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A SABEDORIA E O ENTENDIMENTO

Mas onde se achard a sabedoria? E onde estd o lugar do

entendimento?

O homem ndo lhe conhece o caminho; nem se acha ela na terra dos

viventes.

O abismo diz: N&o estd em mim; e o mar diz: ela ndo estd comigo.

Ndo pode ser comprada com ouro fino, nem a peso de prata se

trocara.

Nem se pode avaliar em ouro fino de Ofir, nem em pedras preciosas

de berilo, ou safira.

Com ela ndo se pode comparar o ouro ou o vidro; nem se trocara por

jéias de ouro fino.

Ndo se fard mencdo de coral nem de cristal; porque a aquisicdo da
sabedoria é melhor que a das pérolas.

Ndo se lhe igualard o topazio da Etidpia, nem se pode comprar por

ouro puro.

Donde, pois, vem a sabedoria? Onde estd o lugar do entendimento?

Estd encoberta aos olhos de todo vivente, e oculta as aves do céu.

O Abadom e a morte dizem: Ouvimos com 0S nossos ouvidos um rumor

dela.

Deus entende o seu caminho, e ele sabe o seu lugar. Porque Ele
perscruta até as extremidades da terra, sim, Ele vé tudo o que
h4d debaixo do céu. Quando regulou o peso do vento, e fixou a
medida das &guas; quando prescreveu leis para a chuva e caminho
para o relampago dos trovdes; entdo viu a sabedoria e a
manifestou; estabeleceu-a, e também a esquadrinhou.

E disse ao homem: Eis que o temor do Senhor é a sabedoria, e o
apartar-se do mal é o entendimento.

Jé. Cap. 28, vers.: 12 a 28



Os Jjovens se cansardo e se
fatigardo, e os mancebos cairaéo,
mas os que esperam no Senhor
renovarao as suas forgas;
subirdo com asas como Aaguias;
correrdao, e nao se cansarao;
andardo, e ndo se fatigardo.
Isaias. Cap. 40, vers.: 30 - 31

A Deus, de quem veio a forgca e o adnimo para completar
mais esta etapa.

Aos meus pais, Dionisio e Maria do Carmo, que em tudo
sdo exemplos de conduta e o motivo da minha
caminhada sempre adiante.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A professora Durvalina Maria Mathias dos Santos, pela determinante participacéo
em todas as etapas deste mestrado, tanto como orientadora quanto amiga, sempre
incentivando; uma exemplar profissional, cujas atitudes serviram de alicerce para o meu
aprendizado.

Aos professores David Ariovaldo Banzatto e Antonio Sérgio Ferraudo, pelas
importantes orientacdes nas analises estatisticas.

Ao professor Willian Natale, pela orientacdo e interpretacdo das analises
quimicas de solo.

A professora Fabiola Vitti Méro, pelo grande auxilio na realizagdo das avaliagdes
morfo-anatdomicas, e também a técnica de laboratério Roseli Conceigdo Silva, pela
disposicao e ajuda na confecg¢ao das laminas histologicas.

Aos professores José Antonio Proencga Vieira de Morais e Rubens Sader, pela
grande cooperagao e importantes consideragdes apresentadas.

A técnica do laboratério de Fisiologia Vegetal Sénia Maria Raymundo Carregari,
pela preciosa amizade, auxilio e grande dedicagado durante estes anos.

A professora Izabel Cristina Leite pelo agradavel convivio durante estes anos.

Aos funcionarios Aldo Antonio de Souza e Maria Lucina de Oliveira Moraes da
Silva, pela prazerosa convivéncia neste periodo.

Aos amigos: Adriano, Ana Christina, Andressa, Claudia, Elisa, Eric, Fabiana,
Felipe, Gisele, Gustavo, Kazuo, Leonardo, Lucas, Marco, Nilce, Rachel, Roberta,
William, pela agradavel convivéncia durante estes anos, e também a Pastora Cleuza e

Aline, pela companhia e grande auxilio nas dificuldades.



Vi

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de
Jaboticabal e ao Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria pelo auxilio e
utilizacao de suas dependéncias para realizagao deste trabalho.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessao da bolsa de estudo.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pelo auxilio
financeiro concedido para realizagcao de toda parte experimental (Projeto 01/03597-0).

Agradeco, em especial, a minha amiga Kennya Ap. Lucena Puch, que mesmo a
distancia participou, plenamente, sempre transmitindo animo e coragem, suas palavras
e oragoes foram uma fonte de forga que ajudaram de forma inestimavel superar as

adversidades, a vocé todo meu carinho.



Vi

SUMARIO

Pagina

INFLUENCIA ASSOCIADA DO ESTRESSE HIDRICO E DO ALUMINIO NA
GERMINACAO E CRESCIMENTO INICIAL DO GUANDU (Cajanus cajan (L.) MILLSP.)

......................................................................................................................................... 1
RESUMO ...ttt ettt e e e et e e e e e et te e e e e e s saaaseeeeaeeeasaaeeeaeseennsaneeaeeas 1
ABSTRACT .eeeiieee ettt ettt e ettt e e e e e e ettt e e e e s e et ereeeeeaanreeeeeeeeannaeaeaeeeannraeeaaeeans 2

CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS ..ot 3
1. AQUA € @S PIANLAS. ..., 6
2. AluMINIo € @S PIANTAS ........oiii e 7
3. Guandu - Cajanus cajan (L.) MillSP. .....uuuuuiiiiiieieieee e 9

3.1 CURIVAES ... e e e e e e e e e e e e e 10
TAC FAVA LAIQQ@ ....ccoooieeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e eeeeaeees 10
JAPAR 43-AFat.......cccooieeeeee ettt e e e e e e e e e e e e enab e e e e e anes 11
3.2. Crescimento e desenvolvVIMeNnto ...........coooiiiiiiiiiiiiii e 12
3.3. EStresse NidriCO......cooiiiiieee e 13
34, AIUMINIO ..ottt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeenes 14
3.5. Estresse hidrico € aluminio ..........cooooiiiiiiiiiiii e 14
3.6. Teores de prolina lIVI€ ...........ooeiiii e 15
@ ] o] = 1Yo T TR 16
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt e st sae e ee e saeeneeeas 16

CAPITULO 2 - GERMINAGAO DE SEMENTES DE GUANDU (Cajanus cajan (L.)
MILLSP.) SOB EFEITO DA DISPONIBILIDADE HIDRICA E CONCENTRAGOES DE

ALUMINIO ...ttt 25
oL i fo T [F]o7= o NP URPPPR 26
Material € MELOTOS ... ..o e a e e e e e 28
ResUItad0S € DISCUSSAO0 .........coiiiiiiiiieiie e e 30

(076 g (o] (1Yo 1T FU TR PTPRRR 46



viii

REFERENCIAS ...ttt en et eneaeanetenn e 47

CAPITULO 3 - EFEITOS DA DISPONIBILIDADE HIDRICA E DA ACIDEZ DO SOLO NO
CRESCIMENTO INICIAL E NOS TEORES DE PROLINA DE GUANDU (Cajanus cajan

(L) MILLSP.) ettt ettt ettt e e e e ettt e e e e ettt e e e e e ennse e e e e e e e annneaeeeens 50
0] (oo [8 o= To RSP ORRRURPPPRPIN 51
Material € MELOUOS ... ...ttt e e e e e e e e e e ea e 53

1. Tratamentos de acidez dO SOl ..........oooiiiiiiiiiii e 54
2. Tratamentos de disponibilidade hidrica............coooiiiiiiiiiiiii s 56
3. Avaliaghes FiSIOIOQICAS ......uuuuuuniiiaie e e e e e e e e eeeeeeeaeneaes 58
Crescimento INICIAL ........ooi e 58
PAIT@ @EIEaQ.........ccoiei e e 58
Teores de Prolina [V ........ oo e e 58
SISIEMA FATICAL ... 59
Avaliagoes Morfo-anatdimICas ............ooiiiiiiiiiiiiiiie e 60
4. Tratamento estatiStiCO ........coouiiiiii 60
ResUItados € DISCUSSAO0 ........cooiiiiiiiiiieie e e e e e e e e eeeas 61
Avaliaghes FiSIOIOQICAS .......ccooiiiiiiiiie e 61
Crescimento inicial e teores de prolina da parte aérea ...........cccccceeeeevievieeeeeeneenn. 61
Crescimento inicial do sistema radical...............oooi i 67
Avaliagbes morfo @natbmiCas. .............cccceeeeeuuuiieee et 76
CONCIUSDBES. ...ttt e e e e e e e e e e e e s e ettt e e e e eeeeeaaeeas 80

REFERENCIAS ...ttt en et en et enn e an e 81



INFLUENCIA ASSOCIADA DO ESTRESSE HIiDRICO E DO ALUMINIO NA
GERMINAGCAO E CRESCIMENTO INICIAL DO GUANDU (Cajanus cajan (L.)
MILLSP.)

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito da disponibilidade
hidrica e do aluminio na germinacéo e da disponibilidade hidrica e acidez do solo no
crescimento inicial das cultivares de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga. A
disponibilidade hidrica foi limitante para a germinagdo e crescimento inicial. Para a
germinagao, os efeitos da interagdo da disponibilidade hidrica e do aluminio foram
acentuados em estresses hidricos moderados. Os efeitos do aluminio foram
evidenciados quando havia disponibilidade hidrica. A germinagéo da cultivar IAPAR 43-
Arata foi mais tolerante aos efeitos simultdneos da disponibilidade hidrica e do aluminio,
enquanto que a cultivar IAC Fava Larga foi mais tolerante no estabelecimento da
plantula. No crescimento inicial da cultivar IAPAR-43 Aratd apresentou um menor
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radical tanto em condi¢cdes de restricao
hidrica quanto de acidez, comparada com a IAC Fava Larga. Em condi¢des de restricao
hidrica severa a cultivar IAC Fava Larga pode ser considerada mais tolerante devido ao
maior acumulo de prolina. No solo, a associagao dos fatores aluminio e restricao hidrica
severa apresentou um efeito sinergistico sobre os teores de prolina livre. As avaliagdes
morfo-anatdmicas das raizes nao apresentaram respostas que constatassem a

tolerancia diferencial para o aluminio entre as cultivares.

Palavras chave: Acidez do solo, Forrageira, Leguminosa, Potencial Osmatico, Prolina



THE ASSOCIATION EFFECTS OF THE WATER STRESS AND ALUMINUM ON SEED
GERMINATION AND ON EARLY GROWTH OF PIGEONPEA (Cajanus cajan (L.)
MILLSP.)

ABSTRACT - The aim of this work was to verify the water stress and aluminum
toxicity effects on the germination and initial growth of two pigeonpea cultivars, namely
IAPAR 43-Arata and IAC Fava Larga. Water stress was more limiting on germination
and initial growth. The germination was significantly reduced under simultaneous effects
of water stress and aluminum toxicity when in conditions of moderate water stress.
Aluminum toxicity effects were observed only in conditions of a few water stress. The
germination of IAPAR 43-Aratd and the initial growth of IAC Fava Larga, were more
tolerant in simultaneous conditions of water stress and aluminum. |IAPAR 43-Arata
showed lower root and shoot development than IAC Fava Larga during early growth
under both stresses. Due to the high amounts of free proline present in IAC Fava Larga,
cultivated under conditions of severe water stress, this cultivar can be considered
drought-tolerant. Synergistic effects were evident in the amounts of free proline levels,
when aluminum and several water stresses were combined. The lack of differential
tolerance to aluminum on morpho-anatomical root systems did not show any clear

responses between cultivars.

Keywords: Acid soil, Forage, Legume, Osmotic Potential, Proline



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

A espécie Cajanus cajan (L.) Millsp., forrageira conhecida como guandu, ocupa
mundialmente o 6° lugar em importancia alimentar dentre as leguminosas produtoras de
graos, sendo usada extensivamente na Asia tanto para alimentagdo humana como para
alimentag&o animal (PONS, 2002).

No Brasil, a cultura do guandu foi introduzida, principalmente, devido a habilidade
de ser resistente a seca e de crescer em solos pobres, além de ser uma planta muito
adaptada as condi¢cbes climaticas do pais, apresentando bons resultados como
fornecedora de graos para alimentagdo humana e massa verde nos pastos em periodos
de chuvas escassas (ALCANTARA e BUFARAH, 1988; ALVES e MEDEIROS, 1997).

O estresse hidrico influencia diversos aspectos do desenvolvimento da planta
desde a germinacao até a senescéncia, e a sensibilidade diferencial de uma planta nos
diferentes estadios de desenvolvimento pode reduzir, acentuadamente, o crescimento
vegetal (SANDERSON et al., 1997).

No processo de germinagdao das sementes, a primeira etapa na sequéncia de
eventos indutores do crescimento do embrido € a absor¢do de agua, ou seja a
embebig¢do, que inicia uma série de processos fisioldégicos e bioquimicos no interior da
semente, os quais, na auséncia de outro fator limitante, resultam na emergéncia da raiz
primaria e estabelecimento da plantula (POPINIGIS,1977). Deste modo, as sementes
expostas a condi¢cdes de estresse hidrico tém o seu metabolismo alterado, podendo
retardar o processo germinativo e de estabelecimento da plantula, ou até mesmo inibi-lo
completamente (TAIZ e ZEIGER, 2002).

As plantas sob estresse hidrico, apresentam alteragbes nos processos
fisiolégicos que estdo mais diretamente associados com a produtividade das pastagens,
tais como movimento estomatico, fotossintese, respiracao, translocacao e particao de
fotoassimilados (TURNER e BEGG, 1978), pois a estratégia de sobrevivéncia das
plantas em habitats caracterizados como estressantes ndo é a maximizacdo da

produtividade, mas certamente uma composi¢cao equilibrada entre o rendimento e a



sobrevivéncia (LARCHER, 2000). Contudo, a intensidade dos efeitos prejudiciais na
planta dependera da duracdo e da severidade do estresse, do estadio de
desenvolvimento e do gendtipo utilizado (TAIZ e ZEIGER, 2002).

As distintas situacbes de estresse hidrico, no solo, podem ser simuladas em
condigdes de laboratorio, utilizando-se solugdes aquosas em diferentes potenciais
osmoéticos (HARDEGREE e EMMERICH, 1994), com o polietilenoglicol, (PEG), que é
um agente osmaotico, quimicamente inerte, atoxico para as sementes e constituido por
moléculas grandes que impedem sua passagem pelo tegumento (VILLELA et al., 1991).

Na cultura do guandu, o efeito prejudicial do elevado estresse hidrico no
potencial osmotico (ys) de -1,2 MPa, pdde ser notado somente no estadio de
crescimento inicial mais tardio, aos 29 dias apdés a semeadura (SANTOS et al., 1998),
revelando que o crescimento da raiz primaria e da plumula diminui acentuadamente
nesse maior estresse hidrico.

Com relagcdo ao aluminio, a disponibilidade deste elemento constitui,
inicialmente, uma conseqiiéncia da acidez dos solos (SIMPLICIO, 1999), pois a
condigdo de acidez elevada resulta na dissolugdo de minerais de argila e 6xido de
aluminio, conduzindo ao aparecimento da forma trocavel, constituindo assim o aluminio
o fator mais limitante da produtividade das plantas em solos acidos (BONATO et al.,
2000). O pH do solo determina a nutrigao e distribuicdo do vegetal, uma vez que muitos
processos bioquimicos ocorrem somente em uma estreita faixa de valores de pH,
principalmente na faixa entre 6,0 e 7,0 (LARCHER, 2000).

Os efeitos da toxicidade do aluminio na cultura do guandu, sdo notados tanto na
parte aérea como no sistema radical’, todavia, tais efeitos sdo mais proeminentes nas
raizes, resultando em um desenvolvimento pouco vigoroso, com engrossamento e
coloragao dos tecidos anormais (NARAYANAN e SYAMALA, 1989).

De um modo geral, os estudos dos efeitos simultaneos dos estresses hidrico e
de aluminio sdo escassos na literatura (KRIZEK e FOY, 1988; WALLACE, 1990;
ZAIFNEJAD et al.,, 1997), pois a maioria das pesquisas com plantas cultivadas

' radical: do lat. radix, adjetivo relativo a raiz (CUNHA, 1997).



enfatizam os efeitos isolados dos estresses isto € somente o hidrico ou somente do
aluminio (ZAIFNEJAD et al., 1997).

Para capacitar as plantas a tolerar o estresse hidrico, o ajustamento osmético
constitui-se um dos mecanismos fisiolégicos mais importante (Begg e Turner, 1976,
citados por BURLE e RODRIGUES, 1990). Salienta-se que, as mudangas no potencial
osmotico causado pela concentracdo de solutos, advindas da perda de agua séo
totalmente distintas daquelas causadas pelo acumulo ativo de solutos. Neste caso a
célula permanece turgida devido ao ajuste osmoético que protege a célula na
desidratacao, contrariamente a célula plasmolisada que nao tem o ajuste osmoético, e
portanto, o volume celular é inversamente proporcional ao potencial osmaético (GUO e
OOSTERHUIS, 1997). Os compostos envolvidos no ajustamento osmoético
compreendem substancias inorganicas como potassio e cloreto e orgénicas como
agucares soluveis, acidos organicos e, principalmente, aminoacidos livres, como a
prolina (INGRAN e BARTELS, 1996).

