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RESUMO - O objetivo do presente trabalho foi verificar se o parimetro persisténcia dos cotilédones
nas plantulas, anteriormente utilizado para a discriminagdo de grandes diferengas em tolerincia ao
aluminio entre populagdes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, também seria bom parimetro
para distinguir niveis de tolerincia entre e dentro de populagdes tolerantes. Para isto foram utilizadas
doze progénies de plantas individuais referentes a trés populagBes consideradas tolerantes, uma popu-
lagio intolerante € uma progénie de uma planta individual de tolerincia desconhecida, cultivadas em
solugdo nutritiva contendo 9 ppm de Al Foram analisados os parimetros percentagem de plintulas
com cotilédones cajdos ou amarelecidos e peso seco total das plintulas. O primeiro pardmetro foi
capaz de discriminar nio somente as populagbes tolerantes das intolerantes, mas também diferentes
niveis de tolerincia dentro de populagSes consideradas tolerantes, contrastando, neste aspecto, com o
segundo parametro. C

Termos para indexagfo: toxidez de aluminio, solugdo nutritiva, variabilidade genética, variabilidade
intrapopulacional, leucena.

COTYLEDON PERSISTENCE IN THE SEEDLING
AS A PARAMETER FOR EVALUATION OF ALUMINUM TOLERANCE
) iN LEUCAENA LEUCOCEPHALA

ABSTRACT - Cotyledon persistence in seedlings grown under aluminum stress, previously found
to be a good parameter to discriminate large differences in Al tolerance among Leucaena leucocephala
{Lam.) de Wit. introductions, was evaluated as a method to discriminate different levels of tolerance
between and within tolerant populations, Twelve single plant progenies obtained from three tolerant
populations, one intolerant introduction and one single-plant introduction of unknown tolerance
were screened in nutrient solution under 9 ppm of Al. Percentage of plants with yellowed or fallen
cotyledons and total dry weight of the seedlings were recorded. The former parameter was efficient
not only in the discrimination of tolerant versus intolerant populations, but afso in the discrimination
of different levels of tolerance within tolerant populations, contrasting in this respect with the latter
parameter.

Index terms: aluminum toxicity, nutrient solution, genetic variability, intrapopulation variability,

leucaena,

INTRODUGAQ

A Leucaena leucocephala, conhecida popular-
mente como leucena, é uma leguminosa forrageira
que nio suporta solos dcidos com elevados teores
de Al téxico (Brewbaker s.n.t., National Academy
of Sciences 1977 e Jones 1979).

As cultivares Cunningham e Gigante K 8 de
L. leucocephala mostraram-se intolerantes ao alu-

1
2

Aceito para publicagdo em 24 de janeiro de 19835.

Eng. - Agr., M.Sc., Instituto de Botdnica, Caixa Pos-
tal 4005, CEP 01000 Sio Paulo, SP.

Eng. - Agr., Ph.D., Prof. Assist. Dr. ESALQ/USP/Dep.
de Genét,, Caixa Postal 83, CEP 13400 Piracicaba, SP.

Eng. - Agr., Fi.D.,, EMBRAPA/Centro Nacional de Pes-
quisa de Hortalicas (CNPH), Caixa Postal 11 - 1316,
CEP 70000 Brasilia, DF,

minio, em trabalhos desenvolvidos no CIAT (Ca-
li, Coldmbia), de acordo com Hutton (1982},
Maluf (1984) e Maluf et al. {1984a) demons-
traram haver pelo menos dois grupos bem distin-
tos de introdugdes de leucena quanto & tolerindia
ao Al. A distingdo entre os grupos foi clara com o
uso de andlise multivariada (anilise de conglome-
ragio das distincias euclideanas), notando-se o gru-
po das tolerantes nitidamente distintos do grupo
das intolerantes. Para esta anilise foram estudados
simultaneamente sete. parimetros (comprimento
da parte aérea, comprimento da maior raiz, peso
seco da parte aérea, peso seco das raizes, compri-
mento da primeira folha, niimero de ramificagdes
e relagio peso seco da parte aéreafpeso seco das
rafzes), em.cinco diferentes concentra¢Ses de Al

(0,3,6,9¢12 ppm).
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Embora a andlise multivariada nio tenha deixa-
do divida alguma de interpretagio (Maluf et al.
1984a), a anilise individua! de cada uma dessas
sete caracterfsticas foi bem menos clara (Maluf
et al. 1984b), Assim, apenas grandes diferengas no
tocante & tolerincia foram detectadas, e técnicas
de anilise multivariada foram necessirias para uma
clara distingdo entre grupos.

