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RESUMO

Uma das principais causas de prejuizos na produtividade agricola se deve as
altas concentracbes de aluminio (Al) na solugdo do solo, caracteristica de solos
acidos intemperizados da zona tropical umida. O Al afeta a morfologia e a fisiologia
do sistema radicular, limitando o aprofundamento das raizes no solo e a absorcéo de
agua e de nutrientes. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
concentracbes de Al (0,0; 1,5; 3,0 mg L) no desenvolvimento radicular das
variedades de feijao Formoso, Alvorada, Harmonia e Diplomata, por meio da
avaliacdo de alteracdes morfoldégicas nas raizes das plantulas, visiveis por
microscopia oOptica, e da taxa de alongamento radicular. O experimento foi conduzido
em condi¢cfes de laboratorio, em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os resultados de taxa de crescimento radicular (mm diat) foram
submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de significancia. O aumento da concentracao de Al em solucéo causou diminuicédo da
taxa de alongamento radicular (mm dia') nas quatro variedades. As plantulas da
variedade Harmonia foram mais tolerantes a presenca do Al quanto a taxa de
alongacéo radicular. O periodo de 4 dias de exposi¢ao das raizes ao Al causou danos
visiveis morfolégicos apenas na variedade Formoso. A concentragao critica de Al em
solucéo, a partir da qual houve decréscimo na taxa de alongamento radicular, foi de
1,5 mg Lt de Al. A biometria de raizes indicou a seguinte sequéncia das variedades
de feijdo quanto a tolerancia ao Al em solucdo: Harmonia > Formoso = Alvorada =

Diplomata.
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1 — INTRODUCAO

O Brasil, atualmente, € o maior produtor mundial da cultura do feijoeiro, com
area ocupada em torno de 3,27 milhdes de hectares, produtividade média de 853
kg/ha e, producado de 957 mil toneladas, safra 2012/13 (CONAB, 2013).

Uma das principais limitacdes dos cultivos agricolas nos tropicos e, por
consequéncia, do incremento da producdo de alimentos nesta regido, esta
relacionada a ocorréncia de solos acidos, que ocupam cerca de 3 bilhdes de hectares
da superficie terrestre. Na regido tropical da América do Sul, esses solos cobrem 85%
da area total e aproximadamente 850 milhdes de hectares séo subutilizados para a
producdo agricola. Desse total, 75% possuem pH abaixo de 5,3 no subsolo e 44%
tém saturacao por Al maior do que 70% (FAGERIA et al., 1999). Aproximadamente
70% do territério brasileiro séo cobertos por solos acidos e, em 40%, a produtividade
das culturas esta reduzida a metade (QUAGGIO 2000). O estudo de Abreu Jr. et al.
(2003) mostrou que 75% dos valores de pH da camada superficial de solos de 26
regides brasileiras estiveram entre 3,78 e 5,52 e que o AI®* foi o céation trocavel
predominante em mais de 30% dos solos com pH inferior a 5,6. No Brasil, a ocorréncia
de solos com potencial para atividade agricola afetados por problemas de toxidez por
Al é da ordem de 60% (ABREU Jr. et al., 2003). Aumentos na producao de soja com
a calagem tem sido demonstrados por seu efeito no aumento do pH (RAIJ et al.,
1977), na reducédo de Al e Mn téxicos (MASCARENHAS et al., 1976) e no aumento
da absorcdo de Ca, Mg, N, P, K e S (QUAGGIO et al.,, 1993). Estes efeitos sao
desejaveis, jA que a acidez do solo é um dos principais fatores que limitam a
produtividade da soja, sobretudo em solos tropicais na regido do Cerrado, que
segundo Borgonovi et. al. (1987) ocupam 20% do territério nacional, onde esta
leguminosa tem ampliado sua fronteira de expanséo no Brasil.

A reducdo da taxa de crescimento radicular de plantas sensiveis tem sido
considerado o principal efeito de niveis toxicos de Al, que afeta o alongamento e a
divisdo celular. Essa restricdo diminui a capacidade da planta para obter agua e
nutrientes do subsolo, em virtude do enraizamento superficial, tornando-a, portanto,
menos produtiva e mais susceptivel a seca e outros estresses. Duas maneiras sao
propostas para contornar o problema de excesso de Al no solo. Uma delas consiste

em neutralizar a acidez do solo (QUAGGIO, 2000). A incorporacédo superficial do
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calcario € uma pratica empregada na agricultura tropical como forma de elevar o pH
do solo e a saturacao por bases, além de promover a detoxificacdo do Al, mediante a
sua precipitagdo quimica na forma de hidroxido. Quaggio (2000) estimou que o
consumo médio de calcario no Brasil é de 0,3 t hat, bem abaixo do que seria
recomendado aplicar (1 t ha') para as principais culturas. A dificuldade da
neutralizacdo da acidez subsuperficial tem sido atribuida & lenta solubilidade do
calcério, confinando o sistema radicular no horizonte superficial, o que traz
consequéncias restritivas para o crescimento da parte aérea. Essa limitacdo adquire
maior relevancia durante periodos de deficiéncia hidrica, quando a aquisicdo de agua
e de nutrientes das camadas mais profundas pode ser decisiva para a sobrevivéncia
das plantas (FIDALSKI & TORMENA, 2005). Ainda que existam praticas alternativas,
como a incorporacao profunda do calcario ou o uso de sais mais solUveis, como o
gesso agricola, tais opcdes sofrem restricdes de ordem técnica ou econdmica, que
podem inviabilizar sua utilizagdo. Outra opcdo que tem sido considerada mais
promissora para contornar este problema € a exploracao do potencial genético das
plantas, uma vez que espécies, cultivares e variedades diferem amplamente quanto
a tolerancia ao excesso de aluminio no solo (FIDALSKI & TORMENA, 2005).