O acumulo de prolina estd associado ndo somente as plantas que se
desenvolvem sob condi¢cdes de estresses hidrico mas também sob condicbes téxicas
de aluminio, pois deve envolver mecanismos fisiolégicos similares para conter estes
dois tipos de estresses (ZAIFNEJAD et al., 1997). As plantas sob efeito do aluminio
apresentam acumulo de prolina (GALVEZ et al., 1991). Em cultivares de ervilha, trigo,
milho e cevada, sob condi¢des de excesso de aluminio o acumulo significativo de
prolina indica que a sintese deste aminoacido esta inteiramente relacionada com os
teores de aluminio presentes nas plantas (Klimashevskii, 1983, citado por ZAIFNEJAD
et al., 1997).

Os efeitos simultdneos dos estresses hidrico e aluminio, causam um aumento
nos teores de prolina tanto na parte aérea quanto no sistema radical de plantas de
sorgo, mas, para uma melhor compreensao desses efeitos simultaneos sobre o
acumulo de prolina, mais estudos devem ser realizados com outras plantas cultivadas,

pois sao poucas as informagdes na literatura pertinente (ZAIFNEJAD et al., 1997).



1. Agua e as plantas

A deficiéncia hidrica pode reduzir significativamente os rendimentos das lavouras
e restringir as latitudes e os solos onde espécies comercialmente importantes podem
ser cultivadas (NEPOMUCENO et al., 2001).

Os teores hidricos na semente dependem da composicdo quimica e da
permeabilidade do tegumento da semente a agua (potencial matricial), os quais
determinam a umidade minima necessaria para que ocorra a germinagao. Portanto, de
um modo geral, potenciais osmaéticos com valores de pressao (MPa) muito negativos no
substrato, provocam atraso e/ou diminuicdo na porcentagem de germinagao
(BRADFORD, 1995).

No crescimento inicial ou nos estadios mais tardios de crescimento das plantas, a
diminuicdo da disponibilidade hidrica nao limita apenas a dimensado das folhas
individuais, mas também o numero de folhas, porque diminui tanto o numero como a
taxa de crescimento dos ramos, provavelmente em decorréncia do menor crescimento
do caule (TAIZ e ZEIGER, 2002). A seca pode entretanto, estimular as reacodes
adaptativas que capacitam as plantas a sobreviverem em periodos prolongados de
deficiéncia hidrica (LARCHER, 2000).

O sistema radical profundo e elevada resisténcia estomatica, sdo consideradas
caracteristicas para evidenciar uma maior resisténcia a seca (RODRIGUES, 1993). As
raizes responsaveis pela absorgdo de agua e nutrientes, podem interagir, conforme o
ambiente, com os fatores abidticos e bidticos que induzem as modificacbes do seu
crescimento e desenvolvimento (TAIZ e ZEIGER, 2002). Por outro lado, o estresse
hidrico pode aumentar a razdo raiz/parte aérea das plantas (GERASKIS et al., 1975),
provavelmente porque a parte aérea da planta tende a crescer até que a absorgao de
agua pelas raizes seja limitante, e inversamente o sistema radical tende a se
desenvolver até que sua necessidade em fotoassimilados seja igual a quantidade que é
produzida na parte aérea (TAIZ e ZEIGER, 2002).

A medida que a restrigao hidrica no solo aumenta, o seu potencial matricial (ym)

torna-se cada vez menor, e as plantas por sua vez s6 conseguem absorver agua



quando o potencial hidrico celular € menor que o potencial hidrico do solo. O
ajustamento osmatico, ou acumulo de solutos pelas células, € um processo pelo qual o
potencial hidrico pode diminuir sem que haja redugdo da turgidez das células das
plantas. O ajustamento osmoético ndo € devido ao aumento na concentragcao de solutos
que ocorre durante a desidratacdo e da diminuicdo de volume celular, pois neste
mecanismo 0 aumento na concentracdo de solutos é independente das alteragées no
volume das células resultantes da perda de agua (COSTA, 2003). Para que ocorra o
ajustamento osmoético, existe a participacdo de muitas substancias dentre elas os
solutos compativeis como a prolina, aminoacido que nao interfere com o metabolismo e
acumula-se no citoplasma de forma a manter o equilibrio hidrico entre o vacuolo e o
citoplasma (TAIZ e ZEIGER, 2002).

2. Aluminio e as plantas

A maioria das terras cultivadas, aproximadamente 78,4%, € composta de solos
acidos que impossibilitam a exploragcdo economicamente viavel das culturas, uma vez
que os processos de formagdo do solo que originam a sua acidez, frequentemente,
ocasionam também o esgotamento de alguns elementos essenciais para as plantas
(HAMEL et al., 1998). Assim os problemas da baixa fertilidade dos solos acidos, sao
bem generalizados em muitas partes do mundo, sendo particularmente comuns nos
tropicos umidos, incluindo a América do Sul (van WAMBEKE, 1976 e FUENTE-
MARTINEZ e HERRERA-ESTRELLA, 1999). Somente no Brasil, os solos do cerrado,
com baixa capacidade de troca de ions e alta toxicidade de aluminio representam 205
milhdes de hectares (Pandey et al., 1994, citados por FUENTE-MARTINEZ e
HERRERA-ESTRELLA, 1999).

O aluminio é o principal ion encontrado em condi¢des de acidez no solo, tanto na
forma de AP* (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 1979;
FUENTE-MARTINEZ e HERRERA-ESTRELLA, 1999), quanto na forma de Al(OH)" a
qual pode tornar-se soluvel dependendo do valor do pH (DELHAIZE e RYAN, 1995),

isto &, pH menor que 5 permite que a forma Al** exista como hexahidrato octaedral,



(Al(H20)s>*), mas conforme o pH aumenta, ocorre sucessiva desprotonizagdo do
Al(H,0)*" para a forma Al(OH)"? e AI(OH),"" (SIMPLICIO, 1999).

Em solos muito acidos em que sao liberados ions aluminio, ferro e manganés em
excesso, ocorre deficiéncia de ions calcio, magnésio, potassio, fosforo e molibdénio, ou
ainda estes ions encontram-se ligados dificultando a absor¢cédo pelas plantas
(LARCHER, 2000).

De um modo geral, quantidades maiores que 0,5 mg dm™ de aluminio podem
causar efeito toxico na planta, embora quantidades menores que esta na solugéo do
solo também sejam toxicas para espécies menos tolerantes a esse elemento, pois em
uma mesma espécie, pode-se encontrar cultivares e/ou variedades que evidenciem
variados graus de tolerancia a toxicidade de aluminio (MALAVOLTA, 1980).

Nos solos acidos, as plantas cultivadas mesmo em condicbes adequadas de
nutrientes, podem n&o atingir taxa de crescimento e produtividade 6étimas, quando
teores elevados de aluminio estdo presentes (FUENTE-MARTINEZ e HERRERA-
ESTRELLA, 1999; SIMPLICIO, 1999).

Os efeitos prejudiciais do aluminio sobre as plantas de diversas espécies, séo
observados tanto no sistema radical quanto na parte aérea das plantas (FAHL et
al.,1980; 1982), destacando-se os efeitos deletérios nas leguminosas forrageiras como
Stylosanthes spp (RODRIGUES, 1979; SILVA, 1998) e Vigna spp (YANG e ZHANG,
1998; YANG et al., 1999).

Por ser um elemento de pouca mobilidade dentro da planta (EPISTEIN, 1974), os
efeitos do aluminio sdo mais evidentes no sistema radical onde provoca um detrimento
na formacédo da estrutura das raizes, induzindo ao sintoma inicial mais drastico da
toxicidade, a inibicdo do alongamento celular, mas também induz engrossamento e a
diminuicdo da permeabilidade das células radicais (CAMBRAIA et al., 1990;
SANDERSON et al., 1997), com consequente inibicdo da divisdo celular e redugdo da
sintese de DNA (FAHL et al., 1980; TICE et al.,, 1992; KOCHIAN, 1995). Também,
fisiologicamente, a toxicidade do aluminio pode inibir as enzimas envolvidas na

respiracao e na translocagéo e absorc¢ao de nutrientes (BENNETT, 1996).



Os efeitos deletérios mais evidentes do aluminio ocorrem nos apices das raizes
(BENNET e BREEN, 1993), possivelmente porque a permeabilidade celular da raiz é
maior nesta regido que em outras regides da raiz (Rasmussen, 1968 citado por PINTRO
et al., 1995). De fato, as mudancgas ultraestruturais nas células da coifa de raizes sob
efeito de 0,05 mol m™ de aluminio, mostram um aumento no nimero de vesiculas e do
reticulo endoplasmatico, além da menor espessura da parede celular e maior
vacuolizagéo nas células (BENNET et. al., 1987; IKEDA e TADANO, 1993). Também as
raizes que sao danificadas pelo aluminio conseguem crescer apenas em um volume
limitado de solo (WRIGHT, 1989), visto que as plantas tolerantes ao aluminio
conseguem desenvolver seu sistema radical em profundidade e explorar maior volume

de solo em busca de agua e nutrientes (FURLANI et al., 1985).

3. Guandu - Cajanus cajan (L.) Millsp.

O género Cajanus apresenta duas espécies, Cajanus cajan (L.) Millsp.,
distribuida pantropicamente, e Cajanus kerstingii Hrams., endémica nas savanas da
Africa Ocidental, porém, de ocorréncia rara (Thothathri e Jain, 1981, citados por
WUTKE, 1987).

De um modo geral, o género Cajanus € freqientemente encontrado nas regides
tropicais e subtropicais, notadamente em paises da Asia, Africa e América Latina
(NENE et al., 1990).

A espécie Cajanus cajan (L.) Millsp., conhecida como guandu, pertence a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Cajaninae, com sinonimia
de Cajanus indicus Spreng, Cajanus flavus D.C, Cytipus cajanus L. e Cajanus cajan (L.)
Druce (CRONQUIST, 1981; WUTKE, 1987). Apesar do centro de origem da espécie
Cajanus cajan permanecer incerto, é provavel que seja originaria da india, onde é muito
cultivada (Gooding, 1962, citado por WERNER, 1979), ou nativa da Africa, de onde teria
se deslocado para a india e, posteriormente, introduzida na América Central e do Sul,

na época do descobrimento do Novo Mundo pelos europeus (WUTKE, 1987).
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As plantas caracteristicamente sdo perenes, eretas, arbustivas, com 1 a 3 m de
altura, folhas trifolioladas, com pequenas glandulas na superficie. Na india, onde se
concentra aproximadamente 90% da produgdo mundial, a semeadura ocorre
principalmente na estacdo chuvosa, desenvolvendo-se na estagcdo seca subsequente
por meio da agua armazenada no solo, sendo expostos a periodos de seca passageira
durante o desenvolvimento vegetativo (NENE et al., 1990). Além disso, crescem em
solos pobres (ABRUNA et al.,, 1984), apresentando, também, adaptacédo aos mais
variados tipos de solo, desde arenosos aos argilosos pesados, desenvolvendo-se
satisfatoriamente na faixa de pH de 5,0 a 7,0 (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA, 1979; NENE et al., 1990).

Apesar de existir fatores limitantes para um amplo cultivo, visto que o guandu é
muito sensivel ao alagamento e a geada (Gooding, 1962, citado por WERNER, 1979;
NENE et al., 1990), para o produtor rural, o guandu proporciona baixos custos de
producdo que se reflete diretamente no lucro da atividade pecuaria e melhorias na
fertilidade do solo, decorrentes da habilidade que esta forrageira apresenta para a
fixacdo simbidtica de nitrogénio no solo (PONS, 2002). Considerando que, dificilmente
uma unica cultura tenha capacidade para fornecer forragem durante o ano todo, a
caracteristica que o guandu apresenta de crescer em periodos adversos, que limitam o
crescimento de outras forrageiras, constitui-se em uma importante alternativa para a
provisdo de alimento de alta qualidade e reducdo de custos com a colheita e o

armazenamento de forragem no periodo da entressafra (RAO et al., 2002).
3.1. Cultivares
IAC Fava Larga
A cultivar IAC Fava Larga resultou de selecdo massal efetuada em diversos
cultivos no periodo 1982-1985, dentro de material introduzido na Secido de

Leguminosas, em 1953. Apresenta plantas eretas, crescimento determinado, foliolos

largos, haste verde tingida por antocianina, flores amarelas com o dorso do estandarte
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levemente raiado de vermelho, vagens largas, curvas, verdes com manchas marrons na
sutura das valvas e nos septos entre sementes, quando imaturas, passando a cor de
palha quando secas. As vagens contém cinco a seis sementes, que apresentam
tegumento de coloragao bege pintalgado de marrom com hilo claro e peso médio de 16
gramas para 100 sementes. Para semeaduras efetuadas em fevereiro, as plantas
apresentam altura entre 1,80 e 2,00 m no florescimento e ciclo de 225-230 dias da
semeadura até a primeira colheita de graos, enquanto para semeaduras efetuadas em
outubro as plantas apresentam altura de 3,50 m e ciclo de 280 dias. O processo de
colheita torna-se bastante facilitado devido as caracteristicas da inflorescéncia, que
apresenta concentracdo de flores nas extremidades dos ramos, formando cachos
longos com poucas folhas intercaladas, e a maturagdo uniforme das vagens. A
produtividade média de sementes observada no Centro Experimental de Campinas,
para semeadura efetuada em fevereiro, foi da ordem de 1.683 kg ha” na primeira
colheita, o que é muito significativo, considerando a sua contribuicdo em graos, verdes
ou secos, para a alimentagdo humana, e o aumento do potencial de producédo de
sementes no Estado de Sdo Paulo. Em virtude do ciclo longo, possibilitando maior
acumulo de fitomassa, a cultivar guandu IAC Fava Larga pode ser utilizada como adubo
verde, contribuindo para cobertura do solo e para a restauragdo e manutencéao da sua
capacidade produtiva, e como planta forrageira (INSTITUTO AGRONOMICO DE
CAMPINAS, 1989).

IAPAR 43-Arata

A cultivar IAPAR 43 Aratd foi desenvolvida para a produgdo de graos. A
rusticidade e valor nutritivo lhe valeram o nome de ARATA, “semente forte” em lingua
tupi. Esta cultivar, foi obtida através de ciclos de selegdo massal em populacdo ana
precoce proveniente da Coldbmbia e introduzida no Brasil através do Centro Nacional de
Pesquisa em Arroz e Feijao, da EMBRAPA. A cultivar IAPAR 43-Arata foi selecionada
para ciclo curto, esta caracteristica, permite aos agricultores o aproveitamento de solos

de baixa fertilidade, no periodo de safrinha, para a producdo de grdos de alto valor
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nutritivo, que tém sido utilizados com sucesso na alimentagcdo das aves domésticas.
Para a alimentagdo humana, esta cultivar equivale nutricionalmente ao feijao comum,
nas dietas usuais no nosso pais. Apresenta plantas eretas com formato tipo taca,
crescimento determinado com altura de 1,0 a 1,5 metros, a maior concentracdo de
vagens ocorre no tergo superior das plantas e as flores possuem coloragdo amarelo-
palida. As vagens sao retas, curtas e estreitas com trés a cinco sementes
arredondadas, predominantemente castanhas e peso médio de 7,0 gramas para 100
sementes. O ciclo da variedade IAPAR 43-Arata é de aproximadamente 180 a 140 dias
para os plantios em outubro e dezembro respectivamente e a produ¢cdo média de graos,
observada no Parana, variou de 1000 a 2000 kg ha™ (INSTITUTO AGRONOMICO DO
PARANA, 1995).

3.2. Crescimento e desenvolvimento

O conhecimento da taxa de emergéncia e do crescimento das plantulas é um
fator importante para viabilizar o estabelecimento de associagbes, inclusive de
gramineas e leguminosas (HAYNES, 1980).

Na literatura, de um modo geral, encontram-se referéncias para o guandu
quando cultivado em clima temperado. O vigoroso crescimento do guandu sob tais
condicOes € indicado pelos altos indices de area foliar (10 a 12) e pelas elevadas taxas
de crescimento (40 a 60 g m? dia™"). Também, o crescimento de varias cultivares de
guandu pode ser influenciado pela semeadura em diferentes épocas, pois ocorre maior
variacao do indice de area foliar nos estadios de crescimento mais tardios do que nos
estadios iniciais de crescimento (BALAKRISHNAN e NATARAJARATNAM, 1989),
provavelmente devido ao aumento da quantidade de nutrientes disponiveis no solo
(PUSTE e JANA, 1988), induzindo a nitidas diferengas fisioldgicas entre as cultivares
(BALASUBRAMANIAN e VENKATESWARLU, 1989; BALAKRISHNAN et al., 1992;
BOHRINGER, et al., 1994).

Apesar da importancia do guandu, poucos sao os trabalhos de pesquisa

desenvolvidos com esta cultura, principalmente nas condi¢gdes brasileiras, onde é
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freqlientemente utilizada para adubagdo verde e pastejo (ALCANTARA e BUFARAH,
1988; VIEIRA e SALGADO, 1992; FAVORETTO et al., 1995).