Em trabalho posterior, Maluf et al. (1984c}) ve-
rificaram que os parimetros persisténcia de cotilé-
dones, comprimento da parte aérea, comprimente
da maior raiz, peso seco da parte aérea e peso seco
das rafzes, is concentragdes de 6, 9 e 12 ppm de
Al, foram os que individualmente levaram a resul-
tados concordantes com a analise multivariada, na
discriminagio da tolerincia diferencial ao Al entre
populagBes de leucena.

O cariter persisténcia dos cotilédones tem van-
tagem sobre os demais por ser facilmente avaliado,
exigir pouco manuseio da planta ¢ nio destrui-la.
Além disto, este cardter dispensa a necessidade de
trabalhar com grande niimero de populagses, para
s¢ obter uma distribuigdo de valores aproximada-
mente normal, quando se usam dados padroniza-
dos, como fizeram Maluf (1984) e Maluf et al.
{1984b), desde que haja testemunhas tolerantes e
intolerantes conhecidas,

Utilizando somente os cinco melhores parime-
tros de avaliagdo de tolerincia, medidos na concen-
tragdo de 9 ppm de Al, Maluf (1984) e Maluf et al,
(1984d) estudaram o comportamento de 18 pro-
génies de leucena, oriundas de popula¢des conside-
radas como tolerantes pela andlise multivariada
realizada anteriormente. Verificaram a existéncia
de variabilidade genética para tolerincia ao Al
tanto entre progénies como dentro de algumas pro-
génies.

Para a variive] persisténcia dos cotilédones nas
plintulas nio houve possibilidade de discrimina¢do
da tolerincia ou intolerineia ao Al entre progénies
(Maluf et al. 1984d), uma vez que, para todas as
progénies, a proporgdo de plintulas com persistén-
cia de cotilédones foi de 100% ou proxima desta,
Isto sugere que este cardter, ou nio consegue dis-
criminar as pequenas diferengas de tolerincia, que
ocorrem entre e dentro de progénies oriundas de
populagties tolerantes, ou hi necessidade de pa-
dronizagio do método, pois este trabalho nio
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levou em conta a idade fisioldgica da planta, que
¢ alcangada em perfodo diferente, conforme as
condigdes fisicas do ambiente, como, por exem-
plo, a temperatura,

O objetivo deste trabalho foi verificar se a per-
sisténcia dos cotilédones nas plintulas seria um pa-
rimetro 1til para distinguir diferentes niveis de to-
lerdncia ao aluminio entre as populagies de leuce-
na tidas como tolerantes.

MATER!AL E METODOS

Este estudo foi conduzido em casa de vegetagdo, no
Laboratério de Genética Ecolégica do Departamento de
Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, da Universidade de Sdo Paulo, em Piracicaba,
SP, no ano de 1984,

Foram utilizadas doze progénies de plantas individuais
de L. leucocephala (introdugdes 1 a 12), obtidas na regifo
de Piracicaba, referentes a triés populagGes tidas como to-
lerantes ao Al pela andlise multivariada feita por Maluf
(1984) e Maluf et zi. (1984a), uma testemunha intoleran-
te ao Al (introdugdo 13) e uma progénie de uma planta in-
dividual de tolerdncia ainda desconhecida (introdugdo
14), descritas na Tabela 1.

As sementes utilizadas foram escarificadas mecanica-
mente, tratadas com fungicida ¢ colocadas para germinar
em caixas de germinagTo, em germinador a 25°C, durante
cinco dias, e, em seguida, transplantadas para o meio con-
tendo solugdo nutritiva.

A metodologia utilizada foi semelhante 3 descrita por
Maiuf (1984) e Maluf et al. (1984b), porém, neste caso,
utilizaram-se somente quatro tanques contendo solugio
nutritiva com $ ppm de Al, As concentragdes dos elemen-
tos em ppm foram: 50,8 de Ca; 6,6 de Mg 56 de N (51,9
como NO3j € 4,1 como NH%); 3,8 de § (como 504);
29,4 de K; 0,01 de Na; 3 de P; 0,34 de C1; 0,13 de Mn;
0,07 de B;0,04 de Zn; 0,01 de Cu e 0,005 de Mo.Uma ppm
de ferro foi adicionada separadamente como Fe EDTA.
O aluminio (9 ppm) foi fornecido na forma de Al,
(S04)3 . 18 H30. O pH manteve-se estdvel, em torno de
4,0 e 4,2, durante o periodo experimental.