Ha dificuldade para a definicdo de um valor critico para o Al do solo que
provoca toxidez as plantas, pois ndo existe consisténcia entre os resultados
experimentais, em razdo das diferencas genéticas entre as espécies testadas, 0s
solos e as condi¢des experimentais (QUAGGIO, 2000). A identificacdo de variedades
tolerantes ou sensiveis pode contribuir para sistemas sustentaveis de producao, ja
gue a selecdo de gendtipos tolerantes a condi¢cBes restritivas de fertilidade do solo,
com énfase aos atributos de subsuperficie limitantes a expansao do sistema radicular,
pode maximizar a eficiéncia de utilizacdo dos insumos e minimizar o risco imposto
pela combinag&o de diversas caracteristicas restritivas do ambiente que impedem a

maxima expressao genética das variedades.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 — FATORES EDAFOCLIMATICOS QUE INTERFEREM NA
PRODUTIVIDADE DO FEIJOEIRO

Apesar da sua ampla adaptacdo geografica, o feijoeiro (Phaseolus
vulgaries L.) € muito pouco tolerante a fatores extremos do ambiente, sendo uma
cultura relativamente exigente no que diz respeito a maioria das condicOes
edafoclimaticas (BOREM et al.,2011).

A temperatura meédia 6tima durante o ciclo cultural é de 18 a 24 °C, sendo 21
°C aideal (VIEIRA, 1967). De acordo com Mariot (1989), a temperatura média durante
o ciclo da cultura, na América Latina, varia entre 17,5 °C e 25 °C e, normalmente, a
época de semeadura busca a coincidéncia da floracdo com a temperatura de 21 + 2
°C, considerada 6tima para esta etapa de desenvolvimento, desde que associada
com adequada disponibilidade de agua no solo. Fanceli & Dourado Neto (1999), por
sua vez, consideraram aptas para a cultura regides com temperatura médias entre 15
e 29 °C.

A ocorréncia de temperatura acima ou abaixo da temperatura Otima,
dependendo da frequéncia e da duracdo, pode ocasionar S€rios prejuizos ao
estabelecimento, crescimento e desenvolvimento da cultura, resultando em baixo
rendimento de gréos.

A agua constitui outro fator limitante do rendimento da cultura, pois interfere
diretamente nos processos basicos da planta, como absorcédo e translocacdo de
nutrientes, fotossintese e translocacgéo de assimilados, transpiracéo, respiracao e, em
dltima analise, no crescimento e na producéo de grdos (GUIMARAES, 1988).

Por este motivo, a cultura do feijao requer boa disponibilidade de dgua no solo
durante o0 ciclo, principalmente nas etapas mais criticas como
germinacdo/emergéncia, floracdo e enchimento de grdos (BOREM et al., 2011).

Quando o déficit hidrico instala-se no periodo compreendido entre semeadura
e emissdo da quarta folha trifoliolada, ha prejuizo na germinacéo, na emergéncia e
na sobrevivéncia de plantas, resultando em baixo estande, o que ira se traduzir em
reducédo no rendimento de graos. Macedo Junior et al. (1994), submetendo o feijoeiro
a diferentes tensdes matriciais de agua no solo a partir dos primeiros 20 dias,
verificam reducdes de 16 a 42% na producdo de grdos em comparacdo com a
produtividade obtida com o solo na capacidade de campo.
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Deve-se considerar também, condi¢cdes de encharcamento do solo, muitas
vezes, causadas por irrigagdes excessivas, condi¢cdes estas ndo suportadas pelo
feijoeiro, devido a deficiéncia de oxigénio (BOREM, 2011).

As etapas de florescimento e frutificacdo sdo as mais sensiveis a ma aeracao
do solo. A inundacéo no periodo de florescimento por dois, quatro ou seis dias pode
ocasionar reducdes de producdes de ordem de 48%, 57% ou 68%, respectivamente
(SILVA, 1982).

O feijoeiro pode ser cultivado em solos com textura que pode variar de arenosa
leve a argilosa pesada (WALLACE, 1980), incluindo solos turfosos (PURSEGLOVE,
1986; ANDRADE et al., 1993). Porém, os solos argilosos e mal drenados deveréo ser
evitados nas semeaduras de outubro e novembro, assim como as baixadas Umidas
ou sujeitas a inundacéo ou ao encharcamento. Nesses meses, devem ser preferidos
para semeadura 0s terrenos mais altos e com bom arejamento, evitando-se excesso
de agua no solo.

Ndo havendo limitagbes climaticas, nem impedimentos fisicos para o
desenvolvimento das raizes, o crescimento e a producéo do feijoeiro dependem das
caracteristicas quimicas do solo, sobretudo da sua capacidade em suprir 0s nutrientes
nas quantidades adequadas para o crescimento normal das plantas, o que €
fortemente condicionado pelo pH (MORAES, 1988).

De acordo com a maioria dos resultados disponiveis, o feijoeiro apresenta
maxima produtividade numa faixa de pH de 5,5 a 6,5 (VIEIRA, 1967; MORAES, 1988;
FAGERIA et al., 1996; ROSOLEM, 1996). Quanto menor o pH do solo, maior o efeito
de ions téxicos (AlI*3, Mn*2, H*) que limitam o crescimento radicular, o
desenvolvimento da parte aérea e a producdo. Dessa forma, menores serdo a
disponibilidade de nutrientes para as plantas e a fixagdo simbidtica de nitrogénio
(ROSOLEM, 1996), resultando em menos crescimento e rendimento de gréos. Ha
variabilidade quanto a suscetibilidade do feijoeiro as condicdes de acidez dos solos,
sendo possivel abordar o problema por meio do melhoramento genético (SANTOS et
al., 1993).

