ativacdo gradual desse
mecanismo conforme aumentou a pressao manganésica. Esse padrdo é compativel com
estudos que relatam acumulo de prolina em plantas sob estresse por metais, incluindo
Mn, como resposta associada a mitigacdo de danos oxidativos e a manutengdo do
equilibrio metabdlico (Khan et al., 2000; Guan et al., 2020; Skorka et al., 2023).

Nas folhas, diferentemente do observado nas raizes, a CMU-871 manteve maiores
teores de prolina, o que pode estar associado a maior estabilidade fotoquimica e ao melhor
desempenho fisiologico desse gendtipo (Hayat et al., 2012), a0 menos até 20 mg dm=,
Em contraste, a CMU-300 apresentou resposta foliar mais restrita, indicando possivel
limitagdo na sustentacdo desse ajuste bioquimico sob estresse. O acimulo de prolina sob

deficiéncia ou excesso de Mn tem sido relatado em diferentes espécies, como Zea mays,
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Phaseolus vulgaris, Citrus volkameriana e Brassica juncea, embora sua intensidade varie
conforme o gendtipo, o tecido avaliado e a severidade do estresse (Khan et al., 2000;
Papadakis et al., 2020; Zengin, 2013; Fariduddin et al., 2015). Assim, no guaranazeiro, a
manutencdo de maiores teores de prolina no tecido foliar da CMU-871 parece compor,
juntamente com a maior eficiéncia de uso de Mn e a estabilidade fotoquimica, um

conjunto de ajustes associados & maior tolerancia relativa ao estresse manganésico.

4.4 A analise multivariada evidencia a separacao entre genotipos sob estresse por
Mn

A anélise multivariada reforca a interpretacdo integrada das respostas ao Mn, ao
evidenciar a separacdo das cultivares e das concentracfes do elemento com base em
varidveis nutricionais, fotoquimicas, bioquimicas e de crescimento (Figura 12). Essa
abordagem tem sido dtil para discriminar genétipos submetidos a estresses minerais,
especialmente quando multiplas respostas fisioldgicas atuam de forma simultanea
(Inostroza-Blancheteau et al., 2017; Ribeiro et al., 2023). As varidveis associadas a maior
biomassa, area foliar, eficiéncia de uso de Mn e desempenho fotoquimico agruparam-se
as condigdes de maior equilibrio fisioldgico, enquanto o maior acimulo foliar de Mn, os
sintomas visuais, a reducdao no acumulo de nutrientes essenciais e 0 menor crescimento
caracterizaram as condicGes de maior estresse. Embora este estudo avance na
compreensdo da toxidez manganésica em guaranazeiro, futuras abordagens envolvendo
compartimentalizagdo subcelular do Mn, atividade antioxidante, expressdo de
transportadores metalicos e avaliagdes em condicGes de campo poderdo esclarecer com
maior precisdo 0s mecanismos que sustentam a adaptacdo diferencial dos genotipos a

solos &cidos com elevada disponibilidade de Mn.

5. CONCLUSOES

A resposta do guaranazeiro ao estresse por Mn foi gendtipo-dependente.
Concentragbes entre 2,5 e 50 mg dm™ favoreceram maior equilibrio fisioldgico,
enquanto niveis a partir de 20,0 mg dm reduziram o acimulo de nutrientes, a area foliar
e a biomassa. A CMU-300 mostrou-se mais sensivel ao excesso de Mn, enquanto a CMU-
871 apresentou maior tolerancia relativa, associada a maior eficiéncia de uso do nutriente,
estabilidade fotoquimica, manutencdo do crescimento e ativacdo da prolina como

resposta bioquimica ao estresse.

93



6. REFERENCIAS

ADHIKARI, S.; ANURAGI, H.; CHANDRA, K.; TARTE, S. H.; DHAKA, S. R,
JATAV, H. S.;; HINGONIA, K. Chapter six — molecular basis of nutrient use efficiency
in plants: concepts and challenges for its improvement. In: Sustainable plant
development. Academic Press, 2023. p. 107-151. https://doi.org/10.1016/B978-0-443-
18675-2.00001-8.

ALEJANDRO, S.; HOLLER, S.; MEIER, B.; PEITER, E. Manganese in plants: from
acquisition to subcellular allocation. Frontiers in Plant Science, v. 11, p. 300, 2020.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00300.

ALLEN, S. E.; TERMAN, G. L.; CLEMENTS, L. B. Greenhouse techniques for soil-
plant-fertilizer research. Muscle Shoals: National Fertilizer Development Center, 1976.
55 p.

