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Resumo — O objetivo destetrabalho foi avaliar o efeito do boro nanodulagéo daervilha(Pisumsativum L.
cv. Tortade Flor Roxa), cultivada em solos de varzea em condicdes de casa de vegetacdo, entre maio e
julho de 1998. Amostras de Neossolo Fltvico, Gleissolo Haplico, Gleissolo Melanico e Organossolo
Mésico artificialmente drenado foram coletadas na camada de 0-20 cm. Essas amostras foram previa-
mente cultivadas com rabanete, e receberam calcério, P, K, S, CueZn e seisdosesde B (0,0, 0,25, 0,5,
1,5, 3,0 e 6,0 mg dm=). Por ocasido do cultivo da ervilha aplicou-se apenas K (100 mg dm3).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x6, com trés repeti-
¢Oes. Foram cultivadastrés plantas por vaso, cujas sementes, naépocadasemeadura, foram submetidas
ainoculagdo com estirpes de Rhizobiumleguminosarum (BR 618 e BR 619). Paraverificacdo daexis-
téncia de estirpes nativas de rizobio, cultivaram-se sem inoculagdo nas sementes, trés vasos, de cada
solo, que haviam recebido a mesma dose de cal cario, amesma adubagéo bésicae 0,5 mg dm de boro.
Aos 45 dias ap6s o plantio, em pleno florescimento, colheu-se o experimento. N&o foram observadas
estirpes nativas nos sol os avaliados. Nos sol os Gleissolo Haplico e Organossol o M ésico artificialmente
drenado, as doses de B influenciaram anodul ag&o e aatividade danitrogenase.

Termos paraindexagado: inocul agdo, Rhizobiumleguminosarum, simbiose, nitrogenase.

Boron effects on nodule development in pea plants cultivated in lowland soils

Abstract — The objective of thiswork wasto evaluate the effect of boron on nodule development in pea
Pisum sativum L. plants cultivated in lowland soils under greenhouse conditions from May to July,
1998. Samples of Alluvia Soil, Low Humic Gley, Humic Gley and artificially drained Bog Soil were
collected from a layer 0-20 cm deep. The samples were previously cultivated with radish plants that
received lime, P, K, S, Cuand Zn and doses of B (0, 0.25, 0.5, 1.5, 3.0 and 6.0 mg dm®). Before pea
cultivation only K was applied (100 mg dm®). The experimental design was totally randomized in a
factorial scheme 4x6 with three replicates. Seeds were inoculated with Rhizobium leguminosarum
strains (BR 618 and BR 619). To verify native strains, three pots of each soil were cultivated without
inoculated seeds with same lime and fertilizers doses and 0.5 mg dm= of boron. After 45 days, the
experiment was harvested. Native strains were not found in the evaluated soils. Boron affected nodule
development and nitrogenase activity in the pea plants in Low Humic Gley and artificially
drained Bog Soil.

Index terms: inoculation methods, Rhizobium |leguminosarum, symbiosis, nitrogenase.

I ntroducéo

A regido sul de Minas Geraispossui um potencial
de 200.000 hadevarzeasirrigaveis quetém sido uti-
lizadas principalmente na época das aguas, para o
cultivo dearroz inundado. Essas &reas, devidamente
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drenadas e manejadas no periodo da seca, oferecem
possibilidades de diversificagéo de culturas com até
duas ou mais colheitas anuais. Segundo Reis (1989)
eMoraes& Dynia(1992), o cultivo de espéciescomo
feijéo, trigo e ervilha, nesse periodo, possibilitariaa
maximizacdo daexploracdo dessasvarzeas.
Emboraapresentem topografia e disponibilidade
de dguafavoraveis, os solos de varzea sao acidos e
deficientesem nutrientes, principalmenteN, B K eB
(Andrade, 1997; Faquin et al., 1998; Corréa, 1999;
Fernandes, 1999; Villa, 1999; Azevedoet d., 2000), 0
guetornaaaplicacdo de calcério efertilizantes préti-
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cas necessarias a exploragdo econdmica dessas &re-
as, sob condic¢des de drenagem.

