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RESUMO GERAL

SILVA, Humberto Antdo de Sousa e Silva. Efeito de Aluminio, Molibdénio e de Estirpes
de Rizobio em Arachis pintoi. Seropédica: UFRRJ, 2007.133p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, R.J., 2007.

Na pecuaria moderna, o uso de pastagens que permitem um bom ganho de peso ¢ um
fator imprescindivel. A leguminosa Arachis pintoi apresenta-se como uma opg¢ao tanto para
uma dieta alimentar eficiente, como para recuperaciao de pastagens degradadas devido ao seu
potencial em fixacdo bioldgica de nitrogénio e resisténcia a solos acidos com teor elevado de
aluminio.

Com a finalidade de estudar o comportamento do Arachis pintoi em relagdo a
inoculacdo com estirpes de rizobio, tolerdncia ao aluminio e a influéncia do molibdénio,
foram conduzidos experimentos em condi¢des de casa de vegetagdao e camara de crescimento.
Nos experimentos de inoculagdo utilizaram-se as estirpes CIAT-5067, CIAT-5083, CIAT-
5087, BR-1432 e BR-1433. Nos experimentos com aluminio foram utilizadas: a) Solugao
nutritiva simples, (10uM, 20uM, 40uM, 80uM e 160uM) e (2uM, 4uM, 8uM, 16uM e
32uM), na cultivar Amarillo. b) Solucao nutritiva completa (20uM, 40uM, 80uM, 160uM e
320uM) na cultivar Amarillo e acesso BRA-031534 propagadas por sementes e nas cultivares
Amarillo, Belmonte e acesso BRA-031534 propagadas vegetativamente. No experimento com
molibdénio, foi utilizada a cultivar Amarillo, quatro dosagens de molibdénio (Ogha™, 50g.ha™,
100g.ha™' e 200g.ha™), trés niveis de pH (4,0; 5,0 e 6,0) e duas épocas de coleta (49 ¢ 78 dias).

Nos experimentos de selecdo de estirpes, as plantas inoculadas com as estirpes CIAT,
apresentaram uma boa resposta a nodulacao principalmente em relagdo a cultivar Belmonte, e
com a mesma efetividade que as estirpes nativas. Na cultivar Belmonte foi observado efeito
deletério do nitrogénio no ntimero de nodulos por planta. Os resultados obtidos nos
experimentos com Al, em solug¢@o nutritiva simples mostraram uma reduc¢do no crescimento,
reducdo na massa seca da raiz e uma redugdo avaliada em 27% pelo comprimento radicular
relativo entre as concentracdes de 16uM e o controle. Ocorreram nestes experimentos
respostas as concentragdes de aluminio, com aparecimento de mucilagem e escurecimento da
raiz primaria. Nos estudos envolvendo solu¢do nutritiva completa, as plantulas da cultivar
Amarillo e do acesso BRA-031534 propagadas por sementes tiveram redu¢do no crescimento
da raiz primdria e no comprimento relativo da raiz em relagdo a testemunha. Nas
concentragdes de 320uM e 160uM, observou-se uma redugao de 51% e 49% respectivamente,
na cultivar Amarillo e no acesso BRA-031534. Também foi observado na cultivar Amarillo,
raizes com as extremidades escurecidas nas concentragdes de 160uM e 320uM e aumento no
nimero de raizes secundarias a partir da concentragdo de 80uM. O corante violeta de
pirocatecol parece promissor em permitir uma visualizagdo dos efeitos do aluminio para a
cultivar Amarillo e acesso BRA-031534. O aluminio influenciou as cultivares e acesso
testados com a cultivar Belmonte formando um maior niumero de raizes adventicias que a cv
Amarillo e o acesso BRA-031534. A partir da concentracdo de 80uM, ocorreu uma reducao
no comprimento das raizes adventicias das cultivares e acesso testados. A aplicagdo de
molibdénio foi eficiente na segunda colheita no pH 6,0 sendo obtido um maior nimero de
nodulos na concentragio de 200g.ha. O pH interferiu na nodulagio.

Palavras Chave: Arachis pintoi, leguminosa, fixagao biologica de nitrogénio.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Humberto Antdo de Sousa e Silva. Effect of Aluminum, Molybdenum and strains
of Rizobio in Arachis pintoi. Seropédica: UFRRJ, 2006. 133p. Thesis (Doctoral in
Fitotecnia)

In a modern cattle-breeding using pastures that allows a gain of weight is an essential
factor. The Arachis pintoi is an option to a good alimentary diet and to the recuperation of
degraded pastures, due to its potential in biological fixation of nitrogen and resistance to acid
soil with high contents of aluminium.

Experiments were conducted in greenhouse and growth chamber condition, in order to
study the behavior of Arachis pintoi (Amarillo cv., Belmonte cv. and accession BRA-031534)
in its relation to inoculation with rhizobial strains, aluminium tolerance and Mo influence.
Strains CIAT-5067, CIAT-5083, CIAT-5087, BR-1432 ¢ BR-1433 were used in inoculation
experiments. In experiments with aluminium were used: a) A simple nutritive solution,
initially with rates 10uM, 20uM, 40uM, 80uM and 160uM, and later 2uM, 4uM, 8uM,
16uM e 32uM, b) A complete nutritive solution with rates 20uM, 40uM, 80uM, 160uM and
320uM at Amarillo cv. and access BRA-031534 propagated by seeds and at the Amarillo and
Belmonte cv. and access BRA-031534 vegetatively propagated. In the experiment with Mo,
four rates of molybdenum (0g.ha™, 50g.ha”, 100g.ha™ e 200g.ha™), three levels of pH (4,0;
5,0 € 6,0) and two collection dates (49 days and 78 days) were used.

The plants inoculated with CIAT strains, presented a good response to nodulation
especially in relation to Belmonte cv., and with the same effectiveness of native strain. It was
observed deleterious effect of nitrogen in the number of nodules. The results in simple
nutritive solution had shown reduction in growth and dry mass of the root and a reduction
evaluated in 27% by the relative root length between the concentration of 16uM and the
control. In these experiments were observed responses to the concentration of aluminium,
with appearance of mucilage and darkening of the primary root. In studies involving complete
nutritional solution, Amarillo cultivar and accession BRA-031534 propagated by seeds had
had reduction in the growth of the primary root and in relative length of the root in relation to
the control. In the concentrations of 320uM and 160uM, a reduction of 51% and 49%
respectively, in the Amarillo cultivar and access BRA-031534. It was also observed in this
study with the Amarillo cultivar, roots with tip dark in the concentrations of 160uM and
320uM, and increase in the number of secondary roots from the concentration of 80uM.
Pyrocatecol violet dyes seems to be promising in allowing a visualization of aluminum effects
to Amarillo cultivar and accession BRA-031534. The aluminum in vegetative propagation
influenced the cultivars and accession tested. Belmonte cultivar formed a higher number of
adventitious roots when compared with Amarillo cv and accession BRA-031534, and with a
concentration of 80uM a reduction in the adventitious roots length of the tested cultivars and
access occurred. The molybdenum application promote answer in the second harvest in the
pH 6,0 being obtained a larger number of nodules in the concentration of 200g.ha™ . The pH
intervened in the nodulation.

Key words: Arachis pintoi, legume, biological nitrogen fixation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os solos acidos de baixa fertilidade ocupam em torno de 40% da éarea agricola
mecanizada do mundo (CIAT, 1991), tornando-se o principal problema em regides tropicais e
subtropicais, onde representam 60% dos solos 4cidos da superficie terrestre. Este fato limita a
produgdo agricola dos paises em desenvolvimento, nos quais a produ¢do de alimento ¢ critica
(Kochian et al., 2004).

Este cendrio valoriza a utilizacdo de leguminosas, no sistema de producdo animal em
pastagens, pela qualidade que estas forrageiras oferecem a dieta e também pelo aporte de
nitrogénio fixado biologicamente incorporado ao ecossistema pastoril, a um baixo custo.
Além disso, a leguminosa forrageira reduz os efeitos negativos da atividade agropecuaria
sobre a qualidade do solo e da agua, levando a redu¢do da adubacdo quimica nitrogenada e da
poluicdo do lengol fredtico causadpela lixiviagdo do excesso de nitrogénio aplicado ao solo
(Lima et al, 2004). O Arachis pintoi ¢ uma das leguminosas com grande potencial para ser
usada em pastagens. E originaria do Brasil, sendo introduzido na Australia, Estados Unidos, e
outros paises no Sudeste da Asia ¢ América Central (Mannetie, 2006). Oliveira et al (2003),
observaram que a liberagdo de nutrientes, a taxa de decomposicio e o numero de
microrganismos aumentaram quando o amendoim forrageiro foi adicionado ao capim jaragua,
indicando que o Arachis pintoi tem um papel importante na ciclagem de nutrientes e pode ser
uma opg¢ao na recuperagdo de areas degradadas. Duda et al (2003), verificaram que o Arachis
pintoi como cobertura viva favoreceu a biomassa microbiana, carbono e nitrogénio do solo.

A espécie Arachis pintoi Krapovickas & Gregory ¢ uma dicotiledonea pertencente a
familia Leguminosae e subfamilia Papilionoideae. Caracteriza-se por ter porte herbaceo
perene, de crescimento rasteiro, habito estolonifero, prostrado, lancando estoldes
horizontalmente em todas as direcdes com pontos de crescimento bem protegidos. Estes
estoloes apresentam o desenvolvimento radicular sob a forma de raizes adventicias,
formando-se a partir do caule, originadas da divisao celular do cortex. Geralmente tem origem
enddgena, surgindo proximo aos tecidos vasculares, ou seja, a nova raiz aparece proxima ao
cambio. Quando as raizes sdo formadas em explantes elas provavelmente se originam do
tecido que se localiza na base do explante, os seus primérdios sdo iniciados por divisdes de
células do parénquima, e antes da emergéncia do caule sdo diferenciados em meristema
apical, uma coifa e o comego do cilindro vascular e do cortex. Se os elementos vasculares se
diferenciam a partir de células do parénquima, localizados na extremidade proximal do
primordio, estes passam a fornecer uma conexao com os elementos correspondentes do 6rgao
principal (Zonta et al, 2006). O florescimento de Arachis pintoi ¢ continuo, com formacgao do
fruto abaixo da superficie do solo o que favorece a persisténcia desta leguminosa em
pastagens consorciadas. A planta possui porte baixo e dificilmente ultrapassa 30-40 cm de
altura, e sua raiz pivotante pode atingir 1,60 metros de profundidade. Floresce muitas vezes
no ano, comecando na quarta ou quinta semana apds a emergéncia das plantas, e produz
vagens normalmente com uma semente, raramente duas e apresenta uma média de seis a oito
mil sementes por quilo.

A propagacdo vegetativa do Arachis pintoi ¢é realizada com estoldes de
aproximadamente 20cm de comprimento, plantadas em sulcos no espagamento de 0,35 m em
monocultivo ¢ 1,0 m quando em consércio com outras gramineas. Dois meses apos a
semeadura, obtém-se um bom desenvolvimento estolonifero, produgao de sementes e
compatibilidade no consércio com gramineas (Asakawa & Ramirez, 1989). Ele também
apresenta viabilidade no estabelecimento por coroa com raiz em pastagens ja estabelecidas,
demonstrando um grande potencial, (Machado et al, 2005; Lima et al, 2004; Wilkinson et al,
2004; Perin et al, 2003). Produz uma massa seca de até¢ 2.000 kg/ha em 152 dias apds o



plantio em campo nativo, e cerca de 500 kg/ha, 102 dias apds o plantio em pastagens de
Cynodon dactylon (coastcross-1) (Perez, 1999). Quando plantado em consoércio na Nicaragua
e na Costa Rica com Brachiaria, o Arachis pintoi reduziu o custo do leite para o produtor em
13% e 37%, respectivamente (Holmann, 2000). Andrade et al (2006) recomenda para as
condi¢des da Amazonia ocidental o uso de pastagens consorciadas de capim massai (Panicum
maximum x Panicum infestum, cv massai) e Arachis pintoi Ac 01 capaz de permitir uma
capacidade de suporte de 2,7 unidade animal (UA) por hectare. O amendoim forrageiro tem
sido bastante utilizada no Brasil, principalmente a cultivar Belmonte que produz 20 t/ha/ano
de forragem (matéria seca) em monocultivo de boa qualidade e possui grande persisténcia no
solo. Possui uma capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio variando de 80 a 120 kg.ha.”
'.ano™, teor de proteina bruta de 19% e uma capacidade de suporte forrageiro de 4UA.ha™.
Em funcdo de sua agressividade em recobrir o solo, boa adaptacao a solos &cidos, de baixa a
média fertilidade e tolerdncia ao sombreamento, a cv. Belmonte se consorcia bem com
espécies de gramineas igualmente agressivas como as do género Brachiaria, proporcionando
neste consorcio um ganho de peso de 565 g/animal/dia (Pereira et al, 2004; Valentim et al,
2003; Valentim et al, 2000). O cultivar Belmonte possui maior capacidade produtiva e
tolerancia ao sombreamento que as leguminosas Pueraria phaseoloides ¢ Arachis pintoi
BRA-031143.

O acesso BRA-031534 de Arachis pintoi se apresenta como promissor para uso em
pastagem por apresentar boa producdo de sementes, além disso, possui a capacidade de no
primeiro ano de cultivo obter uma producio de matéria seca que excede 4t.ha™’, um teor de
nitrogénio total acima de 74% em solos de baixada periodicamente inundavel (Miranda et al,
2003), e o teor de proteina bruta de 22,89% aos 120 dias apds o plantio (Lima et al, 2004).

A Embrapa-CPAF no Acre esta atualmente organizando um banco de germoplasma de
Arachis pintoi, na tentativa de resgatar todo o potencial e cultivares existentes no Brasil. Um
dos cultivares utilizados, o acesso BR-031534, foi gentilmente cedido pela Embrapa-CPAF.

O Arachis pintoi conhecido na Australia como Amarillo, na Colombia como CIAT
17434 ¢ registrado no Brasil como BR-013251 também se caracteriza por apresentar elevada
producdo de sementes o que permite aumentar a sua persisténcia no solo. Ele apresentou na
Colombia, uma capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio maior que 80% de suas
demandas nutricionais em nitrogénio (Miranda et al, 2003; Thomas et al, 1997), ¢ uma
transferéncia de nitrogénio para as gramineas em consorcio de 25% para capim estrela e 12%
para outras gramineas (Rodriguez-Florez 1998). A quantidade de nitrogénio fixada esta
diretamente relacionada com o crescimento, e fatores como doengas ou estresse hidrico que
podem afetar a fixacdo de nitrogénio (Thomas, 1994). Apresenta requerimento altamente
especifico para a estirpe CIAT-3101 (Cook et al, 1990). Esta cultivar permite ainda um ganho
de peso animal em torno de 180kg.cabeca™.ano™ (Cruz et al, 1994), ¢ aos 120 dias apos o
plantio apresenta uma produgdo de matéria seca de 2,64 t.ha” e um teor de proteina bruta de
23,66% (Lima et al, 2004) com uma capacidade de suporte forrageiro de 3 UA.ha”.ano
(Pizarro & Rincon, 1993).

O habito de crescimento rasteiro formando uma densa camada de estoldes enraizados
e a habilidade de crescer sob sombreamento conforme foi verificado para o Arachis pintoi
quando plantado isoladamente ou em consorcio com diferentes espécies de brachiaria (Plazas
& Lascano, 2006; Andrade & Valentim, 1999; Grant, 1995), tornam-se aspectos facilitadores
do manejo desta leguminosa, quando consorciadas com fruteiras. E utilizada na Colémbia nas
plantagdes de caucho e palma africana com boa cobertura vegetal (Peters et al, 2006),
definindo claramente a capacidade do amendoim forrageiro como cobertura viva permanente
do solo, protegendo-o dos efeitos erosivos e chuvas fortes, servindo como fonte de adubo
verde e permitindo seu uso em sistemas agro-florestais (Lima et al, 2004; Perin et al, 2000;
Andrade & Valentim, 1999; Grant, 1995; Cook et al, 1990). Além disso, o Arachis pintoi



apresenta excelente adaptacdo, velocidade de crescimento e elevado teor de proteina bruta,
durante o periodo de estabelecimento nas condi¢cdes ambientais de Rio Branco-Acre
(Valentim et al., 2003), e tolerancia a solo imido (Plazas & Lascano, 2006), no qual o excesso
de umidade ndo afeta seu desenvolvimento ou rendimento de matéria seca.

A implantacdo da cultura por meio de sementes ¢ o método mais utilizado, porém
devido a localizacdo do fruto no solo e seu desprendimento na colheita, a coleta torna-se
dificil e pouco econdmica. Na época da maturacido, 95% das sementes de Arachis pintoi
encontram-se nos primeiros dez centimetros do perfil do solo e destas, 97% encontram-se
soltas. As sementes utilizadas atualmente no Brasil sdo importadas da Bolivia, o que torna o
plantio da espécie no Brasil muito cara e sem acesso a pequenos produtores rurais. A cultivar
Belmonte apresenta a desvantagem de produzir poucas sementes, tornando-se fundamental o
uso de material vegetativo para seu plantio. O fato desta cultivar estar disponivel apenas na
forma de estoldo e ndo de sementes, implica em que todos os esfor¢os devem ser realizados
para aumentar a capacidade de estabelecimento da cultivar, que apresenta os seguintes indices
para sua propagagao:

e Altitude: Nivel do mar a 1800m.
Precipitacdo: Acima de 1200mm.
Florescimento: 4 a 5% semana.
Altura da planta: 30 a 40cm.
Comprimento da raiz pivotante: Até 1,60m.
Propagagdo Estoldo.
Semente.
e Estoldes: Epoca do plantio: Inicio periodo chuvoso.
Cova: 10cm profundidade x 20cm de largura.
Quantidade de estoloes: 6/cova.
Comprimento do estoldo: 20cm a 25cm.
Espagamento: Cova: 1m entre linha x 0,5m entre cova.
Sulco: 0,50m.
Profundidade de plantio: 10cm.
Material vegetativo: 500 a 600kg/ha.
e Semente: Quantidade para plantio: 10 a 15kgha.
Profundidade de plantio: 2 a 4cm.
Espacamento: 50 x 60cm.
Producdo de sementes: 200 a 7.000kg/ha.
e Espacamento de consorcio graminea x leguminosa: 2,0x3,5m de largura.
e Capina: 35 e 70 dias.
e Adubagdo: 50 kg de P,Os/ha de Superfosfato Simples aplicado apos a
primeira capina (Lima et al, 2004; Mannetie, 2006; Pereira et
al, 2004; Valentim et al, 2000).

Porém entre os fatores que podem limitar o desenvolvimento do Arachis pintoi o
aluminio ¢ um fator importante devido a sua influéncia no desenvolvimento da planta e na
fixagdo biologica de nitrogénio. Cita-se que plantulas de amendoim Arachis hypogaea L.
quando avaliadas em relagdo a toxidez provocada pelo aluminio apresentaram atraso na
nodulacao, reducdo no numero de nodulos e na massa seca de ndodulos em concentragoes
maior ou igual a 30uM de aluminio, e as concentragcdes maiores ou iguais a 60uM tornaram
as plantas cloroticas durante todo experimento (Shamsuddim et al, 1992). Com a utiliza¢ao da
concentragdo de 3uM (Brady et al, 1994) ndo ocorreu reducdo no peso seco da planta,
comprimento da raiz, peso seco da raiz; mas o numero de nddulos nesta concentragdo foi
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reduzido em 70% observando-se que os nodulos apresentaram um aumento no peso seco.
Entre as maneiras de superar esta toxidez do aluminio, Rao & Kerridge (1993) sugerem que o
Arachis pintoi por apresentar uma alta concentracdo de aluminio na planta (600-800mg/kg)
possui algum tipo de quelatacdo ou compartimentalizacdo de aluminio para permitir esta
tolerancia.

Marziah et al (1995) notaram que a toxidez ¢ um fator limitante ao crescimento do
amendoim Arachis hypogaea e um aumento na concentracdo de aluminio de 10uM para
30uM provocou uma redugdo significativa na elongagdo da raiz, no peso seco da raiz além de
um decréscimo no numero de noédulos e no peso seco de nddulos. Franco & Munns (1992)
verificaram que o peso seco da raiz e o crescimento do nddulo ndo foram afetados em feijao
nas concentragdes até 83uM, porém a colonizacdo por Rhyzobium ja foi reduzida nas
concentragdes maiores que 33uM, mas em menor taxa que a elongagdo da raiz ou crescimento
do caule.

Além do aluminio, o molibdénio se caracteriza por sua importancia como um
micronutriente fundamental para a fixacao bioldgica de nitrogénio, por tratar-se de um
elemento estrutural das enzimas redutase do nitrato e nitrogenase responsaveis pela
assimilagdo do nitrato e fixacdo biologia de nitrogénio. A nutricdo nitrogenada depende da
disponibilidade deste nutriente no solo (Urquiaga et al, 1986). Além de geralmente apresentar
baixa concentragdo, o molibdénio nos solos tropicais, se apresenta preso a matéria organica ou
adsorvido nos 6xidos, diminuindo assim a sua disponibilidade para as plantas. Estudos do
nivel critico de molibdénio nos tecidos e nos nodulos tém sido utilizados como uma
alternativa vidvel na indica¢do de deficiéncia deste nutriente em leguminosas (Jacob Neto et
al, 1988). Segundo estudos de Jacob Neto & Franco (1986) a concentragao de molibdénio nas
varias partes da planta de feijdo, decresceram. Com a idade das mesmas com baixa
disponibilidade de molibdénio as maiores concentra¢des deste nutriente foram encontradas
nos nodulos.

Deve-se considerar ainda, que o teor de molibdénio varie conforme o pH do solo,
sendo que em pH baixo ocorre uma redugdo na sua disponibilidade, assim como em solos de
textura arenosa, devido ao fato deste micronutriente perder-se por lixiviagdo (Dechen &
Nachtigall, 2006).

Considerando estas limitagdes para o plantio do Arachis pintoi, ¢ como o uso da
propagacao por estoldes ¢ o método mais utilizado, foram estudados alguns fatores limitantes
ao seu desenvolvimento, como a fixacdo bioldgica de nitrogénio, toxidez do aluminio, bem
como a importancia da adicdo de molibdénio para o seu desenvolvimento. Os experimentos
foram conduzidos de modo a selecionar a melhor cultivar e melhor estirpe de rizobio em
funcao destes fatores.
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2 CAPITULO L.

EFICIENCIA DA INOCULACAO DE ESTIRPES DE RIZOBIO
EM PLANTULAS DE Arachis pintoi PROPAGADAS VEGETATIVAMENTE.



2.1 RESUMO

A leguminosa Arachis pintoi apresenta-se como uma op¢do para recuperacdo de
pastagens degradadas devido ao seu potencial de fixacdo biologica de nitrogénio. Para uma
resposta eficiente em termos de fixagdo de nitrogénio ¢ de primordial importancia ndo so6 o
uso de cultivares comercialmente disponiveis, mas também o uso de estirpes capazes de
nodular e fixar nitrogénio de modo a permitir o desenvolvimento das plantas em condi¢des
adversas, viabilizar o rapido crescimento da leguminosa utilizada em consoércio e conseqiiente
reducdo no custo de produgao.

Os resultados mostraram que as respostas as estirpes testadas variaram de acordo com
os parametros analisados e cultivares/acesso. A existéncia de nodulacdo em todos os
tratamentos inclusive na testemunha sem inoculagdao, mostrou que existiam estirpes nativas no
solo utilizado compativeis com as cultivares e acesso testados.

A 1inoculacdo das estirpes CIAT-5067, CIAT-5083 CIAT-5087 nas cultivares/acesso
testados indicou que na cultivar Belmonte as estirpes CIAT-5083 e CIAT-5067 promoveram
um aumento no numero de nodulos. Neste caso as estirpes se classificaram como muito
efetivas. Para a cv Amarillo observou-se que as estirpes inoculadas tiveram a mesma
efetividade que os rizobios nativos. A estirpe CIAT-5083 foi classificada como efetiva e a
CIAT-5067 e CIAT-5087 como muito efetivas. As estirpes CIAT-5067 e CIAT-5083 foram
efetivas na nodulagao de estacas do acesso BRA-031534.