ALVARES, C. A,; STAPE, J. L.; SENTELHAS, P. C.; GONCALVES, J. L. M. &
SPAROVEK, G. Koppen’s climate classification map for Brazil. Meteorologische
Zeitschrift, v. 22, n. 6, 711-728, 2013. https://doi.org/10.1127/0941-2948/2013/0507.

ATROCH, A. L.; NASCIMENTO FILHO, F. J. do. Melhoramento genético do
guaranazeiro: selecédo clonal no periodo de 1996 a 2010. Manaus: Embrapa Amazénia
Ocidental, 2024. 19 p. (Embrapa Amazonia Ocidental. Boletim de pesquisa e
desenvolvimento, 59).

BATES, L. S.; WALDREN, R. P.; TEARE, I. D. Rapid determination of free proline for
water-stress  studies. Plant and Soil, v. 39, n. 1, p. 205-207, 1973.
https://doi.org/10.1007/BF00018060.

BATISTA, I. M. P. Recomendacdo de calagem para alguns solos do Estado do
Amazonas. 2014. 37 f. Tese (Doutorado em Agronomia Tropical) — Universidade
Federal do Amazonas, Manaus, 2014.

BJORKMAN, O.; DEMMIG, B. Photon yield of O. evolution and chlorophyll
fluorescence characteristics at 77 K among vascular plants of diverse origins. Planta, v.
170, n. 4, p. 489-504, 1987. https://doi.org/10.1007/BF00402983.

BREMNER, J. M. Nitrogen-total. In: SPARKS, D. L. (ed.). Methods of soil analysis:
part 3: chemical methods. Madison: Soil Science Society of America; American Society
of Agronomy, 1996. p. 1085-1121. (SSSA Book Series, n. 5).

BROADLEY, M.; BROWN, P.; CAKMAK, I.; RENGEL, Z.; ZHAO, F. Function of
nutrients: micronutrients. In: MARSCHNER, P. (ed.). Marschner’s mineral nutrition
of higher plants. 3. ed. San Diego: Academic Press, 2012. p. 191-249.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384905-2.00007-8.

BUCHANAN, B. B.; GRUISSEM, W.; JONES, R. L. (ed.). Biochemistry and
molecular biology of plants. Rockville: American Society of Plant Physiologists, 2000.

94


https://doi.org/10.1016/B978-0-443-18675-2.00001-8
https://doi.org/10.1016/B978-0-443-18675-2.00001-8
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00300
https://doi.org/10.1007/BF00402983
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384905-2.00007-8

CASTAINGS, L.; CAQUOT, A.; LOUBET, S.; CURIE, C. The high-affinity metal
transporters NRAMP1 and IRT1 team up to take up iron under sufficient metal provision.
Scientific Reports, v. 6, p. 37222, 2016. https://doi.org/10.1038/srep37222.

CLARKSON, D. T. The uptake and translocation of manganese by plant roots. In:
GRAHAM, R. D.; HANNAM, R. J.; UREN, N. C. (ed.). Manganese in Soils and Plants.
Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 1988. p. 101-111.

DONCHEVA, S. N.; POSCHENRIEDER, C.; STOYANOVA, Z.; GEORGIEVA, K
VELICHKOVA, M.; BARCELDO, J. Silicon amelioration of manganese toxicity in Mn-
sensitive and Mn-tolerant maize varieties. Environmental and Experimental Botany,
V. 65, n. 2-3, p. 189-197, 2009. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2008.11.006.

DUNN, L. E. Lime requirement determination of soils by means of titration curves. Soil
Science, v. 56, n. 5, p. 341-351, 1943.

DZIWORNU, A. K.; SHRESTHA, A.; MATTHUS, E.; ALI, B.; UEDA, Y.; WU, L. B;;
CHAUDHARY, R. K.; KOHLI, A.; WISSEMEIER, A. H.; FREI, M. Responses of
contrasting rice genotypes to excess manganese and their implications for lignin
synthesis. Plant Physiology and Biochemistry, v. 123, p. 252-259, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.12.018.

EL-JAOUAL, T.; COX, D. A. Manganese toxicity in plants. Journal of Plant Nutrition,
v. 21, n. 2, p. 353-386, 1998. https://doi.org/10.1080/01904169809365409.

