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RESUMO

Castelo Branco, Juliana Severo. Aspectos morfolégicos e moleculares
associados ao carater tolerancia ao encharcamento em trigo 2008. 90 p. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduagao em Agronomia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas-RS.

Entre os cereais, o trigo (Triticum aestivum L.) é a mais importante cultura,
alcancando a terceira maior produgao de graos no mundo sobrepujado apenas pelo
milho e arroz. O trigo € cultivado sob diversas condi¢des ambientais, apresentando
alta capacidade de producdo de grédos, qualidade nutricional e alto grau de
adaptabilidade. No Estado do Rio Grande do Sul, aproximadamente 5,4 milhdes de
hectares sao considerados solos hidromérficos e sao principalmente utilizados para
cultivo de arroz e pastagem, devido a sua baixa capacidade de drenagem.
Anualmente, apenas um milhdo de hectares esta sendo utilizado para o cultivo de
arroz, deixando grandes quantidades de terras para o cultivo de culturas forrageiras.
Portanto, existe um forte desafio para programas de melhoramento no
desenvolvimento de gendtipos capazes de tolerar esse ambiente, com uma boa
relacdo custo/beneficio para os agricultores. A fim de suprimir o déficit energético
provocado pelas condicdes de hipoxia, varias espécies redirecionam suas vias
metabdlicas, a fim de garantir a produgédo extra ATP resultantes do aumento das
taxas de fermentacdo. Nessas espécies, um grupo de proteinas que catalisam a
glicélise e metabolismo de agucares, como a enzima alcool desidrogenase (ADH), é
sintetizada seletivamente. O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade de
selecdo de gendtipos de trigo tolerantes ao estresse por alagamento, em casa de
vegetacdo, utilizando diferentes periodos de alagamento intercalados com
drenagem. Além disso, estimar o grau de conservagao do gene ADH1 em algumas
espécies de plantas. Os resultados indicam que €& possivel a deteccao de
variabilidade genética para o carater tolerdncia ao alagamento em casa de

vegetacdo. A condigcdo de oito dias de alagamento revelou que os gendtipos BRS
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120 e BRS 208 foram as mais tolerantes e os gendtipos CD 111 e BRS 194 foram as
mais sensiveis. A analise filogenética molecular obtida para o alcool desidrogenase
(ADH1), indica que os membros Poaceae apresentaram um elevado grau de
conservagao. As espécies mais proximas foram Saccharum oficinarum e Zea mays,
apresentando maior identidade de nucleotideos. A espécie modelo para plantas
monocotiledéneas (Oryza sativa) apresenta uma maior dissimilaridade quanto ao
restante das espécies de Poaceae, sugerindo que esta enzima tenha adquirido

niveis de fungdes ou mutagdes que foram selecionadas sob a condigao alagamento.

Palavras-chaves: Encharcamento, Alcool desidrogenase (ADH), Triticum aestivum L.



ABSTRACT

Castelo Branco, Juliana Severo. Morphological and molecular factors associated
to flooding tolerance in wheat (Triticum aestivum L.). 2008. 90p. Tese
(Doutorado) — Programa de Pds-Graduagao em Agronomia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas-RS.

Among the cereals, wheat (Triticum aestivum L.) is the most important crop
reaching the third largest grain production in the world. Wheat is cultivated under
many different environmental conditions, presenting high grain yield capacity,
nutritional quality and high degree of adaptability. In the State of Rio Grande do Sul,
Brazil, approximately 5.4 million hectares are considered hydromorphic soils and are
mostly used for rice farming and cattle grazing, due to its low drainage capability.
Annually, only one million hectares are cultivated with rice, leaving large amounts of
land without cropping or cultivated with forage crops. Therefore, there is a strong
challenge for breeding programs to develop genotypes capable of tolerating this
environment, with a satisfactory cost/benefit ratio for farmers. In order to suppress
the energy deficit provoked by hypoxic conditions, several species redirect their
metabolic pathways in order to garantee the extra ATP production resulting from an
increase in fermentation rates. In those species, a group of proteins that cathalyse
glycolisis and phosphate sugar metabolism such as the enzyme alcohol
dehydrogenase (ADH), is selectively synthesized. The objective of this work was to
verify the possibility of selecting wheat genotypes tolerant to flooding stress, in the
greenhouse, by using different periods of flooding conditions alterned with draining
periods. Also, to estimate the degree of conservation of the ADH; gene in some plant
species. The results indicate that it is possible to detect genetic variability for the
character flooding tolerance in greenhouse. The condition of eight days of flooding
revealed that the genotypes BRS 120 and BRS 208 were the most tolerant and the
genotypes CD 111 and BRS 194 were the most sensitive. The molecular
phylogenetic analysis obtained for the alcohol dehydrogenase (ADHj), indicates that