A estirpe 1432 foi classificada como muito efetiva para as cultivares e acesso e a BR-
1433 foi efetiva para Amarillo e Belmonte e muito efetiva para BRA-031534. Em relagdo aos
parametros estudados neste experimento a cv Belmonte foi superior a cv Amarillo e ao acesso
BRA-031534.

Para o estudo das cultivares e acesso com as estirpes BR-1432, BR-1433 ¢ CIAT-5087
observaram-se aumentos significativos nos nédulos da cv Belmonte e esta cv mostrou
acréscimos em todos os pardmetros estudados em relagdo ao Amarillo e BRA. As estirpes se
classificaram como efetivas para cultivar Amarillo e muito efetivas para cultivar Belmonte e
para o acesso BRA-031534.

Palavras Chave: Arachis pintoi, nodulagdo, fixacdo bioldgica de nitrogénio.



2.2 ABSTRACT

The leguminous Arachis pintoi is presented as an option for recuperation of degraded
pastures due to its potential for biological nitrogen fixation. For an efficient response in
nitrogen fixation, it is important the use of commercially tested cultivars and also the use of
strains that are able to nodule and fix nitrogen in order to allow plant development in adverse
conditions, make possible the fast growth of the leguminous and consequent reduction in the
cost of production.

The studies had shown that the responses to the tested strains varied according to the
parameters analyzed and cultivars/access. The existence of nodulation in all the treatments
also in the control without inoculation showed the presence of native strains in the soil that
were compatible with the cultivars and inbred tested.

Inoculated strains CIAT-5067, CIAT-5083 CIAT-5087 in tested cultivars/access
indicated that in Belmont cultivar, the strains CIAT-5083 e CIAT-5067 promoted an increase
in nodules number. In this experiment, the strains were classified as effective. It was observed
that for Amarillo cv., the inoculated strains had the same effectiveness as the native rhizobia.
Strain CIAT-5083 was classified as effective and CIAT-5067 and CIAT-5087 as very
effective. Results obtained with BRA-031534 inbred, showed that strains CIAT-5067 and
CIAT-5083 were effective in the process of nodulation.

Strains BR-1432 ¢ BR-1433 inoculation in tested cultivars and accession, indicates
that strain 1432 was classified as very effective for cultivars and acession, and that BR-1433
was effective to Amarillo and Belmonte and very effective to BRA-0131534. Regarding the
parameters studied in this experiment Belmonte cultivar had the best performance when
compared with Amarillo cv. and BRA-031534 inbred.

In order to study cultivars and inbred with strains BR-1432, BR-1433 e CIAT-5087,
significant increases in nodules of Belmonte cv. had been observed. This cultivar also showed
an increase in all parameters studied regarding Amarillo and BRA. The strains were classified
as effective for the Amarillo cultivar and very effective to Belmonte cultivar and BRA-
031534 inbred.

Key words: Arachis pintoi, nodulation, biological nitrogen fixation.
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2.3 INTRODUCAO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ¢ uma das fungdes mais importantes do
sistema solo-planta, para manutencdo da vida na terra. A fixacdo biologica de nitrogénio ¢
restrita a algumas espécies de bactérias, sendo que algumas sdo capazes de estabelecer
simbiose com as leguminosas.

Esta ¢ uma associagdo bem eficiente para algumas espécies como a soja. O nitrogénio
fixado nos plantios de soja no Brasil ¢ de aproximadamente 2x10°mg.N.ano™ ¢ isto representa
uma economia de US$2,0 bilhdes para a economia brasileira (Moreira et al, 20006).

A associagdo simbidtica leguminosa-rizobio consiste na capacidade das leguminosas
em permitir a infeccdo de suas raizes por bactérias promovendo a fixa¢do bioldgica de
nitrogénio, que apresentam especificidade em relagdo ao hospedeiro. No processo de infecgao
ocorre a formacdo de nodulos nas raizes, formados por células vegetais contendo células
bacterianas que se diferenciam e se multiplicam (Nascimento, 1998), porém todos os rizobios
apresentam especificidade hospedeira, variando entre muito e pouco especifico (Mutch &
Young, 2004).

A maneira como o rizébio infecta a raiz de Arachis sp., ¢ bastante incomum, com a
penetracdo ocorrendo através do local onde as raizes adventicias emergem, provavelmente
devido a modificagdes na parede celular que permitem esta infecgdo (Sprent & Sprent, 1990),
e os nddulos em Arachis pintoi podem ser observados freqiientemente emergindo em estoloes
nas axilas das raizes adventicias (Thomas, 1994). Sprent et al (1988) citados por Thomas
(1994) sugerem que este modo de infec¢@o pode conferir grande resisténcia a estresse como a
salinidade, quando comparada com espécies infectadas via pélo radicular.

Porém, antes de penetrar na raiz a bactéria deve colonizar a superficie da raiz, o que
envolve pelo menos 4 estdgios que sdo: a) movimento em dire¢do a raiz, b) reconhecimento,
¢) adesdo, d) fornecimento pela planta de nutrientes para o endofitico (Sprent et al 1988).

Os rizobios podem nodular a planta através do cordao de infec¢@o, que tem o inicio do
processo caracterizado pela liberagdo de compostos quimicos das células radiculares como
flavonoides e isoflavondides que sdo responsaveis pelo reconhecimento do hospedeiro pela
bactéria e induzem a formagdo do nédulo. Em seguida a bactéria secreta os fatores nod que
estimulam a curvatura dos pélos radiculares e a invasdo da raiz e a formagao de um cordao de
infec¢do formado pelas células das raizes em resposta a infecgdo (Reis et al, 2006), e que
podem ser especificadas do seguinte modo: a) multiplicacdo do rizdbio na superficie (ou
proxima); b) adesdo do rizobio a superficie do pélo radicular; ¢) ramificagdo e enrolamento do
pélo radicular; d) formagdo do cordao de infec¢do (no pélo radicular); ) iniciagdo do nodulo:
formag¢ao do meristema do nddulo, desenvolvimento do noédulo e diferenciagdo; f) bacterdides
liberados do corddo de infec¢do; g) diferenciagdo bacteriana; h) inicio da fixagdo de
nitrogénio; 1) fungdes bioquimicas e fisioldgicas (complementares) associadas com a fixacao
de nitrogénio; j) manutencao das fungdes dos nddulos, (Sprent & Sprent, 1990).

Na raiz da leguminosa Mendicago trunculata foi identificada a expressdo de mais de
cem genes com fung¢des conhecidas e desconhecidas no processo de infec¢do no periodo de 72
horas apds a inoculacdo com Sinorhizobium meliloti (Lohar et al, 2006).

Segundo Pinkerton & Skipper (1992), trés situagdes podem ocorrer no processo de
nodulagao:
a) Falta de nodulagdo: nenhuma estirpe de rizobio presente no solo ¢ capaz de nodular,
consequentemente nenhum nddulo ¢ formado.
b) Nodulagao inefetiva: o local de nodulagdo ¢ ocupado pelo rizobio, mas nao ha fixacao
de nitrogénio, e neste caso o rizobio extraira carbono e até mesmo nitrogénio da planta
hospedeira.
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¢) Nodulagao efetiva: ha formagao do nédulo e fixacao de nitrogénio.

Okito et al (2004), verificaram que o cultivo de amendoim Arachis hypogaea L. pode
fornecer quantidades significativas de nitrogénio derivado da fixa¢ao bioldgica de nitrogénio
para culturas estabelecidas posteriormente em solos de baixa fertilidade.

Em Arachis pintoi estoldes podem ser inoculados com rizébio imediatamente antes do
plantio, e as plantas que sofrem este processo de inoculacdo apresentam boa quantidade de
nédulos, com a fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico ocorrendo, pelas bactérias
presentes na maioria dos solos tropicais (Lima et al 2004; Asakawa & Ramirez, 1989). Em
Seropédica-RJ, Soares et al (2006) estudando os acessos Arachis pintoi 31823 e 34496,
verificaram que 75% da producdo de matéria seca foi dependente da fixa¢do biologica de
nitrogénio. Na Costa Rica (Coldmbia) observou-se que sob pastejo € em consorcio com
Cynodon lemfuensis a propor¢ao de 80% era de nitrogénio derivado da fixagdo bioldgica. Na
Bahia também se encontrou alta taxa de nitrogénio derivada da fixa¢ao bioldgica (Villalobos
et al, 1999).

O Arachis pintoi em solos acidos de baixa fertilidade, tem o seu processo de fixacao
dependente do crescimento e da persisténcia que esta leguminosa apresentar no solo (Thomas
et al, 1997). Nodula com populagdo nativa de rizébio do solo, mas responde bem a inoculagao
com estirpes de rizobio selecionadas, produzindo maior quantidade de matéria seca e
acumulando maiores valores de nitrogénio na parte aérea (Purcino et al, 1999). A inoculagdo ¢
importante para estabelecimento de Arachis pintoi em solos degradados, fixando o
equivalente a 60 kg.ha™' de nitrogénio (Purcino et al, 2006). apresentando um namero elevado
de nédulos e um alto contetido de nitrogénio (Abreu, 1996). Contudo em alguns trabalhos,
ndo foi encontrada resposta a inoculacdo; a cultivar Amarillo e os acessos CIAT-18744 e
CIAT-18748 ndao mostraram respostas aos efeitos da inoculagdo no periodo de seis meses
(Vargas-Patino, 1996). Purcino & FElkan, (2000) também verificaram que na cultivar
Amarillo, nenhuma das estirpes testadas em relacdo a producdo de matéria seca obteve
produgdo comparavel ao tratamento que recebeu nitrogénio.

Oliveira Junior (1997), observou que as estirpes nativas de Arachis pintoi com alta
capacidade de fixagdo de nitrogénio superaram as estirpes comerciais indicadas para esta
leguminosa e o tratamento controle com nitrogénio mineral, o que leva a indicar a necessidade
de estudos de avaliacdo e selecdo de estirpes nativas do solo. Porém Oliveira et al (1998),
observaram em seus estudos visando a selecdo de estirpes em Arachis pintoi, que o pardmetro
nimero de ndédulos tem pouca importincia e as estirpes testadas proporcionaram ganhos
iguais a testemunha nitrogenada.

Em Arachis pintoi, Miranda et al (2003) considera 0 BRA-31534 um acesso promissor
com taxa de fixacdo acima de 74% com estirpes nativas do solo e sua producdo de massa seca
correlacionada com o nitrogénio derivado da fixacdo biologica de nitrogé€nio. Para Lanier et al
(2005) o processo de inoculacdo em Arachis hypogaea ¢é necessario quando ndo houver
estirpe nativa do amendoim presente no solo.

Em duas variedades de Arachis hypogaea L. (criollo e florunner) ndo ocorreu resposta
significativa a inoculagdo com estirpes de Bradyrhizobium sp. quando comparada a
testemunha em dois tipos de solo da Costa Rica (Gutiérrez-Rosales, 1992). Colombo-Junior et
al (2004) avaliando os efeitos da inoculacdo em Arachis hypogaea L. em condi¢des de campo,
observaram que o numero de nddulos ¢ a massa seca da parte aérea ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos com e sem inoculagdo. Castro (1999) verificou
que a estirpe (USDA 3187), inoculada em amendoim (Arachis hypogaea L.) ndo foi
competitiva em relagdo as estirpes nativas, em relacdo ao peso seco do noédulo e biomassa
seca da planta.

Nambiar et al, (1984) verificaram que a combinagdo correta entre hospedeiro e estirpe
produziu aumento na produgdo de frutos no amendoim (Arachis hypogaea L.) em cultivo por
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varias estagdes. Lamas et al (2000) observaram que o amendoim (Arachis hypogaea L.)
independente da adicdo de inoculante apresentou uma ocorréncia generalizada de nodulos
demonstrando a presenca de estirpes nativas de rizobio no solo. Porém a estirpe inoculada
apresentou maior habilidade competitiva e demonstrou maior eficiéncia simbiodtica que as
estirpes nativas. A adigdo de adubo nitrogenado, mesmo em pequena dose, reduziu a
produtividade provavelmente pelo efeito inibitorio na nodulacdo e fixacao de nitrogénio.

O estabelecimento do rizébio no solo depende de fatores tdo diversos como a natureza
quimica e fisica do solo, temperatura e disponibilidade de dgua, microflora, composi¢do da
flora de leguminosas e nao leguminosas, € o melhor conhecimento destes fatores resultam em
tecnologias que permitem sucesso na selecdo de estirpes (Neves & Rumjaneck, 1996).

Sung & Sun (1990) avaliaram a relagdo entre a redu¢@o do nitrato e a fixagdo biologica
de nitrogénio em duas cultivares de amendoim Arachis hypogaea L. Eles observaram que a
redutase do nitrato na folha diminuiu rapidamente apds o florescimento, e a atividade de
fixagdo de nitrogénio nos nddulos da raiz aumentou alcangando o maximo no ponto de
enchimento da vagem. Eles concluiram que a reciprocidade entre a reducdo do nitrato e
fixagdo de nitrogénio, indica um importante papel na assimilacdo de nitrogénio no
desenvolvimento da planta do amendoim apo6s o florescimento.

Venkateswarlu, et al (1991) verificaram que em condigdes tropicais com temporada de
crescimento reduzido e periodo seco freqiliente ao final do ciclo de crescimento, as variedades
de amendoim Valencia e Spanish Brunch que apresentam maior fixagdo e acumulagdo de
nitrogénio antes da floragdo e sdo mais eficientes na distribuicdo de nitrogénio para as partes
reprodutoras podem dar maiores rendimentos em sementes que as variedades do tipo Virginia
que apresentam uma maior acumulacdo de nitrogénio total, porém uma distribuicdo de
nitrogénio menos eficaz.

Neste capitulo os experimentos de eficiéncia de inoculagdo, foram realizados com o
objetivo de estudar a eficiéncia do processo de inoculagdo de rizébio em Arachis pintoi
multiplicados vegetativamente.

Os experimentos envolvendo as duas cultivares e o acesso foram realizados em épocas
diferentes devido a dificuldade inicial de obtencao de material para propagacao e conseqiiente
producdo nas condi¢des ambientais de Seropédica. Apds a obtencdo dos estoldes, este
material foi ainda multiplicado para posterior utilizagdo nos experimentos.

As estirpes utilizadas neste experimento foram isoladas de Arachis pintoi no
municipio de Brasiléia-Acre-Brasil, com os nimeros Brasil-20; 401B-4 e 400-401A2, e apos
serem encaminhadas ao CIAT-Colombia onde receberam a denominagdo de CIAT-5067,
CIAT-5083 e CIAT-5087 foram enviadas para a colecdo de culturas da Embrapa
Agrobiologia localizada em Seropédica-RJ. Durante o desenvolvimento dos estudos de Tese
foram indicadas duas estirpes para Arachis pintoi: a BR-1432 ¢ BR-1433, que cedidas pela
EMBRAPA Agrobiologia foram incorporadas aos estudos que se encontrava em andamento.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de obtengdo de material para a propagagdo vegetativa das cultivares
(Amarillo, Belmonte) e do Acesso BRA-031534, foram plantadas sementes da cultivar
Amarillo em uma 4area de 120m”> em condi¢des de campo. O material para propagagdo
vegetativa da cultivar Belmonte foi obtido de uma area de 98m* em condigdes de campo
cultivada com estoldes da cultivar Belmonte, cedidos como cortesia pelo Centro de Pesquisas
do Cacau/CEPLAC-Bahia. Os plantios foram realizados em 4area pertencente ao
Departamento de Fitotecnia - Instituto de Agronomia localizado em Seropédica - Rio de
Janeiro, do qual foram retiradas estacas para esse experimento.

As sementes do acesso BRA-031534, foram cedidas pela EMBRAPA/Centro de
Pesquisas Agroflorestais-Acre, porém devido a pequena quantidade de sementes recebidas,
essas sementes foram multiplicados em canteiro nas condi¢des de casa de vegetagdo, para
posterior fornecimento de material vegetativo para a condu¢do dos experimentos.

O solo (tipo Planossolo) utilizado para o enchimento dos potes, foi retirado da camada
superficial (0-20 cm) com caracteristicas quimicas descritas na Tabela 1. Apds a secagem, o
solo foi peneirado, ¢ acondicionado em pote plastico com furo (2,0 kg de solo/pote).

Tabela 1 Resultado da analise de solo.

Tipo de Solo pH Cmol..dm’ mg.dm’
Al  CatMg Ca Mg P K
Arenosa 5,8 0,0 1,8 0,9 0,9 16 113

O plantio foi feito com estacas cortadas de aproximadamente 20cm de comprimento ¢
plantado na profundidade de 10cm em cada vaso.

Foram utilizadas aduba¢des complementares com solugdo nutritiva, conforme descrito
em GOI (1981), e especificadas nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 Composi¢@o quimica da solugdo com Micronutrientes + Mg (Goi, 1981).

Composto Concentragdo (g.L") Concentragdo dos micronutrientes + Mg/ kg de solo

MgS0,.7H,0 150,000 0,150000g
CuS0,.5H,0 15,800 0,015800¢g
ZnS0,.7H,0 8,308 0,008308¢g
H;BO; 0,500 0,000500g
Na,Mo00,.2H,0 0,500 0,000500g
FeSO,.7H,0 20,000 0,020000g
Acido Citrico 20,000 0,020000g
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Tabela 3 Composi¢ao quimica da solugdo com Macronutrientes (Goi, 1981).

Composto Concentragdo gL' Concentragdo dos macronutrientes / kg de solo
KH,PO4 35 0,035¢
CaCl,.2H,0 150 0,150g

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com luz natural durante todo o
experimento e irrigadas de modo a manter a umidade proxima a capacidade de campo durante
todo o experimento.

Os estoldes foram inoculados com uma suspensdo de células (2,0mL de meio de
cultura semi-solido em cada estaca), de rizobio previamente selecionados para Arachis pintoi
no CIAT-Colombia e EMBRAPA, cedidos para a Cole¢do de Culturas da EMBRAPA
Agrobiologia.

As estirpes foram crescidas no meio de cultura para crescimento de Rhizobium
(Vincent, 1970), conforme tabela abaixo:

Tabela 4 Meio de cultura para crescimento de Rhizobium sp.

Componentes Quantidade
Manitol 10,00 g.L!
K,;HPO,4 0,1 g.LII
KH,PO4 04 gLl
MgS0O47H,0 0,20 g.L1!
NaCl 0,1g.L"
Extrato de levedura 1,00 mL.LO!
Azul de bromotimol (solugdo alcodlica 0,5%)) 5,00 mL.L[*
Agar 1,75g

Agua destilada 1,00 L

O volume de um litro teve o seu pH ajustado em 6,8-7,0 com NaOH 100mM e as
estirpes foram retiradas da cultura pura, inoculada no meio de cultura, e mantidas por cinco
dias a 28°C para multiplicagdo.

As plantas foram colhidas aos setenta dias apds o plantio e estimadas: Comprimento
da parte aérea, comprimento da raiz principal, peso da massa seca da raiz, peso da massa seca
da parte aérea, peso da massa seca dos noédulos, numero de nodulos, eficiéncia relativa (Efr):
obtida pela relagdo entre a massa seca da parte aérea de plantas inoculada e a massa seca da
parte aérea do tratamento com nitrogénio.
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A eficiéncia de fixacdo de nitrogénio foi feita de acordo com a formula sugerida por
Date et al (1993) citada por Oliveira Junior et al (1997) e Purcino & Elkan, (2000).

Massa seca da parte aérea inoculada
Efr= x 100
Massa seca da parte aérea com nitrogénio

Foi usada a relacao:
Inefetiva - Eficiéncia relativa menor que 35%.
Pouco efetiva - Eficiéncia relativa entre 35% e 50%.
Efetiva - Eficiéncia relativa entre 50% e 80%.
Altamente efetiva - Eficiéncia relativa acima de 80%.

O peso seco foi determinado com uso de balanga de precisdao, modelo Marte, realizado
apds a secagem por 72 horas em estufa de circulacdo de ar marca Biomatic, a 68°C; ¢ os
comprimentos da parte aérea e da raiz foram feitos utilizando régua milimetrada.

Os experimentos para avaliar a eficiéncia das estirpes em plantulas de Arachis pintoi
cultivar Amarillo foram conduzidos no ano de 2004 no periodo de abril a junho com uma
temperatura média no periodo experimental de 22,6°C e a umidade relativa média de 73%, os
estudos para a cultivar Belmonte realizaram-se no periodo de junho a agosto com uma
temperatura média no periodo foi de 21°C, e a umidade relativa do ar média foi de 73% e o
experimento com o acesso BRA-031534 foi conduzido de outubro a dezembro com uma
temperatura média no periodo experimental foi de 24,5°C e a umidade relativa média de
64,3%. Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacao.

Para se testar a normalidade da distribui¢ao dos erros foi utilizado o teste de Lilliefors
e a homogeneidade da variancia dos erros foi verificada pelos testes de Cochran e Bartllet.
Quando necessario utilizou-se a transformagdo ['x + 1, para promover uma distribui¢ao
normal entre os erros. Para comparagdo de médias dos tratamentos, foi adotado o teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (Gomes, 1990). As analises foram realizadas com uso dos
softwares SAEG, STATGRAPHICS version 5 e SISVAR.

2.4.1 Eficiéncia da inoculacao de estirpes de rizobio CIAT-5067; CIAT-5083; CIAT-5087
em plantulas de Arachis pintoi, propagadas vegetativamente

O experimento foi conduzido em delineamento com blocos ao acaso com os seguintes
tratamentos: T, - Plantas sem inoculagdo e sem adi¢do de nitrogénio (Testemunha); T, -
Inoculagdo com a estirpe CIAT-5067 (BR-1407); Ts - Inoculagdo com a estirpe CIAT-5083
(BR-1414); T4 - Inoculagdo com a estirpe CIAT-5087 (BR-1418); Ts- Testemunha com
nitrogénio (20mg-N por planta como NH4NO3), com cinco repeticdes.

Os experimentos para avaliar a eficiéncia das estirpes em plantulas da cultivar
Amarillo foram conduzidos no ano de 2004 no periodo de abril a junho com uma temperatura
média no periodo experimental de 22,6°C e a umidade relativa média de 73%, os estudos para
a cultivar Belmonte realizaram-se no periodo de junho a agosto com uma temperatura média
no periodo foi de 21°C, e a umidade relativa do ar média foi de 73% e o experimento com 0
acesso BRA-031534 foi conduzido de outubro a dezembro com uma temperatura média no
periodo experimental foi de 24,5°C e a umidade relativa média de 64,3%.
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2.4.2 Eficiéncia da inoculaciio de estirpes de rizobio BR-1432, BR-1433 e CIAT-5087 em
plantulas de Arachis pintoi, propagadas vegetativamente

Os experimentos para avaliar a eficiéncia das estirpes em plantulas da cultivar
Amarillo, cultivar Belmonte ¢ acesso BRA-031534 foram conduzidos em casa de vegetacao,
com delineamento experimental de blocos ao acaso com cinco repeticdes no ano de 2005,
para as estirpes BR-1432 ¢ BR-1433 no periodo de fevereiro a maio, com a temperatura
média no periodo de 26°C e a umidade relativa média de 63%, e os seguintes tratamentos: T -
Plantas sem inoculagdo ¢ sem adi¢do de nitrogénio (testemunha); T, - Inoculacdo com a
estirpe BR-1432; Ts - Inoculagdo com a estirpe BR-1433; T4 - Testemunha com nitrogénio
(20mg-N como NH4NOj; por planta). Para as estirpes BR-1432, BR-1433 ¢ CIAT-5087 (BR-
1418), de outubro a dezembro com uma temperatura média no periodo foi de 22,6°C e a
umidade relativa média de 73%., e os seguintes tratamentos: T; - Plantas sem inoculacdo e
sem adi¢do de nitrogénio (testemunha); T, - Inoculagdo com a estirpe BR-1432; T; -
Inoculagdo com a estirpe BR-1433; T4 - Inoculacao com a estirpe CIAT-5087 (BR-1418); Ts -
Testemunha com nitrogénio (20mg-N como NH4NOj; por planta).
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Eficiéncia da inoculagcdo de estirpes de rizobio em pliantulas da cv. Amarillo
propagadas vegetativamente

A nodulacdo em todos os tratamentos inclusive na testemunha sem inoculacdo
mostrou que existiam estirpes nativas de rizobio no solo compativeis com o Arachis pintoi
(Figura 1). Porém deve-se observar que a inoculacdo com as estirpes estudadas torna-se
importante devido a possibilidade das estirpes nativas ndo se encontrarem na area cultivada ou
ndo apresentarem eficiéncia esperada. Esta nodulacdo com estirpes nativas de Arachis pintoi
também foi observada por Purcino et al (1999). Oliveira-Junior et al (1997), verificaram
ainda, que as estirpes nativas apresentavam alta capacidade de fixagdo de nitrogénio,
superando as estirpes comerciais indicadas para esta leguminosa e o tratamento controle com
nitrogénio.