FARIDUDDIN, Q.; KHAN, T. A.; HAYAT, S.; AHMAD, A. 24-epibrassinolide
mitigates the adverse effects of manganese induced toxicity through improved
antioxidant system and photosynthetic attributes in Brassica juncea. Environmental
Science and  Pollution  Research, v. 32, p. 450-465, 2015.
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4339-4

FERNANDO, D. R.; LYNCH, J. P. Manganese phytotoxicity: new light on an old
problem. Annals of Botany, V. 116, n. 3, p. 313-319,
2015.https://doi.org/10.1093/aob/mcv111.

FOY, C. D. Physiological effects of hydrogen, aluminum, and manganese
toxicities in acid soil. In: ADAMS, F. Soil Acidity and Liming, 2. ed, n. 12, USA: Soil
Science Society of America, American Society of Agronomy, Crop Science Society of
America, 1984, 380 p. https://doi.org/10.2134/agronmonogrl2.2ed.c2.

FOY, C. D.; CHANEY, R. L.; WHITE, M. C. The physiology of metal toxicity in plants.
Annual Review of Plant Physiology, v. 29, p. 511-566, Jun. 1978.
10.1146/annurev.pp.29.060178.002455.

FOY, C. D.; WEIL, R. R.; CORADETTI, C. A. Differential manganese tolerances of
cotton genotypes in nutrient solution. Journal of Plant Nutrition, v. 18, n. 4, p. 685-706,
1995. https://doi.org/10.1080/01904169509364933.

FUHRS, H.; KOPKA, J.; BRAUN, H. P.; HORST, W. J. Metabolomic and proteomic
analysis of manganese sensitivity and tolerance in the tropical legume cowpea (Vigna

95


https://doi.org/10.1038/srep37222
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2008.11.006
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.12.018
https://doi.org/10.1080/01904169809365409
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4339-4
https://doi.org/10.1093/aob/mcv111
https://doi.org/10.2134/agronmonogr12.2ed.c2
https://doi.org/10.1080/01904169509364933

unguiculata L.). Plant Physiology and Biochemistry, v. 47, p. 117-125, 20009.
https://escholarship.org/uc/item/68v8524g.

GOVINDJEE; KERN, J. F.; MESSINGER, J.; WHITMARSH, J. Photosystem I1. In:
Encyclopedia of Life Sciences (ELS), p. 1-15, 2010.
https://doi.org/10.1002/9780470015902.a0000669.pub2.

GUAN, C.; CUI, X.; LIU, H.; LI, X.; LI, M.; ZHANG, Y. Proline biosynthesis enzyme
genes confer salt tolerance to switchgrass (Panicum virgatum L.) in cooperation with
polyamines metabolism. Frontiers in Plant Science, v. 11, p. 46, 2020.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00046.

GUQ, J.; ZHAO, M.; YANG, S.; XUE, Y.; ZHANG, R.; HU, H.; LIU, Y. Mechanisms
of manganese tolerance mediated by AhMTP9 in peanut: integrated physiological and
molecular responses of roots and leaves to Mn stress. BMC Plant Biology, v. 25, n. 1, p.
1713, 2025. https://doi.org/10.1186/s12870-025-07758-2.

GURURANI, M. A.; VENKATESH, J.; TRAN, L. S. P. Regulation of photosynthesis
during abiotic stress-induced photoinhibition. Molecular Plant, v. 8, n. 9, p. 1304-1320,
2015.http://dx.doi.org/10.1016/j.molp.2015.05.005.

HAYAT, S.; HAYAT, Q.; ALYEMENI, M. N.; WANI, A. S.; PICHTEL, J.; AHMAD,
A. Role of proline under changing environments: a review. Plant Signaling & Behavior,
v. 7,n. 11, p. 1456-1466, 2012. https://doi.org/10.4161/psh.21949.

HORIGUCHI, T. Mechanism of manganese toxicity and tolerance of plants: IV. Effects
of silicon on alleviation of manganese toxicity of rice plants. Soil Science and Plant
Nutrition, v. 34, n. 1, p. 65-73, 1988. https://doi.org/10.1080/00380768.1988.10415580.

HUANG, Y.L.; YANG, S.; LONG, G. X.; ZHAO, Z.K.; LI, X. F.; GU, M. H. Manganese
toxicity in sugarcane plantlets grown on acidic soils of southern China. PL0oS One, v. 11,
n. 3, 0148956, 2016. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0148956 .

HUSTED, S.; LAURSEN, K. H.; HEBBERN, C. A.; SCHMIDT, S. B.; PEDAS, P.;
HALDRUP, A.; JENSEN, P. E. Manganese deficiency leads to genotype-specific
changes in fluorescence induction kinetics and state transitions. Plant Physiology, v. 150,
n. 2, p. 825-833, 2009. https://doi.org/10.1104/pp.108.134601.