Fez-se um experimento em blocos casualizados, com
quatorze tratamentos, quatro repeti¢Ses (tanques) e dez
plantas por parcela.

O experimento foi analisado usando-se os recursos do
procedimento GLM (General Linear Methods} do pacote
estatistico SAS (Statistical Analysis Sysiem Institute
1979). Como houve uma parcecla perdida no tratamento
9, usaram-se as somas de quadrados do tipo IV (Statistical
Analysis System Institute 1979), ajusiando-se as médias
através da instrugio LSMEANS (Statistical Analysis
System Institute 1979). As somas de quadrados de trata-
mentos s3o, pois, ajustadas para os efeitos de blocos.

Assim que a testermunha intolerante ao Al (introducdo
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TABELA 1, Introdugdes de Leucaena leucocephala testadas.
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Introdﬁcé’o de
L, leucocephala

Qrigem

|dentificagdo
{em Maluf 1984}

Estrada Piracicaba - Tieté; Piracicaba, Sp*9

1 T-1/P-2
2 Estrada Piracicaba - Tietd; Piracicaba, SP® T-1/P4
3 Estrada Piracicaba - Tietd; Piracicaba, sp? T-1/P-5
4 Estrada Piracicaba - Tieté; Piracicaba, SP? T-1/P-6
5 Estrada Piracicaba - Limeira; Piracicaba, SPa'd T-2/P-7
6 Estrada Piracicaba - Limeira; Piracicaba, sp? T-2/P-9
7 Estrada Piracicaba - Limeira; Piracicaba, SPa’d T-2/P11
8 Estrada Piracicaba - Limeira; Piracicabs, SP? T-2/P-12
9 Estrada do Bongue; Piracicaba, SP%® T-3/P-14
10 _ Estrada do Bengue; Piracicaba, gpa.® T-3/P-15
1) Estrada do Bongue; Piracicaba, sp? T-3/P-186
12 o Estrada do Bongue; Piracicaba, SP*d T.3/P-18
13 NQO 'MQ;IPEAN,_BeIt&m,PAb T-10
14 _ Bras{lia, DF® -

3 progénie de uma planta individual de uma populagio classificada por Maluf (1984} e Maluf et al, {1984d) co-

mo tolerante ao Al

b Sementés "bulk” de uma populagdo classificada bor Maluf (1984) e Maluf et al. {1984a) como intolerante ao

Al

€ Sementes de uma planta individual ndo previamente classificada quanto 3 tolerancia ao Al

d A existéncia de variabllidade genética dentro da progénie foi demonstrada por Maluf (1984} e Maluf et al.

(19844},

A inexjsténcia de variabilidade genética dentro da progénie foi demonstrada por Maluf (1984) e Maluf et al.

(19844d).

13) teve abscis3o dos cotilédones, foram analisados os se-
guintes parémetros:

a. percentagem de plintulas com cotilédones cafdos
ou amarelacidos (transformada em Arc.sen.«/ % ).
Esta medida foi tomada aos 27 dias apds o trans-
plante das sementes germinadas para 2 solugioc nu-
tritiva e consideraram-se como plintulas com coti-
lédones cafdos as que tinham abscisio dos cotilé-
dones, e como plintulas com cotilédones amarele-
cidos as que os apresentavam amarelecidos em, no
minimo, 50% da drea.

b. Peso seco total da plintula, em gramas. Esta medi-
da foi efetuada aos 27 dias 2pds o transplante das
sementes germinadas para a solugdo nutritiva, apds
secagem do material em estufa a 35°C -40°C, du-
rante cinco dias. ’

A correlagio genotipica entre esses dois pardmetros
foi determinada estimando-se as varidncias genotipicas e
a covariincia genotipica entre eles, o que se fez igualan-
do-se as somas de quadrados ajustadas is suas respectivas
esperancas matemdticas.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A anilise de variincia (Tabela 2) revelou haver
diferengas altamente significativas (@= 0,01), entre
as introdugdes de leucena, para percentagem de
plintulas com cotilédones caidos ou amarelecidos.