Para o amplo cultivo do guandu, existem alguns fatores ambientais limitantes,
uma vez que esta planta caracteristicamente possui lento crescimento inicial e um longo
periodo de maturacao (Gooding, 1962; citado por WERNER, 1979). Porém, este
aspecto, pode ser ora vantajoso, quando o guandu é consorciado com um cereal de
crescimento rapido como milheto ou sorgo, ora desvantajoso no caso da monocultura
em que a competicdo com plantas daninhas é severa (SHELDRAKE e NARAYANAN,
1979).

O crescimento inicial mais lento pode ocorrer, principalmente, em virtude da
menor area foliar das plantulas, ja que a taxa de assimilagdo liquida do guandu é
comparavel com a de outras espécies com metabolismo fotossintético C; (Rowden et
al., 1981 citados por NENE et al., 1990). A area foliar das plantulas de guandu, aos 10
dias apos a semeadura, € 1/3 menor que as de soja e 1/5 menor que as de caupi, mas
apesar disto a taxa de crescimento (TCR e TAA) é significativamente maior no guandu.
Todavia, o desenvolvimento radical do guandu é menos vigoroso e mais lento se
comparado com outras leguminosas forrageiras como a Vigna (BRAKKE e GARDNER
1987).

3.3. Estresse hidrico

Em sementes de guandu cv. A115, submetidas aos potenciais osmoticos de -0,3
e -0,5 MPa, utilizando-se PEG 6000, ocorreu diminui¢cao significativa do processo
germinativo e da quantidade de amido devido ao decréscimo da atividade especifica da
o-amilase, B-amilase e invertase (NAYYAR e MALIK, 1993).

A porcentagem de germinacdo, comprimento de plumula e raiz primaria do
guandu nitidamente declinaram conforme aumenta-se o estresse hidrico (KUHAD e
SHEORAN, 1987; SANTOS et al., 1998). Também, sob condicbes de 13% de agua
ocorre diminuicdo da germinagcdo e posterior redugdo do crescimento do guandu
(SIVAPRASAD e SARMA, 1987).
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As plantas de guandu sob estresse hidrico apresentam acentuada redugéo da
massa seca e da area foliar (MUCHOW, 1982; WILSON e MUCHOW, 1983), como
também da fotossintese e da respiragdo (KUHAD et al., 1989). Esta significativa
reducdo do crescimento do guandu diretamente proporcional a redugdo do potencial
hidrico no solo (NANDWAL et al., 1996), provavelmente é devida as alteragbes no
metabolismo dos carboidratos (VERMA E SRIVASTAVA, 1998).

Contudo, a seca nao causa aumento da taxa de mortalidade das plantas, pois a
redugdo da producdo de folhas com a diminuigdo da area foliar especifica (AFE) em
toda a planta constitui-se uma caracteristica vantajosa, especialmente quando periodos
de falta de agua ocorrem durante o estadio reprodutivo (LOPEZ et al., 1997), apesar de
que em algumas cultivares de guandu ocorre declinio no florescimento (LOPEZ et al.,
1994).

3.4. Aluminio

Como ocorre na maioria das plantas, a toxicidade do aluminio &, frequentemente,
responsavel pela redugdo no crescimento do guandu em solos acidos (NENE et al.,
1990).

As elevadas concentracdes de aluminio (de 7,5 até 30 mg dm™, na forma de
AICI3.6H20) provocaram alteracdes fisiologicas e redugdes significativas no numero de
folhas, na altura, na area foliar, no comprimento e na massa seca das folhas e caules
das plantas de guandu (SANTOS et al.,, 1999). A germinagdo de sementes e o
crescimento inicial de plantulas de guandu das cultivares IAC Fava Larga e IAPAR 43-
Aratd sob efeito de concentragdes crescentes de aluminio (2,5 a 10 mmol dm™) sao
significativamente reduzidas (COSSOLINI, 2000; MARIN. 2000).

3.5. Estresse hidrico e aluminio

Na literatura sao raros os trabalhos que abordam os efeitos simultaneos do
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estresse hidrico e do aluminio. Geralmente encontram-se trabalhos que relatam os
efeitos isolados dos estresses, ou somente do hidrico ou somente do aluminio.

As plantas que se desenvolvem sob condi¢gdes simultaneas de estresse hidrico e
toxicidade de aluminio apresentam uma maior redu¢cao no crescimento da parte aérea e
do sistema radical, comparando-se com plantas que se desenvolvem sob condi¢des de
apenas um dos estresses (KRIZEK e FOY, 1988; Klimov e Rybakova, 1986; citados por
ZAIFNEJAD et al., 1997).

Tanto a germinagdo de sementes quanto o crescimento inicial do guandu, sao
acentuadamente inibidos sob efeito simultdneo do estresse hidrico e da toxicidade do
aluminio, a partir do 4° dia apds tratamento com -0,8 MPa e 0,5 mmol dm™ AP
partir do 10° dia apds tratamento com -0,6 MPa e 0,5 mmol dm™ A** (MARIN, 2000).

e a

3.6. Teores de prolina livre

Nos estudos associando-se os efeitos do estresse hidrico e do aluminio, utilizam-
se, além das medi¢cdes da massa seca da parte aérea e das raizes, comprimento das
raizes, principalmente, a quantificacdo dos teores de solutos organicos como a prolina
(ASPINALL e PALEG, 1981; ZAIFNEJAD et al., 1997), por ser um aminoacido indicador
de ambos estresses.

Em folhas adultas de varias cultivares de guandu, ocorre um aumento do
conteudo de prolina livre, indicando que a cultivar TAT-10 seria mais tolerante ao
estresse hidrico devido a um maior acumulo deste aminoacido encontrado nas folhas
(MUKANE et al., 1997). As respostas de duas cultivares do guandu, ICPL-151 e H-77-
216 cultivadas em solos com potenciais hidricos de -0,77 MPa (estresse moderado) e
de -1,34 MPa (estresse severo), indicam um maior acumulo de prolina na cultivar H-77-
216 (NANDWAL et al., 1993). Também, em cinco cultivares de guandu, cultivadas em
casa de vegetacao sob condigbes de 4, 8 ou 12 dias sem agua, o aumento do conteudo
total de prolina livre encontrado, sugere que o acumulo deste composto nas folhas de
guandu pode ser utilizado como um marcador bioquimico de resisténcia ao estresse
hidrico (MUKANE et al., 1997).
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4. Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia associada do estresse
hidrico e do aluminio na germinagao e crescimento inicial do guandu (Cajanus cajan (L.)
Millsp.), cultivar IAPAR 43-Arata e cultivar IAC Fava larga. Também foram quantificados
os teores de prolina da parte aérea, e verificada a tolerancia diferencial do aluminio

através do estudo da estrutura morfo-anatdbmica das raizes.
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CAPITULO 2 - GERMINAGAO DE SEMENTES DE GUANDU (Cajanus cajan (L.)
MILLSP.) SOB EFEITO DA DISPONIBILIDADE HiDRICA E CONCENTRAGOES DE
ALUMINIO

RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi verificar a germinagcéo de
sementes das cultivares de guandu, (IAPAR 43-Aratéd e IAC Fava Larga), sob efeito da
disponibilidade hidrica e concentracdes de aluminio. As sementes foram colocadas em
caixas de germinacdo, previamente esterilizadas, revestida com uma folha de papel
germibox umedecida, com diferentes concentragées de PEG 6000 (0,0; -0,6; -0,9, -1,2 e
-1,5 MPa) e de sulfato de aluminio (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0 mmol dm™). O experimento
foi conduzido em camara de germinagéo, na temperatura de 25°C+1°C. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x5x5 (cultivar
x disponibilidade hidrica x aluminio), com quatro repeticbes de 50 sementes. A
porcentagem de germinacao foi avaliada no 4° e 10° dia apds o inicio do experimento.
No 10° dia, as plantulas foram separadas em plumulas e raizes primarias, para
determinagdo da massa seca. A disponibilidade hidrica foi limitante para a germinacao
e quantidade de massa seca. Os efeitos do aluminio associados ao estresse hidrico
foram evidenciados somente até -0,9 MPa. A presenca de baixas concentragdes de
aluminio, aproximadamente 4,0 mmol dm™ estimularam o desenvolvimento das
plantulas em condi¢des de estresse hidrico de até -0,6 MPa. A germinagao da cultivar
IAPAR 43-Arata foi mais tolerante aos efeitos simultaneos da disponibilidade hidrica e
do aluminio, enquanto que a cultivar IAC Fava Larga foi mais tolerante no

estabelecimento da plantula, evidenciado pelo maior vigor das plantas jovens.

Palavras chave: Estresse Hidrico, Forrageira, Leguminosa, Toxicidade de Aluminio
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Introdugao

Cajanus cajan (L.) Millsp., (Fabaceae), forrageira conhecida como guandu, ocupa
mundialmente o 6° lugar em importancia alimentar dentre as leguminosas, sendo usada
extensivamente na Asia, tanto para alimentacdo animal como para alimentacdo
humana. Para o produtor rural, o guandu proporciona baixos custos de produgédo que
refletem diretamente no lucro da atividade pecuaria e melhorias na fertilidade do solo,
decorrentes da habilidade que esta forrageira apresenta para a fixagdo simbidtica de
nitrogénio no solo (PONS, 2002). Considerando que, dificilmente, uma unica cultura
tenha capacidade para prover forragem durante o ano todo, a caracteristica que o
guandu apresenta de crescer em periodos adversos que limitam o crescimento de
outras forrageiras, constitui-se em uma importante alternativa para a provisdo de
alimento de alta qualidade e reducao de custos com colheita e armazenamento de
forragem no periodo da entressafra (RAO et al., 2002).

No Brasil, a cultura do guandu foi introduzida, principalmente, devido a habilidade
de ser resistente a seca e de crescer em solos pobres, apresentando bons resultados
como fornecedora de massa verde nos pastos em periodos de chuvas escassas, além
de ser uma planta muito versatil adaptada as condi¢gbes climaticas do pais, sendo
utilizada também na rotacdo de culturas (ALVES e MEDEIROS, 1997). As cultivares
IAPAR 43- Arata e IAC Fava Larga além de serem utilizadas como plantas forrageiras
também possuem outras caracteristicas importantes. A cultivar IAPAR 43-Arata permite
aos agricultores o aproveitamento de solos de baixa fertilidade, no periodo de safrinha,
produzindo grdos de alto valor nutritivo (INSTITUTO AGRONOMICO DO PARANA,
1995), e a cultivar IAC Fava Larga também pode ser utilizada como adubo verde,
contribuindo para cobertura do solo e para a restauracdo e manutengdo da sua
capacidade produtiva (INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 1989).

Os estresses abidticos, como a seca, reduzem significativamente o rendimento
das lavouras restringindo as latitudes e os solos onde espécies comercialmente
importantes podem ser cultivadas (NEPOMUCENO et al., 2001). A condig¢ao hidrica do

substrato, isto é, potenciais hidricos muito negativos, de um modo geral, provocam
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atraso ou mesmo diminuicdo na porcentagem de germinacgédo, porém, o minimo de
umidade a ser atingido pela semente para que a germinagdo ocorra, depende de sua
composigao quimica e da permeabilidade do tegumento (BRADFORD, 1995).

Além das condicdes hidricas desfavoraveis existentes no solo, a acidez também
pode interferir negativamente no estabelecimento de uma cultura. Nas regides tropicais
e subtropicais os solos tendem a serem acidos, pela ocorréncia de elevada
precipitagao, que lixivia quantidades apreciaveis de bases permutaveis, como calcio,
magnésio, potassio e sodio, ou pela auséncia de minerais primarios e secundarios,
responsaveis pela reposi¢cao dessas bases. Sendo assim, devido a grandes areas de
solos acidos araveis, a importdncia da acidez sob o aspecto pratico € relevante
comparando-se com solos alcalinos (CUSTODIO et al., 2002). A condicdo de acidez
elevada resulta na dissolugéo de minerais de argila e 6xido de aluminio, conduzindo ao
aparecimento de forma trocavel, sendo assim a disponibilidade do aluminio € uma
consequéncia da acidez do solo (MALAVOLTA, 1980), que limita a produtividade da
cultura em solos acidos (BONATO et al., 2000; CUSTODIO et al., 2002).

O aluminio trocavel dos solos pode reduzir a germinagéo, exercendo influéncias
negativas sobre o metabolismo das sementes (CRUZ et al., 1995). Existem muitas
informacgdes sobre os efeitos do aluminio na germinagdo de sementes, mas quando se
consideram os efeitos sobre as sementes de leguminosas forrageiras, tais informagoes
sao praticamente inexistentes (SOUZA FILHO e DUTRA, 1998). Além disso, os estudos
sobre os efeitos isolados do estresse hidrico ou da toxicidade do aluminio influenciando
a germinacao de sementes sdo pouco relatados na literatura, e as informagdes sobre o
efeito concomitante dos estresses hidrico e do aluminio sdo escassas, carecendo ainda
de estudos mais detalhados (ZAIFNEJAD et al., 1997).

Deste modo, no presente trabalho verificou-se a germinagdo de sementes de
duas cultivares de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga, sob efeito da
disponibilidade hidrica e concentracdes de aluminio, visando obter informacdes sobre o

grau de tolerancia das cultivares a essas condigbes adversas.
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Material e Métodos

Os experimentos foram instalados no laboratério de Fisiologia Vegetal, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV, Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP. As sementes da cultivar IAPAR 43-Arata foram
provenientes da empresa PIRAI SEMENTES, municipio de Piracicaba, SP e as
sementes da cultivar IAC Fava Larga foram provenientes da empresa SEMENTES
FORTE, municipio de Jaboticabal, SP. Tais sementes foram armazenadas em
condigdes adequadas de temperatura e umidade (camara fria a 4°C e 13% de
umidade). As sementes utilizadas foram previamente selecionadas e tratadas com uma
mistura 1:1 dos fungicidas Benlate 500 PM e Euparem M 500 PM na dose de 1 g kg™
de sementes, para o controle do crescimento de fungos que interferem na adequada
germinabilidade das sementes de guandu.

Para verificar a influéncia da disponibilidade hidrica (H) e do aluminio (A), na
germinagdo de sementes das cultivares (C), IAPAR 43-Aratd (C1) e IAC Fava Larga
(C2), foram utilizadas diferentes concentragdes de polietilenoglicol (PEG 6000) e sulfato
de aluminio (Alx(S0O4)3.18 H,0), simulando distintas situagdes de disponibilidade hidrica,
através da obtencdo dos seguintes potenciais osmoticos (VILLELA et al., 1991), em
MPa (ys): 0,0 (H1); -0,6 (H2); -0,9 (H3), -1,2 (H4) e -1,5 (H5) e das concentragbes
crescentes de aluminio (A”**), em mmol dm™: 0,0 (A1); 2,5 (A2); 5,0 (A3); 7,5 (Ad); e
10,0 (A5).

Para avaliar a porcentagem de germinagao de sementes, de cada cultivar, foram
colocadas 50 sementes em cada caixa de germinagcdo do tipo gerbox, previamente
esterilizada, revestida com uma folha de papel germibox umedecido com as solugdes.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado no esquema
fatorial 2x5x5, com os fatores: cultivares (C1 e C2), disponibilidades hidricas (H1, H2,
H3, H4 e H5) e concentragbes de aluminio (A1, A2, A3, A4 e A5), com quatro repeticdes
por tratamento. O experimento foi conduzido em germinador FANEN mod. 347 CDG na
temperatura de 25°C £ 1°C, com fotoperiodo de 12 horas. A contagem das sementes

germinadas foi realizada a cada 24 horas, considerando-se o critério botanico da
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protusdo da radicula > 2mm (DURAN e ESTRELLA-TORTOSA, 1985). A porcentagem
de germinacao foi avaliada no 4° e 10° dia ap6s a semeadura como indicada para a
cultura do guandu pelas Regras para Analise de Sementes, RAS (BRASIL, 1992).
Ressalta-se que, neste trabalho somente considerou-se as normas da RAS para o
critério tempo acima citado, sem que houvesse qualquer avaliagdo quanto ao critério de
germinacao de plantulas normais. As solugdes nas caixas gerbox foram renovadas a
cada trés dias para manterem-se constantes os valores dos potenciais osméticos e das
concentracdes de AI**. O experimento foi finalizado no 10° dia, quando entdo foram
separadas as partes vegetativas das plantulas, em plumulas e raizes, que foram secas
em estufa de circulagdo forcada de ar em temperatura de 80°C, e a massa seca,
determinada em balancga analitica Denver Instrument Company AA-200.