INOSTROZA-BLANCHETEAU, C.; REYES-DIAZ, M.; BERRIOS, G.; RODRIGUES-
SALVADOR, A.; NESI, A. N.; DEPPE, M.; DEMANET, R.; RENGEL, Z.; ALBERDI,
M. Physiological and biochemical responses to manganese toxicity in ryegrass (Lolium
perenne L.) genotypes. Plant Physiology and Biochemistry, v. 113, p. 89-97, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.01.020.

JHANJI, S.; SADANA, U. S.; SHANKAR, A.; SHUKLA, A. K. Manganese influx and

its utilization efficiency in wheat. Indian Journal of Experimental Biology, v. 52, n. 6,
p. 650-657, 2014.

96


https://escholarship.org/uc/item/68v8524g
https://doi.org/10.1002/9780470015902.a0000669.pub2
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00046
https://doi.org/10.1186/s12870-025-07758-2
https://doi.org/10.4161/psb.21949
https://doi.org/10.1080/00380768.1988.10415580
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0148956
https://doi.org/10.1104/pp.108.134601
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.01.020

KHABAZ-SABERI, H. et al. Variation of tolerance to manganese toxicity in Australian
hexaploid wheat. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, v. 173, n. 1, p. 103-112,
2010. https://doi.org/10.1002/jpIn.200900063.

KHAN, A. A.; McNEILLY, T.; COLLINS, J. C. Accumulation of amino acids, proline,
and carbohydrates in response to aluminum and manganese stress in maize. Journal of
Plant Nutrition, V. 23, n. 9, p. 1303-1314, 2000.
https://doi.org/10.1080/01904160009382101.

LAVRES JUNIOR, J.; REIS, A.R.; ROSSI, M. L.; CABRAL, C. P.; NOGUEIRA, N. D.
L.; MALAVOLTA, E. Changes in the ultrastructure of soybean cultivars in response to
manganese supply in solution culture. Scientia Agricola, v. 67, n. 3, p. 287-294, 2010.
https://doi.org/10.1590/S0103-90162010000300006.

LEI, Y.; KORPELAINEN, H.; LI, C. Physiological and biochemical responses to high
Mn concentrations in two contrasting Populus cathayana populations. Chemosphere, v.
68, p. 686-694, 2007. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2007.01.066.

LEVENE, H. Robust Tests for the equality of variance. In: Olkin, I(Ed.) Contributions
to Probability and Statistics, Palo Alto, California. Stanford University Press, p.278—
292, 1960.

LI,F.; YAO,Y.;MA,J.; WU, Z.; ZHENG, D.; XUE, Y.; LIU, Y. Combined metabolomic
and transcriptomic analysis to reveal the response of rice to Mn toxicity stress.
Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 289, 117454, 2025. https://doi.org/
10.1016/j.ecoenv.2024.117454.

LI, J.; JIA, Y.; DONG, R.; HUANG, R.; LIU, P.; LI, X.; WANG, Z.; LIU, G.; CHEN, Z.
Advances in the mechanisms of plant tolerance to manganese toxicity. International
Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 20, p. 5096, 2019. https://doi.org/
10.3390/ijms20205096.

LI, Q.; CHEN, L. S.; JIANG, H. X.; TANG, N.; SHARMA, P.; PENG, H. X.; ZHENG,
J. L.; ZHOU, Y. H. Effects of manganese-excess on CO: assimilation, ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase, carbohydrates and photosynthetic electron
transport of leaves, and antioxidant systems of leaves and roots in Citrus grandis
seedlings. BMC Plant Biology, v. 10, p. 42, 2010. https://doi.org/10.1186/1471-2229-
10-42.

LIANG, H. Z.; ZHU, F.; WANG, R. J.; HUANG, X. H.; CHU, J. J. Photosystem Il of
Ligustrum lucidum in response to different levels of manganese exposure. Scientific
Reports, v. 9, n. 1, p. 12568, 2019. https://doi.org/10.1038/s41598-019-48735-8.

LIDON, F. C.; BARREIRO, M. G.; RAMALHO, J. C. Manganese accumulation in rice:
implications for photosynthetic functioning. Journal of Plant Physiology, v. 161, n. 11,
p. 1235-1244, 2004. https://doi.org/10.1016/j.jplph.2004.02.003.

MALAVOLTA, E. Elementos de nutricdo mineral de plantas. Piracicaba: Agronémica
Ceres, 1980. 251 p.