A ocorréncia de aluminio (Al) no solo, em niveis toxicos, tem sido considerada
importante por limitar o crescimento e a produtividade das culturas em regidées com
elevada acidez do solo. Embora a prética da calagem permita corrigir ou atenuar 0s
efeitos do Al, a eficiéncia da corre¢do limita-se & camada de incorporacdo do

corretivo, podendo o subsolo continuar com elevado teor de Al trocavel (FONTES et
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al., 1996). O efeito nocivo da toxidez de Al manifesta-se, geralmente, bloqueando o
crescimento radicular, principalmente das laterais, diminuindo, assim, a area e volume
dos pélos radiculares (ROSSIELLO; JACOB-NETTO, 2006). H& a r4pida inibi¢cdo do
processo de elongacéao radicular (cerca de 30-120 min apés o contato dos genaotipos
sensiveis com Al toxico), em razdo da paralisacdo da divisédo celular (WHIGHT, 1989;
DELHAIZE; RYAN, 1995; KOCHIAN, 1995). A exposi¢do continua ao Al conduz a
alterac6es morfolégicas, como 0 engrossamento e encurtamento das raizes, com
aspecto quebradico (DELHAIZE; RYAN, 1995), o desenvolvimento de cor castanha
na regido apical e alteracdo na arquitetura do sistema radicular, reprimindo o
crescimento das laterais e conduzindo a formacgéao de sistemas radiculares com menor
area de volume. (ROSSIELLO; JACOB-NETO, 2006). Nessas condicfes, as plantas
nao conseguem obter agua e nutrientes suficientes do subsolo, tornando-se, portanto,
menos produtivas. Os mecanismos fisioldgicos da toxidez por Al no crescimento
radicular ndo sao, ainda, bem compreendidos, sendo a inibigdo da diviséo celular um
efeito primario, causado pela ligacdo do Al com &cidos nucleicos. Esse efeito € mais
acentuado nas células da coifa, incidindo diretamente na inibicdo da elongacao
radicular (FONTES et. al., 1996).

2.2 - TOXIDEZ POR ALUMINIO

A constituicdo quimica da crosta superior da Terra apresenta predominio de
oxigénio (O), silicio (Si) e aluminio (Al). A cada 100 atomos da crosta terrestre, cerca
de 6 ou 7 sé@o de Al, 60 séo de O e 20 sdo de Si. Estes elementos formam os minerais
secundarios do solo, representados principalmente por éxidos e silicatos de Al. O
restante sdo atomos de ferro (Fe), calcio (Ca), sodio (Na), potassio (K) e magnésio
Mg). Estes 8 elementos constituem 99% do total de atomos presentes na superficie
terrestre (CREPANI et al., 2001).

Segundo VIOLANTE & VIOLANTE (1980), o ion Al vem da decomposicao de
aluminossilicatos, feldspatos, micas, anfibdlios, piroxénios e minerais secundarios. Ha
liberacdo de Al quando os minerais sdo intemperizados. O elemento pode combinar-
se com o Si para formar minerais secundarios, ser complexado pelos compostos
organicos ou ser precipitado sob a forma de hidroxidos de Al.

A liberagédo do ion AI** depende de diversos fatores, entre eles a influéncia de

alguns elementos quimicos. Em solos de locais com elevadas precipitagfes
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pluviométricas, ocorre a lixiviacdo de nutrientes solluveis, como Ca, Mg e K. Quando
a remocdao dos cétions basicos € maior do que a liberacao através da intemperizacao
das rochas, o pH do solo diminui (BOHNEN, 1995).

Parte da dificuldade em estudar os processos que ocorrem nas plantas,
decorrente da acao deste metal, pode ser atribuida a sua complexidade quimica. Em
pH abaixo de 5, o hidrogénio (H*) atua sobre os minerais de argila ocasionando a
hidrélise do hidroxido de Al, de ions silicato da superficie dos argilominerais e do Al
complexado com a matéria organica do solo (MALAVOLTA, 1985; ASHMAN; PURI,
2002) o que provoca liberacdo do Al para a solucdo do solo. O Al se hidrolisa em
solucéo, de tal modo que a espécie de Al trivalente, Al®*, predomina em condicdes
acidas (pH < 5,0). J4 com a elevacao do pH (pH > 5,0), ha o predominio das espécies
Al(OH) 2* e AI(OH)2*. Em valores de pH préximos da neutralidade (pH=7,0), ha
predominio das espécies Al(OH)s e Al(OH)4 (DELHAIZE; RYAN, 1995). Em solucéo,
estes ions AI** atraem moléculas de agua e, por processos de hidrélise, ha liberacéo
de ions H*, fazendo com que o pH do solo diminua ainda mais, conforme a reacao:
Coléide do solo — AI** < AI** na solucédo do solo + H20 — Al (OH)?* + H*

Al (OH)?* + H20 — Al (OH)2* + H*
Al (OH)2* + H20 — Al (OH)3% + H*

A reacao completa de hidrélise, até a formacgéo do hidroxido de Al precipitado,
contribui para a liberacéo de trés jons H*. A medida que o pH do solo diminui, aumenta
a atividade do Al na solucéo do solo e, consequentemente, ocorre potencializacao

dos efeitos nocivos desse elemento as culturas (SALET et al., 1999).

2.3 - EFEITOS DO ALUMINIO SOBRE O SISTEMA RADICULAR

A toxidez causada pelo Al provoca diversos efeitos sobre a planta, que incidem
principalmente sobre o sistema radicular. Os danos radiculares mais importantes

atribuidos ao Al na solucéo do solo séo:

a. AlteracBes na membrana da célula: as membranas das células radiculares séo as
primeiras a sentir os efeitos téxicos do Al. As alteracdes causadas pelo Al diminuem
a permeabilidade da célula para agua, devido a alteracdo das propriedades da

membrana plasmatica e vacuolar (ZHAO et al., 1987);
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b. Inibic&o da sintese de DNA e da divisdo celular: um dos danos de maior importancia
para o sistema radicular é a inibicdo da divisdo celular, onde secc¢des da dupla hélice
de DNA sao capturadas por polimeros de Al, através da forte ligacdo entre fosfato
com carga negativa e a carga positiva do polimero, ocorrendo assim, estabilizacdo da
dupla fita e, consequentemente, resultando em um decréscimo da atividade de

duplicagéo. (WALLACE & ANDERSON, 1984),

c. Inibicdo do elongamento celular: a inibicdo do elongamento celular ocorre devido a
alteracdes na regido da coifa, que agem como sensores ao estresse ambiental
(MARSCHNER, 1991). Acredita-se que estas alteragdes ocorram devido a altas
concentragdes de Al no nucleo das células (NAIDOO et al. 1978);

Como resultado desses efeitos do Al na solucéo do solo as plantas, é inevitavel
gue ocorra alteracdes na absorcao de nutrientes, devido a inibicdo do crescimento do
sistema radicular pelo Al, a area explorada torna-se potencialmente pequena,
resultando em menor absorcao de nutrientes e agua (FOY, 1974). Além disso, o pH

baixo do solo resulta em alteracfes na disponibilidade de nutrientes, dificultanto sua

absorgéo (Figura 1).