Segundo Pereset al. (1989), o cultivo daervilha,
em diversas regifes do Brasil, tornou-se uma alter-
nativa economicamente vidvel a partir dos estudos
de mangjo e selecdo de variedades realizadas pela
Embrapa-Centro Nacional de PesquisadeHortaligas.
Por se situarem em regi&o de climaameno, asvarzeas
daregido sul de Minas Gerais sdo propiciasao culti-
Vo dessa leguminosa e proporcionam grandes pro-
dutividadesquandoirrigadas (Reis, 1989).

A ervilha pode associar-se simbioticamente com
Rhizobium leguminosarum e se beneficiar da fixa-
¢do do N atmosférico, o quereduz o custo de produ-
¢&o, além de diminuir os riscos de contaminagdo do
lencol fredtico e dos mananciais, pelo uso intensivo
dos fertilizantes nitrogenados em cultivos sucessi-
vos. A fixag&o biol6gicado N € um processo redu-
tor cujaenzima, anitrogenase, é extremamente sensi-
vel ao oxigénio livre (Marschner, 1995). Como esse
processo requer ata demanda de energia (ATP), ou
segja, 16 moléculas de ATP sdo requeridas por cada
mol éculade N, reduzido, o mesmo exigeum eficiente
sistema de regulac@o na pressdo do O, na célula
Assim, os microrganismos diazotroficos tém desen-
volvido vérias estratégias e mecani smos para prote-
ger aenzimadainativago irreversivel por oxigénio;
isso inclui o controle da sua difusdo atraves de bar-
reiras mecénicas ou enzimaticas (Becana &
Rodriguez-Barrueco, 1989).

Nafixag&o bioldgicado N, um mecanismofisio-
[6gico determina a quantidade de oxigénio, respon-
savel pelo processo de respiragdo celular, sem, no
entanto, comprometer a atividade da enzima. Esse
mecanismo pode estar ligado a atuacéo do B na pa-
rede celular, cujaimportanciareside narelacdo entre
a membrana da leguminosa e do rizébio (Bolafios
et al., 1996). Segundo Vincent (1980), o B tem um pa-
pel estavel, no sistema vascular, que permite um
transporte de duas vias entre o nodulo e a planta.
Cakmak & Romheld (1997) afirmam que aatividade
danitrogenase é sensivel adeficiénciade B, eoseu
papel, na manutencéo dessa atividade, é particular-
mente pronunciada na fixacdo do N, por
cianobactérias (Garcia-Gonzéleset a., 1990). Apesar
disto, o papel do B na fixag8o de nitrogénio em
leguminosas tem sido pouco estudado.
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O objetivo dessetrabalhofoi avaliar o efeito do B
na nodulagéo da ervilha cultivada em solos de var-
zea

Material e M étodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo do
Departamento de Ciénciado Solo daUniversidade Federal
de Lavras (Ufla), Lavras, MG Cultivaram-se plantas de
ervilha (Pisumsativum L. cv. Tortade Flor Roxa), no pe-
riodo de maio a julho de 1998, em amostras da camada
superficial (0-20 cm) de quatro classes de solosdevarzea,
representativos do sul de Minas Gerais: Neossolo Flivico
(RU), Gleissolo Haplico (GX), Gleissolo Melanico (GM)
e Organossolo Mésico artificialmente drenado (OY).

Os atributos quimicos e fisicos das amostras naturais
dos solos encontram-se na Tabela 1.

Antesdo cultivo daervilha, foi cultivado rabanete, em
vasos de 3 dm3, onde se cultivaram quatro plantas, colhi-
dasaos 28 dias de semeadura. O delineamento experimen-
tal foi inteiramente casualizado, em esquemafatorial 4x6,
sendo quatro classes de solos de véarzea conformereferido
eseisdosesdeB (0,0, 0,25,0,5, 1,5, 3,0 6,0 mg dm3) na
formade H3BOg3, com quatro repeticoes.

A correcéo da acidez foi realizada com a aplicagdo de
CaCO3;eMgCO; p.a, narelagdo CaMg de 4:1. As doses
aplicadas, baseadas nacurvadeincubagéo em ensaio preli-
minar em laboratorio, visando el evar asaturagdo por bases
a70%, foram 4,4, 2,7, 7,8 3,5t hal, nos solos RU, GX,
GM e OV, respectivamente. Aplicaram-se, em todos os

Tabela 1. Caracteristicas quimicas efisicas dos solos na
tivos (camada de 0-20 cm). Média de trés repeticdes.