Em relagdo ao ntimero de nddulos e peso da massa seca dos nodulos, observou-se que
a adubagdo nitrogenada ndo inibiu a nodulagdo e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 1), embora a estirpe CIAT-5067 (BR-1407) tenha
apresentado uma tendéncia para aumento no peso da massa seca do nédulo (Figura 2) quando
comparada as outras estirpes. A estirpe CIAT-5087 (BR-1418) apresentou uma tendéncia a
um menor nimero de nddulos, quando comparada as outras estirpes, e todas as estirpes
testadas apresentaram uma tendéncia para formacgdo de um maior nimero de nodulos que o
tratamento com nitrogénio (Figura 1).

_ a
g 25 a a
s 20 | . a
&
3 15 -
Ne)
&
3 10
< 5
g
=
Z 0 A
& A > A &
& S N AN &
<3 & & & <8
%‘\‘.
&‘Za
Tratamentos

Figura 1 Numero de nddulo na raiz de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=43%.
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Figura 2 Peso da massa seca de nodulo na raiz de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=39%.

O peso da massa seca da raiz e da parte aérea, mostraram que a estirpe CIAT-5083
(BR-1414) nao apresentou um bom desempenho em relacdo as estirpes CIAT-5067 (BR-
1407) e CIAT-5087 (BR-1418) (Figura 3 e 4), apesar de nao diferirem significativamente.
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Figura 3 Peso da massa seca da raiz de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=53%.
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Figura 4 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de tukey a 5%. CV=39%.

O comprimento da parte aérea e o comprimento da raiz, também nao mostraram
diferencas significativas entre os tratamentos estudados (Figura 5 e 6). Alguns trabalhos
realizados anteriormente também indicaram a auséncia de resposta a inoculagdo. Vargas-
Patifio (1996) estudando os acessos de Arachis pintoi CIAT-17434; CIAT-18744 e CIAT-
18748 nao observaram resposta a inoculagdo com as estirpes testadas. Do mesmo modo
Gutiérrez-Rosales (1992) e Colombo-Junior et al (2004) ndo observaram respostas
significativas a inoculagdo em Arachis hypogaea L., Castro et al (1999) observou que a
estirpe USDA 3187 inoculada em Arachis hypogaea L. nao foi competitiva em relagdo ao
peso seco de nddulos e a biomassa da planta. No estudo com seis cultivares de feijao feito por
Pasqualini (2006) também ndo se observou resposta significativa em relagdo aos tratamentos
estudados.
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Figura 5 Comprimento da raiz de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas vegetativamente.
As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=33%.
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Figura 6 Comprimento da parte aérea de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. CV=16%.

A eficiéncia da fixagdo bioldgica de nitrogénio segundo a formula sugerida por Date et
al (1993), apresentou variagdo decorrente da inoculacdo na cv. Amarillo, propagadas
vegetativamente, sendo duas estirpes classificadas como altamente efetivas e uma estirpe
como efetiva. (Figura 7).
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Figura 7 Eficiéncia relativa das estirpes inoculadas CIAT-5067 (BR-1407), CIAT-5083 (BR-
1414) e CIAT-5087 (BR-1418) em plantas de Arachis pintoi cv. Amarillo propagadas
vegetativamente.

2.5.2 Eficiéncia da inoculagdo de estirpes de rizébio em plantulas da cv. Belmonte
propagadas vegetativamente.

A estirpe CIAT-5083 (BR-1414) promoveu um aumento significativo do nimero de
nddulos em relagdo a testemunha nitrogenada, embora nao tenham sido observadas diferencgas
significativas em comparagdo com as outras estirpes utilizadas. Este resultado estd de acordo
com outros trabalhos feitos anteriormente, ¢ que tem demonstrado efeito deletério do
nitrogénio na nodulagdo (Goi et al., 1992; Goi et al., 1997; e Inoue et al, 2006). Foi observada
nodulagdo da testemunha, indicando a presenga de estirpe nativa de rizdbio no solo,
compativel com Arachis pintoi (Figura 8). O peso da massa seca de nodulos também foi
influenciado pelos tratamentos de inoculacdo (Figura 9). A maior massa seca de nodulos foi
encontrada no tratamento com a estirpe CIAT-5067 (BR-1407). A comparagao dos dados das
Figuras 8 e 9 demonstra que ocorreram também diferencas em relagdo ao tamanho dos
nodulos produzidos pelas estirpes. Embora no tratamento com a estirpe CIAT-5083 (BR-
1414) tenha sido encontrado o maior numero de nédulos, o maior valor para a massa seca foi
observado no tratamento com a estirpe CIAT-5067 (BR-1407).
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Figura 8 Numero de nodulos na raiz de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela
DMS a 5%. CV=24%.
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Figura 9 Peso da massa seca de nodulo de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela
DMS 5%. CV=35%.

O menor comprimento da raiz (Figura 12) e menor peso da massa seca da raiz (Figura
10), apesar de ndo diferirem significativamente, foram obtidos no tratamento testemunha
nitrogenada, provavelmente pelo fato de haver nitrogénio disponivel para o seu crescimento a
planta ndo precisa investir muito no crescimento da raiz para exploragdo do substrato. Nao
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos para o peso da massa seca da
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parte aérea e raiz (Figura 10 e 11). Resultados sem diferencas significativas, semelhantes a
estes, com as mesmas estirpes, foram encontrados para a cv. Amarillo propagadas
vegetativamente (2.1.3), onde o aumento no peso de ndédulos promovido pela estirpe CIAT-
5067 (BR-1407) ndo promoveu um aumento no peso da massa seca da raiz e da parte aérea.
No tratamento com nitrogénio (testemunha nitrogenada), foram observados os menores
valores para comprimento e peso de raiz, indicando que no caso de ser considerado o
enraizamento da estaca como um fator importante para o estabelecimento da planta, este nao
seria um bom tratamento. Além disso, a aplicacdo de nitrogénio mineral em pastagens
consorciadas com leguminosas favorece o crescimento da graminea, reduzindo a quantidade
de leguminosas (Valentim et al., 2001). Outro fator importante a ser ressaltado neste trabalho
¢ a capacidade desta espécie de nodular com estirpes nativas do solo, como ja observado por
outros autores (Salazar—Angulo, 1994; Vargas-Patifio, 1996)
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Figura 10 Peso da massa seca da raiz de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela
DMS a 5%. CV=6%.

24



Peso da massa seca da parte
aérea(g)/planta
OO =
chhroxolbrnxo
| | | | | | | |
- -

- m

A A
& N 6@87 S &
N &/ &/ &/ Qg)
e o
<& ¥ o ¥ <8
4
Tratamentos

Figura 11 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas

vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela
DMS a 5%. CV=7%.

Para o comprimento da raiz, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos; contudo no tratamento com a estirpe CIAT-5067 (BR-1407) foi observado um
aumento no comprimento da raiz (Figura 12). Para o comprimento da parte aérea, observa-se
que a estirpe CIAT-5083 (BR-1414) foi estatisticamente inferior aos demais tratamentos, cita-
se que houve um maior crescimento da parte aérea no tratamento inoculado com a estirpe
CIAT-5087 (BR-1418) (Figura 13). Comparando os dados da Figura 12 e Figura 13, observa-
se que durante o periodo experimental, ocorreu um crescimento maior da raiz do que da parte
aérea sem reflexo no acimulo de massa seca (Figura 10 e 11). Considerando que no momento
do plantio, ndo havia nenhuma raiz na estaca, o crescimento observado da raiz, indica um
investimento grande da planta no crescimento do sistema radicular, maior do que se for
comparado a alocagdo de carbono de uma planta crescida a partir de uma semente.
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Figura 12 Comprimento da raiz de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas vegetativamente.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela DMS a 5%. CV=10%.
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Figura 13 Comprimento da parte aérea de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas

vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pela
DMS a 5%. CV=3%.

Segundo a férmula de eficiéncia relativa sugerida por Date et al (1993), as estirpes
nativas e as (CIAT-5067 (BR-1407), CIAT-5083 (BR-1414) e CIAT-5087 (BR-1418))
inoculadas na cultivar Belmonte propagada vegetativamente, foram classificadas como
altamente efetivas, (Figura 14), indicando que sdo capazes de fixar quantidades de nitrogénio,
equivalentes a adubacdo nitrogenada.
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Figura 14 Eficiéncia relativa das estirpes inoculadas CIAT-5067 (BR-1407), CIAT-5083
(BR-1414) CIAT-5087 (BR-1418) em plantas de Arachis pintoi cv. Belmonte propagadas
vegetativamente.

2.5.3 Eficiéncia da inoculacio de estirpes de rizobio em plantulas do acesso BRA-031534,
propagadas vegetativamente.

Com relag@o ao nimero de nodulos existentes, observou-se que o acesso BRA-031534
ndo apresentou nodulagdo nos tratamentos testemunha, estirpe CIAT-5087 (BR-1418), e no
tratamento com nitrogénio. Observa-se nos tratamentos que apresentaram nodulacdo a
forma¢ao de um reduzido nimero de nodulos (2 a 3 nodulos), o que demonstrou neste caso
que provavelmente o acesso nodula pouco (Figura 15). No entanto, o valor para massa seca de
noédulos foi maior no tratamento inoculado com a estirpe BR-1414 (Figura 16).

3,5
o a
E 0
£ 2,54
2 a
£ 24
2
o 1,5
S
e 14
[P}
E 05 -
Z

0
A\ A
& © & S &
S j2) bo) o) &
5 > > > o
<&
Tratamentos

Figura 15 Numero de ndédulos na raiz de Arachis pintoi acesso BRA-031534 propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=50%.
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Figura 16 Peso da massa seca de nddulo de Arachis pintoi acesso BRA-031534 propagadas

vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=0,057%

Para comprimento de raiz ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
porém, observou-se um maior desenvolvimento do sistema radicular para a testemunha
(Figura 17).
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Figura 17 Comprimento da raiz de Arachis pintoi acesso BRA-031534 propagadas

vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=26%.
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Com relagdo ao acumulo da massa seca da raiz e da parte aérea entre as estirpes
testadas com nodulagdo, observou-se que a estirpe CIAT-5083 (BR-1414) teve um melhor
desempenho que a estirpe CIAT-5067 (BR-1407) (Figura 18 e 19), estes tratamentos
estudados ndo apresentaram diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade. Esta
auséncia de significancia em relacdo ao peso da massa seca da raiz foi uma tendéncia
apresentada nos experimentos iniciais com as cultivares Amarillo e Belmonte. Estas respostas
também foram verificadas em estudos realizados por Colombo-Junior et al (2004) com a
estirpe Semia 6144 e Castro et al (1999) com a estirpe USDA 3187 em Arachis hypogaea L.
que ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao peso da massa seca da parte
aérea e peso da massa seca da planta, respectivamente, em relagdo as plantas ndo inoculadas.
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Figura 18 Peso da massa seca da raiz de Arachis pintoi acesso BRA-031534 propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5%. CV=40%.
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Figura 19 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi acesso BRA-031534
propagadas vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. CV=29%.
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As estirpes, ndo apresentaram, comportamento diferenciado quando se comparou a
massa seca da planta que apresentou nodulacio e a massa seca da planta que recebeu
adubagao nitrogenada. Conforme a formula proposta por Date et al (1993), as duas estirpes se
classificaram como altamente efetivas (Figura 20), quando comparadas com as plantas que
receberam adubacgao nitrogenada.
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Figura 20 Eficiéncia relativa das estirpes CIAT-5067 (BR-1407) e CIAT-5083 (BR-1414)
inoculadas em plantas de Arachis pintoi acesso BRA-031534.

2.5.4 Eficiéncia da inoculacio de estirpes de rizobio BR-1432 ¢ BR1433 em plantulas de
Arachis pintoi propagadas vegetativamente

As estirpes nativas de rizobio foram compativeis com as cultivares estudadas de
Arachis pintoi, em todos os tratamentos, o que também foi verificado por Purcino et al (1999),
Oliveira Junior et al (1997) em Arachis pintoi, Vargas-Patinio (1996) em Arachis hypogaea
também observaram nodulagdo por estirpes nativas em todos os tratamentos estudados.

Com relagdo ao nimero de nédulos, foram observadas diferencas significativas entre
as cultivares Amarillo e Belmonte testados, assim como para interacdo entre as
cultivares/acesso ¢ estirpe, as comparagdes entre estirpes nao apresentaram diferencas
significativas. Para este pardmetro, observou-se (Figura 21), que a cultivar Belmonte
apresentou uma maior nodulagdo sendo significativamente superior a cultivar Amarillo e
acesso BRA-031534, que ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si.

Em relacdo a massa seca de nodulos, foram observados aumentos significativos entre
as cultivares/acesso testado; e na interacdo cultivares/acesso e estirpes, as estirpes nao se
diferenciaram estatisticamente. As estirpes BR-1432 ¢ BR-1433 apresentaram uma massa
seca de nodulos na cultivar Belmonte estatisticamente superior as apresentadas na cultivar
Amarillo e acesso BRA-031534. Observou-se (Figura 22) que a cultivar Belmonte foi
estatisticamente superior a cultivar Amarillo e ao acesso BRA-031534.

Pode-se observar pela Figura 21 que a nodulagdo das estirpes BR-1432 ¢ BR-1433
apesar de nao diferirem significativamente apresentaram uma tendéncia de maior formacao de
noddulos que o tratamento testemunha. Ao compararmos as Figuras 21 e 22 observou-se que o
numero de ndédulos e o peso da massa seca de nddulos apresentaram uma similaridade entre
estas variaveis, demonstrando claramente a superioridade da cultivar Belmonte. Em relagdo a
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estes parametros, pode-se indicar que a utilizacdo da cultivar Belmonte com as estirpes
testadas permitirdo provavelmente a obtencdo dos efeitos positivos indiretos relatados por
Lima et al (2004), como a reducdo da adubagdo nitrogenada, e com conseqiiente diminui¢ao
da polui¢do do lengol freatico. Conforme observacdes de Ferreira et al (2000) em feijoeiro um
cultivo com nodulagdo eficiente permite um sistema de producdo sem necessidade de
utilizacdo da adubacdo nitrogenada em cobertura.

Numero de ndédulos/planta

Tratamentos

M Amarillo O Belmonte & BRA-031534

Figura 21 Numero de nodulos na raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maitscula entre as cultivares/acesso e letra minascula entre
as estirpes nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV = 54%.
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M Amarillo O Belmonte @ BRA-031534

Figura 22 Peso da massa seca de nddulos de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as cultivares/acesso e letra mindscula entre
as estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=0,39%.

As cultivares e acesso testados apresentaram ainda diferencas significativas para
comprimento da raiz e peso da massa seca da raiz. Em termos de comprimento da raiz a
cultivar Belmonte superou significativamente a cultivar Amarillo e o acesso BRA-031534;
sendo o acesso BRA-031534 ¢ a cultivar amarillo estatisticamente iguais (Figura 23). A
estirpe BR-1432 inoculada na cultivar Belmonte causou um aumento no sistema radicular
estatisticamente superior ao obtido na cultivar Amarillo e acesso BRA-031534. A cultivar
Belmonte foi estatisticamente superior ao acesso BRA-031534, a cultivar Belmonte mostrou
ainda um aumento significativo no peso de massa seca da raiz nos tratamentos com a estirpe
BR-1432 e testemunha nitrogenada quando comparada a cultivar Amarillo e ao acesso BRA-
031534 (Figura 24). Purcino et al (2000) ndo conseguiram na cultivar Amarillo aumento na
matéria seca promovida por estirpes quando comparado ao tratamento com nitrogénio.
Considerando as finalidades do Arachis pintoi através do uso em consércio em pastagens,
producdo de matéria verde e conservacao do solo, a cultivar Belmonte no presente estudo com
o significativo aumento no comprimento € peso seco de suas raizes adventicias, mostra-se
mais promissora nao sé em fornecer um maior sitio para facilitar o processo de infecgdo com
as estirpes inoculadas ou nativas. Oliveira et al (2003) observaram que o Arachis pintoi
permitiu um aumento na liberacdo de nutrientes, taxa de decomposi¢do e maior numero de
microrganismos, com a vantagem verificada por Nambiar et al (1984) através de correta
combinagdo entre hospedeiro e estirpe a obtencdo de maior producdo de frutos em Arachis
hypogaea.
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Figura 23 Comprimento de raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As médias
seguidas pela mesma letra maitscula entre as cultivares/acesso e letra minuscula entre as
estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=12%.
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M Amarillo O Belmonte & BRA-031534

Figura 24 Peso da massa seca da raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as cultivares/acesso e letra minascula entre
as estirpes nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=4%.

O comprimento da parte aérea ndo apresentou diferengas significativas entre as
variedades, estirpes ou na intera¢ao variedades estirpes.

Neste estudo para o peso da massa seca da parte aérea (Figura 25) observou-se que
apesar de ndo diferir significativamente, ocorreu uma tendéncia de uma melhor resposta na
cultivar Belmonte com a estirpe BR-1432, para o acesso BRA-031534 a estirpe BR-1433 ¢ a
cultivar Amarillo através da adubagdo nitrogenada.
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Figura 25 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi propagadas vegetativamente.
As médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as cultivares/acesso e letra minuscula
entre as estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=9%.

A producdo de matéria seca da planta apresentou variagdes conforme a estirpe
inoculada e de acordo com a féormula sugerida por Date et al (1993), nas cultivares Amarillo e
Belmonte a estirpe BR-1432 foi altamente efetiva e a estirpe BR-1433 foi considerada efetiva.
Para o acesso BRA-031534 as duas estirpes estudadas mostraram-se altamente efetivas

(Figura 26).
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Figura 26 Eficiéncia relativa das estirpes inoculadas BR-1432 ¢ BR1433 em plantulas de
Arachis pintoi cv. Amarillo, Belmonte e acesso BRA-031534.
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2.5.5 Eficiéncia da inoculacio de estirpes de rizébio BR-1432; BR-1433 e CIAT-5087 em
plantulas de Arachis pintoi propagadas vegetativamente

Observou-se nodulagdo em todos os tratamentos inclusive na testemunha sem
inoculacdo, sendo o nimero de nédulos da cultivar Belmonte maior em todos os tratamentos,
independente da inoculacdo, indicando a existéncia de estirpes nativas de rizébio no solo,
compativeis com o Arachis pintoi. Abreu (1996) observou que o Arachis pintoi ¢ uma planta
com alta capacidade de nodulagdo, e Asakawa & Ramirez (1989), mostraram que em plantas
de Arachis pintoi propagadas vegetativamente ocorre a formac¢do de uma boa quantidade de
nddulos. Lamas et al (2000) verificaram em plantas de Arachis hypogaea que
independentemente da adi¢do de inoculante ocorreu uma incidéncia generalizada de nddulos,
e nas observacdes de Oliveira Junior et al (1997) as estirpes nativas superaram as estirpes
comerciais indicadas para Arachis pintoi, o que levou a indicar estudo de avaliagdo e sele¢ao
de estirpes nativas do solo.

Em relagdo ao numero de nodulos entre as cultivares/acesso, ¢ a interacdo variedades e
estirpes foram observadas diferencas estatisticas significativas. Pela (Figura 27), observa-se
que as estirpes nao apresentaram diferencas significativas entre si dentro das cultivares/acesso
estudadas. O nimero de nodulos da cultivar Belmonte sempre foi maior, independente do
tratamento utilizado inclusive em relagdo a testemunha. Os tratamentos com as estirpes
testados na cv. Belmonte foram significativamente superiores ao tratamento testemunha
nitrogenada, e esta cultivar exceto para o tratamento com testemunha nitrogenada, apresentou
o numero de nddulos significativamente maior que a cultivar Amarillo e o acesso BRA-
031534 testados. O peso da massa seca de nodulos mostra interagdo altamente significativa
entre as cultivares/acesso e significativa na interacdo de cultivares/acesso e estirpes (Figura
28). Por esta Figura (28) observa-se que nas estirpes testadas a exemplo do numero de
nodulos as estirpes ndo foram eficientes em nodular e formar massa seca na cultivar Amarillo
e BRA-031534, com as estirpes inoculadas iguais as nativas.

Vargas-Patifio (1996) verificou também que a cultivar Amarillo que ndo mostrou
resposta a inoculacdo no periodo de seis meses. Ja Purcino et al (1999), observaram que o
Arachis pintoi nodula com populacao nativa de rizébio do solo e responde bem a inoculagao
com estirpes de rizobio selecionadas. A redugdo da nodulagdo em tratamentos com nitrogénio
foi observada por Goi et al (1992), Goi et al (1997) e Inoue et al (2006) que observaram que o
nitrogénio mineral diminui o processo de nodulagdo e Lamas et al (2000) em Arachis
hypogaea que observou que adubacdo nitrogenada mesmo em pequenas doses provoca
reducdo na nodulagdo e fixagdo bioldgica de nitrogénio.
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Figura 27 Numero de nodulos na raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as cultivares/acesso e letra minascula entre
as estirpes nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=90%.
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M Amarillo O Belmonte @ BRA-031534

Figura 28 Peso da massa seca de nodulos na raiz de Arachis pintoi propagadas
vegetativamente. As médias seguidas pela mesma letra maitiscula entre as cultivares/acesso e
letra mintscula entre as estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=2,45%.

Para o comprimento da raiz (Figura 29) e da parte aérea (Figura 30), foram observadas
diferencas estatisticas altamente significativas entre as cultivares/acesso; foram observadas
diferencgas significativas com a cv. Belmonte promovendo um crescimento maior que a cv.
Amarillo e o acesso BRA-031534. As estirpes inoculadas ndao promoveram um
desenvolvimento radicular significativo em relagdo ao comprimento da raiz, sendo as estirpes
BR-1432 e BR-1433 as que melhor se comportaram quando comparada as testemunhas. A
cultivar Belmonte superou significativamente a cultivar Amarillo e ao acesso BRA-031534,
observando-se que este acesso apresentou o menor desenvolvimento radicular sendo inferior
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significativamente a cultivar Amarillo. O comprimento da parte aérea apresentou em relacao
as estirpes testadas um comportamento semelhante, causando um significativo aumento na
cultivar Belmonte em relagdo a cultivar Amarillo e acesso BRA-031534. A testemunha
nitrogenada ndo conseguiu superar os tratamentos com inoculacdo ou a testemunha que
apresentou nodulagdo com estirpes nativas do solo.
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Figura 29 Comprimento de raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As médias
seguidas pela mesma letra maitscula entre as cultivares/acesso e letra minuscula entre as
estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=37%.
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Figura 30 Comprimento de parte aérea de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre cultivares/acesso e letra minuscula entre as
estirpes ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=24%.

Observa-se pela Figura 31 que o peso da massa seca da parte aérea no tratamento com

a estirpe BR-

1433, apesar de ndo diferir estatisticamente das demais apresentou um melhor

37



desempenho em relagdo a cultivar Belmonte, quando comparada a cultivar Amarillo e acesso
BRA-031534, as estirpes BR-1432 ¢ CIAT-5087 mostraram comportamento semelhante na
cultivares e acesso testados.

Este significativo crescimento da raiz (Figura 29), parte aérea (Figura 30), massa seca
da raiz (Figura 32) e da parte aérea (Figura 31), mostra que a cultivar Belmonte tem uma
maior capacidade de implantacdo derivada de uma significativa maior exploragdo do solo,
pois segundo Thomas et al (1997), o processo de fixagdo de Arachis pintoi depende de seu
crescimento e da sua persisténcia e conforme Duda et al (2003), este desenvolvimento como
cobertura viva favorecera a biomassa microbiana, o carbono e nitrogénio do solo, tendo em
vista que segundo Soares et al (2006) 75% da producdo da massa seca depende da fixagdo
biologica de nitrogénio. Para o peso da massa seca da raiz observou-se diferenca significativa,
com o acesso BRA-031534 mostrando-se superior a cultivar Belmonte porem nao diferindo
estatisticamente e significativamente superior a cultivar Amarillo (Figuras 32). Resultados
semelhantes foram encontrados para as cultivares Amarillo (Silva et al, 2006) e Belmonte
(Silva et al, 2004).