Ferro Faixa adequada
Cobre para a maioria
Manganés das culturas
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\ Molibdénio
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/\

\

™~ Potassio

Calcio

DISPONIBILIDADE CRESCENTE

PAAAA AN T

» Magnésio
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1 1 ] | |
5,0 60 65 7,0 8,0
pH

FIGURA 1. Disponibilidade de nutrientes vegetais em relacdo ao pH do solo
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(MALAVOLTA, 1979).

Em relacdo aos danos morfolégicos, as raizes tornam-se curtas, grossas,
frageis, com apices espessos, coifa deformada e coloracdo marrom (FOY, 1974;
DELHAIZE & RYAN, 1995) (Figura 2).

FIGURA 2. Aspectos morfolégicos de raizes de plantulas de trigo afetadas pelo Al do solo:
(A) efeito do Al no crescimento das raizes; (B) microscopia eletrénica de varredura (MEV) do
apice radicular de variedades tolerante (B) e sensivel (direita) ao Al do solo (C) (DELHAIZE
& RYAN, 1995).

Ha a rapida inibicdo do processo de elongacédo radicular (cerca de 30-120
minutos apds o contato dos genotipos mais sensiveis com o Al toxico), em razéo da
paralisagcédo da diviséo celular (WRIGHT, 1989; DELHAIZE & RYAN, 1995; KOCHIAN,
1995). A producédo de biomassa radicular € normalmente mais sensivel a toxicidade
do Al que a producéo de biomassa da parte aérea (MACHADO & PEREIRA, 1990). A
reducdo do crescimento da parte aérea (Figura 3) ocorre hum momento posterior e
parece ser uma consequéncia dos danos que ocorrem na raiz (MATSUMOTO et al.,
1976).

N&o se sabe, exatamente, a partir de qual concentragao na solucéo do solo o
Al passa a ser toxico para as plantas. Entretanto, espera-se que quantidades na
ordem de alguns poucos pmol L de Al sejam capazes de provocar alteracdes
negativas na maioria das espécies vegetais, principalmente por afetar diretamente as
raizes e lesar seu funcionamento normal, diminuindo a absorc¢ao de nutrientes e agua
(SOBRAL & GUIMARAES, 1992).
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Figura 3. Parte aérea e sistema radicular de plantas de milho (Hibrido 30F53) cultivadas em

solucgdo nutritiva na auséncia e presenga de aluminio, respectivamente (TECHIO, 2009).

As espécies e cultivares vegetais variam em relacdo a tolerancia ao Al em
solucéo, devido a diferentes mecanismos utilizados pelas plantas. Duas categorias
de mecanismos de tolerancia ao Al sdo propostas. A primeira, € bem menos
conhecida, diz respeito a mecanismos de tolerancia a grandes quantidades de Al no
simplasto da raiz, que podem estar relacionados a quelacdo do Al no citosol, a
compartimentacdo do Al nos vacuolos, a ligacées Al-proteinas ou a evolucao de
enzimas tolerantes ao Al (TAYLOR, 1988). Ha relatos da inexisténcia de relacdo entre
a concentracao de Al nos vacuolos e o indice de tolerancia baseado no crescimento
da raiz (ECHART & CAVALLI-MOLINA, 2001). A segunda categoria de mecanismo
de tolerancia ao Al esta relacionada com a habilidade de excluir o Al do 4pice da raiz,
e envolve diferentes tipos de mecanismos como permeabilidade seletiva do Al na
membrana plasmatica, imobilizacdo do Al nas paredes celulares, formacédo de uma
barreira de pH induzida pela planta na rizosfera ou no apoplasto da raiz e a eliminagao
de ligantes quelados (TAYLOR, 1988). A exclusdo de Al da extremidade das raizes
pode ser obtida pela eliminacdo de acidos organicos do apice radicular. Estd bem

estabelecida a habilidade dos &cidos organicos de quelatar os ions livres Al

20



transformando-os em espécies nao-fitotoxico. Tem sido especulado que plantas
tolerantes ao Al usam A&cidos organicos para se desintoxicarem do Al®*, tanto
internamente como na rizosfera. FOY et al. (1978) propuseram um mecanismo de
exclusao de Al que envolve o aumento do pH da rizosfera, reduzindo a concentracao
de APR* em favor de espécies de Al menos téxicas, como os hidréxidos e os fosfatos
de Al.

2.4 - AVALIACAO DA TOLERANCIA DAS PLANTAS AO ALUMINIO
EM SOLUCAO

A selecéo de plantas tolerantes ao Al tem sido a alternativa mais usada para o
aumento da producdo em solos acidos. Alguns dos métodos empregados incluem o
cultivo da cultura de interesse em condicbes de campo ou em condi¢cdes mais
controladas de casa-de-vegetacdo ou laboratorio, usando solo ou solu¢des nutritivas
como substrato.

No método de cultura em campo, héa a vantagem da selecéo de germoplasma
sob condi¢cBes naturais de clima e solo, baseada na integracdo do resultado do
estresse causado pela toxidez do Al e dos fatores associados ao solo e ao ciclo de
crescimento completo do vegetal. Entretanto, 0 método de campo requer um tempo
comparativamente longo em relacdo ao método de cultura em solugdo, constituindo
uma desvantagem. Além disso, alteracdes simultdneas e nao controladas que
ocorrem na solucéo do solo, com a modificacdo de seu nivel de acidez, e nas raizes,
ndo séo facilmente observaveis usando cultura em solo (ECHART, 2001).