Caracteristicas® Neossolo Gleissolo Gleissolc Organossolo
Flavico  Héplico Melanicc  Mésico
pH 51 49 46 49
P (mg dm®) 5 2 8 6
K (mg dn?) 86 32 78 102
B (mg dmd) 026 032 0,25 0,26
Ca(mmol, dm®) 29 5 8 15
Mg (mmol, dm™) 17 2 2 9
Al (mmol, dm®) 2 10 13 7
H + Al (mmol, dm?) 58 57 17 88
CTC efetiva (mmol. dm®) 50 18 26 35
CTCapH 7,0 (mmol.dm?®) 106 164 177 116
m (%) 4 55 54 21
V (%) a4 12 7 24
Matéria organica (g kg™) 42 33 243 37
Areiagrossa (g kg™) 0 30 9 0
Areiafina (g kg?) 179 611 230 120
Silte (g kg™) 471 179 391 570
Argila(gkg?) 350 180 370 310
Superf. especifica(m’g?) 1374 1208 3346 180,7
Densidade do solo (g cm®) 0,76 1,05 0,40 0,64

(WDeterminadas segundo Embrapa (1997).
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vasos, 70 mgdeN; 300 mg deP; 100 mgdeK; 44 mgdeS;
1,9 mg de Cu 5,0 mg de Zn por dm3de solo, naformade
sais p.a.: NH4H,PO,; KH,PO,4; Ca(H2PO4).2H,0;
CaS0,4.2H,0; CuS04.5H,0 e ZnS0,.7H,0. Apds a co-
|heita do rabanete, os solos de cada vaso foram secados,
destorroados, peneirados em malha de 5 mm,
homogeneizados e colocados nos respectivos vasos.
Em seguida, foram coletadas, de cada vaso, subamostras
queforam peneiradas (2 mm), paraandlises quimicas. Por
ocasido do cultivo daervilhacom base naandlise de solo,
foram aplicados apenas 100 mg deK por dm3, naformade
KCI (p.a.). Os teoresmédios de B nos solos apds o cultivo
do rabanete se encontram na Tabela 2.

Em seguida, foram semeadas seis sementesde ervilha,
por vaso, sem tratamento quimico, e infectadas com estir-
pes especificas de Rhizobium leguminosarum (BR 618 e
BR 619). O delineamento estatistico utilizado foi 0 mes-
mo do experimento com o rabanete, mas, com trés repeti-
¢Oes, em vez de quatro.

Para verificagdo da existéncia de estirpes nativas de
rizobio que, possivelmente, nodulariam a ervilha, foram
cultivados com essaleguminosa, paralelamente, maistrés
vasos, de cada classe de solo, com amesmaadubagio basi-
ca usada para o rabanete, com excegdo do N, e apenas
0,5 mg dm3 de boro.

Umasemanaapdsaemergéncia, efetuou-se o deshbaste,
deixando-setrés plantas por vaso. No periodo experimen-
tal, a umidade do solo foi mantida em torno de 60% do
volume total de poros (Freire et al., 1980), por meio de
pesagens didrias dos vasos e aplicacéo de dgua destilada
quando necessario.

Aos 45 dias apos plantio, em pleno florescimento, as
plantas foram colhidas e separadas em raizes, caules +
ramosefolhas. A fixagdo do N, foi avaliadapelaatividade
da nitrogenase nas raizes nodul adas intactas, por meio do

Tabela 2. Teoresdisponiveisde B (mg dm-3) extraido com
agua quente apos a col heita do rabanete e antes da semea-
duradaervilhaem razéo dasdosesde B (mg dm-3) aplicada
Nnos solos por ocasido do cultivo do rabanete.

Solo® DosedeB

0,00 0,25 0,50 1,50 3,00 6,00
RU 0,48 0,81 0,91 1,55 2,75 5,30
GX 0,36 0,54 0,71 1,46 2,66 4,64
GM 0,47 0,66 0,91 1,32 1,88 3,97
oy 0,34 0,54 0,62 1,33 2,43 4,60

(WRU: Neossolo Flavico; GX: Gleissolo Haplico; GM: Gleissolo
Melanico; OY: Organossolo Mésico artificialmente drenado.