Novos ensaios deverdo ser conduzidos, incluindo o efeito de micronutrientes, para se
otimizar o crescimento dessa cultivar na dependéncia da fixacdo biologica de nitrogénio, na
tentativa de mudar o quadro nacional, ja que altas producdes de espécies forrageiras no Brasil
estdo freqiientemente associadas a adubagao nitrogenada.
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Figura 31 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi propagadas vegetativamente.
As médias seguidas pela mesma letra maitscula entre as cultivares/acesso e letra mintiscula
entre as estirpes nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=33%.
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Figura 32 Peso da massa seca da raiz de Arachis pintoi propagadas vegetativamente. As
médias seguidas pela mesma letra maiuscula entre as cultivares /acesso e letra mintscula entre
as estirpes nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=5%.

O efeito produzido pelas estirpes inoculadas de acordo com a formula sugerida por
Date et al (1993), na producao de matéria seca variou conforme a cultivar estudada. Para a cv.
Amarillo as trés estirpes estudadas se classificam como efetivas, para a cv. Belmonte assim
como para o Acesso BRA-031534 estas estirpes se classificaram como altamente efetivas
(Figura 33).
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Figura 33 Eficiéncia relativa das estirpes inoculadas BR-1432; BR-1433 ¢ CIAT-5087 (BR-
1418) em plantulas de Arachis pintoi cv. Amarillo, Belmonte e acesso BRA-031534.
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2.6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no experimento com a cultivar Amarillo, usando estirpes
isoladas de rizobio, indicam que elas tiveram a mesma efetividade dos rizobios nativos
e fixaram nitrogénio em quantidades similares ao nitrogénio aplicado no tratamento
testemunha nitrogenada. Embora nio tenham sido observadas diferengas significativas
entre as estirpes com relagdo ao peso da massa seca da parte aérea, a estirpe CIAT-
5083 (BR-1414) foi identificada como efetiva e as estirpes nativas e as estirpes CIAT-
5067 (BR-1407) e CIAT-5087 (BR-1418) como altamente efetivas. Considerando que
nos locais de plantio, ndo seria garantida a presenca de estirpes nativas de Rhizobium
eficientes, recomenda-se que estas estirpes sejam utilizadas no processo de inoculagao.
Para a cultivar Belmonte, as estirpes nativas e as estirpes CIAT-5067 (BR-1407),
CIAT-5083 (BR-1414) e CIAT-5087 (BR-1418) foram classificadas como altamente
efetivas e portanto, a proposta de inoculacdo das estacas deve ser indicada para a
cultivar Belmonte. Os dados sugerem que ocorreu uma tendéncia para efeito deletério
do nitrogénio no niimero de nddulos por planta.

No estudo com o acesso BRA-031534, as estirpes nativas assim como as estirpes
inoculadas CIAT-5083 (BR-1414) e CIAT-5067 (BR-1407) foram altamente efetivas.
Quando crescidas no mesmo experimento as cultivares Amarillo, Belmonte e o acesso
BRA-031534 responderam de forma diferenciada a inoculacdo. A estirpe BR-1432 foi
classificada como altamente efetiva para todos os materiais genéticos testados; a
estirpe BR-1433 foi classificada como efetiva para as cultivares Amarillo e Belmonte
e altamente efetiva para o acesso BRA-031534, ¢ as estirpes nativas se classificaram
como efetivas para as cultivares Amarillo e Belmonte.

A cultivar Belmonte mostrou-se superior a cv Amarillo e ao acesso BRA-031534 em
todos os parametros estudados.
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Figura 34 Planta na época de coleta, com florescimento, aos 70 dias apds o plantio.
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3 CAPITULO IL.

EFEITO DO ALUMINIO NO
CRESCIMENTO DE Arachis pintoi.
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3.1 RESUMO

O aluminio se caracteriza pela sua influéncia no desenvolvimento das plantas
cultivadas nos tropicos. Dentre estas plantas, utiliza-se o Arachis pintoi sob a forma de
consorcio com gramineas, porém existe pouca informagdo sobre a influéncia do aluminio
nesta leguminosa, principalmente em relagdo as plantas propagadas vegetativamente, de modo
a permitir seu cultivo em solos com elevado teor deste metal. Neste estudo foi verificado o
efeito do aluminio em plantulas de Arachis pintoi propagadas por sementes ou estoldes em
solugdo nutritiva simples e em soluc¢do nutritiva completa, envolvendo as cultivares Amarillo,
Belmonte e o acesso BRA-031534.

Avaliaram-se os efeitos na planta, através do comprimento da raiz, comprimento
relativo, peso da massa seca da raiz e parte aérea, comprimento da parte aérea, assim como a
reacdo do sistema radicular aos corantes violeta de pirocatecol e hematoxilina. O
delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com cinco repeti¢cdes. Para o experimento
de solugdo nutritiva simples, foram utilizados inicialmente os niveis de aluminio (10uM,
20uM, 40uM, 80uM e 160uM) e posteriormente (2uM, 4uM, §uM, 16uM e 32uM) em
plantulas da cultivar Amarillo propagadas por sementes, no estudo da solugdo nutritiva
completa utilizou-se os niveis de (20uM, 40uM, 80uM, 160uM, e 320uM), nas cultivares
Amarillo, Belmonte e acesso BRA-031534 propagados por sementes e por estoloes.

Os resultados em solug@o nutritiva simples mostraram redu¢des no comprimento da
raiz primaria, aparecimento de mucilagem e escurecimento da raiz primdria como resposta a
toxidez provocada pelo aluminio utilizado na solu¢do. O peso da massa seca da raiz foi
afetado negativamente pelas concentracdes de 80uM e 160uM e o comprimento relativo da
raiz apresentou uma redugdo de 27% em relagdo a concentragdo de 16uM e o controle.

Nos estudos envolvendo as solugdes nutritivas completas, as plantulas da cv Amarillo
e do acesso BRA-031534 propagadas por sementes apresentaram reducao no crescimento da
raiz primaria e o comprimento relativo da raiz em relagdo a testemunha mostrou na cultivar
Amarillo uma redugdo de 51% da concentracao de 320uM, e no acesso BRA-031534 ocorreu
uma redugdo de 49% na concentracdo de 160uM. Ainda em relagdo a toxidez provocada pelo
aluminio, a cv Amarillo apresentou as raizes com as extremidades escurecidas nas
concentragdes de 160 pM e 320 puM, mostrando ainda aumento no nimero de raizes
secundarias a partir da concentragdo de 80 uM. O uso dos corantes radiculares (Violeta de
Pirocatecol e hematoxilina) foram promissores em permitir visualizar os efeitos toxicos do
aluminio, com relacao as cv Amarillo e acesso BRA-031534.

Na propaga¢do vegetativa com as duas cultivares e o acesso testados, observou-se que
a cultivar Belmonte formou mais raizes adventicias que a cultivar Amarillo e o acesso BRA-
031534 e a partir da concentragdo de 80uM ocorreu redu¢do no comprimento das raizes
adventicias das cultivares e acesso testado. O efeito causado pelo aluminio nos experimentos
utilizando propagacdo vegetativa foi maior que os obtidos em plantas propagadas por
sementes.

Palavras Chave: Arachis pintoi, leguminosa, aluminio.
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3.2 ABSTRACT

The aluminum is characterized for its influence in the development of cultivated plants
in the tropics and among these plants Arachis pintoi is used. The Arachis pintoi is used as
pasture associated with gramineous species. However little amount of information exists
about the influence of aluminum in plants of Arachis pintoi and in order to allow the grown of
these plants in soils with high contents of this metal. In this study the effect of aluminum was
verified in Arachis pintoi plants propagated by seeds or stakes in simple nutrient solution and
in complete nutrient solution using Amarillo and Belmonte cultivars and BRA-031534 inbred.

The changes in the plant were evaluated through the length of the root length, relative root
length, root dry weight, length and shoot dry weight. Pyrocatecol violet and hematoxylin were
used to stain the roots dyes. The experimental design was a randomized blocks with five
replicates. In simple nutrient solution the following aluminum levels had been used: 10uM,
20uM, 40uM, 80uM and 160uM, and subsequently: 2uM, 4uM, 8uM, 16uM and 32uM with
Amarillo cultivar propagated by seeds. In the study with complete nutrient solution, the levels
of Al used were: of 20uM, 40uM, 80uM, 160uM, and 320uM in Amarillo and Belmonte
cultivars and accession BRA-031534 propagated by seeds and stakes.

The results in a simple nutrient solution showed reduction in the length of the primary
root, increase the mucilage production and darkening of the tip of primary root was observed
as a response to the aluminium toxicity. The root dry weight was negatively affected at the
concentrations of 80uM and 160uM and the relative length of the root presented a reduction
of 27% when compared with the concentration of 16uM and the with the control plants.

In studies involving the complete nutritious solutions, cv Amarillo and access BRA-
031534 plants propagated by seeds showed reduction in the growth of the primary root; the
relative root length showed in Amarillo cultivar a reduction of 51% at the concentration of
320uM; with the BRA-031534 inbred, a reduction of 49% in the concentration of 160uM was
observed. The Amarillo cv. presented the roots with the tips dark in the concentrations of 160
and 320; an increase in the number of secondary roots from the concentration of 80 uM was
observed. The use of radicular dyes (pyrocatecol violet and hematoxylin) seems promising in
allowing visualization the toxic effects of the aluminium in Amarillo cv. and BRA-031534
inbred.

In the vegetative propagation experiment, it was observed that the Belmonte cultivar
showed more adventitious roots than the Amarillo cultivar and BRA-031534 inbred. From the
concentration of 80uM was observed reduction in the length of the adventitious roots. The
effect caused by the aluminum in the experiments using vegetative propagation was larger
than obtained them in plants by seeds.

Key words: Arachis pintoi, legume, aluminium.

44



3.3 INTRODUCAO

A acidez dos solos tropicais afeta diretamente a produgdo agricola, ¢ a calagem
embora possa ser aplicada, ndo ¢ economicamente viavel para pequenos produtores. Uma
solugdo para este problema ¢é selecionar cultivares tolerantes a acidez do solo (Rao &
Kerridge, 1993). Esta limita significativamente a producdo mundial, porque aproximadamente
50% dos solos araveis sdo acidos e estes solos apresentam como limitagdo primaria, os niveis
toxicos de aluminio e manganés e niveis subotimos de fosforo (Kochian et al, 2004). Foy et al
(1965) observaram que certas variedades de cevada e trigo nos Estados Unidos e variedades
de trigo no Brasil tem sido selecionadas por apresentarem condi¢des de tolerar o aluminio em
solos acidos.

Estes fatores (toxidez do aluminio e a deficiéncia em fosforo) sdo os que mais afetam
o crescimento das culturas e este efeito se manifesta inicialmente nos tecidos da raiz inibindo
seu crescimento e limitando o uso da 4gua e dos nutrientes pela planta (Vasconcellos, 1998;
CIAT, 1991).

O aluminio ¢ um dos principais responsaveis pelo baixo rendimento das plantas
importantes economicamente cultivadas em solos 4cidos, a forma AI™ é toxica e o sintoma
inicial ¢ a inibi¢do do crescimento da raiz. De um modo geral, o crescimento das plantas, ¢
reduzido drasticamente na presenca de impedimentos de natureza quimica como a acidez e
toxidez por aluminio. As plantas variam quanto a tolerancia ao aluminio. (Zonta et al, 2006;
Echart & Cavali-Molinas, 2001).

O estudo do efeito do aluminio na absor¢ao e na utilizagdo de macronutrientes em
duas cultivares de arroz mostrou que a absor¢ao liquida dos macronutrientes na presenca de
aluminio decresceu na parte aérea e nas raizes, especialmente em concentracdo mais elevadas
e na cultivar mais sensivel. Provavelmente a tolerancia diferencial entre a cultivar sensivel e a
insensivel ao aluminio resulte de suas diferencas em absorver, manter concentracoes
adequadas e utilizar com maior eficiéncia os macronutrientes, principalmente o magnésio,
calcio e fosforo (Mendonga et al, 2003).

Existem evidéncias de que numerosos processos fisioldgicos ocorrem no apice
radicular e que sdo alterados quando a raiz ¢ exposta ao aluminio, que ¢ transportado, com os
efeitos toxicos do aluminio, exercidos diretamente pelo aluminio intracelular (Lazof et al,
1994).

O aluminio se acumula rapidamente nas células do apice radicular e da epiderme. A
aplicacdo de aluminio na regido do &pice radicular do milho provoca a inibicdo do seu
crescimento. Porém estes efeitos de inibicdo somente ocorrem quando o aluminio entra em
contato direto com o dpice radicular e/ou meristema e na zona de elonga¢do da raiz pouco ou
nenhum dano foi observado. Ryan et al, (1993) sugerem ser a regido do apice radicular o
principal local da toxicidade ao aluminio. Os danos provocados pelo aluminio nestas regides
dependera do grau de severidade (Simonovicova et al, 2004). Tamas et al (2006) observaram
na raiz de cevada, correlagdao entre a entrada do aluminio, a morte da célula ¢ a inibicdo do
crescimento da raiz.

O amendoim Arachis hypogaea L. tem o comprimento da raiz severamente reduzido
em concentracdes de aluminio de 10uM (Brady et al, 1994) e na soja, o primeiro efeito da
toxicidade do aluminio ¢ a redugdo do crescimento dos pélos radiculares e do apice radicular.
(Brady et al, 1993), observando-se um atrofiamento e uma limitacdo ao crescimento da raiz
primdria de soja (Menosso et al, 2000), o que torna o crescimento da raiz primaria em soja,
um parametro confiavel na selecdo de genotipos tolerantes e sensiveis (Menosso et al, 2001).
Em relagdo a espécies arboreas, o angico vermelho (4nadenanthera macrocarpa Benth.)
apresentou como resposta ao aluminio, diminui¢do do crescimento da parte aérea e
enrolamento da raiz o que pode comprometer o estabelecimento da espécie em solos com
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altas concentracoes de aluminio (Nascimento, 1998). Ja a Ingd marginata apresentou
diminui¢do no comprimento e na massa seca da raiz (Curti Junior, 2001). Mudas de pimenta
do reino (Piper nigrum L.), quando submetidas a tratamentos com aluminio apresentaram
sintomas de toxidez na parte aérea (Velosso et al., 2000). As plantas de Betula pendula Roth
sensiveis ao aluminio apresentaram redu¢do no crescimento, na morfologia da raiz e expansao
das folhas (Kidd & Proctor, 2000). Santos et al (1999), observaram em porta-enxerto citricos
reducdes significativas no crescimento e desenvolvimento das plantas quando avaliadas em
solugdo nutritiva com diferentes niveis de aluminio. Contudo, Pahlsson (1990) verificou que o
aluminio ndo afetou o peso seco da raiz de faia.

O aluminio provoca em milho a redug¢do no comprimento, engrossamento, perdas da
epiderme e rachadura na raiz (Jones et al, 2006; Mazzocato et al, 2002; Kollmeier et al, 2000),
em plantulas de soja alteragdes no comprimento, peso seco da raiz e da parte aérea
(Villagarcia et al, 2001), em canola (Clune & Copeland, 2004) ¢ em Bromus sp. (Toneatti &
Rivera, 2005).

Na cultura do arroz a extensao da inibi¢do depende da cultivar e da concentragao de
aluminio, (Macedo et al 2001). Braccini et al (1996) observaram um maior acimulo de
aluminio na regido de alongamento celular, especialmente na variedade de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) mais sensivel.

Cultivares de soja sensiveis e insensiveis ao aluminio apresentam inibi¢do nas
primeiras 6 horas de exposicdo quando submetidas a concentragdo de 15 [IM de aluminio.
Porém apds as 6 horas de exposicdo, a inibi¢cdo ao crescimento da raiz aumenta somente na
cultivar sensivel ao aluminio, o que sugere a interven¢do de um mecanismo de resisténcia na
cultivar insensivel ao aluminio (Yang et al, 2000). Aluminio (500uM) induziu o estresse
oxidativo, com declinio de enzimas antioxidativas e degradacdo da leghemoglobina, com
conseqliente declinio na atividade da nitrogenase da soja (Balestrasse et al, 2006). As enzimas
antioxidantes, ascorbato peroxidase, catalase e superoxidase dismutase sdo componentes
essenciais do sistema de defesa antioxidativo e portanto, a diminui¢do de suas atividades ¢
sintomatico de dano oxidativo. Parker (1995) verificou que ap6és uma redugdo no
comprimento da raiz nas plantulas de trigo provocada pelo aluminio, elas mostraram uma
recuperagdo de crescimento. As raizes de soja apresentaram um crescimento menor em pH
4,0, que em relagdao ao pH 5,0 e 6,0, em fun¢do da maior toxidez do aluminio (Nolla, 2004).
Ainda em plantas de soja, o aluminio provocou uma maior inibi¢do no comprimento da raiz
lateral do que na raiz principal (Ferrufino et al, 2000). Porém a protecdo contra injurias
provocadas pelo pH da rizosfera ndo parece ser o mecanismo de tolerancia do cafeeiro, em
relacdo a toxidez do aluminio, pois gendtipos sensiveis e tolerantes tém o mesmo
comportamento (Braccini et al, 2000). Sob condi¢des de estresse provocado pelo aluminio,
Darko et al (2004) observaram que as plantas de trigo tolerantes ao aluminio exibiram maior
crescimento de raiz, menor acimulo de aluminio e de oxigénio radiativo que as plantas
sensiveis. O acimulo de aluminio ocorreu principalmente na ponta da raiz.

Wenzl et al (2001) concluiram em seu trabalho que provavelmente outros mecanismos
fisiologicos possam ser responsaveis pelo alto nivel de resisténcia do Brachiaria decumbens
Stapf cv. Basilisk ao aluminio, pois ndo acreditam que somente a secre¢ao de acidos
organicos e fosfatos pela ponta da raiz e a alcalinizagdo da rizosfera, neste local sejam os
fatores que influenciam a resisténcia ao aluminio. Macedo et al (2001) constataram que os
acidos malico e citrico ndo provocaram diferengas com relacdo a resisténcia ao aluminio,
entre as cultivares de arroz utilizadas e sugerem que seja necessaria a avaliagdo de outros
mecanismos de resisténcia ao aluminio. Rao & Kerridge (1993) observaram que o Arachis
pintoi apresenta alta concentracao de aluminio na planta sugerindo que possa ocorrer alguma
quelatacdo ou compartimentalizacdo do aluminio nesta parte da planta.
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Li et al., (2000), citam que a mucilagem apesar de ser considerada como um
mecanismo de prote¢do da raiz as injurias provocadas pelo aluminio, ela afeta a acumulacao
de aluminio pela raiz do milho e ndo confere resisténcia na ponta da raiz as injarias.

A toxicidade ao aluminio ¢ considerada um fator limitante para o crescimento de
muitas espécies em solos acidos em vérias partes do mundo (Foy, 1996a, Foy, 1996b).
Embora exista um nimero muito grande de informagdes a respeito da resisténcia ao aluminio
em plantas de importancia agrondmica, relativamente pouco ¢ conhecido em relagdo a
adaptabilidade de algumas espécies. Carver & Ownby (1988) demonstraram que existem
variagdes entre genotipos e variedades de plantas quanto a resposta ao nivel de aluminio no
solo e a fixacdo biologica de nitrogénio. Foi observado que o aluminio aumenta o tempo de
multiplicagdo da bactéria, retardando a nodulagdo (Ribeiro, 1985). Sintomas de toxicidade ao
aluminio ocorre tanto a nivel celular, como ao nivel de 6rgios vegetais (Taylor, 1995).
Contudo, a inibi¢do do crescimento da parte aérea ¢ em particular, do sistema radicular, é o
sintoma mais facilmente reconhecido (Delhaize & Ryan, 1995).

A substitui¢do do calcio pelo aluminio na superficie externa da membrana plasmatica
pode mudar o influxo de célcio para o citossol (Haung, 1984) e subseqiientemente induz a
formagdo de calose no apoplasto principalmente na regido de 1 a 2 mm do apice radicular
(Sigavuru & Horst, 1998; Wissemeier et al., 1987). A deposicdo de calose ¢ diretamente
associada a injurias da membrana (Kauss, 1989) e o aluminio é conhecido por danificar as
membranas (Wagatsuma et al, 1988). A deposicdo de calose tem sido correlacionada com a
presenga de aluminio nas raizes de Glycine max (Wissemeier et al 1987) e Picea abies (Jorns
et al 1991). A calose ¢ um indicador particular de sensibilidade a toxidez causada pelo
aluminio e pode ser prontamente observada através de microscopio fluorescente.

Além da produgdo de calose, plantas afetadas pelo aluminio, apresentam outras
mudangas na ultraestrutura celular. Mudangas no Complexo de Golgi, acumula¢dao de
vesiculas secretorias e auséncia de plastidios (Bennet et al 1985). Foram observadas também
mudangas estruturais na coifa, bem como mudang¢as na curvatura da raiz (Eleftherios et al,
1993).

E de extrema importancia, que se desenvolvam novos métodos, rapidos, eficientes e de
baixo custo operacional para a avaliagdo de plantas tolerantes a toxicidade de aluminio, pois
permitirdo que os programas de melhoramento genético que visem este estresse sejam
acelerados, bem como novas espécies nativas sejam indicadas como espécies tolerantes ao
aluminio. As técnicas de selecdo para tolerancia ao aluminio sdo baseadas principalmente na
exposicao de plantulas ao aluminio em solugdo ou solo e subseqiientes medigdes da inibigao
do crescimento radicular (Horst & Klotz, 1990) e utilizagdo de corantes especificos (Jacob
Neto, 1993).

Intensos esfor¢os de pesquisa tém sido direcionados para pesquisas basicas e aplicadas
sobre fitotoxicidade de aluminio. Contudo apesar dos esforcos, ndo se tem ainda um claro
entendimento do efeito do aluminio sobre os mecanismos fisioldgicos ¢ bioquimicos da
planta. Isto ocorre provavelmente devido a complexidade fisico-quimica do aluminio, a falta
de um radioisotopo estavel e a deficiéncia dos métodos analiticos na determinagdo do Al no
sistema biologico.

Normalmente as plantas tolerantes ao complexo de acidez do solo sdo plantas
tolerantes a baixos niveis de bases trocaveis e geralmente a baixo fosforo. O problema de
deficiéncia de fosforo em solos tropicais acidos ocorre normalmente junto com a toxicidade

do aluminio (Salinas & Sanchez, 1975). Em experimento utilizando 32P, 45Ca e 55Fe, Jacob
Neto (1993), mostrou que a cultivar de soja IAC-9 (tolerante ao aluminio) foi capaz de
transportar mais eficientemente estes elementos para a parte aérea do que a cultivar UFV-1
(menos tolerante ao aluminio). Este trabalho também sugeriu que pode haver um
relacionamento direto entre resisténcia genética ao aluminio ¢ o movimento do calcio através
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do apoplasto e do fosforo através do simplasto. A cultivar IAC-9 foi capaz de manter uma
maior concentracdo o intracelular de célcio em presenca do aluminio do que a cv. UFV-1.