A maioria dos trabalhos utiliza a técnica de cultivo de germoplasma em solugéo
nutritiva. O meio hidropdnico oferece vantagens como o0 pronto acesso ao sistema
radicular e a possibilidade de monitoramento e controle do pH e das concentracfes
de Al e de outros ions relevantes a expressao das reacdes de sensibilidade e
tolerancia (ROSSIELLO & JACOB-NETTO, 2006). Nessa abordagem, o critério mais
utilizado para medir a sensibilidade ao Al é a comparacdo do crescimento e/ou do
peso das raizes de plantas crescidas em solucdo nutriente com pH &cido e uma
concentracdo adequada de Al com plantas controles crescidas na auséncia de Al.
Outra opcéao € observar os aspectos morfolégicos da raiz sob influéncia do Al, através
da microscopia optica (ECHART, 2001).
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3 - OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi estudar a sensibilidade de quatro variedades de
feijdo (Formoso, Alvorada, Harmonia e Diplomata), ao estresse por Al em solucéo.

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar as taxas de alongamento radicular de plantulas de variedades de
feijoeiro cultivadas em solucdo nutritiva com diferentes condicbes de
estresse por Al;

b) examinar alteragcbes morfolégicas nas raizes de feijoeiro submetidas ao

estresse por Al, através de microscopia optica.

4 — MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Sédo Carlos (CCA-UFSCar), no municipio de Araras-SP, no més de janeiro de

2013, em condic6es de laboratorio.

4.1 — PRE-GERMINACAO DE SEMENTES

Foram utilizadas quatro variedades de feijdo: Formoso, Harmonia, Diplomata
e Alvorada. A pré-germinacdo das sementes (30 de cada variedade) foi feita em
cartuchos de papel germiteste, colocados na posic¢ao vertical em recipientes de vidro,
com a base imersa em solucéo de CaClz2 0,001 mol L. Os cartuchos foram mantidos

em camara de germinacéo, a temperatura de 30°C e fotoperiodo ininterrupto, até que
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as raizes atingissem 5-10 cm de comprimento (Figura 4).

FIGURA 4. Fase de pré-germinacdo de sementes de variedades de feijao, envolvidas em
cartuchos de papel germiteste, com a base imersa em solugdo de CaCl, 0,001 mol L?, no

interior da cAmara de germinagéo.

4.2 - SOLUCAO NUTRITIVA E TEMPO DE CULTIVO DAS
PLANTULAS DE FEIJOEIRO

A adequada nutricdo mineral das plantulas de feijoeiro, antes de serem
submetidas ao estresse por Al, foi feita por uma adaptacédo da classica solucao de
Hoagland & Arnon, preparada com fundamento nos teores foliares de nutrientes
considerados adequados para a cultura (MALAVOLTA et al., 1997) (Tabela 1).

A composicao e a concentracdo da solucao nutritiva de micro (Tabela 2) e de
macronutrientes (Tabela 3) adequadas para a cultura foram calculadas conforme o
método pratico de Cometti et al. (2006). A solucdo nutritiva foi usada para garantir as
plantulas e, principalmente, as suas raizes, plenas condigbes de fornecimento
balanceado de nutrientes, de forma a evitar que o sistema radicular apresentasse
limitacdes que nao fossem decorrentes do estresse pelo Al.
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Tabela 1. Teores foliares de macro e de micronutrientes considerados adequados para a
cultura do feijoeiro.

Nutriente Teores foliares
Macronutrientes (g kg-)

N 30-50

P 2,0-3,0

K 20-25
Ca 15-20
Mg 4,0-7,0

S 5,0-10

Micronutrientes (mg kg-)

B 30-60
Cu 10-20
Fe 100-450
Mn 30-300
Mo 0,40-1,00
Zn 40-100

Fonte: Malavolta et al. (1997)

Tabela 2. Fontes e concentracdes de micronutrientes utilizadas na composi¢cdo da solucéo
nutritiva para cultivo de plantulas de feijoeiro.

Nutriente SallFertilizante °°“°e“tr;ag-°f?_‘_’1ad°tada
B Acido bérico 0,30
Cu Sulfato de cobre 0,20
Fe Fe-EDTA 2,00
Mn Sulfato de manganés 0,6
Mo Molibdato de sddio 0,03
Zn Sulfato de zinco 0,35

Tabela 3. Fontes e concentracdes de macronutrientes utilizadas nha composi¢do da solugéo
nutritiva para cultivo de plantulas de feijoeiro.
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Nutriente Sal/Fertilizante e ER TR

g/1000 L
N Nitrato de célcio 635,0
Nitrato de potassio 528,0
Fosfato monoaménico (MAP) 232,5
Mg Sulfato de magnésio 255,0

As plantulas de feijoeiro foram retiradas do papel germiteste, fixadas em placas
de EVA devidamente identificadas e transferidas para tanque de 25L de solucao

nutritiva (Figura 5).

FIGURA 5. A - Plantulas de feijoeiro fixadas e identificadas em placa de EVA. B - Fase de

aclimatacdo com sistema radicular imerso em tanque contendo soluc¢ao nutritiva, sistema de

arejamento e iluminagéo artificial.

O sistema foi mantido sob arejamento continuo da solu¢éo, por borbulhamento
de ar suprido por moto-compressor, e sob iluminacdo fluorescente artificial
permanente de 5000 lux (Figura 5). Em quatro dias, as raizes alcancaram vigor,
comprimento e uniformidade adequados para imersdao em solugdo nutritiva
adicionada de concentragdes crescentes de Al, ocasido em que tiveram seu

comprimento inicial medido (Figura 6).
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FIGURA 6. Aspecto do sistema radicular de plantulas de feijoeiro (A) e medicdo das raizes

apos periodo de aclimatacdo em solucdo nutritiva (B).