Para a analise dos resultados obtidos foi empregado, primeiramente, o
tratamento estatistico das caracteristicas individuais. Os dados foram, primeiramente,
analisados quanto a homocedasticidade (SANTANA e RANAL, 2000) pelo teste de
Levene, e a partir da transformacao adequada dos dados, foi realizada a analise de
variancia pelo teste F utilizando-se do teste de Tukey para a comparagao entre meédias.
A analise da regressao polinomial foi utilizada para o desdobramento dos graus de
liberdade dos niveis de disponibilidade hidrica x aluminio (BANZATTO e KRONKA,
1995). A seguir, na complementacao da analise estatistica foram realizadas as analises
multivariadas de agrupamento e de componentes principais, que permitiram uma
avaliagdo em conjunto de todas as avaliagdes fisiologicas (MANLY, 1994). Salienta-se
que, a analise de agrupamento engloba uma variedade de técnicas e algoritmos cujo
objetivo € encontrar e separar objetos em grupos similares (SNEATH e SOKAL, 1973).
Também, para verificar a medida de similaridade, entre os tratamentos (MANLY, 1994),
foi adotada a Distancia Euclidiana, e para a estratégia de agrupamento utilizou-se o
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean).
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Resultados e Discussao

A anadlise de variancia da germinagdo de sementes (Tabela 1) mostrou que,
exceto para os resultados das interagbes cultivares x aluminio (C x A), para avaliagéo
no 4° dia, e cultivares x disponibilidade hidrica x aluminio (C x H x A) para avaliagao no
10° dia apods o inicio do experimento, houve acentuado efeito da disponibilidade hidrica
e das concentragdes de aluminio (Tabela 1). A cultivar IAPAR 43-Arata apresentou
maior porcentagem de sementes germinadas que a cultivar IAC Fava Larga,

respectivamente para as avaliagdes no 4° e 10° dia (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de variancia da porcentagem de germinagéo de sementes de guandu, IAPAR 43-Arata
e IAC Fava Larga, sob condigbes simultdneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para as
avaliagOes realizadas no 4° e no 10° dia.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Germinagio de Sementes (%)’
Variagao 4° DIA 10° DIA
Cultivares (C) 1 665,1065** 268,1071**
Disponibilidade Hidrica (H) 4 41460,8993** 50512,6452**
Aluminio (A) 4 120,5696** 143,8543*
Interagéo (CxH) 4 183,3718** 225,4029**
Interagdo (CxA) 4 30,4089™ 106,7114**
Interagéo (HxA) 16 103,1205** 89,0069**
Interagdo (CxHxA) 16 51,7289** 46,7922
Residuo 150 16,7785 30,8687
C.V.(%) 20,4350 16,9761
Médias e teste de Tukey2
IAPAR 43-Arata 21,8684 A 33,8860 A
IAC Fava Larga 18,2212 B 31,5704 B

ns

: ndo significativo (P > 0,05);
**: significativo (P < 0,01);

"Dados de % de germinagéo transformados em arco seno /x/100 ;
2 Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Para a interacdo das cultivares, em cada disponibilidade hidrica (C x H), no 4° dia
(Tabela 1), houve apenas um decréscimo significativo na porcentagem de germinagao
nos potenciais osmoéticos de 0,0 e -0,6 MPa, ndo se constatando diferenga significativa
entre os potenciais mais elevados, -0,9 a -1,5 MPa (Tabela 2). Todavia, nestes
potenciais osmoticos mais elevados a germinagao de ambas cultivares nao diferiu entre
si, provavelmente, devido a um maior ajuste osmoético que as sementes da cultivar IAC
Fava Larga possam apresentar quando em condigbes mais severas de estresse hidrico.
Também em potenciais osmaéticos de 0,0; -0,2 e -0,4 MPa, observaram-se (KUHAD e
SHEORAN, 1987) que houve uma redugdo na porcentagem de germinagdo de
sementes de quatro cultivares de guandu, evidenciando diferengas entre as cultivares
nestas condicoes.

Para a variavel disponibilidade hidrica e aluminio (H x A), o desdobramento da
porcentagem de germinagao no 4° dia, de ambas cultivares em resposta aos estresses,
revelou respostas significativas (Tabela 3; Figura 1). Na interagdo H x A, o
desdobramento dos graus de liberdade mostrou, independentemente da concentragéao
de aluminio, uma diminuicdo na porcentagem de germinagao proporcionalmente ao
aumento do estresse hidrico (Figura 1), e o comportamento das regressdes do aluminio
foram similares (Figura 1A). Observou-se variagado significativa apenas no potencial
osmatico de -0,6 MPa, com tendéncia de aumento na porcentagem de germinacgéo até
a concentragdo de 4,08 mmol dm™ e posterior diminuicdo, nas concentragdes mais
elevadas (Figura 1B). Para a interagao C x H no 10° dia, verificou-se um decréscimo
significativo na germinacado das sementes da cultivar IAC Fava Larga nos potenciais
osmoticos menos severos (Tabela 2), sendo os resultados do 10° dia similares aos
encontrados no 4° dia. Estes resultados permitem considerar a cultivar IAC Fava Larga
tolerante ao estresse hidrico, (SANTOS e RODRIGUES, 1998), pois nos primeiros 10
dias a germinagcdo de sementes desta cultivar também n&o foi rigorosamente
influenciada pela restricdo hidrica severa (y, de -1,0 MPa). Todavia, a acentuada
diminuicdo da germinacdo de sementes da cultivar IAPAR 43-Aratd no ys -0,9 MPa

pode ser considerado um dado aleatorio, visto que em s tanto menores quanto

maiores, nao houve resposta de redugao da germinagao.
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Tabela 2. Teste de Tukey para a germinagao de sementes de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC Fava Larga
sob efeito da disponibilidade hidrica (C x H) no 4° e 10° dia, e sob efeito do aluminio (C x A) no
10° dia.

Médias e teste de Tukey1
Disponibilidade Hidrica (MPa)
0,0 -0,6 -0,9 -1,2 -1,5

Cultivares

Germinagao de Sementes no 4° dia (%)2
IAPAR 43-Arata 78,4130A 27,7826A 2,3364A 0,4051A 0,4051A
IAC Fava Larga 71,5268B 18,3640B 0,4051A 0,4051A 0,4051A

Germinagao de Sementes no 10° dia (%)
IAPAR 43 Arata 79,0034A 68,3653A 20,0921B 1,5639A 0,4051A
IAC Fava Larga 73,5963B 59,7834B 23,6618A 0,4051A 0,4051A

Aluminio (mmol dm'3)

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

Germinacao de Sementes no 10° dia (%)2
IAPAR 43 Arata 33,3247A 34,1162A 35,4922A 34,2260A 32,2708A
IAC Fava Larga 35,3103A 34,4079A 31,6320B 28,6743B 27,8272B

"Médias seguidas de mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05);

’Dados de % de germinag&o transformados em arco seno /x/100 .

Quanto aos efeitos do aluminio, verificou-se redugcéo apenas na germinagao das
sementes da cultivar IAC Fava Larga, proporcionalmente ao aumento das
concentragdes (Tabela 2). Para a interagéo disponibilidade hidrica e aluminio (H x A), o
desdobramento da porcentagem de germinagédo no 10° dia, para ambas cultivares em
resposta aos estresses, revelou respostas significativas (Tabela 4; Figura 2). Em cada
concentragao de aluminio, houve uma diminuicdo na porcentagem de germinacao,
proporcionalmente a diminuicdo de agua (Figura 2A). Também, as linhas de regressdes
das concentragdes de aluminio estdo muito proximas e com acentuado declinio, porém,
nos potenciais osmoticos de -0,6 MPa e -0,9 MPa, ocorreu um distanciamento dos
pontos revelando efeito significativo do aluminio. No tratamento de -0,6 MPa (Figura

2B) houve uma tendéncia de aumento na porcentagem de germinacdo até a
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Tabela 3. Regressao polinomial da germinagdo de sementes de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava
Larga, sob condi¢des simultdneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para a avaliagao
realizada no 4° dia.

Causa da G.L. Quadrados Médios’
Variagao Germinagao de Sementes no 4° dia (%)
R.L. para H. d. A1 1 26770,1466*
R.Q. para H. d. A1 1 4919,8779**
R.C. para H. d. A1 1 1,1691™
D.R. para H. d. A1 1 69,0773**
R.L. para H. d. A2 1 8192,6187**
R.Q. para H. d. A2 1 24917,8751**
R.C. para H. d. A2 1 1420,2345**
D.R. paraH. d. A2 1 75,6173**
R.L. para H. d. A3 1 29750,7921**
R.Q. para H. d. A3 1 3708,3623**
R.C. para H. d. A3 1 388,8819**
D.R. para H. d. A3 1 515,0071**
R.L. para H. d. A4 1 28049,2570**
R.Q. paraH. d. A4 1 5126,4308**
R.C. para H. d. A4 1 27,8873"™
D.R. paraH. d. A4 1 203,8053**
R.L. para H. d. A5 1 25089,3956**
R.Q. para H. d. A5 1 7967,9582**
R.C. para H. d. A5 1 291,2379**
D.R. para H. d. A5 1 7,8934"
R.L. para A. d. H1 1 0,0441™
R.Q. para A. d. H1 1 12,4060
R.C. para A. d. H1 1 2,0617™
D.R. para A. d. H1 1 1,5058"
R.L. para A. d. H2 1 564,7138**
R.Q. para A. d. H2 1 1474,6347*
R.C. para A. d. H2 1 3,5843"™
D.R. para A.d. H2 1 28,5002
R.L. para A. d. H3 1 18,6485™
R.Q. para A. d. H3 1 4,7953"
R.C. para A. d. H3 1 18,6485™
D.R. para A. d. H3 1 2,6641™
Residuo 150 16,7785

'Dados de % de germinagao transformados em arco seno +/x/100 ;

ns,

: nao significativo (P > 0,05);
** . significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 1. Germinacdo de sementes de guandu, IAPAR 43-Aratéd e IAC Fava Larga, sob condi¢des
simultaneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para avaliagao realizada no 4° dia. A.
Disponibilidade hidrica dentro de cada concentracdo de aluminio. B. Aluminio dentro da
disponibilidade hidrica de -0,6 MPa.

'Dados de % de germinag&o transformados em arco seno +/x/100 .
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Tabela 4. Regressao polinomial da germinagdo de sementes de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava
Larga, sob condi¢des simultdneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para a avaliagao
realizada no 10° dia.

Causa da G.L. Quadrados Médios’
Variagao Germinagao de Sementes no 10° dia (%)
R.L. para H. d. A1 1 33918,3438**
R.Q. para H. d. A1 1 391,9806™*
R.C. para H. d. A1 1 3161,1809**
D.R. para H. d. A1 1 18,3324
R.L. para H. d. A2 1 37872,1763**
R.Q. para H. d. A2 1 195,2028*
R.C. para H. d. A2 1 4192,3904**
D.R. paraH. d. A2 1 41,5392"
R.L. para H. d. A3 1 37349,5620**
R.Q. para H. d. A3 1 202,2748*
R.C. para H. d. A3 1 5351,4139**
D.R. para H. d. A3 1 349,9494**
R.L. para H. d. A4 1 37135,0776**
R.Q. paraH. d. A4 1 0,0212™
R.C. para H. d. A4 1 5098,7884**
D.R. paraH. d. A4 1 917,7582**
R.L. para H. d. A5 1 34351,9445**
R.Q. para H. d. A5 1 68,5278
R.C. para H. d. A5 1 2689,6569**
D.R. paraH. d. A5 1 168,5706*
R.L. para A. d. H1 1 0,2370"
R.Q. para A. d. H1 1 15,9347™
R.C. para A. d. H1 1 13,8665
D.R. para A. d. H1 1 10,1527™
R.L. para A. d. H2 1 264,1711*
R.Q. para A. d. H2 1 507,8857**
R.C. para A. d. H2 1 42,1479
D.R. para A. d. H2 1 5,0110"
R.L. para A.d. H3 1 888,3474*
R.Q. para A. d. H3 1 44,0796™
R.C. para A. d. H3 1 130,4250*
D.R. para A. d. H3 1 23,5613
Residuo 150 30,8687

'Dados de % de germinagao transformados em arco seno +/x/100 ;

ns,

: nao significativo (P > 0,05);
*: significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;
R.C.: regressao cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 2. Germinacdo de sementes de guandu, IAPAR 43-Aratéd e IAC Fava Larga, sob condicdes
simultaneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para avaliagdo realizada no 10° dia. A.
Disponibilidade hidrica dentro de cada concentragdo de aluminio. B. Aluminio dentro da
disponibilidade hidrica de -0,6 MPa e -0,9MPa.

'Dados de % de germinagéo transformados em arco seno +/x/100 .
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concentragdo de 3,93 mmol dm™, e em s de -0,9 MPa houve uma diminuicéo linear
acentuada da porcentagem de germinagdo, em resposta ao aumento das
concentragdes de aluminio. Salienta-se que o comportamento quadratico em s de -0,6
MPa é similar ao encontrado na germinagdo do 4° dia (Figura 1B), revelando que
concentragdes menos elevadas de aluminio podem causar efeito de estimulacao,
mesmo quando ha moderada restricao hidrica no substrato. Porém, na restricdo hidrica
mais severa, de ys de -0,9 MPa (Figura 2B), a menor quantidade de agua disponivel no
substrato potencializou a agdo do aluminio, provocando um significativo declinio da
germinagao das sementes das cultivares de guandu, no 10° dia.

A analise de variancia da massa seca da parte aérea e do sistema radical de
ambas cultivares, apdés 10 dias (Tabela 5), evidenciou que houve efeito significativo
para a interagdo cultivares x aluminio (C x A), para a massa seca da parte aérea,
enquanto para a interagcdo cultivares x disponibilidade hidrica (C x H) houve efeito
significativo para a massa seca do sistema radical. Também, houve efeito significativa
da disponibilidade hidrica x aluminio (H x A) tanto na massa seca da parte aérea quanto
no sistema radical.

Analisando os desdobramentos das interagdes C x A e C x H (Tabela 6),
verificou-se que a cultivar IAPAR 43-Arata apresentou uma reducao do crescimento, na
concentragdo de 10 mmol dm™ de aluminio. As demais concentragdes néo provocaram
qualquer diminuigdo do crescimento. O resultado da toxicidade do aluminio em 2,5
mmol dm™ para a cultivar IAC Fava Larga pode ser considerado um dado aleatério, haja
vista que nenhuma outra concentracdo provocou diminuicdo da massa seca da parte
aérea. Considerando os efeitos da disponibilidade hidrica, verifica-se que para a cultivar
43-Aratd houve diminuicdo significativa da massa seca do sistema radical nos
potenciais osmoticos menos elevados (0,0 a -0,9 MPa) indicando que esta cultivar
possui maior sensibilidade a quantidades maiores de agua no substrato que a IAC Fava
Larga.
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Tabela 5. Analise de variancia da massa seca da parte aérea e do sistema radical de guandu, IAPAR 43-
Arata e IAC Fava Larga, sob condi¢cdes simultédneas de disponibilidade hidrica e de aluminio,
para as avaliagOes realizadas no 10° dia.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Massa Se’ca da N_Iassa Seca_do
Parte Aérea Sistema Radical
Variagao (mg) (mg)
Cultivares (C) 1 0,5197"™ 11,7611**
Disponibilidade Hidrica (H) 4 867,9749** 217,4312**
Aluminio (A) 4 4,5468** 6,5050**
Interagao (CxH) 4 0,3128™ 3,7322**
Interagéo (CxA) 4 3,1856** 0,1702"
Interacao (HxA) 16 3,8276** 2,3459**
Interagao (CxHxA) 16 2,2839** 0,4451™
Residuo 150 0,3954 0,3058
C.V.(%) 28,1752 27,2027

ns: nao significativo (P > 0,05);
**: significativo (P < 0,01)

Tabela 6. Teste de Tukey dos efeitos do aluminio (C x A) para massa seca da parte aérea e dos efeitos
da disponibilidade hidrica (C x H) para massa seca do sistema radical de guandu, IAPAR 43-
Arata e IAC Fava Larga, para as avaliagdes realizadas no 10° dia.

Cultivares Médias e teste de Tukey3

Aluminio (mmol dm'3)
0,0 25 5,0 7,5 10,0

Massa Seca da Parte Aérea (mg)
IAPAR 43 Arata 2,1647A 2,8524A 2,6523A 2,4341A 1,3110B
IAC Fava Larga 2,0332A 2,1846B 2,4505A 2,0876A 2,1489A

Disponibilidade Hidrica (MPa)
0,0 -0,6 -0,9 -1,2 -1,5

Massa Seca do Sistema Radical (mg)
IAPAR 43 Arata 4,7618B 2,9393B 1,2009B 0,0500A 0,0000A
IAC Fava Larga 6,2293A 3,3913A 1,7574A 0,0000A 0,0000A

' Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Para a interacao disponibilidade hidrica e aluminio (H x A), o desdobramento da massa
seca da parte aérea, para ambas cultivares em resposta aos estresses, revelou
respostas significativas (Tabela 7). Os efeitos simultaneos da disponibilidade hidrica e
do aluminio (Figura 3), provocaram, em ambas cultivares, uma diminuicdo na
quantidade de massa seca da parte aérea proporcionalmente ao aumento do estresse,
evidenciando acentuada proximidade dos efeitos das concentragcdes de aluminio
(Figura 3A), confrmando que as plantas que se desenvolveram sob condigdes
simultadneas de estresse hidrico e toxicidade de aluminio (Klimov e Rybakova, 1986
citados por ZAIFNEJAD et al., 1997), apresentaram uma maior redugao no crescimento
da parte aérea comparado com as plantas que se desenvolveram sob condi¢cdes
isoladas de estresse hidrico ou de toxicidade de aluminio.