Poaceae members present a high degree of conservation. The closest species were
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Saccharum oficinarum and Zea mays, presenting higher nucleotide identity. The
model species (Oryza sativa) presented a higher dissimilarity regarding the remaining
species of the Poaceae, suggesting that this enzyme has acquired novel functions

and or mutations that were selected under the flooding condition.

Keywords: Flooding, alcohol dehydrogenase,, Triticum aestivum L.
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1. INTRODUGAO

Entre os cereais, o trigo (Triticum aestivum L.) € a cultura de maior
importancia econdmica, sendo cultivado sob as mais variadas condi¢gbes de
ambientes, apresentando grande capacidade de produtividade de graos, qualidade
nutricional e elevado grau de adaptabilidade. Esta adaptabilidade deve-se
provavelmente ao nivel de ploidia do seu genoma, que € hexaploide (SCHIFINO-
WITTMANN, 2004). A cultura do trigo, segundo dados do departamento da FAO
(Food And Agriculture Organization Of The United Nations), detém a terceira maior
producdo de grdos em nivel mundial, sobrepujado apenas pelo milho e arroz,
alcangando a produgéo de 605 milhdes de toneladas na safra de 2006 (FAO, 2007).

No Brasil, a producédo anual oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas, sendo
cultivado nas regides Sul (RS, SC e PR), Sudeste (MG e SP) e Centro-oeste (MS,
GO e DF). O consumo anual no pais tem se mantido em torno de 10 milhdes de
toneladas e cerca de 90% da produgéo de trigo esta no Sul do Brasil. Entretanto, o
cereal vem sendo introduzido paulatinamente na regido do cerrado (EMBRAPA
Trigo, 2007).

Estes dados reforcam a demanda tecnoldgica no Brasil para garantir aumento
na producao da cultura do trigo, principalmente na obtenc&o de novas constituicoes
genéticas, mais adaptadas e com alto potencial de produtividade a diferentes
regides de cultivo.

As grandes perdas nas lavouras de trigo sejam por fatores bidticos e/ou
abioticos foram relatadas por CAETANO (1977), como sendo uma das maiores
dificuldades para o melhor desempenho da cultura no sul do Brasil. Isto é devido
principalmente, a redugcdo de area verde da planta, pois segundo este autor as
folhas do trigo sao fortemente atacadas por moléstias biotréficas e necrotroficas,
oportunistas de ambiente umidos. Além disto, o desenvolvimento e a producéo de
espécies vegetais que sao cultivadas em solos mal drenados s&o prejudicados
devido a falta de oxigénio livre no solo (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997).
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A extensao de danos decorrentes do encharcamento do solo depende de
varios fatores, incluindo a duracdo do periodo de saturacdo, o estadio de
desenvolvimento da planta, a espécie e as condicbes de ambiente. O alagamento
temporario ou continuo dos solos é resultado de periodos prolongados de chuvas e
da irrigagdo e drenagem inadequada, limitando espécies a sobrevivéncia com baixa
produtividade.

Aproximadamente 5,4 milhdes de hectares no Rio Grande do Sul sao
consideradas areas de solos hidromorficos, fazendo com que a exploragdo, na
maioria dos casos, fique em torno do binémio arroz-pecuaria.