4.3 - FAIXA DE CONCENTRACAO DE ALUMINIO EM SOLUCAO
NUTRITIVA

Apbs o periodo de quatro dias de imersdo em solugéo nutritiva (Figuras 5 e 6),
foram selecionadas, para cada variedade, 9 plantulas com uniformidade radicular, as
quais foram submetidas a 3 tratamentos com Al, com 3 réplicas cada (Figura 7). O
experimento de exposi¢cdo do sistema radicular das plantulas de feijao a condigbes
de estresse por Al foi desenvolvido em recipientes de PVC rigido, de 10 cm de

diametro, 20 cm de altura e capacidade de 1,6 L (Figura 7).
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FIGURA 7. Plantulas de feijdo com sistema radicular imerso em recipientes de PVC, contendo
solucéo nutritiva adicionada de concentracdes crescentes de Al (0,0, 1,5e 3,0 mg L?).

As plantulas foram transferidas para os recipientes contendo solugéo nutritiva
e doses crescentes de Al, fornecido na forma de AICI3.6H20 nas concentracdes de
0,0, 1,5 e 3,0 mg L%, escolhidas conforme Bracinni et al. (1996), para constituirem os
tratamentos T1 (testemunha), T2 e T3, respectivamente. O pH da solugdo nutritiva
contendo Al foi ajustado para 4,0 diariamente com HCI 0,05 mol L para garantir o
predominio da espécie livre trivalente de Al [Al(H20)e3*] (ROSSIELLO & JACOB
NETO, 2006). Nesta etapa, a concentracdo de P foi reduzida para 0,0025 mmol L1,
para contornar problemas de precipitagdo com Al (BRACCINI et al., 2000ab).

4.4 - TEMPO DE EXPOSICAO DAS RAIZES A SOLUCAO CONTENDO
ALUMINIO

N&o ha indicacdo consolidada em referéncias bibliograficas sobre o tempo
necessario de imersao de raizes de feijoeiro em solu¢cdes contendo Al. Optou-se por
considerar o trabalho de Braccini et. al (1996), que identificaram diferengcas na
tolerancia ao Al entre duas cultivares de feijdo em 25 horas de exposicdo a uma
solucdo contendo 0 e 3 mg L*! de Al Neste trabalho, foi usada também uma
concentragdo intermediaria de 1,5 mg L de Al. Para Bracinni et al (1996), a exposi¢éo

de raizes de plantulas ao estresse por Al durante 25 horas é suficiente para a

visualizagdo de alteragBes morfoldgicas por microscopia Optica. Entretanto, neste
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trabalho, apds 25 e 50 horas, apoés verificacbes de danos através de microscopia
Optica, ndo houve alteracdes morfoldgicas visiveis, por tanto foi escolhido o tempo de
4 dias, no total, para avaliacdo dos efeitos morfoldgicos causados aos apices
radiculares pelo Al em solucao, assim, apos este periodo, as raizes foram medidas e,

novamente seus apices radiculares (1,5 cm) visualizados em microscopio optico.

4.5. - ESTIMATIVAS DAS TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR
(ROSSIELO & JACOB NETO, 2006)

Medidas biométricas dos comprimentos radiculares de todas as plantulas
foram registradas de forma a obter dois grupos de medidas do comprimento inicial
(Ciy:

a) Ci (Alo): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposicdo a
solugcéo sem Al,
b) Ci (Alx): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposicao a

solucdo com concentracdo 1,5e 3 mg L de Al

Apbs o periodo de 4 dias de exposicao ao estresse por Al, as plantulas foram
transferidas para solucédo nutritiva livre de Al, e o seu comprimento radicular foi

medido novamente, obtendo-se:

a) Cf (Alo): comprimento final (mm) da raiz seminal, apds a exposi¢ao a solugéo
sem Al;

b) Cf (Alx): comprimento final (mm) da raiz seminal, apds a exposicao a solugéo
com concentracdo 1,5 e 3 mg L de Al
Com as medidas iniciais e finais de comprimento radicular, foram calculadas

as taxas de alongamento (TA):

Cfy, ~Cliy, Cfy —Ciy,

— X

TA, = Ay =———"
oo TE-TO b TE-TO

em que a TA é a taxa de alongamento expressa em cm dia; Tt+To representa o

intervalo de tempo desde o inicio dos tratamentos com Al. Os valores absolutos das
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taxas de alongacdo dos controles foram comparados diretamente com os do

tratamento.

4.6 - FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Devido as condi¢fes controladas em laboratorio, o experimento foi conduzido

em delineamento inteiramente casualizado, com esquema fatorial 3x4 (3

concentracfes de Al em solucdo e 4 variedades de feijao), com trés réplicas. A

tolerancia das variedades de feijao ao Al em solugéo foi avaliada pelos seguintes
critérios:

a) resultados da taxa de alongamento radicular foram submetidos a analise de

variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de significancia, para a identificacdo de diferencas significativas

entre os tratamentos e variedades;

b) alteracdes morfoldgicas dos apices radiculares submetidos ao Al em solucao,
foram explorados na forma de imagens por registro fotografico das

observacfes ao microscépio optico.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - MICROSCOPIA OPTICA DE APICES RADICULARES DE
PLANTULAS DE FEIJOEIRO SUBMETIDOS AO ESTRESSE POR Al

Normalmente, o exame microscopico dos apices radiculares submetidos ao Al

revela alteracbes morfolégicas tipicas, tais como a aparéncia engrossada e
escurecida (amarronzada), o aspecto retorcido, deformado e quebradico, colapso da
coifa, perda de células da epiderme, producéo de mucilagem, etc (OLIVEIRA, 2012).
Gendtipos de culturas de ciclo anual geralmente apresentam este conjunto de

sintomas apos poucos dias de exposicéo ao Al. Por exemplo, COGHI (2012) observou
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variedades de soja e concluiu que a coifa das raizes da variedade BRS Valiosa
comecou a ser afetada na concentracédo de 2 mg de Al L', sendo que o dano causado
se tornou mais acentuado com o aumento da dose de Al (Figura 8). Deformagdes

severas puderam ser observadas nas doses de 4, 8 e 16 mg de Al L.