No potencial osmoético de 0,0 MPa ocorreu uma tendéncia de aumento na
quantidade de massa seca da parte aérea até a concentragdo de 3,99 mmol dm™ de
aluminio com posterior declinio nas concentracbes mais elevadas. No potencial
osmotico de -0,6 MPa a quantidade de massa seca da parte aérea foi muito baixa, e
manteve-se praticamente estavel, apresentando uma tendéncia quadratica que revelou
um discreto aumento entre as concentragées de aluminio de 2,5 a 7,5 mmol dm™,
atingindo um maximo em 5,58 mmol dm™ (Figura 3B). Estes resultados mostram que as
baixas concentragcées de aluminio (Andrew et al., 1973 citados por ROY et al., 1988)
podem provocar nas leguminosas tropicais um aumento da massa, evidenciando um
incremento no crescimento da planta.

Para a interagao disponibilidade hidrica e aluminio (H x A), o desdobramento
para massa seca do sistema radical de ambas cultivares em resposta aos estresses,
revelou respostas significativas (Tabela 8; Figura 4). Os efeitos associados dos
estresses revelaram que houve uma diminuigdo linear na quantidade de massa seca
das raizes, proporcional ao aumento do estresse (Figura 4A), com variagao significativa
apenas nos potenciais osmoéticos de 0,0 e -0,6 MPa (Figura 4B). Verificou-se que, no
potencial osmético de 0,0 MPa, houve uma diminuicdo da massa seca das raizes,
proporcional ao aumento das concentracbes de aluminio. Neste caso, somente o

aluminio causou redugcdao das raizes, visto que este tratamento nao apresentava
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Tabela 7. Regressao polinomial da massa seca da parte aérea de guandu, IAPAR-43 Aratad e IAC Fava
Larga, sob condigbes simultdneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para a avaliagéo
realizada no 10° dia.

-2
r

Causa da Quadrados Médios®
Variagao Massa Seca da Parte Aérea (mg)

R.L. para H. d. A1 1 447,7118**
R.Q. para H. d. A1 1 190,4943**
R.C. para H. d. A1 1 19,7302**
D.R. para H. d. A1 1 0,8078"
R.L. para H. d. A2 1 617,5351**
R.Q. para H. d. A2 1 239,9880**
R.C. para H. d. A2 1 18,7033**
D.R. para H. d. A2 1 0,2259"
R.L. para H. d. A3 1 639,6187**
R.Q. para H. d. A3 1 253,1107**
R.C. para H. d. A3 1 20,7950**
D.R. para H. d. A3 1 0,3271™
R.L. para H. d. A4 1 477,8302**
R.Q. para H. d. A4 1 171,0014**
R.C. paraH.d. A4 1 10,2064**
D.R. paraH. d. A4 1 0,0063"
R.L. para H. d. A5 1 295,9354**
R.Q. para H. d. A5 1 118,5589**
R.C. para H. d. A5 1 10,0860**
D.R. paraH. d. A5 1 0,1851"™
R.L. para A. d. H1 1 23,8995**
R.Q. para A. d. H1 1 51,5389**
R.C. para A. d. H1 1 0,9046"
D.R. para A. d. H1 1 0,5548"
R.L. para A. d. H2 1 0,2608"
R.Q. para A. d. H2 1 1,6660*
R.C. para A. d. H2 1 0,0668"
D.R. para A.d. H2 1 0,5264"
Residuo 150 0,3954

ns

: nao significativo (P > 0,05);
*: significativo (P < 0,05);

** 1 significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 3. Massa seca da parte aérea de guandu, IAPAR 43-Aratd e IAC Fava Larga, sob condi¢des
simultaneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para avaliagdo realizada no 10° dia. A.
Disponibilidade hidrica dentro de cada concentragdo de aluminio. B. Aluminio dentro da
disponibilidade hidrica de 0,0 MPa e -0,6MPa.
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Tabela 8. Regressao polinomial da massa seca do sistema radical de guandu, IAPAR-43 Aratad e IAC
Fava Larga, sob condi¢cbes simultdneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para a
avaliacao realizada no 10° dia.

Causa da G.L. Quadrados Médios®
Variacédo Massa Seca do Sistema Radical (mg)
R.L. para H. d. A1 1 240,4796**
R.Q. para H. d. A1 1 6,1939**
R.C. para H. d. A1 1 5,6654**
D.R. para H. d. A1 1 0,0006"
R.L. para H. d. A2 1 234,8939**
R.Q. para H. d. A2 1 2,0928**
R.C. para H. d. A2 1 10,7082**
D.R. para H.d. A2 1 0,1285"
R.L. paraH. d. A3 1 188,7140**
R.Q. para H. d. A3 1 1,3862*
R.C. para H. d. A3 1 6,8500**
D.R. para H. d. A3 1 0,0600™
R.L. para H. d. A4 1 121,4988**
R.Q. paraH. d. A4 1 1,2656*
R.C. para H. d. A4 1 3,3072*
D.R. para H. d. A4 1 0,1801™
R.L. para H. d. A5 1 84,4091**
R.Q. para H. d. A5 1 1,2590*
R.C. paraH. d. A5 1 0,3543"
D.R. paraH. d. A5 1 2,2207**
R.L. para A. d. H1 1 38,0701**
R.Q. para A. d. H1 1 1,0343"
R.C. para A. d. H1 1 0,5846"
D.R. para A. d. H1 1 0,1147"
R.L. para A. d. H2 1 17,7181**
R.Q. para A. d. H2 1 4,7640**
R.C. para A. d. H2 1 0,8086"
D.R. para A. d. H2 1 0,0106"°
R.L. para A. d. H3 1 0,0240™
R.Q. para A. d. H3 1 0,0306"
R.C. para A. d. H3 1 0,1513"
D.R. para A. d. H3 1 0,1344"
Residuo 150 0,3058

ns,

: nao significativo (P > 0,05);
*: significativo (P < 0,05);

** . significativo (P < 0,01);
R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;
R.C.: regresséo cubica;

D.R.: desvio da regressao.
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Figura 4. Massa seca do sistema radical de guandu, IAPAR 43 Aratéd e IAC Fava Larga, sob condi¢des
simultaneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, para avaliagdo realizada no 10° dia. A.
Disponibilidade hidrica dentro de cada concentragdo de aluminio. B. Aluminio dentro da
disponibilidade hidrica de 0,0 MPa e -0,6MPa.
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qualquer restricao hidrica (Figura 4B). Na restricdo hidrica de -0,6 MPa, ressalta-se que
a quantidade de massa seca das raizes foi menor que a obtida no tratamento sem
restricdo hidrica, sendo que o menor acumulo de massa seca ocorreu a partir da
concentragdo de 2,15 mmol dm™ (Figura 4B), demonstrando que os efeitos simultaneos
do estresse hidrico e do aluminio potencializam os estresses (Klimov e Rybakova, 1986
citados por ZAIFNEJAD et al., 1997), provocando uma maior redugdo no crescimento
inicial do sistema radical.

Para uma avaliagdo em conjunto de todas as caracteristicas fisioldgicas o
dendrograma resultante da analise de agrupamento dos tratamentos utilizados (Figura
5), mostra perfeitamente que o fator disponibilidade hidrica (H) discriminou cada grupo.
As disponibilidades hidricas de -1,2 e -1,5 MPa (H4 e H5), formaram um unico grupo
mostrando que para o conjunto de todas as avaliagGes fisioldégicas analisadas, néo

houve diferenga entres estes tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma da andlise de agrupamento dos tratamentos utilizados.
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Os tratamentos com disponibilidades hidricas de -0,6 e -0,9 MPa (H2 e H3),
embora apresentem uma nitida separagdo em funcido deste estresse, permaneceram
no mesmo grupo (G2), havendo diferenga somente entre a disponibilidade hidrica de
0,0 MPa (G1). Ainda com relagdo as cultivares (C1 e C2) e as concentragbes de
aluminio (A1, A2, A3, A4 e A5), ndo houve discriminagao na formagao de grupos, pois
tanto C1 e C2 quanto A1, A2, A3, A4 e A5 apareceram indistintamente, dentro de cada
grupo de disponibilidade hidrica (Figura 5).

A andlise de componentes principais permitiu a construgdo do grafico
bidimensional (Figura 6). Como os dois primeiros componentes principais (CP 1 e CP 2)
sdo 0s que mais retém informagdes do conjunto original de variaveis e neste estudo
acumulou 97,39% (Tabela 9), pode-se observar nitida separagao do grupo H1 (Figura
6).
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Figura 6. Distribuicdo dos tratamentos de disponibilidade hidrica nos dois primeiros componentes
principais.
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Tabela 9. Andlise multivariada de componentes principais para avaliagdo conjunta de todas as

caracteristicas fisiologicas.

Dados da analise multivariada de componentes principais

CP1

CP2

Porcentagem Acumulada (%) 89,0300

97,3900

Correlagéo entre as caracteristicas fisiologicas e os componentes principais

Variaveis CP1 CP2

Germinacgao no 4° dia (%) 0,9760 -0,1482
Germinacao no 10° dia (%) 0,9201 0,3659
Massa Seca da Parte Aérea (mg) 0,9187 -0,3869
Massa Seca do Sistema Radical (mg) 0,9580 0,1716

CP1: Componente Principal 1
CP2: Componente Principal 2

Em relacdo ao primeiro componente principal (CP 1), todas as avaliagdes

fisiologicas analisadas apresentaram alta correlagcdo positiva (Tabela 9), separando o

tratamento 0,0 MPa (H1) dos demais tratamentos permanecendo a direita no eixo CP 1

(Figura 6), indicando a influéncia deste tratamento sobre todas as quatro avaliagdes

fisiolégicas realizadas (Tabela 9).

Também, nota-se que o aumento do estresse hidrico provocou um deslocamento

para a esquerda dos tratamentos, apresentando claramente o efeito da diminuicdo de

agua no substrato.

Conclusoes

v' A disponibilidade hidrica foi o estresse mais limitante para a germinacédo de

sementes e crescimento inicial das plantulas.

v' Os efeitos do aluminio associados ao estresse hidrico foram evidenciados

somente até -0,9 MPa.
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v' A presenga de baixas concentragdes de aluminio, aproximadamente 4,0 mmol
dm™ incrementaram o desenvolvimento das plantulas em condicdes de estresse hidrico
de até -0,6 MPa.

v Na germinagdo de sementes, a cultivar IAPAR 43-Arata foi mais tolerante aos
efeitos da disponibilidade hidrica e do aluminio, enquanto que a cultivar IAC Fava Larga
foi mais tolerante no estabelecimento da plantula mensurada pelo crescimento da parte

aérea e sistema radical.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA DISPONIBILIDADE HIiDRICA E DA ACIDEZ DO SOLO
NO CRESCIMENTO INICIAL E NOS TEORES DE PROLINA DE GUANDU (Cajanus
cajan (L.) MILLSP.)

RESUMO - Verificou-se no presente trabalho o efeito da disponibilidade hidrica e
da acidez do solo no crescimento inicial e nos teores de prolina das cultivares de
guandu, IAPAR 43-Aratad e IAC Fava Larga. Quatro dias apds o plantio em areia, sem
restricdo hidrica, as plantas foram transplantadas para os vasos com os tratamentos de
acidez do solo (pH em CaCl,= 5,9; 5,3; 4,8 € 4,1), e posteriormente foram adicionados,
volumes conhecidos de agua para obtengao dos tratamentos de 60%, 40% e 20% de
disponibilidade hidrica. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com
irradiancia média de 89,50 pmol m? s, fotoperiodo controlado de 8 horas de luz, e
temperatura média de 29°C. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2x3x4 (cultivar x disponibilidade hidrica x acidez), com
quatro repeticdes. Para a complementagdo da analise estatistica, foram realizadas
analises multivariadas de agrupamento e de componentes principais. Pelos resultados
obtidos, a cultivar IAPAR-43 Aratd apresentou um menor desenvolvimento da parte
aérea e do sistema radical tanto em condicdes de restricdo hidrica quanto de acidez do
solo, comparada com a IAC Fava Larga. Em condigdes de restricao hidrica severa, a
cultivar IAC Fava Larga pode ser considerada mais tolerante devido ao maior acumulo
de prolina livre. A presencga de aluminio no solo associada a restricado hidrica severa
apresentou um efeito sinergistico sobre os teores de prolina livre. Também, foram
realizadas avaliagbes morfo-anatdmicas das raizes, as quais nao apresentaram

respostas que constatassem a tolerancia para o aluminio entre as cultivares.

Palavras chave: Aluminio, Estresse hidrico, Forrageira, Leguminosa, Prolina
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Introdugao

A espécie, Cajanus cajan (L.) Millsp., conhecida pelo nome de guandu, é
considerada uma importante leguminosa dos tropicos semi-aridos, e esta aclimatada
em diversos paises tropicais (ALCANTARA e BUFARAH, 1988).

Dentre as leguminosas de grdos, mundialmente o guandu ocupa o 6° lugar em
importancia alimentar (RAO et al., 2002). Esta leguminosa arbustiva aclimatou-se
perfeitamente em nosso pais, tendo sido introduzida, principalmente, devido a
habilidade de ser resistente a seca e de crescer em solos pobres, apresentando bons
resultados como fornecedora de massa verde nos pastos em periodos de chuvas
escassas, além de ser muito adequada para a rotacdo de culturas (ALVES e
MEDEIROS, 1997). No Brasil o guandu €&, principalmente cultivado na regidao Nordeste,
onde ocupa as areas marginais (VIEIRA e SALGADO, 1992)

Como os fatores do ambiente interferem na produtividade vegetal, & essencial a
avaliagdo dos efeitos desses fatores no crescimento e desenvolvimento das espécies
que possam assumir importancia econémica (PEREZ, 1995).

Entre os varios fatores ambientais, a deficiéncia hidrica e a acidez do solo,
provocam severos danos no desenvolvimento das plantas. A deficiéncia hidrica
influencia diversos aspectos do desenvolvimento da planta, e a sensibilidade diferencial
de wuma planta nos diversos estadios de desenvolvimento pode reduzir,
acentuadamente, o crescimento vegetal (SANDERSON et al., 1997). Também, em
decorréncia da acidez dos solos, a toxicidade provocada pelo aluminio pode limitar
intensamente a produtividade agricola em grandes areas, especialmente nos tropicos e
subtropicos, onde os solos séo caracteristicamente acidos (KOCHIAN, 1995).

As plantas sob estresse hidrico, apresentam alteragbes nos processos
fisiologicos que estdo também associados com a produtividade das pastagens, tais
como movimento estomatico, fotossintese, respiracdo, translocacdo e particdo de
fotoassimilados (TURNER e BEGG, 1978), pois a estratégia de sobrevivéncia, das

plantas, em habitats caracterizados como estressantes, ndo € a maximizagcdo da
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produtividade, mas certamente uma composicdo equilibrada entre o rendimento e a
sobrevivéncia (LARCHER, 2000). Contudo, a intensidade dos efeitos prejudiciais na
planta dependera da duracdo e da severidade do estresse hidrico, do estadio de
desenvolvimento e do gendtipo utilizado (TAIZ e ZEIGER, 2002).

A maioria das terras cultivadas, aproximadamente 78,4%, € composta de solos
acidos que impossibilitam a exploragcdo economicamente viavel das culturas, uma vez
que os processos de formagdo do solo que originam a sua acidez, frequentemente,
ocasionam também o esgotamento de alguns elementos essenciais para as plantas
(HAMEL et al., 1998). Somente no Brasil, os solos do cerrado, com baixa capacidade
de troca de ions e alta toxicidade de aluminio representam 205 milhées de hectares
(FUENTE-MARTINEZ e HERRERA-ESTRELLA, 1999).

A acidez do solo é um importante fator que determina a nutricdo e distribuicdo do
vegetal, visto que muitos processos bioquimicos ocorrem somente em uma estreita
faixa de valores de pH, principalmente entre 6,0 e 7,0 (LARCHER, 2000). O pH
influencia a solubilidade, a concentracdo em solucéo e a forma iénica dos nutrientes no
solo, e consequentemente, a absorgcao e utilizagdo pela planta, sendo, portanto, uma
das propriedades quimicas do solo mais importantes para a determinagéo da produgao
agricola (FAGERIA et al., 1997).

Os efeitos da toxicidade do aluminio na cultura do guandu, sdo notados tanto na
parte aérea como no sistema radical, todavia, tais efeitos sdo mais proeminentes nas
raizes, resultando em um desenvolvimento pouco vigoroso, com engrossamento e
coloragao dos tecidos anormais (NARAYANAN e SYAMALA, 1989).