Estes solos apresentam um “Horizonte B” com caracteristicas que dificultam a
drenagem natural mantendo a agua no solo por longos periodos, trazendo prejuizos
para outras culturas cultivadas apés o arroz (MATTOS, 2004). Além disto, a area
ocupada anualmente com a cultura do arroz esta estimada aproximadamente em um
milhdo de hectares (IRGA, 2007). O restante destas areas permanece em pouso ou
e utilizada com pastagens, resultando em sub-aproveitamento destes solos para a
producao de graos (SCHOLLES, 2004).

Portanto, existe uma forte necessidade que programas de melhoramento
venham a desenvolver constituicbes genéticas tolerantes ao encharcamento, com
capacidade de manter relacao custo/beneficio e que possibilite retorno econémico
da cultura nessas areas.

A fim de suprimir o déficit de energia promovido pela hipoxia, com a
paralisagdo da respiracdo aeroObica, algumas espécies redirecionam as vias
metabdlicas para garantirem a produgédo extra de ATP pelo aumento na taxa de
fermentacao (DAVIES, 1980; SETTER; ELLA, 1994). Nessas espécies, um grupo de
proteinas que catalisam reagbes da glicdlise e do metabolismo de acgucares
fosfatados, notadamente, a enzima Alcool Desidrogenase (ADH), é seletivamente
sintetizada (SACHS et al., 1980), determinando ser, em certos casos, essencial para
a sobrevivéncia de plantas sob hipoxia (LEMKE-KEYES; SACHS, 1989).

A capacidade das plantas tolerarem baixos indices de oxigénio é variavel
conforme a espécie e compreende desde o milho, que n&o sobrevive por mais de 72
h, quando suas raizes estdo em anoxia (SACHS et al., 1980), até aquelas que sao
capazes de germinar, crescer e permanecerem viaveis por varias semanas sob o

estresse, como algumas espécies do género Echinochloa, Oryza sativa L. e Acorus
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calamus L. (BUCHER; KUHLEMEIER, 1993; MUJER et al., 1993; FOX et al., 1994;
ZHANG et al., 1994), dentre outras.

O objetivo do presente trabalho foi verificar a possibilidade da selecdo de
genotipos de trigo tolerantes ao estresse por inundagdo, em casa de vegetagao,
através do emprego de solo caracteristico de varzea com distintos tempos de
exposicdo a inundacgdo. Ainda, estimar o grau de conservagdo em nivel de
sequéncia de nucleotideos da enzima Alcool Desidrogenase (ADH;) de algumas

especies vegetais de importancia agronémica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Introdugao a Cultura do Trigo

O trigo é o cereal mais cultivado no mundo sobrepujado pelo milho e arroz,
considerado o principal grdo comestivel, representando 20% do total de calorias
consumidas atualmente pela humanidade. E uma planta anual, autdgama e que
apresenta uma enorme variabilidade (mais de 25.000 cultivares diferentes).

O trigo possui uma ampla adaptagdo, sendo cultivado em areas com 65°
latitude norte até 45° latitude sul. Entretanto, apresenta maiores dificuldades de
adaptagao em zonas tropicais.

O Brasil ja foi o principal produtor de trigo da América Latina, sendo um
grande exportador deste cereal até a primeira década do século XIX (LAGOS, 1983).
Por uma série de razbes econbmicas, comerciais, técnicas e especialmente a
susceptibilidade a ferrugem do colmo, o pais passou a ser um importador
sistematico de graos de trigo.

A cultura do trigo tem se caracterizado por ciclos bem definidos de expanséo
e retragdo, seguindo as politicas governamentais de estimulo e desestimulo,
favorecendo com que a area semeada com o cereal oscile constantemente.
Entretanto, os rendimentos de grdos obtidos com o trigo tém sido crescentes,
demonstrando a eficiéncia dos programas de melhoramento genético em
desenvolver variedades com alto potencial de rendimento e com qualidade de
panificagao similares a dos trigos argentinos e canadenses.