O fato de que cultivares e espécies diferem em tolerancia ao Al, sugerem que
melhoristas e biologistas moleculares podem desenvolver plantas capazes de crescer em
ambientes com baixos niveis de bases ou com uma maior capacidade de enraizar
profundamente. Foy et al. (1969) sugeriram que as diferengas entre cultivares tolerantes e nao
tolerantes podem funcionar como uma valiosa fonte de informagdo em estudos sobre a
natureza fisiologica da toxicidade do aluminio. Existem pelo menos dois mecanismos basicos
envolvidos na tolerancia ao aluminio: a) mecanismos de exclusdo; b) mecanismos internos de
tolerancia. Os mecanismos de exclusdo sdo aqueles, onde o aluminio ¢ impedido de penetrar
na membrana plasmadtica, alcancando sitios sensitivos intracelulares (Taylor, 1988; Taylor,
1991). A prevencao da entrada de aluminio no simplasma pode ocorrer de diferentes formas:
1) imobilizacdo na parede celular (Wissemeier, 1992; Clarkson, 1967; Wright et al, 1959;
Wright, 1943); 2) permeabilidade seletiva na membrana plasmatica (Dong et al, 2004;
Tabushi et al, 2004; Tabushi Matsumoto, 2001; Kinraide et al.,1988; Caldweel, 1989;
Wagatsuma, 1983) 3) planta induzindo uma barreira de pH na rizosfera (Silva, 2001; Yang et
al, 2000; Degenhard et al, 1998; Larsen et al, 1998; Larsen et al, 1997; Jacob Neto et al.,
1994; Jacob Neto, 1993; Taylor 1988; Taylor & Foy, 1985a; Taylor & Foy, 1985b); 4)
exudacao de quelantes orgénicos (Liao et al, 2006; Zonta et al, 2006; Zonta et al, 2003;
Pineros et al, 2002; White, 2002; Ma et al, 2001; Macedo et al, 2001; Scottelndreier et al,
2001; Li et al 2000; Ma, 2000; Larsen, 1998; Zheng et al, 1998; Jacob Neto, 1993; Blamey et
al., 1990; Horst et al.,1982); 5) Precipitacdo com fésforo (Zheng et al, 2005; Vazquez et al,
1999; Jacob Neto, 1993; Foy et al.,1978).

Jacob Neto (1993), verificou que as plantas menos tolerantes ao aluminio como a
cultivar de feijdo CNF 178 coloriu-se intensamente com o corante pirocatecol, caracterizando
altas concentragdes de aluminio na rizosfera, onde este elemento foi complexado.

Os mecanismos intracelulares de protecdo contra injurias do aluminio podem estar
ligados a quelatagdo de aluminio no citossol por d4cidos organicos, proteinas e
compartimentaliza¢cdo no vacuolo (Taylor, 1991; Wagatsuma, 1983). Jacob Neto (1993) e
Jacob Neto et al., (1994 a, b) mostraram pela primeira vez diferencas na ultraestrutura de
nédulos de soja e feijdo devido ao efeito do aluminio. Estudos realizados no microscopio
otico e eletronico mostraram depdsitos escuros em cortes do nodulo e raiz, sendo mais
acentuada na cultivar IAC-9 quando comparada com UFV-1. Foi sugerido que a tolerancia ao
aluminio poderia estar ligada a quelatiza¢do do aluminio nestas manchas.

Resisténcia a deficiéncia mineral induzida por aluminio a elementos como fosforo
(Clarkson,1967; Wright, 1943), célcio, magnésio e potassio (Foy et al.,1969) pode estar
também relacionadas a mecanismos internos de prote¢do da planta. Duas linhas de pesquisas
tém sido adotadas para superar o problema de toxidez de aluminio em plantas: 1) aplicagdo de
calagem (CatMg) ao solo e 2) programas de melhoramento selecionando cultivares
tolerantes. Arminger et al. (1968) sugeriram que a aplicacdo de calagem a superficie do solo ¢
freqlientemente inefetiva em neutralizar o pH em camadas mais profundas do solo e pode nao
ser viavel economicamente. A calagem ¢ também uma operagdo cara e muitas dreas acidas
podem ter limitagdes de depdsitos calcarios ficando longe da fonte (Jacob Neto, 1993).

Embora a variabilidade genética em plantas tenha sido documentada (Foy et al.,1978;
Foy et al.,1969) a sele¢do de cultivares tolerantes ao aluminio tem sido dificultada pela falta
de um método vidvel e rapido de selecdo (Foy et al.,1978). Experimentos de campo devem ser
preferidos como os mais desejaveis, porque ¢ a melhor aproximagao da realidade. Entretanto,
sob o ponto de vista pratico, a concentragao de aluminio no solo pode ndo ser uniforme ¢ a
interagdo com fatores ambientais pode mascarar a expressdo da tolerdncia ao aluminio
(Taylor, 1988).
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Uma alternativa para selecionar grandes populagdes de plantas e milhares de linhagens
geralmente usadas em programas de melhoramento ¢ o uso de corantes na raiz (Pole et
al,1978). Corantes tém sido usados em plantas desde que Link (1807, citado em Conn, 1977)
usou sulfato de ferro para colorir tanino em tecidos de planta. Para colorir tecidos com
aluminio, hematoxilina tem sido usado para visualizar aluminio na superficie de raizes e para
localizagdo histologica do aluminio em tecidos de raizes (Wright et al, 1988; Kinraide, 1988;
Polle et al.,1978; Writht & Donahue, 1953; McLean & Gilbert, 1927;). Outros corantes como
quinalizarina (Kalovoulos & Misopolinos, 1983), corantes bésicos (azul de metileno)
(Wagatsuma et al.,1988), aluminon (Matsumoto & Morimura, 1980) ¢ azul de molibdénio que
colore aluminio/foésforo, também tem sido usados (McCormick & Borden, 1974; McCormick
& Borden, 1972).

Foi observado por Jacob Neto et al, (1991) e Jacob Neto (1993) que a fonte de
nitrogénio pode afetar a coloragdo da raiz de feijao através de efeito na rizosfera. A utilizagdo
de amodnio ou nitrato de amonio (dependendo da propor¢cao NH4+/N03-) em baixos valores de
pH geralmente provoca uma coloragcdo escura nas pontas das raizes o que prejudica a
avaliacdo da raiz corada. Plantas fixando nitrogénio atmosférico apesar de abaixarem o pH do
meio tinham as raizes com uma coloragdo diferente das que cresciam em ambiente com
amonia (Jacob Neto, 1993). A hematoxilina na presenca do aluminio, deixa a raiz com uma
coloragdo preta e com o corante quinalizarina apresenta uma coloragdo vermelho/roxo.
Portanto a utiliza¢do dos corantes convencionais em presenca de nitrato de amdnio, que por si
s0 ja altera a coloragdo da raiz, pode ficar prejudicada.

Foi entdo desenvolvido por Jacob Neto (1993) um corante a base de pirocatecol capaz
de colorir toda a raiz do feijao. O trabalho mostrou diferengas entre cultivares de feijao quanto
a tolerancia de aluminio testado em varias condi¢des e com correlacdo entre as concentragoes
de cations na rizosfera (Jacob Neto & Franco, 1995). Este corante foi testado com eficiéncia
em soja por Jacob Neto & Franco (1995) e Jacob Neto & Raven (1996). Em testes realizados
com outras leguminosas principalmente plantas utilizadas em programas de adubacao verde
como mucuna, lablab, guandu, crotalaria, e centrosema entre outras, o corante funcionou
eficientemente Jacob Neto et al (1988).

Em relacdo ao estudo da tolerancia ao aluminio, a questdo agrondmica-florestal mais
importante € saber se as diferengas observadas em relagdo a tolerancia durante a germinagao e
estadio de plantula sdo representativas daqueles gendtipos durante todo o ciclo de crescimento
(Horst, 1985; Hanson & Kamprath, 1979). A avaliacao das raizes de alfafa (Medicago sativa
L.) e do trevo vermelho (7rifolium pratense L.), mostrou-se mais eficiente do que a parte
aérea na selecdo de plantas tolerantes ao aluminio crescido em solugdo nutritiva (Caetano,
2002), porém ainda ndo estd esclarecido se medi¢cdes de elongacdo radicular de plantas
expostas ao aluminio por poucos dias, seriam uma pratica correta para a previsdo do
desempenho de genotipos no campo (Parker, 1995). Estudos de elongacdo radicular de curta
duracdo, para a determinacdo da tolerdncia ao aluminio apenas consideram os efeitos do
aluminio na elongacdo e divisdo celular, ao passo que estudos de mais longa duracdo refletem
o efeito continuo do aluminio no crescimento da parte aérea, raiz e na absor¢ao de nutrientes
(Fageria et al., 1988; Sartain & Kamprath, 1978). O desempenho no campo, de plantas
crescidas em solos acidos ¢ necessariamente uma fun¢do da sanidade e do crescimento a
longo prazo do sistema radicular (Parker, 1995).

Um dos problemas principais da pesquisa de estresse de plantas crescidas em solo
acido tem sido a falta de correlacdo entre informagdes de laboratério e de campo, isto &,
gendtipos selecionados em condigdes controladas ndo tém apresentado performances
compativeis em nivel de campo (Garland Campbell & Carter, 1990; Duncan et al., 1983).
Contudo, existem na literatura relatos mostrando correlagdes positivas entre a tolerancia ao
aluminio em curto prazo e a producdo no campo. As diferencas nas respostas varietais de trigo
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em solos acidos foram compativeis com aquelas obtidas em solug¢ao nutritiva na presenca de
aluminio (Kerridge et al., 1971). Gendtipos de cevada selecionados em potes com solo 4cido
(Reid et al., 1969) e solugdo nutritiva (Reid et al., 1971) apresentaram alta correlagdo com a
producdo de graos no campo sem a adicao de calagem.

Genotipos de soja selecionados para tolerancia ao aluminio em solu¢do nutritiva
apresentaram menor reducdo no crescimento em solos com alta saturagdo de aluminio em
relacdo as selecdes ndo tolerantes (Hanson & Kamprath, 1979). Sapra et al. (1982)
encontraram uma correlacdo positiva entre comprimento radicular relativo em solugdo
nutritiva contendo Al e massa seca relativa de raizes de cultivares de soja em potes com solo
acido. Resposta similar entre a seleg@o para tolerancia ao Al em laboratorio e a desempenho
no campo foram identificadas em gendtipos de sorgo (Duncan et al., 1983). Para trés
cultivares de aveia, a ordem de tolerancia a solos acidos em potes (casa de vegetacdo) e no
campo concordou com a ordem de tolerancia ao aluminio em solucao nutritiva (Bilski & Foy,
1987). A tolerancia diferencial ao aluminio de dois gendtipos de Bothriochloa intermedia (R.
Br.) A. Camus, em solugdo nutritiva foi confirmada em experimento em potes com solo (Foy
et al., 1989).

Garland Campbell & Carter (1990) encontraram boa concordancia entre a ordem de
tolerancia de cultivares de soja determinada em solu¢do nutritiva e em potes com solo acido
apresentando aluminio téxico; Souza (2001), cita que os experimentos em hidroponia e solo
sdo igualmente eficientes na selecdo de soja tolerante ao aluminio. O “ranking” de trés
genotipos de sorgo baseado na massa seca de parte aérea e raiz ¢ comprimento radicular
obtidos em potes com solo por quinze dias foi similar a seu desempenho no campo em solo
acido (Baligar et al., 1995). No entanto, a ordem de tolerancia em solug¢do nutritiva diferiu um
pouco daquela obtida no campo.

O crescimento radicular relativo em solugdo nutritiva mostrou correlagdo positiva
significativa com a producdo de milho no campo em solo acido com toxicidade de aluminio
(Urrea-Gomez et al., 1996). Liu et al. (1996) compararam o efeito do aluminio sobre o
crescimento relativo e as massas secas de raizes e parte aérea e obtiveram resultados para
espécies e subespécies de Festuca extremamente similares entre trés meios de crescimento
distintos (solo acido, areia e solu¢ao nutritiva).

Horst (1985) ndo encontrou correlagdo linear significativa entre a diminui¢do do
crescimento de plantulas de caupi crescidas por sete dias em solo com aluminio téxico e a
produgdo de graos. Hill et al. (1989) também ndo encontraram uma completa concordancia
entre os sistemas de selecdo de genotipos de sorgo em solo e solucdo nutritiva.

Em experimento com soja, de onze cultivares testadas para tolerancia ao aluminio em
solugdo nutritiva (teste rapido de elongacdo radicular) e solo, apenas duas obtiveram a mesma
classificacdo quanto a tolerancia ao aluminio (Sartain & Kamprath, 1978). Campbell et al.
(1989, 1990) encontraram correlagdo insatisfatoria entre pesos relativos de alfafa (Medicago
sativa) e trevo vermelho em potes com solo (casa de vegetagao) e em solucao nutritiva.

Horst & Klotz (1990) ndo encontraram relagdo entre a tolerancia genotipica de soja ao
aluminio em solugdo nutritiva e adaptagdo genotipica a um solo acido com alto teor de
aluminio. Hanson (1991) detectou variabilidade genética para tolerancia ao aluminio medida
por selecdo em solugdo nutritiva simples em uma populagao de soja na fase de plantula.
Porém, a tolerancia nessa fase ndo se associou com a tolerancia sob condicdes de casa de
vegetacdo (potes com solo). Resultados de avaliagdes do comprimento da maior raiz de
populagdes segregantes de trigo crescidas em solo e em solugdo nutritiva ndo foram
inteiramente consistentes; a freqiiéncia de plantas F, suscetiveis aumentou com o incremento
da concentracao de aluminio na solugdo nutritiva (Bona et al., 1994).

A baixa correlagdo entre os resultados obtidos com plantas crescidas no solo ¢ em
solugdo nutritiva pode ser atribuida a uma ou mais das seguintes causas: (a) individuos na fase
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de plantula e adulta diferem em tolerancia ao aluminio (Wheeler, 1994; Horst & Klotz, 1990);
(b) atuacao de sistemas genéticos diversos em plantulas em comparacdo com plantas adultas
ou em diferentes niveis de estresse de aluminio (Carver et al, 1995); (c) fatores fisicos e
nutricionais do solo, os quais podem diferir sob condi¢des controladas ou de campo,
modificam a tolerancia ao aluminio (Horst & Klotz, 1990); (d) a acidez do solo interage com
a simbiose Rhizobium/leguminosa responsavel pela fixagdo de N, (no caso de leguminosas)
(Horst & Klotz, 1990); (e) a inibi¢do do crescimento radicular pelo aluminio nao ¢ o principal
responsavel pela reducdo do crescimento em condi¢des de campo sob solo 4cido (Hanson,
1991; Horst & Klotz, 1990); (f) efeitos da composicdo da solugcdo na precipitagao,
polimerizacdo e atividade do aluminio (Baligar et al., 1995; Hill et al., 1989); (g) efeitos de
ions especificos e forca idnica na morfologia e fisiologia radicular (Blamey et al., 1991); (h)
envolvimento de mecanismos de tolerancia diferentes nos dois meios (Campbell et al., 1990);
e (1) intensidades de estresses de aluminio diferentes (Hanson, 1991; Campbell et al., 1990).

Outra possivel razdo para a resposta diferencial nos dois meios ¢ a variagdo na
eficiéncia de absor¢do de nutrientes (Baligar et al., 1995; Campbell et al., 1990). Plantas
avaliadas em solo com aluminio téxico estariam provavelmente expostas a deficiéncia hidrica
e de nutrientes, além do estresse de aluminio; para plantas crescidas em solucdo nutritiva, a
deficiéncia de nutrientes ndo seria um fator importante (Campbell et al., 1990; Foy et al.,
1974). Segundo Jacob Neto (1993), embora a toxicidade de aluminio em solu¢do nutritiva
possa ser tdo intensa quanto no solo, a mortalidade de plantas pode ser menor, pois o sistema
radicular afetado pelo aluminio mantém alguma capacidade de absor¢do de nutrientes. No
solo, caso o sistema radicular esteja deficiente, a absorcao de nutrientes com baixa mobilidade
pode se tornar bastante precaria.

Um dos métodos mais eficientes e baratos de localizar o aluminio no apoplasma e
assim selecionar grandes populagdes de plantas ¢ por meio do uso de corantes quimicos de
raizes crescidas em meio hidropdnico, como violeta pirocatecol-PVC ou a hematoxilina
(Rossiello & Jacob Neto, 2006). O método de avaliacdo com uso do violeta de pirocatecol
apresenta como grande vantagem a formacao de uma mancha de cor azul, como caracteristica
do efeito do aluminio, que ¢ facilmente reconhecida e que pode ser vista sem necessidade de
microscopia sendo a concentracdo de 1,lmM de violeta de pirocatecol o melhor nivel para
colorir o aluminio na raiz de feijao (Jacob Neto, 1993).

Arantes et al (1998), observaram que a intensidade de coloragao provocada pela
hematoxilina nas raizes de milho, estava relacionada com a quantidade de aluminio presentes
nas mesmas. Braccini et al (1996) examinando plantulas de feijao verificou que a coloracao
das raizes pela hematoxilina mostrou ser um método rapido, mas que ndo deve ser adotado
como um unico parametro. Braccini et al (2000) avaliando com uso de hematoxilina a
coloracdo das raizes de genoétipos de café para caracterizar a tolerancia a toxidez de aluminio,
verificou que a hematoxilina ndo se caracterizou como um método de discriminagao
promissor para selecionar gendtipos de café quanto a tolerancia ao aluminio

Os parametros morfologicos ligados ao sistema radicular também permitem
reconhecer a tolerancia diferencial ao aluminio (Vasconcelos et al, 2002). Sendo o
alongamento radicular para avaliacdo da toxidez do aluminio em plantulas de soja simples
com curta duracgdo e baixo custo (Spehar & Makita, 1994) e também se caracteriza por ser um
dos indicadores mais sensiveis ao aluminio na avaliacao da cultura do arroz (Vicente et al.,
2004). Cambraia et al (1991) consideram que a medida de alongamento do sistema radicular
em sorgo evidencia de modo claro e simples, as diferencas entre os cultivares quanto a
tolerdncia ao aluminio. O comprimento da maior raiz foi considerado o pardmetro ideal,
porque além de dar resultados mais consistentes e ser facilmente avaliado, ndo danifica as
plantas possibilitando o seu transplantio para o campo para posteriores observagdes e/ou
producao de sementes.
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Rossiello & Jacob Neto (2006), entre outros parametros de estimativa das taxas de
alongamento radicular, citam que com mais freqiiéncia expressa-se a medida do comprimento
radicular relativo para avaliacdo da influencia do aluminio no alongamento radicular. Para
Vasconcelos et al (2002), apenas os pardmetros morfologicos ligados ao sistema radicular
permitem reconhecer a tolerancia diferencial ao aluminio e o uso da elongacdo radicular
relativa, permite encurtar o tempo de exposi¢cdo e diminuir as concentragdes necessarias a
expressao de diferencas varietais em tolerancia ao aluminio. Os experimentos foram
realizados com objetivo de estudar a resposta na tolerancia de plantulas do Arachis pintoi
propagadas por sementes ou de forma vegetativa a diferentes niveis de concentragcdo de
aluminio, identificando os niveis de concentragdo toxicos e as principais expressdes de
toxidez, assim como a resposta da planta aos corantes radiculares.

Nesta tese, inicialmente foram realizados dois experimentos em condi¢des controladas
com solugdo simples de aluminio em diferentes épocas utilizando-se plantas propagadas por
sementes, com objetivo de determinar o ponto de inflexdo que expressasse o provavel nivel de
toxidez do aluminio em Arachis pintoi.

Para estes estudos foram utilizadas as sementes da cultivar Amarillo, esta opcao
deveu-se ao fato de que apesar das dificuldades serem possivel sua aquisi¢ao no estado do Rio
de Janeiro. A cultivar Belmonte e o acesso BRA-031534 ndo foram utilizados nestes estudos
iniciais devido as caracteristicas apresentadas pela cultivar Belmonte em produzir poucas
sementes. O acesso BRA-031534 apesar de diferentemente da Belmonte apresentar uma boa
produgdo de sementes, ainda ndo estdo sendo comercializadas e a pequena quantidade de
sementes fornecidas pela EMBRAPA-ACRE, apresentavam baixa percentagem de
germinagao.

No primeiro teste, foi feita opgao pelas concentragdes de aluminio variando de 10uM,
20uM, 40uM, 80uM e 160uM com a escolha destas concentragdes baseada nas informagdes
de Rao & Kerridge (1993), que sugerem uma quelatizacdo ou compartimentalizacdo realizada
pelo Arachis pintoi para superar os efeitos toxicos do aluminio e conseqlientemente a sua
aclimatacdo a solos acidos. O indicador de sensibilidade utilizado neste experimento foi a
redug¢do do comprimento da raiz, que conforme Zonta et al (2006), representam na plantula,
uma das principais caracteristicas da toxidez do aluminio.

Obtidos os dados, foi estabelecida a curva e seu provavel ponto de inflexdo, o que
permitiu a realizacdo de novo experimento nas concentragdes 2uM, 4uM, 8uM, 16uM e
32uM. O resultado destes dois experimentos, analisados em conjunto permitiram a
determinag¢do do ponto de inflexdo e da equacdo da reta (y = 0,0469x” —1,0743 + 10,444).
Pelo calculo de derivadas estimou-se um provavel nivel de toxidez de aluminio no Arachis
pintoi cultivar Amarillo.

Estes resultados permitiram estabelecer diferentes concentragdes de aluminio para os
testes em solucdo nutritiva completa, utilizando-se as duas cultivares (Amarillo e Belmonte),
o0 acesso BRA-031534 com propagacao por sementes € por estoldes.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Tolerancia ao aluminio no crescimento de plantulas da cultivar Amarillo
propagadas por sementes

As sementes da cultivar Amarillo e do acesso BRA-031534, ap6s o recebimento foram
armazenadas em camara fria no Instituto de Floresta com controle de umidade e temperatura.
Antes do plantio foram desinfestadas superficialmente mediante imersdo por trinta minutos
em solugdo de hipoclorito de s6dio (NaClO) — 4 a 6% P.A. a 2% seguida de lavagem por 30
minutos em dgua destilada (Brasil, 1992).

As sementes tratadas foram colocadas para germinar em bandejas com areia, no
Experimento I as plantulas atingiram o tamanho para transplantio sem emissao da parte aérea
em cinco dias e o comprimento médio da raiz principal de 4,93cm, para o Experimento II o
periodo para transplantio foi de cinco dias com comprimento médio da raiz principal de
3,6cm. As plantulas foram lavadas com agua deionizada para retirar a areia, e transferidas de
forma casualizada para os potes conforme Vasconcelos (1997), obedecendo a uma
padronizagdo, com isto evitando-se a colocagao das melhores plantas (comprimento radicular)
nos primeiros potes (concentracdo de aluminio mais baixa) e as piores plantas (comprimento
radicular menor) nos ultimos potes (concentragdo mais alta de aluminio). Os potes foram
feitos com garrafas plasticas de 4gua mineral cortada, com capacidade para 250ml da solug¢do
de aluminio [Al,(SO4);.16H,0]. Foi usado isopor para suporte das plantulas, observando-se
ainda a precaugdo para que as raizes estivessem em total contato com a solug¢do. Cada pote
possuia um sistema de aeragdo continuo, através de tubos plasticos com agulha descartavel na
sua extremidade em contato com a solugdo, sendo o ar fornecido por bombas de ar utilizadas
em aquario.

Os potes receberam luz artificial regulada por timer, com controle de fotoperiodo de 12
horas de luz (06:00 as 18:00 horas) ¢ 12 horas de escuro (18:00 as 06:00 horas). A intensidade
luminosa foi de 511 Lux, determinada com uso de aparelho da marca Lutron.L.X-102, Light
Meter, e as temperaturas variaram de uma minima de 21°C a uma maxima de 32°C.

Os estudos com as diferentes solu¢des de aluminio tiveram as solugdes estoques
preparadas com adi¢do de duas gotas de HNOs'(4cido nitrico) para evitar a precipitacdo do
aluminio, e armazenadas em geladeira.

O experimento foi conduzido em solucdo simples em camara de crescimento, com
delineamento experimental de blocos ao acaso, com cinco repeti¢des € no Experimento I
envolveu os seguintes tratamentos T;: OuM (Testemunha), T,: 10uM, Ts: 20uM, T4: 40uM,
Ts: 80uM e Tg: 160uM de aluminio para o Experimento II os tratamentos constaram das
seguintes concentragdes de aluminio T;: OuM (Testemunha), Ty: 2uM, Ts: 4uM, T4: 8uM, Ts:
16uM e Te: 32 uM de aluminio (Aly(SO4);.16H,0). Apds o periodo de sete dias em relagdo
ao plantio nos potes, foram avaliados os parametros relativos ao comprimento da raiz primaria
no momento do transplantio e no terceiro e sétimo dia ap6s o transplantio, peso da massa seca
da raiz, peso da massa seca da parte aérea e o comprimento relativo conforme férmula abaixo
(Rossiello & Jacob Neto, 2006).