A testemunha intolerante ao Al (introdugio 13)
foi a que teve maior percentagem de cotilédones
amatelecidos ou caidos. A Gnica que se igualou a
ela foi a introdugio 14, originiria de Brasilia,
sobre a qual nio se dispunha de informagio algu-
ma a respeito da tolerincia ao Al. Embora seja
originiria de Brasilia (regifio de solos dcidos, de
cerrado) esta progénie mostrou-se intolerante ao
Al (Tabela 3).

Os demais materiais vieram de trés populages,
classificadas por Maluf (1984) e Maluf et al.
(1984a) como tolerantes ao Al Maluf et al.
(1984d) demonstraram que, mesmo dentro dessas
populagBes tolerantes a0 Al, ainda havia variabili-
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dade genética para tolerincia; assim, é de se espe-
rar que progénies de diferentes plantas dessas po-
pulagdes venham a apresentar diferentes niveis de
tolerincia a Al

O fato de a maioria das introdugdes de 1 a 12

terem menor percentagem de plintulas com coti-

TABELA 2. Anilises de variincia referentes as varidveis
percentagem de plintulas com ootilédorges
. caidos ou amarelecidos (dados transforma-

dos em Arc. sen «/ % ) e peso seco médio

por plintula, medidas em quatorze introdu-
¢bes de Leucaena leucocephala.

Quadrado médio .

Causa de GL
TagH ’ Peso seco médio
varlagao Arc. sen. / %
por planta

Blocos 3 0,240928 1145,87
Introducdes de
L. lrucocephala 13 0,712808** 8897,59°**
Resfduo 38 0,084933 74141

CV 36,2% CV = 148%

** Significativo ac nivel = 0,01,
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lédones caidos ou amarelecidos do que a teste-
munha, introdugio 13 (Tabela 3), confirma a
utilidade desse parimetro para avaliar tolerincia
a0 Al em leucena, como foi sugerido por Maluf
(1984) e Maluf et al. (1984c).

Assim, os tratamentos 9,10 e 6 sio considera-

"dos os de maior tolerincia ao Al, por apresenta-

rem as menores percentagens de cotilédones cafdos
ou amarelecidos. Sio progénies de plantas indivi-
duais obtidas de duas populagdes, conforme des-
crito na‘Tabela 1. Por outro lado, os tratamentos

"4 e 5 (também progénies de plantas individuais)

sdo considerados menos tolerantes, nio diferindo

. significativamente da testemunha suscetfvel {tra-
“tamento 13) nem do tratamento 14, Qutros trata-

mentos, como 1, 7 ¢ 11 apresentaram niveis de
tolerdncia intermediirios entre os dois extremos
{Tabela 3).

Cumpre observar que Maluf (1984) e Maluf
etal, (1984d) demonstraram a existéncia da varia-
bilidade genética para tolerincia ao Al dentro de
algumas progénies de plantas individuais, como ¢
o caso daquelas representadas pelos tratamentos
1, 3,5, 7 ¢ 12, e a auséncia dessa variabilidade den-

TABELA 3. Percentagem média de plintulas com cotilédones caidos ou amarelecidos e peso seco médio por plantula,
em quatorze introdugles de Leucaena leucocephala.

Percentagem de plantulas

Arc. sen. Peso seco médio por

Introdugdo com cotilédones caidos " v/ %colit. caldos ou amarelecidos ~'Y  plantula, em ma"Y
ou amarelecidos™ {média T erro padrio- {média L erro padrio)

1 47,56 0,759 abe 226G ef
2 325 0,593 abe 217 of
3 32,5 0,589 abe 225 of
4 81,7 1,185¢cd C 261 ¢
5 77,5 1,203 cd 217 ef
6- 208 0,439ab 202 def -
7 48,1 0,751 sbe 198 cdef
8 33,3 0,640 abc 143 sbed
9 00 0,138a 75a