BRS Valiosa

Figura 8. Apices radiculares da variedade de soja BRS Valiosa sob microscépio 6ptico
(ampliacdo 10 x) apos exposigéo a concentracdes crescentes de Al em solugéo.
Fonte: COGHI (2012).

Entretanto, as imagens captadas da microscopia Optica de apices radiculares das
plantulas de feijoeiro ndo mostraram alteragdes morfologicas evidentes com a
elevacdo da concentracdo de Al em solugdo, com excecdo da variedade Formoso
(Figura 9).

Ainda que Bracinni et al. (1996) tenham utilizado um periodo de 25 horas de
exposicdo de raizes de feijoeiro ao Al, que fora suficiente para a expressao da
sensibilidade ao estresse, neste experimento o periodo de 4 dias nao foi o bastante
para causar injurias visiveis ao sistema radicular das plantulas de feijao, com excecao
da variedade Formoso, que apresentou uma deformidade da raiz lateral, que se
mostrou mais visivel na concentracao de 1,5 mg L (Figura 9).
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Figura 9. Apices radiculares de variedades de feijdio sob microscéopio 6ptico (ampliagéo 10 x)

apos exposicao as concentragdes crescentes de Al em solugao.



5.2 - TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR

As variedades Formoso, Alvorada, Harmonia e Diplomata de feijoeiro
apresentaram decréscimo na taxa de alongamento radicular quando submetidas a

concentragdes crescentes de Al em solugéo (Figura 10).
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Figura 10. Comparagédo das taxas de alongamento radicular de plantulas de variedades de

feijoeiro submetidas a concentracdes crescentes de Al em solucéo.

Os resultados da taxa de alongamento radicular foram submetidos a analise
de variancia (Tabela 4) para atestar a consisténcia das constatacdes feitas a partir da

Figura 10.

Tabela 4. Resumo da analise de variancia (ANOVA) de taxa de alongamento radicular de
plantulas de variedades de feijoeiro submetidas as concentracbes crescentes de Al em
solucao.

Causas de variagéo GL SQ QM F
Dosagem 2 117,7405 58,8702 922,70 **
Cultivar 3 2,2617 0,7539 11,82 **
Interacdo dosagem x cultivar 6 14,3672 2,3945 37,53 **
Tratamentos 11 134,3694 12,2154 191,46 **
Residuo 24 1,5313 0,0638

Total 35 135,9006

Significancia: ** 1%; * 5%, + 10%; ns: ndo significativo.
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Houve alta significancia estatistica tanto para a influéncia isolada dos fatores
testados (doses de Al e cultivares), quanto para a interacdo dos fatores (doses de Al
X cultivares). O teste de comparacdo de médias (Tukey a 5%) foi aplicado para as

variedades e para as concentracdes de Al em solucao (Tabela 5).

Tabela 5. Média geral da taxa de alongamento radicular de plantulas de cada variedade de

feijdo, submetidas ao Al em solucao.

Doses de Al Formoso Alvorada Harmonia  Diplomata Média

(MY L) e mMm diat ------mmmm e

0 53 a A 48 a AB 48 a B 33aC 45 a

1,5 001b B 0,7 b B 23 b A 19b A 12 b

3 03 b A 02bA 04 c A 05c A 03 c
Média 1,9 B 1,9 B 2,5 A 1,9 B 2,0

Letras iguais indicam n&o significancia, minUsculas na coluna, mailsculas na linha.

A variedade Formoso apresenta caracteristica de maior desenvolvimento
radicular na auséncia de condicbes de estresse por Al, ou seja, sob condicbes
similares de solo corrigido em condi¢cdes de campo. Entretanto, mostrou grande
sensibilidade quando submetida ao Al, mesmo na menor dose, com drastica redugéo
da taxa de alongamento radicular. O mesmo comportamento foi observado para a
variedade Alvorada. Nao houve diferenca significativa entre os efeitos proporcionados
pelas doses 1,5 e 3,0 mg L para estas duas variedades.

O efeito das doses de Al na reducdo da taxa de alongamento radicular foi
menos acentuado nas variedades Harmonia e Diplomata. No entanto, também foi
observado diminuicao significativa do desenvolvimento radicular na presenca do Al
em solucao. Houve ainda efeito significativo da concentracdo de Al em solucéo, ja
gue na dose 3,0 mg L' de Al a reducdo do crescimento radicular foi ainda mais
evidente. As pequenas taxas de alongamento radicular obtidas para as variedades
Formoso e Alvorada na dose 1,5 mg L* somente foram observadas na dose 3,0 mg
L para as variedades Harmonia e Diplomata, sendo um indicativo de maior tolerancia
dessas ultimas ao Al em solucéo.

Com respeito aos valores das meédias da taxa de crescimento radicular nas
trés doses de Al em solugdo, a variedade Harmonia foi a Gnica que apresentou
desenvolvimento radicular estatisticamente superior as variedades Formoso,

Alvorada e Diplomata, implicando em maior tolerancia desta variedade e maior
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sensibilidade das demais ao Al em solucao. Neste caso, a sequéncia das variedades
guanto a tolerancia ao Al em soluc¢éo foi a seguinte: Harmonia > Formoso = Alvorada
= Diplomata.

Decréscimos significativos na taxa de alongamento radicular das plantulas de
feijoeiro foram observados a partir da concentracao de 1,5 mg L (Figura 10 e Tabela
5), considerado, neste estudo, valor critico a partir do qual tem inicio a influéncia do
Al sobre o desenvolvimento radicular inicial de plantulas de feijoeiro. Essa
concentracao critica aponta para a provavel suscetibilidade das variedades de feijao
estudadas as concentracdes ibnicas de Al superiores aquelas consideradas tipicas
na solucéo de solos acidos, que normalmente estdo entre 4,0 e 5,5mg L (150 e 200
umol L) (ROSSIELLO & JACOB NETTO, 2006). Bracinni et. al. (1996), verificaram
gue o Al, na concentracdo de 3 mg L, causou grande inibicdo no alongamento das
raizes da variedade de feijdo mais sensivel analisada no seu trabalho. Os autores
concluiram que o Al limitou o crescimento radicular, possivelmente por afetar a divisdo
celular e por reduzir a plasticidade e elasticidade da parede celular, mesmo nos
periodos iniciais de exposi¢céo a este elemento. Porém, as variedades usadas neste
estudo, incluindo a variedade Harmonia, que apresentou taxa de crescimento
radicular maior comparada as outras variedades, tiveram decréscimos no
crescimento radicular a partir de 1,5 mg L1, concentracao intermediaria e adicional as
adotadas por Bracinni et al. (1996) para maiores detalhes na avaliacao.