Cf+Al
CRR = oo x 100
Ctao

Cf a1 : Comprimento final das raizes sob aluminio.
Cfap : Comprimento final das raizes controle.
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Os pesos foram determinados com uso de balanga de precisao, modelo Marte, apods a
secagem por 72 horas em estufa de circulacdo de ar marca Biomatic, a 68°C.

Os corantes, violeta pirocatecol e hematoxilina (corantes radiculares), foram utilizados
para avaliar a tolerdncia ao aluminio. Duas amostras de plantulas de cada tratamento foram
colocadas em becker com agua deionizada por 5 minutos para retirada do excesso de aluminio
na raiz. A seguir, uma plantula de cada tratamento foi colocada na solugdo de violeta de
pirocatecol por 15 minutos e a outra plantula colocada na solu¢do de hematoxilina por 40
minutos. Apos este periodo as plantulas retiradas da solucdo com corante foram avaliadas
com relagdo a intensidade da coloragdo da raiz.

Esta avaliacdo foi feita sob o esquema de notas atribuidas por trés pessoas, e a média das
trés notas determinada, conforme escala estabelecida:

1- Nao afetada (sem cor azul).
2- Pouco afetada (pequena percentagem de cor azul).
3- Afetada (cor azul na maior parte da raiz).
4- Muito afetada (cor azul sobre toda a raiz).
A solucdo do corante foi preparada conforme especificado abaixo:
- Corante Violeta de Pirocatecol (Jacob Neto, 1993):
1- 2ml de pirocatecol 1,0uM;
2- 30ml de dgua deionizada.
- Corante Hematoxilina (Polle et al, 1978).

e 2g de hematoxilina;

o 0,2g de NalO3;

e 2 gotas de NaOH 0,1M;

e [ litro de 4gua deionizada.

Os experimentos apresentaram as seguintes variagdes:

a. Experimento: |
As plantas atingiram o tamanho para o transplantio, sem emissdo da parte aérea
em cinco dias com o comprimento médio da raiz principal de 4,93cm. Foram
utilizadas as seguintes concentra¢des de aluminio (10uM, 20uM, 40uM, 80uM
e 160uM).

b. Experimento: II
As plantas atingiram o tamanho para o transplantio, sem emissdo da parte aérea
em cinco dias com o comprimento médio da raiz principal de 3,60cm. Foram
utilizadas as seguintes concentragdes de aluminio (2uM, 4uM, 8uM, 16uM e
32uM).

3.4.2 Tolerancia ao aluminio no crescimento de plantulas de Arachis pintoi propagadas
por sementes e propagacio vegetativa

O delineamento experimental estabelecido em blocos ao acaso com seis niveis de
aluminio T;: OuM(Testemunha), T,: 20uM, Ts: 40uM, T4: 80uM, Ts: 160uM, Te: 320uM de
aluminio, na féormula de Al;(SO4);.16H,0, e cinco repeticdes.

As plantulas propagadas por sementes ou estoloes, foram transferidas para potes feitos
com garrafas de refrigerante PET com capacidade para um litro de solu¢do nutritiva e os
recipientes foram ainda recobertos com papel aluminio (laminado) para evitar o aparecimento
de algas.

O periodo experimental foi de vinte e oito dias para a cultivar Amarillo e de vinte € um
dias para o acesso BRA-031534, o local de condugdo de experimento, procedimentos para
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germinagcdo das sementes, transplantio, fixacdo de plantulas, sistema de aeragao,
luminosidade, temperatura e as avaliagdes foram realizados conforme item 3.4.1. O
experimento com propagacao vegetativa teve a duragdo de trinta dias e os estoldoes sem raizes
aparentes, foram coletados no dia do plantio e uniformizados para o comprimento de
aproximadamente 20 cm.

A solugdo nutritiva utilizada foi preparada com os nutrientes especificados nas tabelas
abaixo, com adi¢ao de 02 gotas de acido nitrico na solug¢do estoque para evitar a precipitagao
do aluminio.

Tabela 1 Solucdo nutritiva para macronutrientes (solu¢do estoque) estabelecida por Jacob
Neto (1993).

Composto Quimico Quantidade
CaCl2.2H20 0,2 mM
MgS0O4.7H20 0,2 mM
K2S0O4 0,5 mM
NaH2P0O4.2H20 0,2 mM
NH4NO3.H20 2,0 mM

Tabela 2 Solucdo nutritiva para micronutrientes (solugdo estoque) estabelecida por Jacob
Neto (1993).

Composto Quimico Quantidade

NaFeEDTA 10uM
MnSO04.4H20 0,4uM

ZnS0O4.H20 0,16uM

CoS04.7H20 0,04uM

Na,Mo04.2H20 2,06uM

CuS04.5H20 0,04uM

pH 4,5

A solucao nutritiva aplicada (Jacob Neto, 1993) foi preparada a partir de solugdo estoque,
no dia do plantio adicionando-se 1mL da solu¢do de micronutriente e ImL de cada solu¢do de
macro. A solucdo nutritiva de cada pote trocada de sete em sete dias, fazendo-se avaliagdes
das mudangas de pH com uso do pH-metro. O pH da solugdo foi ajustado com HCl ou NaOH
ao pH 4,5. Na preparagdo da solugdo nutritiva o pH ficou ajustado para 4,5.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Experimento I

O comprimento do sistema radicular do amendoim forrageiro foi influenciado pelas
diferentes concentracdes de aluminio (OpM, 10puM, 20pM, 40uM, 80uM e 160 uM)
utilizadas neste experimento e a partir do terceiro dia apds o transplantio, foram observadas
diferengas significativas (CV=15%) entre os tratamentos utilizados (Figura 6).

A testemunha (sem aluminio) diferiu significativamente de todas as concentragdes de
aluminio estudadas, observando-se que as concentracdes de aluminio ndo diferiram
estatisticamente entre si, indicando influéncia do aluminio no crescimento geral da raiz ja na
concentragcdo de 10uM (Figura 1 e Figura 2).

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos realizados anteriormente com feijao e
soja, demonstrando que o aluminio acumula-se principalmente na raiz (Jacob Neto, 1993) e
que o sistema radicular apresenta sensibilidade ao aluminio, com conseqiiente inibi¢do do
crescimento da area e do comprimento da raiz de arroz (Zonta et al. 2003), em alfafa e trevo
vermelho (Caetano et al. 2002); em soja (Menosso et al. 2000), Ryan et al (1993) em milho.
Menosso et al (2001) observam que o crescimento da raiz primdria ¢ uma caracteristica
consideravel no processo de selegdo em termos de tolerancia ao aluminio em soja.

Ao final do experimento, através do calculo do comprimento relativo, observou-se
uma redugdo percentual relativa em relagdo a testemunha para todas as concentragdes
estudadas, com a menor concentracdo de 10uM, apresentando um indice de redugdo de
aproximadamente 42% (Figura 2).
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Figura 1 Comprimento da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5%. CV=15%.
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Figura 2 Comprimento relativo da raiz primdria do Arachis pintoi cv. Amarillo no sétimo dia
apo6s o transplantio.

O peso da massa seca da raiz foi influenciado significativamente (CV=23%) pelos
tratamentos estudados (Figura 3), com o tratamento testemunha diferindo significativamente
dos tratamentos com 80uM e 160uM de aluminio, mas ndo diferindo estatisticamente das
concentragdes de 10uM, 20uM e 40uM. O efeito do aluminio na redugdo deste componente
morfoldgico, foi observado por varios autores: Veloso et al, (2000) em pimenta do reino,
Villagarcia et al, (2001) em soja, Toneatti & Rivera, (2006) em Bromus, Torrealba et al,
(1998), Santos et al (1999) em Citrus.
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Figura 3 Peso da massa seca da raiz do Arachis pintoi cv. Amarillo submetido a diferentes
concentragdes de aluminio durante sete dias. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=23%.

57



Nao foram observadas diferencas significativas (CV=30%) entre os tratamentos com
diferentes niveis de aluminio, quando avaliado o peso da massa seca da parte aérea (Figura 4),
0 que provavelmente ocorreu por nao ser este o pardmetro que expresse com maior rapidez e
maior eficiéncia os sintomas de toxidez provocada pelo aluminio.
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Figura 4 Peso da massa seca da parte aérea do Arachis pintoi cv. Amarillo submetido a
diferentes concentragdes de aluminio, durante sete dias. Valores seguidos pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=30%.

Em relagdo a presenca dos indicadores de efeito deletério do aluminio na raiz, tais
como o aumento da mucilagem e o escurecimento da raiz primaria, foram observados nas
plantas nos tratamentos com concentra¢ao de 10uM a 40uM escurecimento na ponta da raiz.
Nas demais concentragdes acima de 80uM, além do escurecimento de toda a raiz, foi
observada a presenca de mucilagem (Figura 5), que se tornou mais densa com o aumento da
concentragdo de aluminio, Zonta et al (2006) destacam que além da atividade de lubrificante
que a mucilagem exerce, ela também tem a fungdo de protecdo contra substancias toxicas do
solo.
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Figura 5 Raiz de Arachis pintoi com presenga de mucilagem provocada pelas diferentes
concentragdes de aluminio aos sete dias apds a exposi¢ao ao aluminio.
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Figura 6 Efeitos de diferentes concentra¢des de aluminio no comprimento da raiz primaria do
Arachis pintoi cv. Amarillo aos sete dias apos a exposicao ao aluminio.
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3.5.2 Experimento 11

A exposi¢do das plantas a diferentes concentragdes de aluminio, influenciou
significativamente (CV=27%) o desenvolvimento radicular do amendoim forrageiro (Figura 7
e 8).

Pela Figura 7 observa-se que as diferentes concentragdes de aluminio influenciaram o
comprimento da raiz do Arachis pintoi e que as concentragdes de 2uM, 4uM e 8uM diferiram
significativamente das concentracdes de 16uM e 32uM, que apresentaram menor
comprimento da raiz primaria quando comparados aos demais tratamentos (Figura 13). Estes
resultados entdo de acordo com Echart & Cavalli-Molinas (2001) e Zonta et al (2006) que
afirmam ser a toxidez do aluminio um impedimento de natureza quimica que reduz o
crescimento das plantas tendo como sintoma inicial a inibicdo do crescimento da raiz, que
segundo Brady et al (1993) é provocada pela limitacdo no crescimento da ponta da raiz que €
o primeiro efeito provocado pelo aluminio.
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Figura 7 Comprimento da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo submetidas a
diferentes concentragdes de aluminio. Valores seguidos pela mesma letra, em cada época nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. CV=27%.
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Figura 8 Efeito das épocas de avaliagdo (Inicial, 3 e 7 dias apds o transplantio), no
comprimento da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo, submetido a diferentes
concentragdes de aluminio.

No presente estudo o uso do comprimento relativo mostra a influencia do aluminio
neste parametro e confirma esta tendéncia ao exibir uma redu¢do no comprimento da raiz nas
concentragdes de 16uM e 32uM com um indice de reducdo de aproximadamente 27% se
comparado ao tratamento de 16uM com a testemunha (Figura 9). Estimativas das taxas de
alongamento radicular tem fornecido bons resultados na avaliacdo dos efeitos inibitorios
provocado pelo aluminio no desenvolvimento da raiz seja na cultura do sorgo, (Cambraia et
al, 1991), em soja (Vicente et al, 1997; Spehar & Makita, 1994).
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Figura 9 Comprimento relativo da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo com 7 dias
apo6s o transplantio.
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O peso da massa seca da raiz ndo mostrou diferenga significativa entre os tratamentos
testados. Porém a avaliacdo da Figura 9 permitiu observar que a concentragdo de 8uM serve
como limite para o inicio das atividades de toxidez do aluminio no sistema radicular. O peso
da massa seca da parte aérea ndo apresentou diferencas estatisticas entre os tratamentos
(CV=21%). Neste experimento (Figura 10) observou-se que ocorreu um comportamento
diferenciado em relacdo ao Experimento I (Figura 4) demonstrando que este parametro neste
periodo experimental (sete dias) ndo provocou os sintomas de toxidez do aluminio em
plantulas de Arachis pintoi.
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Figura 10 Peso da massa seca da raiz do Arachis pintoi cv. Amarillo submetido a diferentes
concentragdes de aluminio durante sete dias. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5%. CV=32%.
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Figura 11 Peso da massa seca da parte aérea do Arachis pintoi cv. Amarillo submetido a
diferentes concentracdes de aluminio durante sete dias. Valores seguidos pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. CV=21%.
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Tabela 3 Avaliacdo baseada na andlise visual da cor da raiz, de Arachis pintoi cultivar
Amarillo utilizando o corante Violeta de Pirocatecol. Média de trés notas.

Concentracao (LM) Notas
de aluminio
0 2
2 2
4 1
8 2
16 3
32 4

A raiz primaria apresentou neste experimento a partir da concentracdo de 16uM de
aluminio, enrolamento na ponta da raiz prejudicando seu crescimento, além de apresentar
escurecimento na ponta da raiz secundéria (Figura 12). Na concentragdo de 32uM pode ser
observado o escurecimento da raiz primaria e da raiz secundaria. Estes fatos foram também
observados por Menosso et al (2000) que verificaram um atrofiamento e uma limitacdo ao
crescimento da raiz primdria em soja e por Curti Junior (2001) que observou enrolamento da
raiz em Inga marginata provocados pela acdo do aluminio.

JA& na concentragdo de 32uM, ocorreu o aparecimento de mucilagem que
provavelmente se caracterizando como um mecanismo de resisténcia do Arachis pintoi a
toxidez provocada pelo aluminio, mecanismo este que foi descrito por Ma (2000) e Ma
(2001), observado em soja (Yang et al, 2000), também em arroz de sequeiro (Zonta et al,
2003).

O uso do corante radicular mostrou nas maiores concentragdes de aluminio uma
resposta diferenciada de coloracdo a toxidez provocada pelo aluminio (Tabela 1). Observa-se
que as maiores notas foram obtidas nas concentracdes de 16 uM e 32uM, caracterizando a
influéncia do aluminio nas raizes.
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Figura 12 Foto da raiz de Arachis pintoi em senescéncia, com danos provocados pelo
aluminio.
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Testemunha 2uM

16uM 32uM

Figura 13 Efeito das diferentes concentragdes de aluminio no comprimento da raiz de
Arachis pintoi cv Amarillo.
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3.5.3 Tolerancia ao aluminio em plantulas da cultivar Amarillo propagadas por
sementes

O comprimento da raiz primaria do amendoim forrageiro mostrou um comportamento
diferenciado entre os niveis de aluminio utilizados. A concentra¢do de 320 uM apresentou um
efeito inibitério no crescimento da raiz priméaria em comparacdo com as concentracdes
estudadas (Figura 14), apesar de nao diferir significativamente (CV=39%) em relagcdo aos
demais tratamentos. Estes resultados estdo coerentes com os obtidos nos itens 3.1, 3.2 e por
outros autores como Kidd & Proctor (2000) e Bennet et al (1985) afirmam que o aluminio
atua diretamente na divisdo celular e no crescimento da raiz.

A raiz principal nas concentragdes de 80uM e 160uM apresentaram crescimento
reduzido durante as trés primeiras semanas, porém na quarta semana apos o transplantio
apresentaram comportamento semelhante a testemunha e ao tratamento com concentracao de
40uM. As plantulas submetidas a solu¢ao nutritiva com 20uM de aluminio apresentaram no
final do experimento, um crescimento menor que o obtido nos tratamentos testemunha e nas
concentragdes de 40uM e 80uM. O que estd de acordo com Delhaize & Ryan (1995) que
afirmam ser a inibicdo do sistema radicular, o sintoma mais facilmente reconhecido da
toxicidade do aluminio (Figura 17). Observou-se um crescimento nas concentragdes de 40uM
e 100uM, o que provavelmente se deve a influéncia do pH e da forga i6nica.

Comprimento da raiz (cm)

0,00 T T T 1
0 7 14 21 28

Dias apos o transplante

——0uM —8=—20pM = & = 40uM —= = 30uM —= 160uM —@—320uM

Figura 14 Comprimento da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo em solugdo nutritiva.
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coleta ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. CV=39%.

O comprimento relativo da raiz (Figura 2) expressa de maneira clara que a maior
concentragdo de aluminio (320uM) utilizada neste estudo, provocou um decréscimo de 51%
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em relacdo a testemunha (Figura 5), Vasconcelos (1997) observou que a eficiéncia relativa foi
0 parametro mais sensivel para avaliar a toxidez, o que estd de acordo com Delhaize & Ryan
(1995) que afirmam ser a inibi¢do do sistema radicular o sintoma mais facilmente reconhecido
da toxicidade do aluminio.
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Figura 15 Comprimento relativo da raiz primaria do Arachis pintoi cv. Amarillo com 28 dias
apo6s o transplantio.

O peso da massa seca da raiz ndo apresentou diferencas significativas (CV=48%) entre

os diversos tratamentos estudados, analisando as Figuras 14, 15 e 16, observou-se ao nivel de
320uM de aluminio, a planta apresenta o menor comprimento radicular, o menor peso de
massa seca da raiz e da parte aérea. Estas reducdes em termos de massa seca da raiz foram
também observadas por Jacob Neto (1993) e Villagarcia (2201).
Como resposta a toxidez provocada pelo aluminio, somente as plantas utilizadas como
testemunha ndo mostraram escurecimento na ponta da raiz principal e durante o experimento,
observou-se ainda que a partir da concentracao de 80uM as plantulas exibiram uma maior
incidéncia de raizes secundarias (dados ndo tabelados). O escurecimento da ponta da raiz
ocorreu, indicando senescéncia da raiz e necrose das pontas das raizes. Na tentativa de manter
o funcionamento das raizes, ocorreu a inducdo da formagdo de um nimero maior de raizes
secundarias em resposta ao estresse de aluminio. Nas concentracdes acima de 40uM foi
observada a formagdo de mucilagem. Este fato também foi verificado por varios autores
(Pineros et al, 2002, Schottelndreier et al, 2001, Li et al, 2000, Larsen, 1998), e seria uma
forma de protecdo ao estresse provocado pelo aluminio, o qual provavelmente deve ter
evitado uma inibi¢do maior do crescimento da raiz primaria.
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Figura 16 Peso da massa seca da raiz do Arachis pintoi cv. Amarillo submetidas a diferentes
concentragdes de aluminio durante vinte oito dias. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=48%.

0,09

a a a

0,08 - a
a

0,07 - a
0,06 -
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0,00

0 20 40 80 160 32

Tratamentos (UM)

Peso da massa seca da parte aérea (g)/planta

0

Figura 17 Peso da massa seca da parte aérea do Arachis pintoi cv. Amarillo submetido a
diferentes concentracdes de aluminio durante vinte oito dias Valores seguidos pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=29%.
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40uM 80uM

160uM 320uM
Figura 18 Efeito das diferentes concentragdes de aluminio na morfologia da raiz de
Arachis pintoi cv Amarillo
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3.5.4 Tolerancia ao aluminio em plintulas do acesso BRA-031534 propagadas por
sementes

A testemunha apresentou um maior desenvolvimento da raiz primaria que os demais
tratamentos nos quais foram utilizadas diferentes concentragdes de aluminio (CV=48%)
(Figura 19), o que ja foi observado em outras espécies, como em milho (Ryan et al, 1993),
plantas citricas (Santos et al, 1999) e, portanto pode-se afirmar que a toxicidade do aluminio ¢é
um fator limitante para o crescimento de muitas espécies (Foy, 1996a, Foy, 1996b) .

20,0

18,0 -
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12,0 -
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Comprimento da raiz (cm)

Dias ap0s o transplante

——0uM —8=20pM = A = 40uM == = S0uM —® = 160pM @ 320uM de Al

Figura 19 Comprimento da raiz primaria do Arachis pintoi acesso BRA-031534 em solucao
nutritiva submetidas a diferentes concentracdes de aluminio. Valores seguidos pela mesma
letra na mesma coleta nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=48%.

A avaliacdo do desenvolvimento radicular realizada utilizando o comprimento relativo
(Figura 20) indica uma elevada toxicidade para as concentragdes de aluminio utilizadas, com
uma redug¢do no comprimento da raiz de 49% na concentragdo de 160uM em relacdo a
testemunha. O método de avaliacdo baseado no comprimento radicular se mostrou sensivel na
avaliacdo das diferentes concentracdes de aluminio em plantas de arroz (Vicente et al, 2004) e
apenas os parametros morfoldgicos ligados ao sistema radicular do arroz permitiram
reconhecer a tolerancia diferencial provocada pelo aluminio (Vasconcelos et al, 2002). Em
Phaseolus vulgaris Jacob Neto (1993) observou que o aluminio provocava encurtamento do
sistema radicular e tais fatos foram também constatados por Jones et al (2006), Toneatti &
Rivera (2005), Mazzocato et al (2002), Villagarcia et al (2001), Kollmeier et al (2000) e
Clune & Copeland (2004).
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Figura 20 Comprimento relativo da raiz primaria do Arachis pintoi acesso BRA-031534.

O método para avaliar a tolerancia ao aluminio, utilizando o corante quimico violeta
de pirocatecol (Tabela 4) mostrou diferengas para o tratamento de 320uM de aluminio quando
comparado aos demais tratamentos. Ao estabelecermos uma comparacao entre a Tabela 4 com
a Figura 19 observamos que o corante neste caso ndo foi eficiente em caracterizar a
concentragdo de 160uM que apresentou diferencas significativas em relacdo a testemunha
para comprimento da raiz. Nascimento (1998) constatou a eficiéncia deste corante radicular
em Clitoria fairchildiana. O corante hematoxilina (Tabela 5) mostrou que somente a
testemunha apresentou auséncia de coloracdo, e ndo diferenciando entre si, os diferentes
niveis de aluminio utilizados neste estudo, que conforme Arantes et al (1998) estd relacionada
com a quantidade de aluminio presente na raiz de milho. Analisando a Figura 19 e a Tabela 5,
observou-se que este diferencial de coloracdo é coerente com o crescimento da raiz primaria
onde todos os tratamentos com aluminio foram inferiores a testemunha, porém conforme
Braccini et al (1996) deve-se observar que este corante ndo deve ser adotado como um tnico
parametro. Para o feijdo, a hematoxilina ndo serviu para diferenciar o efeito de diferentes
concentragdes de aluminio e j& na menor concentragdo, a raiz ficou colorida. Braccini et al,
(2000), também verificaram que este corante ndo se caracterizou como um método promissor
para a selecdo de gendtipos de café.

As avaliagdes relativas ao peso da massa seca da raiz (CV=33%) (Figura 21) e peso da
massa seca da parte aérea (CV=31%) (Figura 22) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas que permitisse uma diferenciagdo entre os diversos tratamentos
testados em relacao a toxidez do aluminio.
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Figura 21 Peso da massa seca da raiz do Arachis pintoi acesso BRA-031534 submetidas a
diferentes concentracdes de aluminio durante vinte um dias. Valores seguidos pela mesma nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=33%.
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Figura 22 Peso da massa seca da parte aérea de Arachis pintoi acesso BRA-031534
submetidas a diferentes concentragcdes de aluminio durante vinte um dias. Valores seguidos
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV=31%.
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Tabela 4 Avaliacdo baseada na analise visual da cor da raiz, utilizando o corante Violeta de
Pirocatecol. Média de trés notas.

Concentracao (LM) Notas
de aluminio

0 1
20 1
40 1
80 1
160 1
320 3

Tabela 5 Avaliacdo baseada na analise visual da cor da raiz, utilizando o corante
hematoxilina. Média de trés notas.

Concentracao (uM) Notas
de aluminio

0
20
40
80
160

320

N N

3.5.5 Tolerancia ao aluminio em plantulas de Arachis pintoi propagadas vegetativamente

As cultivares e o acesso testado apresentaram diferencas na formacdo de raizes
adventicias, a partir das partes inferior (CV=65%), médio (CV=52%) e superior (CV-56%)
dos estoldes, no que se refere ao seu comprimento e peso da massa seca da raiz nas diferentes
concentragdes de aluminio testadas.