97


https://doi.org/10.1002/jpln.200900063
https://doi.org/10.1080/01904160009382101
https://doi.org/10.1590/S0103-90162010000300006
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2007.01.066
https://doi.org/10.1186/1471-2229-10-42
https://doi.org/10.1186/1471-2229-10-42
https://doi.org/10.1038/s41598-019-48735-8
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2004.02.003

MARENCO, R. A.; ANTEZANA-VERA, S. A.; GOUVEA, P. R. D. S.; CAMARGO,
M. A. B.; OLIVEIRA, M. F. D.; SANTOS, J. K. D. S. Fisiologia de espécies florestais
da Amazonia: fotossintese, respiracdo e relagdes hidricas. Revista Ceres, v. 61,
suplemento, p. 786-799, 2014. https://doi.org/10.1590/0034-737x201461000004.

MARSCHNER, H. Mineral nutrition of higher plants. 2. ed. London: Academic Press,
1995.

MAURYA, J.; SINGH, R. K.; PRASAD, M. Improving nutrient use efficiency (NtUE)
in crops: an overview. Plant Physiology Reports, v. 29, n. 4, p. 786-792, 2024.
https://doi.org/10.1007/s40502-024-00823-6.

MESSANT, M.; HANI, U.; HENNEBELLE, T.; GUERARD, F.; GAKIERE, B.; GALL,
A.; THOMINE, S.; KRIEGER-LISZKAY, A. Manganese concentration affects
chloroplast structure and the photosynthetic apparatus in Marchantia polymorpha. Plant
Physiology, v. 191, n. 1, p. 356-369, 2023. https://doi.org/10.1093/plphys/kiad052.

MILLALEO, R.; REYES-DIAZ, M.; ALBERDI, M.; IVANOV, A. G.; KROL, M.;
HUNER, N. P. A. Excess manganese differentially inhibits photosystem | versus Il in
Arabidopsis thaliana. Journal of Experimental Botany, v. 64, n. 1, p. 343-354, 2013.
https://doi.org/10.1093/jxb/ers339.

MILLALEO, R.; REYES-DIAZ, M.; IVANOV, A. G.; MORA, M. L.; ALBERDI, M.;
MENA, C.; GALLARDO, J.; GONZALEZ-VILLARREAL, R.; KOPRIVOVA, A;;
KOPRIVA, S.; KRAUSE, G. H. Manganese as essential and toxic element for plants:
transport, accumulation and resistance mechanisms. Journal of Soil Science and Plant
Nutrition, v. 10, n. 4, p. 470-481, 2010. https://doi.org/10.4067/S0718-
95162010000200008.

MOREIRA, A.; FAGERIA, N. K. Soil chemical attributes of Amazonas State, Brazil.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 40, n. 17-18, p. 2912-2925,
20009. https://doi.org/10.1080/00103620903175371.

MOREIRA, A.; MORAES, L. A. C.; AQUINO, G. S. Iron and manganese effect on soil
chemical properties, vyield components, and nutritional status of soybean.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 49, n. 15, p. 1844-1854, 2018.
https://doi.org/10.1080/00103624.2018.1475564.

MUKHOPADHYAY, J.; SHARMA, A. Manganese in cell metabolism of higher plants.
The Botanical Review, V. 57, n. 2, p. 117-149, 1991.
https://doi.org/10.1007/BF02858767.

NAZARI, F.; HAJIBOLAND, R. Manganese toxicity tolerance in Lamium album and
Mentha aquatica, two Lamiaceae species adapted to acidic soils. Journal of Plant
Growth Regulation, v. 45, p. 1442-1461, 2026. https://doi.org/10.1007/s00344-025-
11023-6.

PAPADAKIS, I. E.; CHATZISTATHIS, T.; GIANNAKOULA, A.; SOTIROPOULOS,
T.; ANTONOPOULOU, C.; THERIOS, I. Effects of excess manganese on growth,
mineral nutrition, carbohydrates, malondialdehyde, hydrogen peroxide and proline of
citrus plants. Metal toxicity in higher plants. p. 237-252, 2020.