1139

meétodo de reducgdo de acetileno (Dilworth, 1966) em
cromatografo Varian Star 3400-X. Nas folhas secadas em
estufaa65-70°C até peso constante, e moidas, analisaram-
seosteoresde B, peladigestéo viasecaem forno de mufla
a500°C e determinagdo colorimétricacomAzometina-H, e
N total, pelo método micro-Kjeldahl (Maavolta et a.,
1997).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia e regressoes, cujas equagdes foram gjustadas as
médias do peso seco dosndduloseasmédiasdaatividade da
nitrogenase especificaem fungéo das doses de B gplicadas.

Resultados e Discussao

Asdoses zero e 6,0 mg dm S proporcionaram sin-
tomas visuais tipicos de deficiéncia e toxidez de B,
respectivamente. Os sintomas de deficiéncia foram
observados na dose zero em todos os solos. a parte
aérea das plantas mostrou reducao significativa no
porte, e alguns tecidos foliares apresentaram-se en-
carquilhados, cloréticos e com aspecto coriaceo.
Esses sintomas sdo, provavelmente, resultado da
acumulacdo de grandes quantidades de fendis, que
s80 a principal causa de danos celulares e dainter-
rupcao do crescimento em tecidos vegetais deficien-
tes nesse nutriente. Pois, segundo Cakmak &
Réomheld (1997), amaioria dos fendis conhecidos
s80 tOXi cos paraas plantas, mesmo em baixaconcen-
trag&o.

Asraizes das plantas-testemunhas apresentaram-
selevemente escurecidas e em menor quantidade em
relacéo aostratamentos que receberam B, provavel-
mente pelo decréscimo da plasticidade das paredes
celularesimpedindo adivisdo e elongacéo das célu-
las dos tecidos meristematicos das raizes. Segundo
Vaughan & Ord (1990), maiores concentractes de
acidosfendlicos provavel menteinfluenciam negati-
vamente o crescimento do eixo daraiz principal, bem
como o nimero e o tamanho dasraizes|aterais.

O sintoma de toxidez nas folhas, verificado na
dose 6,0 mg dm3, caracterizou-se por clorose margi-
nal nasfolhasvelhas, principalmente no tergo inferi-
or da planta. Essas manchas possuem concentragéo
de B maiselevada, em comparagéo com o tecido ad-
jacenteaela(Nableet a., 1997). Ndo foi observada
nenhumaalteracéo nasraizesnadose 6,0 mg dm3se
comparada com as doses entre 0,25 a 3,0 mg dm3.
Segundo Nable (1988), as concentragdes de B nas
raizes, mesmo com alta disponibilidade de B no
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solo, continuam relativamente mais baixas do
gue nas folhas.

As raizes das plantas de todos os solos, nos tra-
tamentos sem inoculag&o de rizébio, avaliadas em
pleno florescimento, ndo apresentaram nenhuma
nodulagdo, indicando, assim, ainexisténciade estir-
pes nativas de rizébio capazes de nodular aervilha

Nas plantas infectadas, néo ocorreu a nodul agcéo
das raizes das plantas nos solos RU e GM.
A nédo-acorréncia de nédulos foi influenciada, pro-
vavelmente, pela presenga de microrganismos anta-
gOnicos ou mesmo pelos nivels de mineralizacdo de
N, principalmente no solo GM, que possui alto teor
de matériaorganica (Tabela 1). Segundo Sylvester-
Bradley et d. (1980) eAguirre& Valdes(1993), aocor-
réncia de resposta variavel ainfeccéo, em solos de
regides tropicais, pode depender da espécie
infectada e, até mesmo, do tipo de solo.

NossolosGX eOY, anodulagéo ocorreu nasraizes
das plantas independentemente das doses de B apli-
cadas, principalmente no entorno daraiz principal.
Nesses solos, na dose zero de B, os nédulos apre-
sentaram-se de cor escura e de menor tamanho, pro-
vavelmente causadas por lesdes nas paredes celula-
res, facilitando adifusio de oxigéniolivre, prejudici-
al aenzimanitrogenase. Bolafioset al. (1994) obser-
varam nédulos necréticos e ndo-funcionais na au-
séncia de B, afirmando que os danos na estrutura e
fungéo dos nddulos foram causados, provavelmen-
te, pela degeneracdo das paredes celulares destes,
incluindo a perimembranado bacteréide.