Observa-se pela Figura 23 que as diferentes concentragdes de aluminio (20uM, 40uM,
80uM, 160uM e 320uM) nao mostraram diferengas significativas nos parametros estudados
em relacdo as cultivares e acesso, na parte inferior dos estoldes. Porém a aplicagdo de
aluminio nas diversas concentracdes, provocou uma redu¢cdo no comprimento das raizes
adventicias. Esta redugdo apresentada na parte inferior pode estar relacionada com a entrada
do aluminio, morte da célula e conseqiiente inibicdo do crescimento da raiz, conforme foi
observado em plantas propagadas por sementes por Tamas et al, (2006) no cultivo de cevada.
Em Arachis hypogaea, Brady et al (1993), verificaram em plantas propagadas por sementes,
uma severa reducdo no comprimento das raizes na concentracao de 10uM.

Embora tenham sido observadas variacOes entre as cultivares, elas nao foram
significativas provavelmente em funcdo do alto coeficiente de variagdo observado, por se
tratar de material vegetativo.
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Figura 23 Comprimento da raiz adventicia emitida na parte inferior do estoldo do Arachis
pintoi submetidas a diferentes concentracdes de aluminio durante 30 dias. As médias seguidas
pela mesma letra maitsculas nas cultivares/acesso e letra mintscula nos tratamentos com
aluminio, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. CV=65%.

Na Figura 24 pode-se verificar que na parte média do estoldo da cultivar Amarillo, o
aumento da concentragdo do aluminio, provocou reducdo do comprimento radicular,
comportamento este exibido por esta cultivar na parte inferior do estolao (Figura 23). A
cultivar Belmonte porém mostrou uma tendéncia para um aumento do comprimento da raiz
adventicia até a concentra¢do de 80uM, onde apresentou um comprimento estatisticamente
superior ao acesso BRA-031534, e posterior redu¢do nas concentragdes de 160uM e 320uM,
0 que provavelmente nestas concentragdes pode estar associado com inicio do efeito da
fitotoxicidade, o que possivelmente poderd se intensificar com o aumento da concentragdo e
periodo de exposicdo ao aluminio. O acesso BRA-031534 apresentou na parte média do
estoldo, um maior desenvolvimento promovido pela testemunha sem aluminio com
conseqiiente reducdo no comprimento das raizes adventicias, conforme aumento da
concentragdo de aluminio. Macedo et al (2001) observaram que a extensdo da inibi¢ao
depende da cultivar e da concentragdo de aluminio.
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Figura 24 Comprimento da raiz adventicia emitida na parte média do estoldo do Arachis
pintoi submetidas a diferentes concentracdes de aluminio durante 30 dias. As médias seguidas
pela mesma letra maiusculas nas cultivares/acesso e letra minuscula nos tratamentos com
aluminio nao diferem pelo teste de Tukey a 5%. CV=52%.

A cultivar Amarillo do mesmo modo que nas partes inferior e média, na parte superior
(Figura 25), mostrou uma redugdo conforme o aumento da concentracdo de aluminio.
Delhaize & Ryan (1995) afirmam ser a inibi¢do do sistema radicular o sintoma mais
facilmente reconhecido, e conforme Caetano et al (2002) a avaliacao da raiz ¢ mais eficiente
que a parte aérea. A cultivar Belmonte do mesmo modo que na parte média do estolao,
apresentou um crescimento radicular até a concentragdo de 80uM tendo nesta concentragdo
crescimento radicular superior estatisticamente a testemunha, nesta concentracdo observa-se
que a cultivar Belmonte apresenta um aumento na raiz adventicia estatisticamente superior em
relacdo a cultivar Amarillo e ao acesso BRA-031534. A partir da concentracdo de 160uM o
comprimento da raiz adventicia da cultivar Belmonte decresce conforme aumenta a
concentragdo de aluminio, Marziah et al (1995) observaram que a concentragdo de 30uM
provocou uma reducdo significativa na elongagdo da raiz de Arachis hypogaea. O acesso
BRA-031534 ndo apresenta diferencas significativas entre os varios tratamentos porém
observou-se uma reducdo no comprimento radicular até a concentragdo de 80uM e a partir
desta concentragdo ocorreu um crescimento, com redug¢do na concentragdo de 320uM onde
ocorre novamente inibi¢do ao crescimento, Parker (1995) observou comportamento
semelhante em raiz de trigo que ap6s uma redu¢do inicial no comprimento mostraram
recuperagdo no crescimento. Embora nao tenham sido observadas diferencas significativas, a
cultivar Belmonte foi a que apresentou maiores comprimentos de raiz na concentracdo mais
alta de aluminio (Figuras 23, 24 e 25). Com relacdo ao numero de raizes adventicias formadas
observou-se nas cultivares e acesso estudados, que na concentragdo mais elevada (320uM) a
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maior producdo de raizes ocorreu na parte inferior do estoldo, e nas diversas concentragdes
estudadas o maior numero de raizes adventicias foi formado na parte superior (cultivar
Amarillo) e na parte inferior do estoldo (cultivar Belmonte e acesso BRA-031534).
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Figura 25 Comprimento da raiz adventicia emitida na parte superior do estoldo do Arachis
pintoi submetidas a diferentes concentragdes de aluminio durante 30 dias. As médias seguidas
pela mesma letra maiusculas nas cultivares/acesso e letra mintscula nos tratamentos com
aluminio nao diferem pelo teste de Tukey a 5%. CV=56%.

Verificou-se que em relagdo ao peso da massa seca da raiz (Figura 26) nao ocorreram
diferengas significativas (CV=101%) entre os diversos tratamentos testados; as cultivares
Amarillo e Belmonte apresentaram uma reducio do peso da massa seca conforme aumento na
concentragdo do aluminio. Curti Junior (2001) observou também redu¢do na massa seca da
raiz de Inga marginata. Neste pardmetro, o acesso BRA-031534 tem uma reducdo no
acumulo de massa seca na concentragdo de 40uM, aumentando o seu peso a partir desta
concentragdo com valores superiores a testemunha.
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Figura 26 Peso da massa seca da raiz adventicia emitida pelo estoldo do Arachis pintoi
submetidas a diferentes concentragdes de aluminio durante 30 dias. As médias seguidas pela
mesma letra maitisculas nas cultivares/acesso e letra mintiscula nos tratamentos com aluminio
ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%. CV=101,33%.

Ao se considerar o comprimento da raiz formada no estolio como um todo
(CV=87%), se observa pela Figura 27 que a cultivar Belmonte foi superior porem sem diferir
estatisticamente do acesso BRA-031534 e foi estatisticamente superior a cultivar Amarillo, o
que caracteriza a rusticidade desta cultivar em solos com niveis de aluminio mais elevados e
com isto permitindo a sua capacidade de consorcio com gramineas de elevada
competitividade.
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Figura 27 Comprimento total da raiz adventicia do Arachis pintoi cultivares Amarillo,
Belmonte e acesso BRA-031534. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste
de Tukey a 5%. CV=87%.
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Figura 28 Esquema de divisdao dos estoldoes em partes inferior, média e superior, para
determinagdo do comprimento das raizes adventicias.
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3.6 CONCLUSOES

O crescimento radicular do Arachis pintoi indica uma sensibilidade desta leguminosa
ao aluminio. Nos experimentos em solu¢do simples com a cultivar Amarillo, observou-se uma
tendéncia de reducdo significativa no comprimento da raiz primaria. O estudo do
comprimento relativo da raiz mostrou que na concentracdo de 16uM de aluminio, ocorreu
uma redugdo em termos percentuais de 27% em relagdo ao tratamento controle. O peso da
massa seca da raiz também foi influenciada negativamente pelos tratamentos com 80uM e
160puM de aluminio.

O aluminio induziu o aparecimento de sintomas de toxicidade, como o escurecimento
da ponta da raiz ¢ aumento de mucilagem na raiz primaria.

O corante violeta pirocatecol serviu como parametro para discriminar as diferentes
concentragdes de aluminio utilizadas neste estudo.

A utilizagdo de solu¢do completa com a cultivar Amarillo e acesso BRA-031534
Observou-se uma tendéncia para redug¢do no crescimento da raiz primaria do Arachis pintoi,
Quando foi utilizada a solugdo completa com a cultivar Amarillo e acesso BRA-031534 A
eficiéncia radicular relativa demonstrou para a cultivar Amarillo, uma redugdo de 51% da
maior concentracao estudada (320uM) em relagdo a testemunha. No acesso BRA-031534 na
concentragdo de 160uM de aluminio, foi observada uma reducdo de 49% do comprimento da
raiz.

O estudo da cultivar Amarillo observou-se ainda, que as plantas apresentaram as
extremidades da raiz escurecidas nos tratamentos de 160uM e 320uM de aluminio, as raizes
primdrias e secundarias tinham pontas escurecidas, e o numero de raizes secunddrias
aumentou a partir da concentracdo de 80uM de aluminio. O corante violeta de pirocatecol
permitiu visualizar através de diferenca de coloracao, os efeitos toxicos do aluminio ao nivel
de 320uM no acesso BRA-031534..

Quando as plantas foram propagadas de forma vegetativa, a cultivar Belmonte
apresentou uma tendéncia para formacao de raizes adventicias superior a cultivar Amarillo e
ao acesso BRA-031534. A cultivar Belmonte demonstrou menor sensibilidade ao aluminio e
com isto torna-se mais viavel para cultivo em solos com toxidez provocada pelo aluminio.

Na concentragdo de 320uM, a maior produgdo de raizes adventicias ocorreu na parte
inferior dos estoldes, e nas demais concentragdes para a cultivar Amarillo na parte superior e
para a cultivar Belmonte e acesso BRA-031534 na parte inferior do estolao.
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4 CAPITULO IIL.

RESPOSTA DE Arachis pintoi cv. AMARILLO
A APLICACAO DE MOLIBDENIO
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4.1 RESUMO

O molibdénio desempenha fun¢do importante em relagdo as leguminosas por ser
componente das enzimas do metabolismo de nitrogénio, ou seja, atua na redugdo do nitrato e
na fixacdo biologica de nitrogénio atmosférico através das molibdoenzimas, redutase do
nitrato ou nitrogenase respectivamente.

Este trabalho foi realizado em solo do tipo Argisolo Vermelho Amarelo, da camada do
solo, horizonte B com pH 4,5, para verificar os efeitos de quatro niveis de molibdénio (0g.ha’
1, SOg.ha'l, 100g.hal'1 e 200g.ha'1) em trés diferentes niveis de pH (4,5; 5,0 e 6,0), e duas
diferentes épocas de coleta (49 e 78 dias). Foram avaliados os seguintes parametros:
comprimento da raiz principal, peso da matéria seca da raiz, parte aérea e noddulos,
comprimento da parte aérea e numero de nddulos. As respostas aos diferentes tratamentos
variaram com os cultivares/acesso estabelecidos. O pH afetou a nodulagdo na primeira e na
segunda coleta, com o peso do nddulo maior nos niveis de pH 5,0 e 6,0. Em relagdo aos niveis
de molibdénio, na primeira coleta, ndo interferiu na resposta dentro de cada nivel de pH, no
entanto na segunda coleta o maior numero de nédulos foi obtido com a aplicacdo de 300g.ha’
'molibdénio no nivel de pH 6,0.

Palavras Chave: Arachis pintoi, nodulagdao, molibdénio.
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4.2 ABSTRACT

Molybdenum has an important function in relation to leguminous plants. It is a
component of enzymes from the nitrogen metabolism. Molybdenum acts in the process of
nitrate reduction and also in biological the nitrogen fixation through molibdoenzimas, nitrate
reductase and nitrogenase, respectively.

Studies were conducted in ultisol type of soil (B horizon soil layer) with pH 4,5 with
the objective to verify the effects of four molybdenum levels (0g.ha”, 50g.ha™, 100g.ha™ e
ZOOg.ha']) related to three different pH levels (4,5; 5,0 ¢ 6,0), at two different times of harvest
(49 and 78 days). The following parameters were evaluated: length of the main root, dry
weight of nodules, root and shoot and number of nodules. The response to this study varied
with the treatments and cultivar/access tested. Nodulation, nodule weight in the first harvest
and in the second harvest were higher at 5,0 and 6,0 pH levels.

Key words: Arachis pintoi, nodulation, molybdenum.
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4.3 INTRODUCAO

O molibdénio ¢ um metal de transi¢do, classificado como micronutriente essencial que
teve a sua essencialidade demonstrada por Arnon & Stout (1939), caracterizando-se por ser
absorvido em pequena quantidade sob a forma de MoO4?, e por néo participar da estrutura da
planta, mas da constituicdo de enzimas (redutase do nitrato) ou ativador de sistemas
enzimaticos. As plantas requerem pequenas quantidades, em geral de 40g.ha™ a 50g.ha™ para
suprir a necessidade da maioria das culturas, e sua deficiéncia repercute na atividade
respiratéria. A maior ou menor disponibilidade de molibdénio esta determinada pelo pH do
solo e a reducdo do pH do solo pode diminuir esta disponibilidade (Dechen & Nachtigall,
2006), com sua deficiéncia ocorrendo em solos acidos de textura mais leve (Raij, 1991). A
reducdo do pH do solo ou acimulo de matéria organica e a elevacdo do dioxido de carbono
atmosférico podem reduzir a disponibilidade de molibdénio, causando um declinio na fixagao
biologica de nitrogénio (Hungate et al, 2004). Hungria & Vargas (2000) observaram que a
fixagdo de nitrogénio pode ser limitada pela acidez do solo em cultivares comerciais de feijao
e soja. Os rizobios recomendados como inoculantes comerciais toleram niveis moderados de
acidez, a nodulagdo ¢ drasticamente reduzida em pH 4,5 ¢ uma boa nodulacdo e fixagdo de
nitrogénio podem ser obtidas com pH acima de 5,2 no qual se pode assegurar a
disponibilidade de molibdénio (Hungria & Vargas, 2000).

O molibdénio atua em mais de trinta enzimas com a finalidade de catalisar as reagdes
de redugdo; entretanto somente trés enzimas com molibdénio tém sido descritas em plantas: a
redutase do nitrato que catalisa importantes passos na assimilacdo de nitrogénio inorgénico, a
aldeido oxidase que recentemente tem sido mostrado como catalisador no ultimo passo na
biossintese dos fitohormonios, 4cido indolacético e 4cido abscisico e a xantina desidrogenase
que esta envolvida no catabolismo da purina (Mendel & Schwarz, 1999).

Existem quatro formas de molibdénio no solo que sao:

a. Molibdénio ndo disponivel localizado na rede cristalina de minerais primarios
e secundarios;

b. Molibdénio trocavel retido pelos minerais de argila;

c. Molibdénio presente na matéria organica;

d. Molibdénio soluvel em agua (Malavolta, 1967).

E também considerado como o micronutriente mais importante para a fixacio
biologica do nitrogénio, porém se apresenta em baixa disponibilidade em solos brasileiros e a
sua adubacao apresenta trés dificuldades principais:

a) Pequena quantidade de adubo a ser distribuida de maneira uniforme no solo.

b) Imobilizacao em solos acidos ricos em ferro e aluminio.

c) Incompatibilidade que algumas formas contendo molibdénio apresentam com a
inoculacdo com Rhizobium. (Jacob Neto & Franco, 1986, Gupta & Lipsett,
1981,Chalt et al 1969).

De acordo com Lantmann, (2002), a principal atuacao do molibdénio esta no processo
de fixagdo simbidtica do nitrogénio pelas bactérias em associagdo com as plantas superiores.
A falta de molibdénio no solo ocasiona menor sintese da enzima nitrogenase, € como
conseqliéncia uma reducdo na fixagdo biologica de nitrogénio. Por ser um elemento estrutural
das enzimas (Urquiaga et al, 1996), ele ¢ essencial na sintese da redutase do nitrato bem como
na sintese e atividade da nitrogenase e a baixa disponibilidade deste nutriente pode afetar
estes processos.

Respostas diferenciadas em termos de nodulacdo foram observadas por diferentes
autores: até o inicio da década de 80, pesquisadores acreditavam que Azotobacter vinelandii e
outros microrganismos fixadores de nitrogénio continham uma uUnica nitrogenase, a
nitrogenase dependente de molibdénio. Esta nitrogenase, ou nitrogenase cldssica como ¢ mais
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conhecida atualmente, ¢ um complexo enzimdtico composto de duas metalo-proteinas,
designadas Fe-proteina e MoFe-proteina, ambas requeridas para a catalise.

Estudos estabeleceram que sistemas alternativos da nitrogenase, eram independentes
geneticamente, sendo eles: nitrogenase 1 (classica ou dependente de molibdénio — codificada
por genes nif), nitrogenase 2 (dependente de Vanadio (V) — codificada por genes vnf) e
nitrogenase 3 (alternativa ou apenas dependente de Ferro (Fe) — codificada por genes anf). A
nitrogenase 1, descrita anteriormente, s6 € expressa em meio contendo molibdénio e € a que
se encontra presente em todos os microorganismos diazotroficos estudados até o momento. A
nitrogenase 2 ou dependente de V ¢ um complexo enzimatico contendo V na composi¢ao do
cofator. Este cofator sé ¢ sintetizado quando V esta presente em meio livre de nitrogénio e na
auséncia de molibdénio. A nitrogenase 3 ndo contém nem molibdénio nem V e ¢ induzida
apenas na presenga de ferro, sob condi¢des de deficiéncia de molibdénio e V. Estirpes com
dele¢des nos genes estruturais (nifHDK) facilitaram o isolamento das nitrogenases 1, 2 ¢ 3 de
A. vinelandii e da nitrogenase 2 de 4. chroococcum. Desde entdo, a existéncia de nitrogenases
alternativas deixou de ser um dogma e ja foram identificadas em diversos grupos de
microrganismos diazotréficos, tais como: Anabaena variabilis, Rhodospirillum rubrum,
Rhodobacter capsulatus, Methanosarcina barkeri e Clostridium pasteurianum (Teixeira et al,
1998).

Caires & Rosolem (1999) observaram que em condi¢gdes de elevada acidez do solo, a
aplicacdo de molibdénio proporcionou um aumento de clorofila nas folhas decorrente em
grande parte ao aumento do teor de nitrogénio certamente ocasionado por maior atividade da
nitrogenase, com efeito semelhante ao da calagem. Este fato também foi observado por Vieira
et al (1998a) na cultura do feijdo, onde a aplicacdo foliar de molibdénio em solos de baixa
fertilidade aumentou a atividade da nitrogenase e redutase do nitrato, com conseqiiente
aumento no nitrogénio total acumulado no caule e aumento da eficiéncia do rizébio. Eles
concluiram que em alguns tipos de solo a fertilizacdo nitrogenada pode ser substituida pela
aplicacdao foliar de uma pequena quantidade de molibdénio. Para Hafner et al (1992) a
aplicagdo de molibdénio na dosagem de 100g.ha™, foi suficiente para aumentar a atividade da
nitrogenase. Rao & Kerridge (1993) relatam que o Arachis pintoi apresenta uma baixa
exigéncia nutricional para o molibdénio e Quaggio et al (2004) observaram em Arachis
hypogaea que o molibdénio proporcionou aumento da concentragdo de nitrogénio nas folhas e
conseqliente provocando com isto aumento na produtividade do amendoim nos tratamentos
com doses de calcario mais baixas.

A adicdo de molibdénio em solos cultivados por mais de oito anos com soja, provocou
um aumento na fixagdo biologica de nitrogénio e na produtividade da soja, ndo afetando
porém a nodulacdo (Campo & Lantmann 1998). Em Arachis hypogaea o molibdénio
aumentou a matéria seca de nddulos mas ndo interferiu de forma significativa no nimero de
nddulos, e sua aplicacdo ndo influenciou a absor¢do de nitrogénio; o nimero de nddulos foi
mais adequado que o peso da massa seca do nédulo para avaliagdo do amendoim, destacando-
se a dificuldade existente para este tipo de estimativa na cultura do amendoim, devido a
grande quantidade de nddulos com pequeno diametro (Caires & Rosolem, 2000).

O estudo de fixacao bioldgica de nitrogénio em feijdo e soja tem demonstrado que ¢
possivel aumentar a produtividade destas culturas aumentando a eficiéncia do processo
simbidtico de fixacdo do nitrogénio (Vargas & Suhet, 1980; Jacob Neto, 1985). O uso
intensivo do solo, com cultivos sucessivos de soja, tem provocado uma retirada crescente de
molibdénio do solo, sem haver em muitos casos, a reposi¢do adequada. Com o passar dos
anos, mesmo solos com pH alto, podem apresentar deficiéncia de molibdénio, como foi
observado para feijao por Jacob Neto et al (1995) e niveis elevados de calcario (4 a 6 t/ha)
podem causar redugdo no peso seco dos noédulos sem influenciar o peso seco da parte aérea
(Samarao et al, 1986).
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As estirpes de Bradyrhizobium sp. respondem de forma variada a diferentes fontes de
molibdénio. O contato entre o inoculante e 0 molibdénio provocou uma redu¢do no niimero de
células, na nodulacdo e conseqiientemente na fixa¢do biologica de nitrogénio (Albino &
Campo, 2001). Esses autores sugerem que a aplicagdo de molibdénio nas sementes com o
inoculante, deve ser evitada.

As fontes de molibdénio mais eficientes para a fixa¢do bioldgica de nitrogénio sdo
molibdato de amonia , trioxido de molibdénio e as fontes comerciais grap e comol.

No cultivo de soja a aplicagdo nas sementes de molibdénio na dose de 48g.ha™ em
solo que apresentava pH de 5,2 ndo alterou a nodulagdo e a eficiéncia do processo biologico
de fixacao de nitrogénio e a produtividade (Marcondes & Caires, 2005).

Em feijao, a aplicacdo foliar de molibdénio promoveu a redugcdo no niimero de
nddulos por planta, e um aumento no tamanho e peso do nédulo, considerando que uma alta
fixagdo de nitrogénio e alta produ¢do de graos dependem do peso total dos nddulos e de sua
longevidade com a pratica da utilizagdo do molibdénio, obtem-se nddulos maiores e mais
ativos e evitando-se a sua senescéncia, provocando com isto uma fixacao de nitrogénio efetiva
por longo periodo de tempo e permitindo uma maior producdo com dispensa da aplicacdo de
nitrogénio (Vieira et al 1998b).

Em termos de produtividade, a elevacdo do nivel de molibdénio promoveu aumentos
crescentes na produtividade da cultura do arroz a medida que se elevou o nivel de molibdénio
(Sudim et al, 2002). Em soja, Campo & Hungria (2001), observaram que a aplicacdo de
molibdénio via sementes, pulverizagdo foliar ou sementes ricas em molibdénio ndo reduziu o
peso seco de nddulos e aumentou o rendimento de graos e teores de proteina nos graos.

Em Phaseolus vulgaris, Polidoro et al (1998), verificaram que o teor de matéria seca
da planta ndo foi afetada significativamente pela aplicagdo de molibdénio. De acordo com
Jesus et al, (2006) a adigdo de molibdénio melhorou o contetido de nitrogénio na planta e
acimulo de molibdénio nas folhas, porém a biomassa ndo aumentou significativamente.

A realizagdo de calagem superficial na cultura da soja, ndo disponibilizou o
molibdénio em quantidades suficientes para o seu desenvolvimento, mas resultados positivos
foram obtidos com a aplica¢do de molibdénio na dose de 30g.ha” (Voss & Pottker, 2001). Em
termos de produtividade, sementes tratadas com 48gha’ ndo produziu diferencas
significativas (Gris et al, 2005). A fertilizagdo foliar com molibdénio cultivada sob plantio
direto ndo produziu resposta (Campos & Gnata, 2006).

Na cultura do feijo, a adubacdo com 40g.ha™ de molibdénio promoveu um aumento
em altura em plantas de feijao, maior nimero de vagens e acréscimo na produtividade de 91%
em relacdo a testemunha (Andrade et al, 2001). A aplicacdo foliar de 75g.ha” de molibdénio
causou um aumento no nimero de vagens numero de graos por vagens e o peso médio de cem
graos (Lima et al, 1999) O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) nao foi afetado
significativamente apds a aplicagdo com molibdénio (Braga & Vieira, 1998). Pode ser
adsorvido a matéria orgénica e a 6xidos de ferro e aluminio (Reisenauer et al., 1962; Karimian
& Cox, 1978) tornando-o ndo disponivel para a planta.