98


https://doi.org/10.1590/0034-737x201461000004
https://doi.org/10.1007/s40502-024-00823-6
https://doi.org/10.1093/plphys/kiad052
https://doi.org/10.1093/jxb/ers339
https://doi.org/10.4067/S0718-95162010000200008
https://doi.org/10.4067/S0718-95162010000200008
https://doi.org/10.1080/00103620903175371
https://doi.org/10.1080/00103624.2018.1475564
https://doi.org/10.1007/BF02858767
https://doi.org/10.1007/s00344-025-11023-6
https://doi.org/10.1007/s00344-025-11023-6

PESSOA, C. C.; LUIS, I. C.; DACCAK, D. F.; LEGOINHA, P. A.; RAMALHO, J. C.;
LIDON, F. C.; SILVA, M. M. Mn’s Key Roles in Plant Ecophysiology—A
Comprehensive Review for Unstressed and Stress Conditions. Agronomy, v. 16, n. 7, p.
709, 2026. https://doi.org/10.3390/agronomy16070709.

PITTMAN, J. K. Managing manganese: molecular mechanisms of transport and
homeostasis. New Phytologist, v. 167, p. 733-742, 2005. https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2005.01453.x.

REN, J.; GUO, P.; ZHAO, X. et al. Differential photosynthetic responses to drought stress
in peanut varieties: insights from transcriptome profiling and JIP-Test analysis. BMC
Plant Biology, v. 25, p. 957, 2025. https://doi.org/10.1186/s12870-025-06984-y.

REJEB, K. B.; ABDELLY, C.; SAVOURE, A. How reactive oxygen species and proline
face stress together. Plant Physiology and Biochemistry, v. 80, p. 278-284, 2014.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2014.04.007.

RIBEIRO, M. D. O.; ABREU, C. B.; PINHO, C. S.; RIBEIRO, L. D. O.; NETO, A. D.
D. A,; TEIXEIRA, L. S.; DIAS, F. D. S. Application of two-and multiway chemometric
strategies for describing elementomic changes in pepper plants exposed to cadmium
stress by multielement determination. Chemosphere, v. 340, p. 139831, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.139831.

RIBERA, A. E.; REYES-DIAZ, M. M.; ALBERDI, M. R.; ALVAREZ-CORTEZ, D. A;
RENGEL, Z.; MORA, M. D. L. L. Photosynthetic impairment caused by manganese
toxicity and associated antioxidative responses in perennial ryegrass. Crop & Pasture
Science, v. 64, n. 7, p. 696-707, 2013. https://doi.org/10.1071/CP13161.

ROSADO, Sulianne Idalior Paido. Sensibilidade do cedro ao estresse por aluminio e
manganés. 2021. Tese (Doutorado em Agronomia Tropical) — Universidade Federal do
Amazonas, Manaus.

SANTOQOS, E. F.; ZANCHIM, B. R.; ANDRADE, C. C.; LAVRES, J.; CAMPOS, M,;
REIS, A. R. Physiological highlights of manganese toxicity symptoms in soybean plants:
Mn toxicity responses. Plant Physiology and Biochemistry, v. 113, p. 6-19, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.01.022.

SANCHEZ, J. F.; QUILES, M. J. Studying photosynthesis by measuring fluorescence.
Journal of Biological Education, v. 41, n. 1, p. 34-37, 2006.
https://doi.org/10.1080/00219266.2006.9656055.

SARRUGE, J. R.; HAAG, H. P. Andlise quimica de plantas. Piracicaba: Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 1974. 56 p.

SCHIMPL, F. C.; SILVA, J. F.; GONCALVES, J. F. C.; MAZZAFERA, P. Guarana:

revisiting a highly caffeinated plant from the amazon. Journal of Ethnopharmacology,
v. 150, n. 1, p. 14-31, out. 2013. https://doi.org/10.1016/j.jep.2013.08.023.

99


https://doi.org/10.3390/agronomy16070709
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2005.01453.x
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2005.01453.x
https://doi.org/10.1186/s12870-025-06984-y
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.139831
https://doi.org/10.1071/CP13161
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2017.01.022
https://doi.org/10.1016/j.jep.2013.08.023

SCHMIDT, S. B.; JENSEN, P. E.; HUSTED, S. Manganese deficiency in plants: the
impact on photosystem Il. Trends in Plant Science, v. 21, n. 7, p. 622-632, 2016.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2016.03.001.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An analysis of variance test for normality (complete
samples). Biometrika, v. 52, p. 591-609, 1965. https://doi.org/10.2307/2333709.

SHEN, J. R. The structure of photosystem Il and the mechanism of water oxidation in
photosynthesis. Annual Review of Plant Biology, v. 66, p. 23-48, 2015.
https://doi.org/10.1146/annurev-arplant-050312-120129.