O valor critico da concentracdo de Al em solucdo, e que influencia o
desenvolvimento radicular, depende de cada espécie vegetal e até mesmo da
variedade (Evans & Kamprath, 1970). Por isso, hdo existe um valor critico Unico para
a concentracao de Al. Sbrissa (2013), verificou que decréscimos significativos na taxa
de alongamento radicular de porta-enxertos de Limdo Cravo, Citrumelo Swingle e
Tangerina Sunki, foram observados a partir da concentracdo de 15 mg L de Al,
considerado valor critico a partir do qual tem inicio a influéncia do Al sobre o
desenvolvimento radicular inicial de mudas citricas. Sbrissa (2013) concluiu que o
porta-enxeto mais sensivel foi a Tangerina Sunki. Ja para Coghi (2011), que estudou
a sensibilidade das variedades de soja BRS Valiosa, Monsoy 7211 e Tomoko ao Al,
notou que ocorreu decréscimos na taxa de alongamento radicular a partir da dose de
1 mg L* de Al, sendo a mais sensivel a variedade Tomoko. Para Malvestiti (2011), a
concentracdo de 10 mg L de Al foi critica para iniciar injurias ao sistema radicular
das variedades de cana-de-acUcar RB855156, SP81-3250 e RB935744. Entretanto,
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para um conjunto mais amplo de variedades de cana-de-acucar avaliado por Oliveira
(2012) (RB928064, RB966928, RB937570, RB855156, RB855453, RB935744,
RB867515, RB925345 e SP813250), o valor critico de Al em solucéo variou de 3,5 a
8,0 mg L1. Lima (2011), observou decréscimos significativos na taxa de alongamento
radicular de plantulas das variedades de milho Ag 8061, Al Bandeirante, Dow 255 e
DKB a partir da concentragdo de 3 mg L de Al, sendo as as variedades Dow 255 e
DKB as mais sensiveis as condi¢des de toxidez pelo Al.

6 — CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram testados dois métodos para estimar a sensibilidade
de primordios radiculares de variedades de feijdo a concentracdes crescentes de Al
em solucdo. A andlise dos efeitos do Al pela microscopia Optica ndo foi de grande
consisténcia, afinal, apenas a variedade Formoso apresentou algum dano visivel. Ja
pela andlise estatistica dos resultados de biometria das raizes, todas as variedades
apresentaram diminuicao do desenvolvimento radicular. A variedade Formoso, a qual
se destacou na microscopia 6ptica por danos evidentes, mostrou crescimento
radicular estatisticamente igual as variedades Alvorada e Diplomata, enquanto a
variedade Harmonia apresentou tolerancia maior as condi¢des de toxidez por Al, em
comparacao as demais variedades. Por isso, a biometria das raizes foi o parametro
mais consistente para avaliar o efeito de concentracdes crescentes de Al em solugéo
sobre o sistema radicular. A interpretacdo dos resultados de taxa de alongacao
radicular indicou que danos significativos aos primoérdios radiculares de plantulas de
feijdo se deu na dose critica de 1,5 mg L.

Embora os experimentos de laboratorio contribuam na elucidacdo do
comportamento vegetal perante as situacbes diversas de estresse, é preciso
reconhecer a dificuldade de sua aplicacao direta na forma de recomendacao para o
setor produtivo. Assim, este estudo também aponta para a necessidade de
continuidade de experimentos com o feijoeiro em condi¢cfes de casa-de-vegetacéao e,
principalmente, em condi¢bes de campo.

O referencial tedrico e experimental sobre a tolerancia de variedades de feijao

as condicOes adversas de acidez extrema e, principalmente, a alta saturacao por Al,
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ainda é inconclusivo. E indiscutivel o valor econdémico, social e ambiental de uma
planta tolerante a qualquer situacdo de estresse, ja que isso pode significar a

reducéo dos custos e dos impactos do uso exagerado dos fatores de producédo. Estas
espécies, resguardado seu potencial produtivo, devem se comportar de forma
eficiente, precisando apresentar alguma tolerancia ao Al. Neste sentido, a
identificacdo dos genotipos mais tolerantes a estas condigBes de estresse contribui
para a sintese de variedades por processos biotecnolégicos em programas de
melhoramento genético, para a devida alocacdo das variedades no campo e para a

conducéo de sistemas sustentaveis de producéo.

7 — CONCLUSOES

Para as variedades de feijdo Formoso, Alvorada, Harmonia e Diplomata, nas

condi¢cOes experimentais em que este estudo foi conduzido, concluiu-se que:

e 0 aumento da concentracdo de Al em solucdo causou diminuicdo da taxa de

alongamento radicular (mm dia!) das quatro variedades;

e a concentracdo critica de Al em solugéo para a taxa de alongamento radicular

das variedades de feijao foi de 1,5 mg L de Al

e 0 periodo de 4 dias de exposicdo das raizes das variedades de feijdo ao Al em
solucdo nao foi suficiente para promover alteracbes morfoldgicas visiveis ao

sistema radicular, com excecdo da variedade Formoso;

e a variedade Harmonia apresentou taxa de crescimento radicular
estatisticamente superior as variedades Formoso, Alvorada e Diplomata,
implicando em maior tolerancia desta variedade e maior sensibilidade das

demais ao Al em solucéo;

e a biometria de raizes indicou a seguinte sequéncia das variedades quanto a

tolerancia ao Al em solu¢do: Harmonia > Formoso = Alvorada = Diplomata.
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