Em plantas de feijdo as maiores concentracdes de molibdénio foram encontradas nos
nédulos (Franco & Munns, 1981; Jacob Neto, 1985, Jacob Neto & Franco, 1989) e em soja
(Ishizuka, 1982), quando crescidos em ambientes sem excesso de molibdénio disponivel. O
estabelecimento do nivel critico de molibdénio em nodulos de feijao foi realizado por Jacob
Neto (1985) e Jacob Neto & Franco (1989). Dados obtidos por Jacob Neto (1998) sugerem
que o nivel critico de molibdénio nos nddulos de soja situe-se na faixa de adubagdo de 50g.ha’
"a 120g.ha” de molibdénio quando as cultivares, Doko e Emgopa 301 foram crescidas em
solo podzolico vermelho amarelo deficiente. Os resultados confirmaram as dificuldades de se
trabalhar com molibdénio devido a sua pequena faixa de suficiéncia - deficiéncia.
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Pelas dificuldades de se aplicar molibdénio nas condi¢des de campo, tem-se buscado
alternativas mais praticas para fornecer molibdénio as plantas, aumentando o contetido de
molibdénio nas sementes (Meagher, 1952; Jacob Neto, 1985; Jacob Neto & Franco, 1986). A
aplicacdo foliar de molibdénio em um hectare poderd produzir sementes molibdenizadas
suficientes para o plantio de aproximadamente 50 hectares de soja e de cerca 30 hectares de
feijdo, dependendo da produtividade esperada da cultura. A aplicagdo além de ser barata,
podera ter seus custos reduzidos se for feita juntamente com um trato cultural qualquer da
cultura, como a aplicagdo conjunta com inseticidas ou fungicidas, segundo Silva et al (2003)
na cultura do feijao a aplicagdo conjunta de molibdénio e defensivos agricolas nao interfere na
atua¢ao do molibdénio.

Harris et al.(1965) verificaram que sementes de soja com 22,4 ppm de molibdénio foi
suficiente para a sua progénie se desenvolver normalmente sem adubag¢do complementar com
molibdénio. Resultados de Jacob Neto & Franco (1988) e Jacob Neto & Franco (1995)
sugeriram que as concentracdes de molibdénio nas sementes para a planta se desenvolver sem
adubacao complementar deveria ser acima de 7,05 ppm.

Em 1997, Jacob Neto e colaboradores apresentaram resultados mostrando que
sementes de soja com concentragdo acima de 3,5 pug Mo.semente” ja tinham molibdénio
suficiente para a planta se desenvolver sem adubacdo complementar de molibdénio. Neste
mesmo trabalho, os autores verificaram que o melhor estdgio para aplicar molibdénio via
foliar em soja, seria no periodo de enchimento de grdos, apesar de ter havido pequena
diferenga entre cultivares.

O processo de peletizagdo tem sido usado na tentativa de adicionar outros
micronutrientes junto com molibdénio, como cobalto, ferro, manganés e zinco. Entretanto o
elemento que tem apresentado os resultados mais consistentes ¢ o molibdénio. Trabalho
recente publicado por Sfredo et al. (1997) atribui ao molibdénio o aumento de proteina nos
graos de soja. Neste trabalho os autores trabalharam com diferentes fontes de micronutrientes,
mas atribuem ao molibdénio, os principais efeitos positivos na producdo de soja.

Este experimento com Arachis pintoi foi realizado com o objetivo de estudar a
resposta de Arachis pintoi cv. Amarillo ao molibdénio, em relagdo a biomassa e nodulagao,
visando otimizar a aplicagdo deste micronutriente tendo em vista a caréncia de estudos
envolvendo o molibdénio e esta leguminosa.
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4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de maio a agosto de 2006, em potes com
capacidade para dois quilos, que receberam a inoculacdo com uma suspensdo de células
(2,0mL de meio de cultura semi-sélida por pote) de rizobio da estirpe CIAT-5067 (BR-1418),
com aproximadamente vinte sementes por pote e apds a germinagdo procedeu-se o desbaste
permanecendo uma planta por pote.

O solo utilizado foi do tipo Argissolo Vermelho Amarelo coletado no Colégio Agricola
Nilo Peganha, localizado no municipio de Pinheiral-RJ, do horizonte B, estabelecida entre 20-
40cm e com pH 4,5. com as caracteristicas quimicas e granulométrica determinadas no
LABFER (Laboratorio de analise de solo, planta e residuos) da UFRRJ, com o seguinte
resultado:

Tabela 1 Resultado da andlise quimica do solo.

Na Ca Mg K H+Al Al S T \Y% m N pH Corg P K
Cmol/dm’ H,0 %  mg/l
1:2,5
0,016 14 1,6 0,05 3.8 5,0 3,06 6,86 45 72,836 0 4,5 0,53 1 19

m — saturacdo por aluminio; n — saturacdo por sodio; Cmol/dm’ = meq/100ml de TFSA;
mg.kg"' = ppm

Tabela 2 Resultado da andlise granulométrica do solo.

Argila (%) Areia (%)  Areia Fina (%) Areia Grossa (%)  Silte (%)
50 34 1 33 16

O delineamento experimental foi estabelecido em blocos ao acaso com 04 repeti¢des, e
com esquema fatorial utilizado-se os seguintes tratamentos, com molibdénio T;: Og.ha™ ; Ty:
50g.ha™; Ts: 100g.ha; T4 200g.ha”, utilizado na forma de molibdato de aménio
(NH4)6M0074.4H,0, que mostrou ser uma boa fonte de molibdénio (Franco et al, 1980),
realizada via solug¢do, com 2mL por pote em trés niveis de pH: pH;: 4,5; pHa: 5,0 e pHs: 6,0
obtidos com a incorporagdo de calcario dolomitico marca Paraiso, produzido em Italva-RJ,
com a seguinte composi¢ao: CaO — 30%, MgO — 12,10%.

Foram utilizadas duas épocas de colheitas sendo a primeira com quarenta e nove dias e
a segunda com setenta e oito dias, e foram avaliados os seguintes pardmetros: comprimento da
parte aérea; comprimento da raiz; peso da massa seca da raiz; peso da massa seca da parte
aérea; didmetro da raiz; nimero de nodulos; peso da massa seca dos nddulos.

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncias

Ambientais — IF, com temperatura média de 27°C e umidade relativa do ar média de 86%.
No procedimento estatistico, para se testar a normalidade da distribuicdo dos erros foi
utilizado o teste de Lilliefors e a homogeneidade da variancia dos erros foi verificada pelos
testes de Cochran e Bartllet. Quando necessario utilizou-se a transformacao [1x + 1, para
promover uma distribuicdo normal entre os erros. Para comparacdo de médias dos
tratamentos, foi adotado o teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Gomes, 1990). As analises
foram realizadas com uso do software SISVAR.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira colheita aos quarenta e nove dias, verificou-se que a nodulagdo foi
influenciada significativamente com a variagao do nivel de pH, observando-se que no pH 4,5
Figura 1A as plantas apresentaram nodula¢do com valores inferiores ao nimero de ndédulos
obtidos nos niveis de pH 5,0 e pH 6,0. Estes dados apresentaram a mesma tendéncia aos
obtidos por Hungria & Vargas (2000) que afirmaram ocorrer uma drastica redugdo na
nodulacdo em pH 4,5. Associado a este fato deve-se considerar que neste nivel de pH o
aluminio também pode atuar como um fator de redu¢do deste parametro. Shamsuddim et al
(1992) afirmaram que este nutriente promove a diminui¢do do alongamento radicular e
segundo (Machado, 1997) ele provocou o menor crescimento em pH 4,0 (Nolla et al, 2004).
Estas afirmativas conduzem ao fato de que provavelmente a associacdo do aluminio em
conjunto com o pH pode ter causado uma reducdo dos sitios de infeccdo das raizes,
prejudicando o processo de nodulagao no nivel de pH 4,5. Nos tratamentos com molibdénio
nas concentragdes de 50g.ha” e 200g.ha™' ndo foi observada nodulagdo, porém nos solos com
os demais niveis de pH (5,0 e 6,0) a nodulagdo ocorreu em todos os tratamentos. No
tratamento com 100gha” (Figura 2) de molibdénio, foram observadas diferencas
significativas em relagcdo ao pH; a nodulagdo ocorrida neste tratamento ao nivel de pH 5,0, foi
significativamente superior aos outros nos niveis de pH 4,5 e pH 6,0. Ainda em relacdo a
nodulagdo, (Figura 2) foram observadas diferengas significativas no nivel de pH 5,0 na
concentragdo de 100g.ha” de molibdénio, diferindo significativamente da testemunha e da
concentracio de 200g.ha”. Dechen & Nachtigall (2006) relatam que a maior ou menor
disponibilidade de molibdénio para as plantas foi determinado pelo pH do solo, indicando ser
este um fator limitante.

Para Hungria & Vargas (2000) uma boa nodulagdo e fixagdo de nitrogénio em soja
sdao obtidas com pH 5,0 e neste pH se assegura a disponibilidade do molibdénio. Campo &
Lantmann (1998) relataram a falta de resposta da nodulagdo a aplicacdo de molibdénio em
condigdes de solo &cido de primeiro ano de cultivo com soja. Marcondes & Caires (2005)
também encontraram que no pH 5,2 a aplicagdo de molibdénio na dose de 48g.ha™' nio alterou
a nodulagdo. Caires & Rosolem (2000) observaram que o molibdénio nao interferiu de forma
significativa no nimero de nodulos. Albino & Campo (2001) relatam que a nodulagdo pode
ser reduzida pelo contato entre o inoculante e o molibdénio. Segundo Vieira et al (1998b) a
aplicacao foliar do molibdénio causou redu¢do no nimero de nédulos por planta.

Para o peso da massa seca dos nodulos (Figuras 1B e Figura 3) as diferencas entre as
doses de molibdénio ndo mostraram variagdo significativa entre os diversos tratamentos,
apresentando, um maior peso da massa seca de nddulos para o nivel de pH 5,0 e 6,0. Caires &
Rosolem (2000) e Vieira et al (1998b) observaram aumento no peso seco dos nédulos com o
uso de molibdénio. Adicionalmente, Caires & Rosolem (2000) relata que para o amendoim
Arachis hypogaea o nimero de nodulos foi o pardmetro mais adequado que o peso da massa
seca do nodulo para se avaliar a nodulacao do amendoim.
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Figura 1 Efeito do pH em plantulas da cultivar Amarillo na primeira coleta aos 49 dias ap6s o
plantio. As médias nos graficos A, B, C, D e E seguidas pela mesma letra mintiscula nio
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Numero de ndédulos/planta

MO0g de Mo A50g de Mo O100g de Mo E200g de Mo

Figura 2 Numero de nddulos da cultivar Amarillo na primeira coleta. Valores seguidos da
mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem entre as doses e pela mesma letra minuscula
nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=24%.
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Figura 3 Peso da massa seca de nddulos da cultivar Amarillo na primeira coleta. Valores
seguidos da mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%.
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O comprimento da raiz principal conforme Figura 1C e Figura 4 ndo foi influenciado
significativamente pelas concentracdes de molibdénio e pelos niveis de pH. No pH 4,5 foi
observado um menor desenvolvimento da raiz principal do que nos demais niveis e na
concentragdo de 100g.ha” de molibdénio (Figura 4) observou-se uma tendéncia para
promogdo de crescimento da raiz primaria. Este fato ¢ uma caracteristica importante pois,
conforme Zonta et al (2006) o crescimento radicular determina o potencial de absorcdo de
agua e nutrientes do solo, bem como vai ser o local da interagdo com os microorganismos do
solo e conseqiientemente, determinar um maior nimero de pontos de infeccdo. A relagdo entre
reducdo do comprimento da raiz, pH e aluminio foi observada por diferentes autores (Zonta et
al 2006; Tamas et al 2006; Nolla 2004; Vicente et al 2004; Menoso et al 2001; Menosso et al
2000; Nascimento 1998; Delhaize & Ryan 1995; Ryan et al 1993; Brady et al 1993).

Comprimento da raiz (cm)

frsssss
s

M 0g de Mo B 50g de Mo 0100g de Mo E#200g de Mo

Figura 4 Comprimento da raiz principal da cultivar Amarillo na primeira coleta. Valores
seguidos da mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=26%.

Na Figura 5 observa-se que na concentragdo de 100g.ha™' o tratamento com molibdato
de amoénia apresentou os melhores resultados nos diferentes niveis de pH, apesar de nao
ocorrer diferencas significativas entre os diversos tratamentos com molibdénio ou pH (Figura
ID). Jests et al (2006) e Polidoro et al (1998) também observaram que a aplicagdo de
molibdénio ndo afetou significativamente a producdo de fitomassa.
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Figura S Peso da massa seca da raiz da cultivar Amarillo na primeira coleta. Valores seguidos
da mesma letra maiuscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=4%.

Para o peso da massa seca da parte aérea, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os niveis de pH estudados neste experimento. Foi observada uma
tendéncia para um menor peso de massa seca no nivel de pH 4,5 quando comparado ao pH 5,0
e pH 6,0 conforme Figura 1E. As diferentes concentragdes de molibdénio aplicadas no solo
com pH 4,5 promoveram diferengas significativas entre os tratamentos, sendo que na
testemunha, a massa seca da parte aérea foi estatisticamente superior a obtida nas
concentragdes de 50g.ha” e 200g.ha™".

Segundo Hungate et al (2004) e Lantman (2002) a redu¢do do pH do solo pode causar
um declinio na fixacdo bioldgica de nitrogénio. Nestes casos, o efeito da acidez pode ser
minimizado pela aplicagdo de molibdénio. Caires & Rosolem (1999) relatam que em elevadas
condicdes de acidez do solo, a aplicagdo de molibdénio provocou uma melhoria da fixa¢ao
biologica de nitrogénio com efeito semelhante ao da calagem. Vieira et al (1998a) também
observaram aumento da atividade da nitrogenase e redutase do nitrato provocada pela
aplica¢ao de molibdénio (Figura 6).
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Figura 6 Peso da massa seca da parte aérea da cultivar Amarillo na primeira coleta. Valores
seguidos da mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem entre os niveis de pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=6%.

Na Figura 7A pode-se observar que o numero de nddulos obtidos na segunda colheita,
apresentou uma tendéncia ao aumento com o aumento de pH do solo. Resultados semelhantes
a este foram observados na primeira colheita, mas diferentemente do ocorrido anteriormente
(Figura 2), todos os tratamentos (Figura 8) a nodulagdo pode ter ocorrido mais tarde, ndo em
fungdo dos tratamentos, mas em funcdo da caracteristica fisioldogica da planta. Contudo a
nodulagao foi considerada baixa.

A aplicagdao de molibdénio no pH do solo igual a 6,0, (Figura 8) provocou diferenga
significativa entre o tratamento 200g.ha™ e a testemunha, ndo havendo diferenca significativa
para os tratamentos com 50g.ha” e 100g.ha” de molibdénio. Do mesmo modo que na
primeira colheita, foi observada uma tendéncia para maior nodula¢dao no maior nivel de pH.

A andlise conjunta dos dados relativos a primeira e segunda colheita mostram (Figura
14-A) que a nodulagdo promovida pelos tratamentos com molibdénio nas concentragdes de
50g.ha”’, 100g.ha’ e 200g.ha”’ na segunda colheita foi significativamente superior ao
tratamento testemunha de molibdénio e aos utilizados na primeira colheita, indicando um
efeito positivo da aplicagdo de molibdénio devido ao provavel efeito do molibdénio ao longo
do tempo, diferentemente do resultado obtido por Campo & Lantmann (1998) e Caires &
Rosolem (2000) que nao observaram alteragdes significativas no aumento do ntimero de
nddulos causado pelo molibdénio, a analise revela ainda que em relagdo aos niveis de pH nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 7 Efeito do pH em plantulas da cultivar Amarillo na segunda coleta, aos 78 dias apds
o plantio. As médias nos graficos A, B, C, D, E e F seguidas pela mesma letra mintiscula em
cada coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 8 Numero de nodulos da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores seguidos da
mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem entre as doses e pela mesma letra minuscula
nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=34%.

O peso da matéria seca do nodulo (Figura 7B) mostrou crescimento no nivel de pH 5,0
de modo similar ao obtido na primeira colheita O peso da massa seca (Figura 9) ndo
apresentou diferencgas significativas entre as concentragdes de molibdénio aplicadas. De
maneira semelhante a primeira colheita a dosagem de molibdénio influenciou o acumulo de
massa seca no pH 5,0 e pH 6,0. A analise estatistica dos dados da primeira e segunda colheita
nao indicou diferencas significativas entre os tratamentos com molibdénio utilizados assim
com para os diferentes niveis de pH.
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Figura 9 Peso da massa seca de nodulos da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores
seguidos da mesma letra maiuscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=0,09%.
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O comprimento da raiz principal nas diferentes doses de molibdénio e pH estudados
ndo apresentou diferencas significativas (Figura 7C). Observando-se que as raizes
aumentaram o seu comprimento conforme aumento do pH do solo e ao compararmos com a
primeira colheita observamos o mesmo comportamento. A aplicagio de 50g.ha” de
molibdénio promoveu a melhor resposta no comprimento da raiz principal no nivel de pH 5,0.
Deve-se ressaltar que a testemunha apresentou o comprimento da raiz principal no pH 5,0 e
no pH 6,0 superior aos tratamentos com molibdénio, demonstrando uma boa resposta do
Arachis pintoi mesmo em baixos niveis de pH para o seu estabelecimento no solo. As
diferentes épocas de colheita quando analisadas conjuntamente demonstram diferencas
significativas entre os dados referentes ao comprimento da raiz. Os tratamentos com
molibdénio na segunda colheita produziram resultados significativamente superiores aos
obtidos na primeira colheita, 4 exce¢do da concentragdo de 100g.ha™ que na primeira colheita
teve resultados estatisticamente iguais aos obtidos na segunda colheita. Para os diferentes
niveis de pH, ndo foram observadas diferencas estatisticas Figura 10.

7

Comprimento da raiz (cm)

M 0g de Mo A 50g de Mo [0100g de Mo E8200g de Mo

5,0 6,0

Figura 10 Comprimento da raiz principal da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores
seguidos da mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=35%.

Diferentemente da primeira colheita para o peso da massa seca da raiz (Figura 7D) o
pH 4,5 apresenta o maior acumulo apesar de ndo diferir significativamente dos demais niveis
de pH. Quanto aos tratamentos com molibdénio (Figura 11) observou-se que a testemunha
promoveu maior acimulo de matéria seca, sem apresentar diferencas significativas em relagao
as demais concentracdes estudadas Caires & Rosolem (1999) verificaram em amendoim que
em condi¢des de elevada acidez, a aplicacdo de molibdénio provocou uma maior atividade da
nitrogenase com efeito semelhante a calagem. Vieira et al (1998a) em feijao, também
observaram que aplicacdo de molibdénio em solos de baixa fertilidade aumentou a atividade
da nitrogenase e redutase do nitrato com conseqiiente aumento na eficiéncia do rizoébio. Na
analise conjunta dos dados, na segunda colheita a testemunha e as concentragdes de 50g.ha” e

100g.ha™! promoveram aumento no peso da massa seca da raiz significativamente superior aos
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obtidos pelos diferentes tratamentos na primeira colheita. O tratamento testemunha foi
significativamente superior a dosagem de 200g.ha™', assim como a todos os resultados obtidos
na primeira colheita.

M 0g de Mo @A 50g de Mo O0100g de Mo E200g de Mo

Peso da massa seca da raiz (g)/planta

Figura 11 Peso da massa seca da raiz da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores
seguidos da mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=48%.

No comprimento da parte aérea (Figura 7E) observou-se uma reducio neste pardmetro
conforme aumentou o valor do pH sem apresentar diferengas estatisticas. Na Figura 12 pode-
se verificar que para o comprimento, no pH 6,0 nas dosagens de 50g.ha” e 200g.ha” de
molibdénio, ocorreram as melhores respostas, sem apresentarem diferencas nas demais
concentragdes. A dosagem de 50g.ha” de molibdénio em pH 4,5 foi estatisticamente superior
ao comprimento obtido nesta concentragdo com pH 6,0, provavelmente devido aos parametros
observados por Caires & Rosolem (1999) e Vieira et al (1998a) onde a aplicagao foliar de
molibdénio em feijdo em solos de baixa fertilidade, promoveu aumento da atividade da
nitrogenase ¢ redutase do nitrato, com conseqiiente aumento do nitrogénio no caule. O
Arachis pintoi (Rao et al 1993) apresentou baixa exigéncia nutricional ao molibdénio este
nutriente em Arachis hypogaea Quaggio et al, (2004) proporcionou mais nitrogénio nas
folhas, o que aumentou a produtividade em doses de calcario mais baixas.
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Figura 12 Comprimento da parte aérea da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores
seguidos da mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pH pelo teste de Tukey a 5%. CV=68%.

Para o peso da massa seca da parte aérea, ocorreu uma variagao entre os niveis de pH
(Figura 7-F) com o pH 4,5 apresentando uma produ¢do de massa seca da parte aérea
significativamente maior que a obtida com pH 5,0, mas ndo diferindo estatisticamente do pH
6,0. As diferentes concentracoes de molibdénio tiveram a excecdo da concentracdo de
200g.ha”’, um melhor desenvolvimento no pH 4,5 sendo a concentragio 50g.ha’ foi
significativamente superior a obtida no pH 6,0 (Figura 13). A analise conjunta dos dados
demonstra que o peso da massa seca da parte aérea obtido na segunda colheita foi
significativamente superior ao obtido pelas na primeira colheita. Os diferentes niveis de pH
ndo diferiram estatisticamente entre si.
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Figura 13 Peso da massa seca da parte aérea da cultivar Amarillo na segunda coleta. Valores
seguidos da mesma letra maitscula nas colunas ndo diferem entre as doses e pela mesma letra
minuscula nas colunas ndo diferem para o pelo teste de Tukey a 5%. CV=47%.
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Figura 14 Efeito das diferentes concentracdes de molibdénio em plantulas de Arachis
pintoi cultivar Amarillo na primeira e segunda coleta. As médias nos graficos A, B, C, D,
E e F seguidas pela mesma letra minuscula em cada coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5%.
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4.6 CONCLUSOES

Foi observado efeito do pH na nodulacido na primeira e segunda colheita, com o pH
4,5 apresentando efeito deletério na nodulagao.

Nao foi observada resposta a aplicagdo de molibdénio dentro de cada nivel de pH na
primeira colheita em relacdo aos parametros analisados.

Na segunda colheita, foi observada resposta a aplicacdo de molibdénio no pH 6,0,
sendo obtido um maior nimero de nodulos na concentragdo de 200g.ha™ de molibdénio.

Nao foi observado efeito do molibdénio no acimulo da massa seca da parte aérea.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste estudo em resposta a inoculagdo com as cultivares
Amarillo, Belmonte e acesso BRA-031534 propagados vegetativamente, demonstram um
comportamento diferenciado variando em fung¢do do inoculo e da cultivar/acesso estudados. A
cultivar Belmonte mostrou uma resposta a inoculacdo superior a cultivar Amarillo e acesso
BRA-031534. As estirpes CIAT utilizadas tiveram uma tendéncia a um comportamento
equivalente as estirpes ja recomendadas para Arachis pintoi. Observou-se a existéncia das
estirpes nativas no solo compativeis com Arachis pintoi apresentando uma boa resposta para
as cultivares e acesso, e este fato sugere a realiza¢cdo de estudo em relacdo a estas estirpes. Em
face dos resultados obtidos e considerando que nos locais de plantio, ndo seria garantida a
presenca de estirpes nativas de Rhizobium que sejam eficientes, recomenda-se que as estirpes
utilizadas neste trabalho sejam utilizadas no processo de inoculagao, para garantir a nodulacao
e obtencao de melhor desenvolvimento da cultura.

Com relagdo a influéncia do aluminio em plantas de Arachis pintoi propagado através
de sementes ou estoldo, observou-se uma tendéncia para inibicdo do crescimento da raiz na
concentragdo de 320uM. Entre as cultivares avaliadas a Belmonte foi a que se mostrou mais
tolerante aos efeitos negativos do aluminio, e portanto recomenda-se esta cultivar para uso em
solos com elevada concentracao de aluminio.

Em relagcdo ao uso do molibdénio verificou-se resposta na segunda coleta indicando
resposta da planta a aplicagdo deste micronutriente
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