Para capacitar as plantas a tolerar o estresse hidrico um dos mecanismos
fisiologicos mais importantes € o ajustamento osmaético (Begg e Turner, 1976, citados
por BURLE e RODRIGUES, 1990). Durante o periodo de deficiéncia hidrica as plantas,
ativamente acumulam solutos no citosol para diminuir o potencial osmético e
consequentemente manter o potencial hidrico e o turgor de suas células em limites
adequados (BRAY, 1997). Os compostos envolvidos no ajustamento osmaético sao os
agucares soluveis, o potassio, os acidos organicos, o cloreto e, principalmente, os
aminoacidos livres, como a prolina (INGRAN e BARTELS, 1996).
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Existe uma alta correlacédo entre o acumulo de prolina e 0 aumento da tolerancia
ao estresse hidrico, todavia atribui-se a este acumulo uma simples resposta ao efeito de
um estresse abidtico (MADAN et al., 1995). O acumulo de prolina nao esta associado
somente as plantas que se desenvolvem sob condicbes de estresses hidrico, esta
resposta também pode ser verificada em plantas sob condicbes de toxicidade do
aluminio decorrentes da elevada acidez do solo, portanto os mecanismos fisioldgicos
envolvidos nesta resposta possivelmente devem ser similares (ZAIFNEJAD et al.,
1997).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar o efeito simultaneo da
disponibilidade hidrica e da acidez do solo no crescimento e nos teores de prolina de
guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.), cultivares IAPAR 43-Arata e IAC Fava larga. Para
tanto, foi avaliado o crescimento inicial da parte aérea e do sistema radical,
quantificados os teores de prolina da parte aérea, e foi observada a tolerancia

diferencial ao aluminio através do estudo da estrutura morfo-anatémica das raizes.

Material e Métodos

Para verificar a influéncia da disponibilidade hidrica e da acidez do solo no
crescimento inicial das cultivares IAPAR 43-Arata e IAC Fava Larga, o experimento foi
instalado e conduzido na sala de crescimento do laboratério de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV, Unesp. Inicialmente
foram utilizadas oito bandejas de plastico, contendo areia, nas quais foram realizada a
semeadura, sendo quatro para cada cultivar. As sementes foram tratadas com Vitavax-
Thiram 200 SC na dosagem de 3 mL kg' de semente para assegurar uma boa
sanidade das plantulas utilizadas no transplantio, as quais foram obtidas apds o 4° dia
de germinagao sem restricao hidrica.

Os diferentes tratamentos de disponibilidade hidrica e acidez do solo, foram

realizados iniciando pela metodologia para acidez do solo, como descrito a seguir.
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1. Tratamentos de acidez do solo

O solo utilizado é classificado como Latossolo Vermelho-Escuro distrofico
(ANDRIOLI e CENTURION, 1999), e foi coletado na profundidade de 20 - 40 cm, no
Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp -
Jaboticabal (21°15°Sul e 48°18 Oeste). Primeiramente, foi realizada a analise quimica e

granulométrica do solo no laboratério de Fertilidade de Solos da FCAV (Tabela 1).

Tabela 1. Analise quimica e granulométrica do solo.

Analise Quimica

pH P
M.O. K Ca Mg H+Al SB T \%
CaCl, resina
gdm® mgdm? mmol, dm™ %
4,1 11 3 1,3 3 2 42 6,3 43,8 13
Analise Granulométrica
Areia
Argila Limo _Iplatssel
Fina Grossa extura
/k
99 Argilosa
360 80 340 220

M.O.: Matéria Organica;

SB: Soma de Bases;

T: Capacidade de Troca de Cations;
V: Saturagdo por Bases

A interpretagdo da analise quimica do solo evidenciou acidez muito alta, teor de
fésforo muito baixo, teores baixos de potassio, calcio e magnésio. Também, a saturagao
por bases apresentou valor muito baixo evidenciando um solo caracteristicamente de
baixa fertilidade conforme as Recomendacgdes de adubagéo e calagem para o Estado
de Sao Paulo (van RAIJ et al., 1997). Visando obter os trés tratamentos de acidez do
solo, baixa (A1), média (A2) e alta (A3) utilizou-se com base a elevagao da saturagao

por bases (V%) através do calculo para necessidade de calagem, pois os parametros
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relacionados a acidez do solo, pH CaCl,, e saturagdo por bases possuem estreita
correlacdo entre si (van RAIJ et al.,, 1997). As quantidades de carbonato de calcio
(CaCO3) necessarias para a obtengao aproximada das saturagbes por bases de 75%
(baixa acidez), 55% (média acidez) e 35% (alta acidez), determinadas pelo calculo da
necessidade de calagem para cada unidade experimental de 1630 cm?® de solo foram as
seguintes, 2,44 g para elevar a saturagdo por bases a 75%, 1,65 g para elevar a
saturagao por bases a 55% e 0,87 g para elevar a saturagéo por bases a 35%. Cada
tratamento foi individualmente acondicionado em saco plastico para a homogeneizagao
do carbonato de calcio com o solo, e em seguida foram adicionados 855 mL de agua
para umedecer o solo até a capacidade de campo (vide p. 7), e durante o periodo de 15
dias de incubagdo os sacos plasticos permaneceram em repouso, fechados e em
temperatura ambiente (COSTA e BRAGA, 1984). Para o conhecimento dos niveis de
acidez atingidos apos esse periodo, foi retirada uma amostra de cada tratamento A1,

A2 e A3 as quais foram submetidas a analise quimica (Tabela 2).

Tabela 2. Analise quimica do solo, apdés 15 dias de incubagao com carbonato de calcio.

Analise Quimica

PH M.O P K Ca Mg Al H+Al SB T Y m
Tratamentos CacCl, resina
gdm® mgdm® mmol,dm™ %
A1 59 14 6 1,9 35 14 0 20 50,9 70,9 72
A2 53 14 4 1,9 22 9 0 25 329 579 57
A3 4,8 14 4 20 12 5 2 28 19,0 47,0 40
A4 41 11 3 1,3 3 2 9 42 6,3 43,8 13 58

M.O.: Matéria Organica;

SB: Soma de Bases;

T: Capacidade de Troca de Cations;
V: Saturagdo por Bases;

m: Saturagéo de Aluminio

Diante dos dados obtidos na analise quimica do solo, e baseando-se no Boletim

Técnico numero 100 (van RAIJ et al., 1997), considerou-se os seguintes tratamentos de



56

acidez no solo, acidez baixa, pH em CaCl, = 5,9 (A1); acidez média, pH em CaCl, = 5,3
(A2); acidez alta pH em CaCl, = 4,8 (A3) além do controle, sendo um tratamento sem
adicao de carbonato de calcio considerado de acidez muito alta pH em CaCl, = 4,1
(A4).

Apos a obtencdo dos tratamentos de acidez do solo, pode-se proceder a

realizagcao da metodologia para obter os tratamentos de disponibilidade hidrica.
2. Tratamentos de disponibilidade hidrica

Para o estudo da disponibilidade hidrica nos solos descritos acima, foram
considerados trés tratamentos: 60% (H1), 40% (H2) e 20% (H3) dos poros preenchidos
com agua. Os solos dos tratamentos A1, A2, A3 e A4 foram secos em uma estufa de
circulacao forcada de ar a temperatura de 65°C até o equilibrio da umidade do mesmo
com o ar. Para determinar os tratamentos de disponibilidade hidrica (H1, H2 e H3) dos
solos, os calculos foram fundamentados na densidade de massa e porosidade (KLAR et
al.,1966):

(a) Densidade de massa:
M
_Vs
A
8y = 2055/1630 = 1,26 g cm™
onde: Jp € igual a densidade de massa;
Ms é igual a massa do solo seco;

V é igual ao volume de solo.

(b) Porosidade:
P
§S
f=1-(8p/0s)=1-(1,26/2,65)=0,5245 = 52,45%
onde: f é igual a porosidade;
dp € igual a densidade da massa (calculada);

ds € igual a densidade de particula (tabelada).
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Também, considerou-se a capacidade de campo, onde o volume ocupado por
poros em 1630 cm® corresponde a 855 cm?® (aproximadamente 52,45%), sendo entao
este 0 volume de agua necessario para atingir a capacidade de campo. Desse modo,
considerando-se os valores obtidos com estas férmulas foi definida a quantidade de
agua para os trés tratamentos:

H1 = 510 cm® (sem restricdo hidrica, 60% dos poros preenchidos com agua);
H2 = 340 cm?® (restricdo hidrica moderada, 40% dos poros preenchidos com agua);
H3 = 170 cm?® (restricdo hidrica severa, 20% dos poros preenchidos com agua).

Apoés os quatro dias de desenvolvimento das plantas sem restricdo hidrica (vide

p. 4), o experimento foi instalado e conduzido em sala de crescimento com irradiancia

média de 89,50 umol m? s

com fotoperiodo controlado de oito horas de luz, e
temperatura média de 29°C.

Foram utilizados vasos, com capacidade para 1630 cm?® de solo, revestidos com
sacos plasticos, para impedir a perda de agua por escoamento. Primeiramente, foi
realizado o transplantio de duas plantulas por vaso e em seguida o solo foi umedecido
com as respectivas quantidades de agua para cada tratamento. Apds a emissao do
primeiro par de folhas simples, foi realizado o desbaste eliminando a planta menos
vigorosa. O controle da disponibilidade hidrica foi realizado conforme o método das
pesagens (COGO e GUERRA, 1978), repondo diariamente a quantidade de agua
evapotranspirada. Os tratamentos foram mantidos por 20 dias e apds este periodo o
experimento foi finalizado procedendo-se a avaliagédo dos parametros fisiologicos do
crescimento inicial (parte aérea, teores de prolina livre e sistema radical).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, no
esquema fatorial com trés fatores, sendo duas cultivares de guandu, IAPAR 43-Arata
(C1) e IAC Fava Larga (C2), trés tratamentos de disponibilidade hidrica (H1, H2 e H3) e
quatro tratamentos de acidez (A1, A2, A3 e A4). As duas cultivares combinadas com os
trés tratamentos de disponibilidade hidrica e os quatro tratamentos acidez, constituiram-

se 24 tratamentos com quatro repeticoes.
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3. Avaliagdes Fisiolégicas
Crescimento inicial
Parte aérea

Apés 20 dias do transplantio, as plantas de guandu foram cortadas na altura do
colo, avaliando-se em seguida a altura (cm), o numero de folhas simples e compostas,
massa fresca de folhas e de caules (g) e area foliar (dm?) a qual foi determinada através
do sistema de analise de imagens Delta-T Devices LTD pelo software Delta-T Image
Analysis System. Para determinagcdo da massa fresca da parte aérea utilizou-se uma
balanga analitica Denver Instrument Company AA-200, com precisao de 0,0001 g. Apos
todas as medi¢cdes da parte aérea de cada planta, o material vegetal foi separado em
aliquotas de até 0,5 g e acondicionados em envelopes de papel aluminio que foram
identificados e armazenados sob refrigeragdo com temperatura de 80°C negativos, para

as posteriores avaliagdes dos teores de prolina livre.
Teores de prolina livre

Os teores de prolina livre da parte aérea de ambas cultivares de guandu, foram
determinados pelo procedimento que consiste na homogeneizagdo de
aproximadamente 0,5 g de massa fresca da parte aérea, com 10 mL de acido
sulfosalicilico 3% e filtragem. Primeiramente, procedeu-se o preparo do acido
ninhidrina, para tanto, foi necessario a diluigdo sob aquecimento de 1,25 g de ninhidrina
em 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de acido fosférico 6 M. Em um tubo de
ensaio foram colocados 2 mL filtrado da parte aérea que reagiram com 2 mL de acido
ninhidrina e 2 mL de &acido acético glacial por 60 minutos em banho-maria a
temperatura de 100°C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi colocado em um
recipiente com gelo para finalizar a reagdo, em seguida foram adicionados 4 mL de

tolueno e a solugéo foi homogeneizada agitando-se por 15 a 20 segundos. A leitura de
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absorbéancia das amostras foi realizada no comprimento de onda 520 nm (BATES et al.,
1973), utilizando-se para tanto o espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Os teores de prolina livre foram calculados com base na massa fresca conforme
a formula abaixo:
[(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5 ug/umole] / [(g amostra)/5] = umoles de prolina/g

massa fresca.
Sistema radical

Apos o corte da parte aérea, o conteudo de cada vaso foi colocado sobre uma
peneira, malha 16, onde o sistema radical foi separado do solo, por meio de lavagem
com direcionamento de corrente fraca de agua, proporcionando a separagao das raizes,
as quais foram conservadas sob refrigeragcdo em frascos contendo solugédo de alcool
20%, para as posteriores determinagdes de massa seca das raizes (mg), densidade
(mm de raiz cm™ de solo) e diametro médio (mm).

Para a determinacdo da densidade e diametro médio das raizes, utilizou-se
sistema de analise de imagens da Delta-T Devices LTD. Para tanto o sistema radical de
cada planta foi submetido a coloragdo com azul de metileno por aproximadamente dois
minutos, e em seguida as raizes foram dispostas sobre uma bandeja com agua onde foi
realizada a leitura da imagem através de um scanner Hewlett Packard modelo 5C. A
imagem de cada sistema radical foi analisada pelo software Delta-T Scan e o
comprimento foi mensurado pelo método de HARRIS e CAMPBELL (1989). A
densidade das raizes foi calculada dividindo-se o comprimento encontrado pelo volume
do solo (mm de raiz cm™ de solo). Esse software também permite que através da
mesma imagem seja determinado o didametro médio das raizes (mm).

Apos a mensuracdo do comprimento e do didmetro médio, as raizes foram
colocadas em saco de papel e levadas a secar em estufa de circulagao forgcada de ar a
80°C. Para determinagdo da massa seca, para tanto utilizou-se uma balanga analitica,
Denver Instrument Company AA-200, com precisao de 0,0001 g.
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Avaliagbes morfo-anatémicas

Para verificar as alteragdes histologicas provocadas pelo aluminio no sistema
radical, por¢des de aproximadamente 5 mm do apice da raiz principal foram coletadas e
armazenadas em frascos de vidro contendo solugédo de FAA (Formalina-aceto-alcool:
90 mL de etanol 50%, 5 mL de acido acético glacial e 5 mL de formaldeido a 37%).
Para o preparo das laminas permanentes, as amostras foram desidratadas utilizando-se
a seérie alcodlica com alcool butilico terciario. As pequenas porc¢des apicais da raiz
principal foram incluidas em blocos de parafina, seccionadas transversalmente em
micrétomo rotativo LEICA RM 2065, e aderidas as laminas histolégicas com adesivo de
Meyer. As secgbes foram contrastadas com safranina, e para a montagem final da
lamina foi utilizado balsamo do Canada como adesivo para a laminula (MORO, 2000).

O material foi observado e fotografado em fotomicroscépio JENAVAL Carl Zeiss.

4. Tratamento estatistico

Para a analise dos resultados obtidos foi empregado primeiramente o tratamento
estatistico das caracteristicas individuais através da analise de variancia pelo teste F e
o teste de Tukey para a comparagao entre médias. Este teste também foi utilizado para
comparagao entre as médias das interagbes significativas das cultivares e
disponibilidade hidrica ou das cultivares e acidez do solo. A analise da regresséo
polinomial foi utilizada para o desdobramento dos graus de liberdade dos tratamentos
de disponibilidade hidrica e acidez do solo (BANZATTO e KRONKA, 1995). Apos a
realizacdo do tratamento estatistico, acima descrito, também foram realizadas analises
multivariadas de agrupamento e de componentes principais objetivando uma avaliagao
em conjunto de todas as avaliagbes fisiolégicas (variaveis). Considerou-se como
variaveis a altura (cm), nimero de folhas simples e compostas, area foliar (dm?), massa
fresca de folhas e de caule (g), massa seca do sistema radical (mg), densidade de

raizes (mm de raiz cm™ de solo) e diametro médio de raizes (mm).
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A analise de agrupamento engloba uma variedade de técnicas e algoritmos cujo
objetivo € encontrar e separar objetos em grupos similares (SNEATH e SOKAL, 1973).
Para verificar a medida de similaridade entre os tratamentos utilizados, foi adotada a
Distancia Euclidiana, e para a estratégia de agrupamento foi utilizado o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). A analise de componentes
principais € uma transformacdo que se aplica aos dados na tentativa de reduzir o
conjunto de variaveis correlacionadas em um conjunto menor de variaveis nao
correlacionadas, denominados componentes principais, com o objetivo de reter o
maximo de informacdo original. Esses componentes ortogonais sdo combinagdes

lineares das variaveis originais (MANLY,1994).

Resultados e Discussao

Avaliacbes Fisiologicas

Crescimento inicial e teores de prolina da parte aérea

A analise de variancia das avaliagbes fisiologicas da parte aérea (Tabela 3),
evidencia que, para a variavel cultivares (C), houve diferengas significativas. O teste de
Tukey, revelou que o crescimento da cultivar IAC Fava Larga foi maior que o da IAPAR
43-Arata, considerando-se os resultados da massa fresca de folhas, de caules e da
area foliar (Tabela 3).