SIDDIQI, M. Y.; GLASS, A. D. M. Utilization index: a modified approach to the
estimation and comparison of nutrient utilization efficiency in plants. Journal of Plant
Nutrition, v. 4, p. 289-302, 1981. https://doi.org/10.1080/01904168109362919.

SKORKA, M.; SIEPRAWSKA, A.; TELK, A. The Implication of Manganese Surplus on
Plant Cell Homeostasis: A Review. Journal of Plant Growth Regulation, v. 42, p.
1327-1341, 2023. https://doi.org/10.1007/s00344-022-10637-X.

SMYTHERS, A. L.; CRISLIP, J. R.; SLONE, D. R. et al. Excess manganese increases
photosynthetic activity via enhanced reducing center and antenna plasticity in Chlorella
vulgaris. Scientific Reports, v. 13, p. 11301, 2023. https://doi.org/10.1038/s41598-023-
35895-X.

SOIL SURVEY STAFF. Soil taxonomy: a basic system of soil classification for
making and interpreting soil surveys. 2. ed. Washington, D.C.: U.S. Department of
Agriculture, Natural Resources Conservation Service, 1999. (Agriculture Handbook,
436).

SRIVASTAVA, A.; STRASSER, R. J.; GOVINDJEE. SRIVASTAVA, A.; STRASSER,
R. J.; GOVINDJEE. Polyphasic rise of chlorophyll a fluorescence in herbicide-resistant
D1 mutants of Chlamydomonas reinhardtii. Photosynthesis Research, v. 43, p. 131-141,
1995. https://doi.org/10.1007/BF00042970.

STOYANOVA, Z.; POSCHENRIEDER, C.; TZVETKOVA, N.; DONCHEVA, S.
Characterization of the tolerance to excess manganese in four maize varieties. Soil
Science and Plant Nutrition, v. 55, n. 6, p. 747-753, 20009.
https://doi.org/10.1111/].1747-0765.2009.00416.x.

STRASSER, R.J.; TSIMILLI-MICHAEL, M.; QIANG, S.; GOLTSEV, V. Simultaneous
in vivo recording of prompt and delayed fluorescence and 820-nm reflection changes
during drying and after rehydration of the resurrection plant Haberlea rhodopensis.
Biochimica Biophysica  Acta, V. 1797, p. 1313-1326, 2010.
https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2010.03.008.

SZABADOS, L.; SAVOURE, A. Proline: a multifunctional amino acid. Trends in Plant
Science, v. 15, n. 2, p. 89-97, 2010.

100


https://doi.org/10.2307/2333709
https://doi.org/10.1146/annurev-arplant-050312-120129
https://doi.org/10.1080/01904168109362919
https://doi.org/10.1007/s00344-022-10637-x
https://doi.org/10.1038/s41598-023-35895-x
https://doi.org/10.1038/s41598-023-35895-x
https://doi.org/10.1007/BF00042970
https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2010.03.008

SHARMA, S.; VILLAMOR, J. G.; VERSLUES, P. E. Essential role of tissue-specific
proline synthesis and catabolism in growth and redox balance at low water potential.
Plant Physiology, v. 157, n. 1, p. 292-304, 2011. https://doi.org/10.1104/pp.111.183210.

TEIXEIRA, P. C.; DONAGEMA, G. K.; FONTANA, A.; TEIXEIRA, W. G. (Eds.).
Manual de métodos de andlise de solo. 3. ed. revista e ampliada. Brasilia, DF: Embrapa,
2017. 573 p.

THERBY-VALE, R.; LACOMBE, B.; RHEE, S. Y.; NUSSAUME, L.; ROUACHED,
H. Mineral nutrient signaling controls photosynthesis: focus on iron deficiency-induced
chlorosis. Trends in Plant Science, v. 27, n. 5 p. 502-509, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2021.12.004 .

TSIMILLI-MICHAEL, M. Reuvisiting JIP-test: an educative review on concepts,
assumptions, approximations, definitions and terminology. Photosynthetica, v. 58, p.
275-292, 2020. https://doi.org/10.32615/ps.2019.150.

VERT, G.; GROTZ, N.; DEDALDECHAMP, F.; GAYMARD, F.; GUERINOT, M. L.;
BRIAT, J.-F.; CURIE, C. IRTL, an Arabidopsis transporter essential for iron uptake from
the soil and for plant growth. Plant Cell, v. 14, p. 1223-1233, 2002.
https://doi.org/10.1105/tpc.001040.