N&o houve diferencas morfol dgicasnasraizesdas
plantasentre asdoses 0,25 a6,0 mg dm3 em nenhum
dos solos. Os nédul os presentes nos solos GX e QY,
nessas doses, apresentaram-se em diferentes tama-
nhos e peso seco. Segundo Rahman et al. (1999), 0B
pode afetar as caracteristicas dos nédul os, indepen-
dentemente do efeito nas raizes ou nas plantas.

A relagdo entre 0 peso seco dos nodulos, das
raizes das plantas nos solos GX e QY, e as doses
aplicadas mostraum gjuste raiz quadrada em ambos
0s solos, o queindicaque um menor valor Nos pesos
secos dos nddulos foi observado na dose zero (Fi-
gural), o que provavelmentefoi causado peladege-
neracdo das membranas e paredes celulares do
bacterdide na auséncia de B, conforme discutido
anteriormente. Yamagishi & Yamamoto (1994) tam-
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bém constataram menores val ores de peso seco em
nédul os de raizes de soja, na auséncia de boro.

As doses de B, estimadas com relac&o ao peso
seco maximo dos nddul os destacados das raizes das
plantas, foram 1,85 e 2,34 mg dm nos solos GX e
QY, respectivamente (Figura 1). A doseno solo GX
foi 26,5% menor em relagéo adose do solo OY, pro-
vavelmente por sua maior disponibilidade de B no
solo GX em relagdo as doses aplicadas (Tabela 2).
Essamaior disponibilidade pode ser atribuidaao valor
da superficie especifica, responsavel por adsorver
B, que chegaaser 49,6% maior no solo OY.

Houve incrementos na atividade da nitrogenase
nas doses mais baixas do micronutriente, levando a
um gjusteraiz quadradaentre asvariaveis, em ambos
0s solos, onde um decréscimo nas doses mais altas
indicaum possivel efeito toxico desse nutriente (Fi-
gura?2).

Nadose zero, em ambos 0s solos, apesar de con-
ter uma peguena quantidade de B, essa, provavel-
mente, ndo foi suficiente para garantir a protecéo
das paredes dos envel opes que encerram a enzima,
extremamente sensivel ao oxigénio livre. Segundo
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Y (OY) = 7,153 + 124,146* X% — 40,546*X R?=0,83

Peso seco de nodulos de raiz (mg vaso™)

Y (GX) = 0,749 + 78,732* X% —28,911*X R?=0,80

O T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Boro (mg dn®)

Figura 1. Peso seco de nédulo destacado de raiz de ervi-
Ihaem raz&o daaplicacédo de B nos solos Gleissolo Haplico
(GX) e Organossolo Mésico artificiamentedrenado (OY).
*Significativo a 5% de probabilidade.
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Cakmak & Romheld (1997), 0 B, aointeragir com gru-
pos OH dos glicopeptideos na camada de
polissacarideos do envelope, contribui parao forta-
lecimento da barreira em relacdo a difusdo do O,.
Dalton et al. (1986) verificaram, em nddul os de soja,
gue adeficiénciade B foi a causada diminuicéo do
nivel de acido ascorbico das células, 0 qual tem a
funcgéo de proteger a nitrogenase contra 0 oxigénio
livre toxico. Bolafios et a. (1994), Yamagishi &
Yamamoto (1994), Bolafioset d. (1996) eRahmanet d.
(1999) também observaram que na ausénciade B a
atividade da nitrogenase ficou comprometida. Re-
centemente, Bolafios et a. (2000) afirmam que na
ausénciade B, tanto o desenvolvimento dasimbiose,
como aevolucdo danitrogenase em nddul os de ervi-
Iha, sdo danificados e retardados ao mesmo tempo.

A maxima atividade da nitrogenase nos nédul os
sec0s 155,12 €195,74 nmol mgt hl foi obtidacom as
doses2,49 e 2,58 mg dm3 de B, respectivamente, nos
solosOY eGX (Figura 2). Doses, essas, muito proxi-
mas das que S0 necessarias para a maxima produ-
¢&o de matéria seca de vagens.