Para a interagéo das cultivares em cada disponibilidade hidrica (C x H), verificou-
se pelo teste de Tukey (Tabela 4) que as plantas da cultivar IAC Fava Larga
apresentaram-se com menor altura no tratamento de 20%, com restricao hidrica severa,
enquanto que a cultivar IAPAR 43-Arata apresentou plantas com menor altura e menor
nuamero de folhas no tratamento de 60%, sem restricdo hidrica, indicando que
condicoes de deficiéncia de agua nao provocam efeito negativo na altura das plantas

desta cultivar. Salienta-se que, a altura € um indicador potencial do vigor da planta, e



Tabela 3. Andlise de variancia e teste de Tukey das avaliages fisiologicas da parte aérea (altura, nimero de folhas simples e compostas,
massa fresca de folhas, massa fresca de caules, area foliar e teores de prolina livre) de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC Fava
Larga, sob condigbes simultaneas de disponibilidade hidrica e de aluminio, 20 dias apds o transplantio.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Altura Numero (11e Massa Fresca Massa Fresca Area Foliar Tec_>res fie
Folhas de Folhas de Caules Prolina Livre
Variagao (cm) (9) (9) (dmz) prr:ole.:.
g MF
Cultivares (C) 1 0,0651"™ 0,0421" 0,2015** 0,0158** 0,1494** 2,9685*
Disponibilidade Hidrica (H) 2 170,5989** 0,2688** 0,2178** 0,0426** 0,3248** 3,4286**
Aluminio (A) 3 15,7073* 0,0924** 0,0147* 0,0023™ 0,0583** 0,9122**
Interacéo (CxH) 2 43,6451** 0,0868** 0,0773** 0,0037" 0,0944** 0,7736**
Interacéo (CxA) 3 6,3826" 0,0223" 0,0196** 0,0019" 0,0231* 0,0543"™
Interacéo (HxA) 6 3,1961™ 0,0345"™ 0,0026" 0,0011" 0,0028™ 0,4983**
Interagéo (CxHxA) 6 9,6218"™ 0,0556** 0,0065" 0,0014" 0,0090™ 0,1014"
Residuo 72 4,3618 0,0168 0,0042 0,0014 0,0070 0,1335
C.V.(%) 11,1865 5,9827 23,7110 23,0263 25,0649 33,5367
Médias e teste de Tukey3
IAPAR 43-Arata 18,6438A 2,1469A 0,2267B 0,1479B 0,2942B 0,9135B
IAC Fava Larga 18,6958A 2,1888A 0,3184A 0,1736A 0,3731A 1,2652A

": ndo significativo (P > 0,05);
* 1 significativo (P < 0,05);
** : significativo (P < 0,01);

'Dados de Numero de Folhas Simples e Compostas transformados em 4/x/100

2. MF = Massa Fresca da parte aérea
® Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Tabela 4. Teste de Tukey dos efeitos da disponibilidade hidrica (C x H), na altura, numero de folhas
simples e compostas, massa fresca de folhas, area foliar e teores de prolina livre de guandu,
IAPAR 43-Arata e IAC Fava Larga, 20 dias ap6s o transplantio.

Médias e teste de Tukey1

Cultivares Disponibilidade Hidrica (%)
60 40 20
Altura (cm)

IAPAR 43-Arata 19,7375B 18,7750A 17,4188A
IAC Fava Larga 21,4500A 19,8375A 14,8000B

Numero de Folhas?

IAPAR 43-Arata 21771B 2,1623A 2,1013A
IAC Fava Larga 2,3161A 2,2171A 2,0332A

Massa Fresca de Folhas (g)
IAPAR 43-Arata 0,2562B 0,2338B 0,1902A
IAC Fava Larga 0,4218A 0,3631A 0,1702A
Area Foliar (dm?)
IAPAR 43-Arata 0,3371B 0,4261B 0,2438A
IAC Fava Larga 0,4945A 0,3017A 0,1987A

Teores de Prolina Livre
(umoles g'1 de MF3)
IAPAR 43-Arata 0,7905A 0,8387A 1,1115B
IAC Fava Larga 0,9735A 1,0002A 1,8220A

' Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05).

2Dados de Numero de Folhas Simples e Compostas transformados em /x/100 ;
® : MF = Massa Fresca da parte aérea

este paradmetro € muito sensivel ao estresse hidrico devido a menor turgescéncia
celular, a qual diminui a expanséao celular e, consequentemente, o alongamento caulinar
(KRAMER, 1969). Os efeitos de diferentes regimes hidricos (0, 25, 50, 75 ou 100% da
capacidade de campo), 30 dias apés a semeadura mostraram que, a altura do guandu
diminuiu acentuadamente com o aumento da deficiéncia hidrica (RAGHUWANSHI et

al., 1998). Por outro lado, o guandu é muito sensivel as condi¢gdes de excesso de agua
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(NENE, 1990), e assim, a redugado, tanto na altura quanto no numero de folhas,
verificadas na cultivar IAPAR 43-Arata, no tratamento de 60% (Tabela 4) deve-se,
possivelmente, a elevada sensibilidade desta cultivar a este tratamento, que para o seu
crescimento constitui-se uma condi¢cao de excesso de agua.

Para massa fresca de folhas e area foliar os resultados foram similares para
ambas cultivares, pois a cultivar |IAPAR 43-Aratd apresentou um decréscimo
significativo nas disponibilidades hidricas de 60% e 40%, n&o se constatando diferenca
estatistica entre as cultivares no estresse mais severo de 20% (Tabela 4).

Isto corrobora com os resultados encontrados para, a cultivar de guandu Royes,
em que ocorreu acentuada redugéo da area foliar (38% a 51%) sob deficiéncia hidrica
no solo (MUCHOW, 1982; WILSON e MUCHOW, 1983). O primeiro efeito da falta de
agua no solo € o decréscimo no alongamento celular, devido a diminuicdo da
turgescéncia celular, que resulta na redugdo do desenvolvimento da area foliar
(LUDLOW et al., 1980). Embora a reducdo na expansao foliar e no crescimento da
planta, seja sempre atribuida a redugéo na expanséo celular (CHARTZOULAKIS et al.,
1993), ressalta-se que o crescimento € decorrente do alongamento irreversivel das
células através do influxo de agua. Entretanto, o crescimento vegetal é caracterizado
também por diferenciagao celular, multiplicagdo de membranas, organelas, aumento
dos teores de proteinas e aumento no material que forma a parede celular, cujas
condigdes de estresse hidrico sdo fundamentalmente deletérias e determinantes para o
adequado crescimento vegetal (HSIAO, 1973).

Para a variavel cultivares (C), verificou-se pelo teste de Tukey que, os teores de
prolina livre da parte aérea da cultivar IAC Fava Larga foi maior que o da IAPAR 43-
Aratd (Tabela 3), e houve resposta significativa apenas para o tratamento de 20% de
disponibilidade hidrica, sendo que nesta condicdo de estresse severo observou-se um
maior acumulo de prolina livre nesta cultivar (Tabela 4). Este resultado indica que,
apesar desta cultivar somente evidenciar menor crescimento na altura das plantas
(Tabela 4), o estresse hidrico ja estava estabelecido internamente na planta sendo
indicado pela maior quantidade de prolina. Estes resultados sdo compativeis com os

encontrados na literatura, pois em estudos com plantas, sob as mesmas condi¢cdes de
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deficiéncia hidrica, as plantas resistentes a seca sintetizam mais prolina em
comparagao com as mais sensiveis (PALFI e JUHASZ, 1971). O acumulo de prolina
tem sido proposto como um critério no melhoramento para tolerancia a seca e também
como um parametro para mensurar na cultura o grau de estresse hidrico
(KARAMANOS et al., 1983).

Em muitas espécies cultivadas, o acumulo de prolina livre nas folhas é
diretamente proporcional ao estresse hidrico (Wyn Jones & Gorham, 1983, citados por
NOGUEIRA et al., 1998). Em folhas adultas de varias cultivares de guandu o aumento
do conteudo de prolina livre, indicou que a cultivar TAT-10 seria mais tolerante ao
estresse hidrico, porque apresentou elevado teor deste aminoacido em suas folhas
(MUKANE et al., 1993). As respostas das cultivares de guandu, ICPL-151 e H-77-216,
ao estresse hidrico, em solos com potenciais hidricos de -0,77 MPa (estresse
moderado) e de -1,34 MPa (estresse severo) indicaram um maior acumulo de prolina na
cultivar H-77-216, que se mostrou também mais tolerante a condigdo de falta de agua
(NANDWAL et al., 1993). Também em cinco cultivares de guandu, cultivados em casa
de vegetagao sob quatro regimes de disponibilidade hidrica no solo (0, 4, 8 ou 12 dias
sem agua), verificou-se um aumento no conteudo total de prolina livre, sugerindo que o
acumulo deste aminoacido nas folhas pode ser utilizado como um marcador bioquimico
de resisténcia ao estresse hidrico (MUKANE et al., 1997).

De fato, o aumento dos teores de prolina livre nas plantas de guandu sob déficit
hidrico poderia ser atribuido ao aumento das atividades das enzimas envolvidas na
sintese deste aminoacido (KARDPAL e RAO, 1985), ou a inibicdo da oxidagao da
prolina (KIYOSUE et al.,, 1996). De um modo geral, as plantas quando expostas aos
diversos tipos de estresse ambiental, notadamente o estresse hidrico, podem
apresentar acumulo de prolina, e este acumulo tem sido associado com a tolerancia das
plantas a essa condigdo adversa, podendo representar um mecanismo regulador da
perda de agua, mediante aumento da osmolaridade celular (FUMIS e PEDRAS, 2002).
Geralmente a sintese de proteinas, sob a influéncia do estresse, é inibida e a
degradacao de proteinas € acelerada, conduzindo a um acumulo de aminoacidos e

aminas livres. As alteracbes no metabolismo das proteinas, tém como uma das
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caracteristicas marcantes a mudanga nas propor¢des dos aminoacidos e,
freqientemente, um aumento elevado na concentragao de prolina (LARCHER, 2000).

Para a interagcao das cultivares em cada tratamento de acidez do solo (C x A), o
teste de Tukey para massa fresca de folhas e area foliar (Tabela 5) revelou que, a partir
do pH em CaCl; igual a 5,3, a cultivar IAPAR 43-Aratd apresentou uma significativa
reducdo da massa fresca de folhas. Este resultado também foi verificado em
experimentos com a cultivar IAPAR 43-Arata cultivada em solugdo nutritiva de Clark
com concentragdes crescente de aluminio (COSSOLINI, 2000). Entretanto para a area
foliar (Tabela 5) apenas o pH de 5,3 causou acentuada redugdo, podendo ser
considerado um dado aleatdrio, pois tanto em condigdes de alta acidez (pH = 4,1) ou
baixa acidez (pH = 5,9), ndo houve resposta de redugao da area foliar. Também em
seis cultivares de girassol verificou-se uma redugéo de 33% na area foliar em fungéo da
toxicidade provocada pelo aluminio (KRIZEK et al., 1988).

O aluminio na solugao do solo, de um modo geral, ndo apresenta toxicidade para
valores menores que 5 mmol, dm™ mas entre 5-10 mmol, dm™ e acima de 10 mmol,
dm™ é alta a probabilidade de ocorrer toxicidade, mesmo considerando que as espécies
e/ou cultivares tenham diferentes graus de tolerancia ao aluminio (MALAVOLTA, 1980).

Nota-se que, para a cultivar IAPAR 43-Aratd, mesmo n&o se observando a
presenga de aluminio no pH de 5,3 (Tabela 2, item Material e Métodos), a partir desta
condigao de acidez o estabelecimento desta cultivar é prejudicado. Esta resposta pode
ser atribuida a outros fatores, isentando o aluminio dos reais efeitos deletérios na parte
aérea. Em soja, as concentracdes acima de 1,0 mmol. dm™ de aluminio, sdo suficientes
para provocar diminuigédo no desenvolvimento das plantulas (CUSTODIO, 2002).

Os desdobramentos dos graus de liberdade dos fatores quantitativos em
regressao polinomial, da disponibilidade hidrica e acidez do solo (H x A, Tabela 3) para
os teores de prolina livre de ambas cultivares (Tabela 6), revelam efeitos significativos
no pH de 4,8 (1,7702**) e 4,1 (1,7059**), mostrando que nas disponibilidades hidricas
dentro destes tratamentos (Figura 1, A3 e A4, respectivamente) houve um aumento nos
teores de prolina proporcionalmente a diminuigdo quantidade de agua (Figura 1A).

Os efeitos da acidez do solo, de um modo geral, somente foram significativos na
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Tabela 5. Teste de Tukey dos efeitos da acidez do solo (C x A), na massa fresca de folhas e area foliar
de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC Fava Larga, 20 dias apos o transplantio.

Médias e teste de Tukey'
Cultivares pH em CaCl,

59 53 4,8 41

Massa Fresca de Folhas (g)

IAPAR 43-Arata 0,2592A 0,2334B 0,2039B 0,2105B
IAC Fava Larga 0,2747A 0,3843A 0,3170A 0,2976A

Area Foliar (dm?)
IAPAR 43-Arata 0,3395A 0,3049B 0,2924A 0,2401A
IAC Fava Larga 0,3648A 0,4733A 0,3488A 0,3055A

" Médias seguidas de mesma letra na vertical n3o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

disponibilidade hidrica de 20% (Tabela 6; 1,9573**), revelando uma tendéncia linear
positiva dos teores de prolina em resposta ao aumento da acidez do solo (Figura 1B).
De fato, o aumento no conteudo de prolina livre sob efeito do aluminio, em Cicer
arietinun (L.), pode ser um indicador do estresse causado por este ion (SATAKOPAN,
et al., 1992). Também, em Vigna radiata (L.) Wilczek, cv. Minglu, foi observado um
significativo aumento dos teores de prolina em condi¢cées de até 2 mM de aluminio na
solugao nutritiva (YANG e CHEN, 2001).

Apesar de varias pesquisas relacionarem a fungdo protetora da prolina na
adaptacéo das células ao estresse hidrico, ainda existem duvidas se o acumulo desse
composto nos tecidos das plantas proporciona realmente uma vantagem adaptativa, ou
simplesmente € uma consequéncia ocasional de outros estresses, que induzem
mudancgas no metabolismo (HARE e CRESS, 1997).

Crescimento inicial do sistema radical

A andlise de variancia das avaliagdes fisiologicas do sistema radical (Tabela 7),

evidencia que para a variavel cultivares (C), verificou-se pelo teste de Tukey, de um
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Tabela 6. Regressao polinomial dos teores de prolina da parte aérea de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC
Fava Larga, sob condigbes simultdneas de disponibilidade hidrica e de acidez no solo (HxA),
20 dias apds o transplantio.

Causa da Variagao

G.L.

Quadrados Médios

Teores de Prolina Livre

(umoles g™ MF")

R.L. para H. d. A1
R.Q. para H. d. A1
R.L. para H. d. A2
R.Q. para H. d. A2
R.L. para H. d. A3
R.Q. para H. d. A3
R.L. para H. d. A4
R.Q. para H. d. A4
R.L. para A. d. H1
R.Q. para A. d. H1
R.C. para A. d. H1
R.L. para A. d. H2
R.Q. para A. d. H2
R.C. para A. d. H2
R.L. para A.d. H3
R.Q. para A. d. H3
R.C. para A. d. H3
Residuo

N S S\ UL G U G (U G GO G G U

72

0,3064"
0,0713™
0,2125™
0,0668™
1,7702**
0,2736™
5,4417*
1,7059**
0,0262™
0,0504™
0,0083™
0,0354"
0,0077"™
0,0734™
1,9573**
0,0312™
0,4567™
0,1335

ns

R.L.: regresséo linear;

R.Q.: regressao quadratica;

R.C.: regresséao cubica

: nao significativo (P > 0,05);
** . significativo (P < 0,01);

' MF = Massa Fresca da parte aérea

A1l:pH=59
A2:pH=5,3
A3: pH=4,8
Ad:pH =41
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Figura 1. Teores de prolina livre da massa fresca da parte aérea de guandu, IAPAR 43 Arata e IAC Fava
Larga, sob efeito da disponibilidade hidrica e da acidez do solo, 20 dias ap6s o transplantio. A.
Disponibilidade hidrica dentro da acidez do solo com pH = 4,8 e pH = 4,1. B. Acidez do solo
dentro da disponibilidade hidrica de 20%.
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Tabela 7. Analise de variancia e teste de Tukey das avaliagbes do sistema radical (massa seca das
raizes, densidade das raizes e diametro médio das raizes) de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC
Fava Larga, sob condigbes simulténeas de disponibilidade hidrica e de aluminio, 20 dias apds
o transplantio.

Causa G.L. Quadrados Médios
da Massa seca Densic!ade Diémetro’médio
das raizes das raizes das raizes

Variagao (mg) érr:ran ;:Ii:) (mm)
Cultivares (C) 1 420,4251** 1,3617** 0,0326**
Disponibilidade Hidrica (H) 2 21,0564 0,0670"™ 0,0087**
Aluminio (A) 3 11,8737™ 2,0539** 0,0077**
Interagéo (CxH) 2 6,2851" 0,4807* 0,0045*
Interagéo (CxA) 3 20,3601** 0,5244* 0,0045*
Interagéo (HxA) 6 3,5966" 0,2171"™ 0,0025"™
Interagcao (CxHxA) 6 4,3259™ 0,4684** 0,0019™
Residuo 72 4,6564 0,1403 0,0013
C.V.(%) 18,7015 21,2725 6,3765

Médias e teste de Tukey1

IAPAR 43-Arata 9,4458B 1,6418B 0,5430B
IAC Fava Larga 13,6313A 1,8800A 0,5798A

"®: ndo significativo (P > 0,05);

* : significativo (P < 0,05);

** 1 significativo (P < 0,01);

' Médias seguidas de mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

modo geral, que o crescimento das raizes da cultivar IAC Fava Larga foi maior em
comparagao com a cultivar IAPAR 43-Arata (Tabela 7).