WANG, Y.; LI, J,; PAN, Y.; CHEN, J.; LIU, Y. Metabolic responses to manganese
toxicity in soybean roots and leaves. Plants, v. 12, n. 20, 3615, out. 2023.
https://doi.org/10.3390/plants12203615.

WISSEMEIER, A. H.; HORST, W. J. Effect of light intensity on manganese toxicity
symptoms and callose formation in cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.). Plant and
Soil, v. 143, n. 2, p. 299-309, 1992. https://doi.org/10.1007/BF00007886.

WU, R.; YAO, F.; LI, X.; SHI, C.; ZANG, X.; SHU, X.; SUN, X.; ZHANG, W.
Manganese pollution and its remediation: a review of biological removal and promising
combination strategies. Microorganisms, v. 10, n. 12, 2411, dez. 2022.
https://doi.org/10.3390/microorganisms10122411.

YANG, S.; YI, K.; CHANG, M. M. et al. Sequestration of Mn into the cell wall
contributes to Mn tolerance in sugarcane (Saccharum officinarum L.). Plant and Soil, v.
436, p. 475-487, 2019. https://doi.org/10.1007/s11104-019-03937-x.

ZAMBROSI, F. C. B.; MESQUITA, G. L.; MARCHIORI, P. E. R.; TANAKA,F. A. O;
MACHADOQO, E. C.; RIBEIRO, R. V. Anatomical and physiological bases of sugarcane
tolerance to manganese toxicity. Environmental and Experimental Botany, v. 132, p.
100-112, 2016. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2016.08.011.

ZENGIN, F. Biochemical and physiological effect of excess manganese (Mn) in bean
(Phaseolus vulgaris L. cv. Strike). Proceedings of the National Academy of Sciences,
India Section B: Biological Sciences, v. 83, n. 4, p. 651-657, 2013.
https://doi.org/10.1007/s40011-013-0171-0.

101


https://doi.org/10.1016/j.tplants.2021.12.004
https://doi.org/10.32615/ps.2019.150
https://doi.org/10.1105/tpc.001040
https://doi.org/10.3390/plants12203615
https://doi.org/10.1007/BF00007886
https://doi.org/10.3390/microorganisms10122411
https://doi.org/10.1007/s11104-019-03937-x
https://doi.org/10.1007/s40011-013-0171-0

ZULFIQAR, F.; ASHRAF, M. Proline alleviates abiotic stress induced oxidative stress
in plants. Journal of Plant Growth Regulation, v. 42, p. 4629-4651, 2023.
https://doi.org/10.1007/s00344-022-10839-3

APENDICES

APENDICE A - DADOS COMPLEMENTARES DA ESPESSURA DOS TECIDOS

RADICULARES (CAPITULO 1)

Espessura média do xilema e floema radiculares sob diferentes tratamentos, com intervalo
de confianca de 95% (1C95%) e diferenga em relacdo ao controle (A).

Xilema (um) — média

A vs Controle

Floema (um) — média

Tratamento [1C95%] (um) [1C95%] A vs Controle (um)
Controle 2.076 [1.924 — 2.228] = 660 [559 — 762] =
T1 2.305[1.898 — 2.590] +229 565 [491 — 651] -95
T2 2.665 [2.431 —2.900] + 589 572 [512 — 608] - 88
T3 2.549 [2.206 — 2.892] +473 413 [366 —456] - 247
T4 2.125[1.861 —2.390] + 49 653 [557 — 730] - 80

Nota: A = valor do tratamento — valor do controle

APENDICE B - DADOS COMPLEMENTARES DA ESPESSURA DOS
TECIDOS FOLIARES (CAPITULO 1)

Espessura média do parénquima pali¢adico e do parénquima esponjoso sob diferentes
tratamentos, com intervalo de confianga de 95% (IC95%) e diferenca em relacéo ao

controle (A).

Parénquima palicadico

A vs Controle

Parénquima

Tratamento (um) — média [1C95%] (um) elslf)é(:;;:"o[sloc(;;n/l ]— A vs Controle (um)
Controle 25,8 [24,74 — 26,94] — 26,2 [24,67 — 28,21] —
Tl 28,4 [26,55 —29,96] +2,6 30,7 [28,35 — 33,08] +4.,5
T2 23,1 (17,34 —27,12] -2,7 29,3 (23,72 — 33,36] +3,1
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T3 20,1 [14,8 —23,82] _5,7 21,9 [14,98 — 26,09] 43
T4 24,3 [20,75 — 27,41] 1,5 35,3 32,51 — 38,04] +9,1

Nota: A = valor do tratamento — valor do controle
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