2009 Y (OY) =6,90482 + 248,903*X°° —81,8961*X R?=0,76

g

8

Y (GX) =-1,51074 + 192,113**X%5 - 60,0661**X R?=0,91

Atividade da nitrogenase (nmol mg™*h%)
g

0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Boro (mg dm’®)
Figura 2. Atividade danitrogenase especificade nédul os
secos obtida pelo método de redugéo do acetileno em fun-
¢ao daaplicacdo de B nos solos Gleissolo Haplico (GX) e
Organossolo Mésico artificialmente drenado (OY). * e
**Significativo a 5% ea 1% de probabilidade, respectiva-
mente.
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A atividade daenzimano solo OY apresentou-se
aproximadamente 26,2% maior que no solo GX, re-
sultado, este, esperado, ja que 0 peso seco maximo
estimado, no solo QY, foi aproximadamente, 49%
maior queno solo GX. Provavelmente, o menor valor
dadensidadedo solo OY contribuiu com umamenor
resisténcia ao crescimento dos nddulos em relacdo
a0 solo GX (Tabela 1). Por outro lado, osteoresde B,
nas doses correspondentes, variaram pouco entre
esses solos (Tabela 2).

Apesar de o teor do B nas plantas ter aumentado
com 0 aumento das doses, houve grande variagéo
dos valores entre os solos (Tabela 3). Assim, nos
solos GX e QY, que tiveram suas raizes nodul adas,
osniveisde B notecido foliar foram menores, prova-
velmente, devido aos atributos dos solos que, além
deinfluenciar o crescimento das plantas, afetam tam-
bém o coeficiente de utilizagdo de B, conferindo dife-
rentes valores de nivel critico para as plantas.

Osteoresde N variaram entre as doses de B, em
todos os solos, atingindo um valor adequado com a
dose 1,5 mg dm de B, conforme afaixade suficién-
ciaentre4,0a5,0 gkgldeN (Mills& JonesJunior,
1996). Nas doses zero €6,0 mg dm 3, osteoresfoliares
estdo abaixo do nivel critico dedeficiéncia, 2,4 g kgt
deN (Magahées & Giordano, 1989). Os baixosteo-
res de N, observados na dose zero, séo ocasiona-
dos, provavelmente, pelaprépriadeficiénciadeB, a
qual, afetando a estrutura das raizes, causou menor
suprimento de N para as plantas. Na dose
6,0 mg dm3, o teor de N reduziu-se muito, devido,
provavelmente, aacumulacdo de B nasfolhas. Mills

Tabela 3. Teoresfoliaresde B e N total em ervilhacultiva-
da em solos de vérzea na época do pleno florescimento.

Solo® Dosede B (mg dm?®)

000 025 050 150 300 6,00

B (mg kg™
RU 853 1658 1956 2554 3532 51,35
GX 404 481 729 1294 2720 49,60
GM 1509 17,08 1957 2405 3433 5307
oY 414 497 697 1526 1675 28,85
N (gkg?)

RU 226 304 384 392 302 186
GX 214 310 358 406 314 198
GM 260 360 360 422 348 244
oY 238 294 302 406 322 192

(DRU: Neossolo Flivico; GX: Gleissolo Haplico; GM: Gleissolo
Melanico; OY: Organossolo Mésico artificialmente drenado.
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& Jones Junior (1996) observaram, em folhasde par-
reira, deficiénciade N que pdde ser observadacomo
resultado de acumulagéo de B nasfolhas. JAChauhan
& Powar (1978) constataram que o teor de N, no teci-
do de plantas de ervilha, sofreu um acréscimo entre
2,7a3,6 g kg'l com o aumento daconcentracdo de B
na égua de irrigacdo. Esses mesmos autores encon-
traram uma reduc&o na produgdo quando a concen-
tracdo de B estavaentre 6,0 mg dm=e8,0 mg dm3.

Conclusoes

1. Nossolos GX e QY anodulacdo nasraizesdas
plantas de ervilhaéinfluenciada pel as doses de boro.

2. A deficiéncia de B afeta a atividade da
nitrogenase em nédulos de plantas de ervilha

3. Altosteoresde B proporcionam diminuicdo do
teor foliar de nitrogénio.
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