Para a interagao das cultivares em cada disponibilidade hidrica (C x H), verificou-
se pelo teste de Tukey que as plantas da cultivar IAPAR 43-Arata apresentaram-se com
menor densidade de raizes nos tratamentos de 60%, sem restricdo hidrica, e no
tratamento de 40%, com restricdo hidrica moderada (Tabela 8), enquanto que a cultivar
IAC Fava Larga apresentou plantas com maior densidade de raizes em todos os

tratamentos. Considerando os efeitos negativos do tratamento de 60% na parte aérea
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Tabela 8. Teste de Tukey dos efeitos da disponibilidade hidrica (C x H), na densidade e no didametro
médio das raizes de guandu, IAPAR 43-Arata e IAC Fava Larga, 20 dias apds o transplantio.

Médias e teste de Tukey'
Cultivares Disponibilidade Hidrica (%)
60 40 20

Densidade das Raizes (mm cm® de solo)

IAPAR 43-Arata 1,5693B 1,6200B 1,7362A
IAC Fava Larga 1,9582A 1,9904A 1,6915A

Diametro Médio das Raizes (mm)
IAPAR 43-Arata 0,5407A 0,5294B 0,5589B
IAC Fava Larga 0,5525A 0,5879A 0,5993A

' Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05).

da cultivar IAPAR 43-Arata, como a reducgao da altura e do numero de folhas (Tabela 4),
0s menores valores de densidade e didmetro médio das raizes, sob o mesmo
tratamento, podem inferir que, esta cultivar tenha alta sensibilidade as condigbes de
excesso de agua (NENE, 1990), que para o seu sistema radical esteja entre 40% e 60%
dos poros preenchidos. Ainda, os resultados obtidos (Tabela 8) revelam que, o
tratamento de estresse hidrico moderado (40%) provocou um menor crescimento das
raizes da cultivar IAPAR 43-Arata, e o tratamento mais severo (20%) provocou uma
reducdo acentuada no didmetro médio de raizes para esta cultivar.

Também, observa-se que o tratamento de 20% n&o causou na cultivar IAPAR
43-Aratd as mesmas respostas para densidade e didmetro médio de raizes, 1,7362A e
0,5589B, respectivamente; (Tabela 8). Este resultado também foi observado na
leguminosa forrageira cunha (Clitoria ternatea L.), sendo que nesta espécie o elevado
crescimento do sistema radical, em massa seca, no tratamento de 20% foi expresso em
funcdo do proprio calibre (didametro) e ndo do comprimento das raizes (FERREIRA,
2001). O didametro das raizes poderia, entdo, ser considerado um parametro mais
adequado para mensurar o real crescimento do sistema radical quando exposta a um

estresse hidrico mais severo (20%).
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E interessante notar que, o parametro densidade evidencia o crescimento em
quantidade de raizes, enquanto que parametro didmetro evidencia o crescimento mais
vigoroso das raizes (raizes mais grossas). Portanto, € nitido visualizar pelos resultados
obtidos que, o tratamento de estresse hidrico moderado (40%) provocou um menor
crescimento das raizes da cultivar IAPAR 43-Arata (Tabela 8).

Para a interagdo das cultivares em cada tratamento de acidez do solo (C x A,
Tabela 7), o teste de Tukey para massa seca de raizes (Tabela 9) revelou acentuada
reducdo na cultivar IAPAR 43-Aratd em todos os tratamentos de acidez do solo. A
densidade de raizes, contudo, foi reduzida no pH 5,3 e 4,8. Também, verificou-se que
nos pH de 5,9; 5,3 e 4,8, ocorreu redugao significativa para o diametro médio de raizes
(Tabela 9). De fato, os resultados evidenciam que somente a massa seca de raizes foi
reduzida significativamente no pH mais baixo (4,1) onde a quantidade de aluminio era
de 9 mmol. dm™, indicando que na cultivar IAPAR 43-Arata, n3o houve alteragdo no
volume (densidade) e espessura (didmetro). Assim, este resultado significativo pode
inferir que a massa seca de raizes € um parametro mais adequado para avaliar o
crescimento das raizes sob efeito de elevada acidez do solo.

De fato, os resultados para a massa seca de raizes mostra (Tabela 9) que a
cultivar IAPAR 43-Aratd é muito mais sensivel a acidez do solo que a cultivar IAC Fava
Larga. Isto, também foi verificado na cultivar IAPAR 43-Aratd sob efeito de
concentracdes crescentes de aluminio, 0,25, 0,5 € 1,0 mmol dm™, em soluc&o nutritiva
de Clark (COSSOLINI, 2000). Em seis cultivares de girassol os tratamentos com
aluminio reduziram em 50% a massa seca de raizes (KRIZEK et al., 1988). O
crescimento das plantulas de feijdo em pH decrescentes (5,5, 50 e 4,5) foi
significativamente diminuido em consequéncia da redugcdo acentuada do crescimento
das raizes, sendo a cultivar Conquista considerada mais sensivel a acidez elevada, pois
apresentou menores valores de comprimento de raiz (CUSTODIO, 2002). De um modo
geral, sob condi¢des de acidez elevada do solo ocorre redugdo da massa, comprimento
e densidade de raizes, entretanto na faixa de pH entre 5,0 e 7,5 o comprimento pode
ser diretamente ou indiretamente inibido dependendo do gendtipo (BALIGAR et al.

1998). Realmente, a partir de 10 mg L™, ocorreu reducdo na massa seca do sistema
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Tabela 9. Teste de Tukey dos efeitos da acidez do solo (C x A), na massa seca, densidade e didametro
médio das raizes de guandu, IAPAR 43-Araté e IAC Fava Larga, 20 dias apds o transplantio.

Médias e teste de Tukey'
Cultivares pH em CaCl,

59 53 4,8 41

Massa Seca das Raizes (mg)
IAPAR 43-Arata 0,0106B 0,0088B 0,0096B 0,0088B
IAC Fava Larga 0,0124A 0,0144A 0,0152A 0,0125A

Densidade das Raizes (mm cm® de solo)
IAPAR 43-Arata 1,7467A 1,7078B 1,7669B 1,3459A
IAC Fava Larga 1,6842A 2,2503A 2,2023A 1,3833A

Diametro Médio das Raizes (mm)
IAPAR 43-Arata 0,5497B 0,5184B 0,5258B 0,5780A
IAC Fava Larga 0,5983A 0,5843A 0,5571A 0,5797A

" Médias seguidas de mesma letra na vertical n3o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

radical de 30 gendtipos de guandu, todavia os resultados ndo foram similares, pois
dependendo da resposta do gendtipo pode-se classificar as plantas de guandu como
sensiveis, moderadamente sensiveis e tolerantes a acidez (NARAYANAN e SYAMALA,
1989).

Para uma avaliagdo em conjunto de todas as caracteristicas fisiologicas
(variaveis) estudadas pelas analises multivariadas de agrupamento e de componentes
principais (SNEATH e SOKAL, 1973), o dendrograma, resultante da analise de
agrupamento dos tratamentos utilizados, mostrou a existéncia de trés grupos, G1, G2 e
G3 (Figura 2), sendo o G1 caracterizado pela disponibilidade hidrica de 20% (H3) e os
grupos G2 e G3 caracterizados pelas cultivares IAC Fava Larga (C2) e IAPAR 43-Arata
(C1), respectivamente. Ainda ressalta-se que, nestes dois ultimos grupos nao houve
influéncia das disponibilidades hidricas e também da acidez no solo, pois
indistintamente, estes fatores aparecem nos grupos formados por ambas cultivares.

No conjunto das avaliagbes fisioldégicas analisadas, considerando todos os
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Figura 2. Dendrograma da analise de agrupamento dos tratamentos utilizados.

tratamentos, a analise de componentes principais permitiu a construgdo de graficos
bidimensionais (Figura 3). Os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) séo
0s que retém maior quantidade de informagéo do conjunto original de variaveis, tendo
neste estudo acumulado 82,1917% (Tabela 10). Assim, considerando os tratamentos de
disponibilidade hidrica, o conjunto das avaliagdes fisioldégicas analisadas, como a altura
(0,9368), numero de folhas (0,9145), area foliar (0,9677), massa fresca de folhas
(0,9200), massa fresca de caules (0,9233) e densidade de raizes (0,6611),
apresentaram alta correlagado positiva, e apenas a prolina (-0,7408) apresentou alta
correlagdo negativa com o CP1 (Tabela 10). Neste caso, os tratamentos de 60 e 40%
de disponibilidade hidrica, que estdo localizados a direita no eixo CP1, tendem a
proporcionar as plantas condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento, e conseqlientemente
nessas condi¢des as cultivares apresentaram menores teores de prolina (Figura 3A).

Com relagdo as cultivares, o conjunto das avaliagbes fisiologicas analisadas,
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Figura 3. Distribuicdo dos tratamentos de disponibilidade hidrica (A) e distribuigdo das cultivares IAPAR
43-Arata e IAC Fava Larga (B), nos dois primeiros componentes principais. CP1: Componente
Principal 1. CP2: Componente Principal 2.
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Tabela 10. Analise multivariada de componentes principais para avaliagdo conjunta de todas as
caracteristicas fisiolégicas

Dados da analise multivariada de componentes principais

CP1 CP2
Porcentagem acumulada 60,7866 82,1917
Correlacao entre as caracteristicas fisiolégicas e os componentes
principais
CP1 CP2
Altura (cm) 0,9368 0,2522
Numero de folhas 0,9145 -0,0201
Area Foliar (dm?) 0,9677 -0,0832
Massa Fresca de Folhas (g) 0,9200 -0,2142
Massa Fresca de Caules (g) 0,9233 -0,0256
Massa Seca de Raizes (mg) 0,2360 -0,9310
Densidade de Raizes
3 0,6611 -0,4319
(mm cm™ de solo)
Didmetro Médio de Raizes (mm) -0,2828 -0,6875
Prolina (umoles g m ") -0,7408 -0,5320

CP1: Componente Principal 1
CP2: Componente Principal 2

como a massa seca de raizes (-0,9310), o didametro meédio (-0,6875), a prolina (-0,5320)
e a densidade de raizes (-0,4319) apresentaram correlagdo negativa com o CP2
(Tabela 10). Neste caso a cultivar IAC Fava Larga que esta isolada da cultivar IAPAR
43-Aratd e localizada abaixo no eixo CP2, tende a apresentar maiores valores para
estas avaliagbes fisioldgicas (Figura 3B). Neste caso, apenas essas avaliagdes
possibilitaram separar as cultivares considerando sua tolerancia aos efeitos dos
estresses provocados pela disponibilidade hidrica e acidez do solo, apresentando a

cultivar IAC Fava Larga como sendo a mais tolerante a ambos estresses.

Avaliagbes morfo anatbmicas

Os teores de aluminio apresentam-se muito mais elevados nas raizes que na

parte aérea (MALAVOLTA, 1980), possivelmente, porque a permeabilidade nessas
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células é maior do que em outras regides (Rasmussem, 1968, citado por PINTRO et al.,
1995). Também, por ser um elemento de pouca mobilidade dentro da planta (EPSTEIN,
1974), os efeitos deste elemento sdo mais evidentes no sistema radical, que se
apresenta normalmente com uma diminuicdo da permeabilidade e do crescimento
celular (FOY, 1988; CAMBRAIA et al., 1990), pois as raizes que sao danificadas pelo
aluminio, conseguem crescer apenas em um volume limitado de solo (WRIGHT, 1989).

Através dos cortes anatdmicos nota-se que as raizes de ambas cultivares de
guandu apresentaram-se normais (Figuras 4A e 5A), isto € possuem epiderme com
uma camada de células, cortex constituido de células parenquimaticas poliédricas,
endoderme bem diferenciada e quatro arcos de xilema, caracterizando uma raiz
tetrarca, tipica de plantas dicotileddneas (DAMIAO-FILHO, 1993)

As alteracdes anatdbmicas nos apices radicais das cultivares IAPAR 43-Arata e
IAC Fava Larga, evidenciam que a presenga de aluminio provocou uma desorganizagao
nos tecidos (Figura 4B e 5B) como o aparecimento de células parenquimaticas com
maior area no coértex. No cilindro vascular observa-se que ocorreu uma desorganizagao
da endoderme e do periciclo causando a perda da forma circular do cilindro. Também
houve um desarranjo dos arcos do xilema provocando uma aglomeragao dos tecidos na
regiao central do cilindro vascular, o aparecimento de elementos de vasos com
aumento pronunciado de didmetro, um numero maior de células de xilema e um
aparente espessamento das paredes celulares do xilema e do floema (Figura 4B e 5B).
Em plantas de beterraba cultivadas em solugao nutritiva com concentracées acima de 4
mg L™ de aluminio, também foi verificada uma desorganizagdo nos tecidos das raizes,
estas plantas apresentaram células com padrdes irregulares sem uma distribuicdo
normal, sendo as células parenquimaticas do cortex com tamanhos discrepantes e
algumas demasiadamente grandes, enquanto outras muito pequenas (KESER et al.,
1975).

O aluminio também reduz a quantidade de amiloplastos das células da coifa da
raiz e inibe a producédo das vesiculas secretoras produzidas pelo Complexo de Golgi,
resultando em uma desorganizagao celular generalizada e, consequentemente, inibindo
o alongamento celular (BENNET et al.,1987).
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Figura 4. Micrografias de secg¢des transversais dos apices radicais de guandu, cultivar IAPAR 43-Arata,
submetidos aos tratamentos de pH, na disponibilidade hidrica de 40%, 20 dias apds o
transplantio (x400). A. pH 5,8; AI** = 0,0 mmol.dm™. B. pH 4,1; A”** = 9,0 mmol,dm™.

Epiderme (A); Cortex (B); Endoderme (C); Floema (D); Xilema (E); Cilindro vascular (F).
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Figura 5. Micrografias de secgdes transversais dos apices radicais de guandu, cultivar IAC Fava Larga,
submetidos aos tratamentos de pH, na disponibilidade hidrica de 40%, 20 dias apds o
transplantio (x400). A. pH 5,8; AI** = 0,0 mmol.dm™. B. pH 4,1; A”** = 9,0 mmol,dm™.

Epiderme (A); Cortex (B); Endoderme (C); Floema (D); Xilema (E); Cilindro vascular (F).
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O aluminio facilmente entra na raiz pela via apoplasto entretanto, ha evidencias
de interagdes potencialmente prejudiciais do aluminio com a parede celular e a
membrana plasmatica, neste caso pode ser que exista a necessidade do aluminio ser
transportado via simplasto. Estas interagdes poderiam ocorrer da seguinte forma, o
aluminio em ligagdo com os compostos pécticos ou proteinas da parede celular poderia
diminuir a extensibilidade ou a condutividade hidraulica, também o aluminio poderia
deslocar ou substituir outros ions da parede celular ou da membrana promovendo sua
desestabilizacdo (DELHAIZE e RYAN, 1995).

De fato o acumulo de aluminio na epiderme, hipoderme, cortex e endoderme de
raizes (WAGATSUMA, 1984) e as interagdes entre este ion com a parede celular e/ou
com a membrana plasmatica podem explicar a ocorréncia da desorganizagéo
observada nos tecidos das raizes de guandu, como por exemplo, o aparecimento de
células parenquimaticas com maior area no cortex, a perda da forma circular do cilindro
vascular em fung¢ao da desorganizagao da endoderme e do periciclo.

E interessante verificar que houve diferenca significativa no crescimento de
ambas cultivares, sendo a IAPAR 43-Aratd mais sensivel aos efeitos do aluminio que a
IAC Fava Larga, entretanto, os efeitos deletérios do aluminio nas raizes de ambas
cultivares foram praticamente similares (Figura 4A, 5A, 4B e 5B), ndo permitindo
evidenciar, de qual cultivar, o sistema radical poderia ser considerado mais tolerante a

presenca de aluminio no solo.

Conclusoes

v A cultivar IAPAR-43 Aratd apresentou um menor crescimento da parte aérea
e do sistema radical tanto em condi¢des de restricdo hidrica quanto de acidez do solo,
comparada com a IAC Fava Larga.

4 Em condigbes de restrigao hidrica severa a cultivar IAC Fava Larga pode ser

considerada mais tolerante, pois apresentou maior acumulo de prolina.
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v A presenga de aluminio no solo simultaneamente com a restricdo hidrica
severa apresentaram um efeito sinergistico sobre os teores de prolina livre.
4 As avaliagbes morfo-anatdbmicas n&o apresentaram respostas que

evidenciassem a tolerancia diferencial para o aluminio entre as cultivares.
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