10 15,0 0,369 ab . 167 bede

11 55,0 0,901 bed 202 def

12 294 0,562 abe 188 bede

13 100,0 1570d 129 ab

14 100,0 1,670d 131 abe

* Médias corrigidas por causa da parcela perdida no tratamento 9

¥ Médias seguidas da mesma letra nfo diferem entra si pelo teste de Tukey, &= 0,05,
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tro de outras progénies, como as representadas
pelos tratamentos 9 e 10 (Tabela 1). Como 9 ¢
10 representam os mais altos niveis de tolerincia
ao Al, é provivel que a menor tolerdncia mostrada
por alguns tratamentos, como 1, 3, 5, 7 ¢ 12, seja
reflexo da existéncia, dentro dessas progénies, de
diferentes proporgdes de plantas tolerantes e into-
lerantes ac Al (Tabela 1 e 3). :

Maluf (1984) e Maluf et al (1984c) demons-
traram que a varidvel peso seco (da raiz efou parte
aérea) também permitiu boa discriminagdo entre
introdugbes tolerantes e intolerantes ao Al Neste
estudo, no entanto, foram utilizadas médias pa-
dronizadas dos pesos secos, adotando-se como
critério de tolerdncia o fato de a varidvel peso seco,
apds padronizagio, ser maior do que zero, e como
critério de intolerincia o fato de ser menor que
zero. Isto leva a crer que este critério venha a ser
bom quando sio testadas muitas populages, de
maneira que haja uma distribui¢io aproximada-
mente normal de valores, A utilidade do pardme-
tro peso seco em situagSes em que se pretenda
avaliar diferentes niveis de tolerincia dentro de
populagdes previamente classificadas como tole-
rantes &, pois, duvidosa,

O coeficiente de correlagio genot{pica entre a
percentagem (transformada) de plintulas com
cotilédones caidos ou amarelecidos e o peso seco
médio por planta, foi de r » 0,007 (nio-significa-
tivo a0 nivel @ = 0,05), o que demonstra a inde-
pendéncia entre os dois parimetros. Assim, o
parimetro peso seco médio por planta nio é
capaz de discriminar, com eficiéncia, diferentes
niveis intermediarios de tolerincia, embora possa
ser eficiente na detectagio de grandes diferengas,
como fol o caso de Maluf {1984) e Maluf et al.
(1984c).

O fendmeno da nio-persisténcia dos cotilédo-
nes nas introdugdes intolerantes ao Al parece ser
anilogo ao relatado por Armiger et al. (1968) e
Foy et al. (1969) quando associaram a clorose da
folha e o colapso do peciolo da soja com a defi-
ciéncia de Ca induzida pela presenca de Al

Os resultados ressaltam a utilidade do parime-
tro percentagem de plantas com cotilédones caidos
ou amarelecidos, para avaliagio de diferentes ni-
veis de tolerincia ao Al entre introdugBes de
leucena tidas como tolerantes ac Al
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Por se tratar de medida nFo-destrutiva, facil-
mente avaliada ac nivel de progénies, presta-se
como método de selegic de Leucaena leucoce-
phala (Lam.) de Wit. para tolerincia a aluminio,
em programas de melhoramento genético,

CONCLUSOES

1, A percentagem de plintulas com cotilédones
caidos ou amarelecidos testada sob a concentragio
de 9 ppm de Al foi um bom parimetro para discri-
minar niveis de tolerincia ao Al em L. leucocepha-
la' .

2, O parimetro peso seco médio por plintulas
cultivadas em solugio nutritiva com 9 ppm de Al,
conquanto eficiente para discriminar grandes di-
ferengas de tolerincia ao Al, nio é eficiente para
discriminar diferentes niveis de tolerincia dentro
de populagdes heterogéneas consideradas, no geral,
tolerantes.

3. A introdugio 13 (NO 749, procedente do
IPEAN, Belém, PA), e a 14 (Brasilia, DF) foram as
mais intolerantes ao Al entre todas as testadas,
com base no parimetro percentagem de plantas
com cotilédones caidos ou amarelecidos,

4. As introdugdes 9 e 10, nas quais ndo existe
variabilidade genética para tolerincia ao Al, foram
as mais tolerantes, com base no parimetro percen-
tagem de plintulas com cotilédones caidos ou
amarelecidos.

5. As introdugdes 1, 3, 5, 7 ¢ 12 mostraram um
nivel moderado de tolerincia ao Al, que pode ser
reflexo da existéncia, dentro dessas progénies, de
diferentes propor¢des de plantas tolerantes e into-
lerantes.
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