Com o atual potencial de rendimento das novas variedades, o Brasil tem
condigbes técnicas de produzir todo o trigo necessario para o seu consumo interno,
basta estabelecer uma politica de estimulo continua e o desenvolvimento de

gendtipos ajustados as distintas regides de cultivo.

19



2.2 Origem, domesticagao e descri¢ao botanica

O trigo € uma das espécies mais antigas, essencial para o desenvolvimento
da agricultura e da civilizagao atual.

A domesticagdo do trigo foi fundamental para a produ¢do de uma grande
quantidade de alimento em virtude do seu grande valor nutricional.

O centro de origem do trigo localiza-se no centro Asiatico, “Oriente préximo”,
vai das montanhas de Zagro (Ira e Iraque) até as montanhas Taurim na Turquia e as
montanhas a sudoeste do mar Mediterraneo, local aonde representa também o
centro de maior diversidade da espécie.

Pertence a tribo Triticeae, grupo economicamente importante da familia
Poaceae, a hibridagdo entre géneros dentro da tribo possibilitou a troca de
constituicbes genéticas e deu origem a espécies poliploides.

O trigo forma uma série de polipldides, com numero basico de cromossomos
igual a sete, dipldides (2n = 2x = 14), tetrapldides (2n = 4x = 28) e hexaploides (2n =
6x = 42). O trigo cultivado (Triticum aestivum L.) € um hexapldide (2n=6x=42),
formado por trés genomas distintos AA, BB e DD. O conjunto cromossémico A teve
origem a partir de Tritcum monococcum, o D de Triticum tauschii (MORRIS;
SEARS,1967).

2.3 Melhoramento de trigo no Brasil

Nos séculos XVI comegaram os trabalhos voltados para o melhoramento de
plantas cultivadas, através de intercambio de material genético, hibridagdes artificiais
e selegbes planejadas.

O Brasil jamais deixou de produzir trigo desde o inicio da colonizagdo. Os
gendtipos de trigo trazidos para o Brasil, pelos imigrantes, e por iniciativas
governamentais foram fatores de grande incentivo do cultivo deste cereal.

Em 1909, o governo de Sao Paulo criou o campo experimental para a cultura
de trigo, em Itapetininga. Varias agdes do governo comegaram a apoiar a

implementacao da cultura no Brasil.
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O melhoramento genético no Brasil comegou, com a criagdo, pelo Ministério
da Agricultura, de estagdes experimentais em Alfredo Chaves (hoje Verandpolis),
RS, e em Ponta Grossa-PR (ALVES DE SOUZA; ROSA, 1985). A iniciativa do
engenheiro quimico Jorge Polysu representa um marco histérico para o
melhoramento deste cereal no pais. Em 1914 ele selecionou dois sacos de
sementes em Guaporé-RS e no Parana desenvolveu a cultivar Polysu.

Em 1922, o governo brasileiro convidou o eminente geneticista sueco
Hermann Nilson-Ehle para trabalhar no melhoramento de trigo no Brasil. Como o
professor Nilson-Ehle ja tinha idade avancada, indicou seu assistente, Dr. lwar
Beckman, que chegou ao Brasil em 1924 e foi para estagdo experimental de Alfredo
Chaves. Em 1925 Beckman realizou os primeiros cruzamentos de trigo no pais e
logo foi transferido para Sao Luis Gonzaga e depois para Estacdo Experimental de
Bagé. La Beckman, deu continuidade aos seus trabalhos e fez uma série de estudos
em genética e desenvolveu diversas variedades mais precoces, com excelente
rendimento de graos (SOUZA, 2004).

Uma de suas variedades foi um marco ndo s6 para o Brasil, mas como para
inumeros programas de melhoramento no exterior. A variedade Frontana é
consagradamente a variedade brasileira de trigo mais utilizada para cruzamentos no
exterior, desde seu langamento em 1942, porque possui entre outras caracteristicas,
dois genes de resisténcia a ferrugem-da-folha, em plantas adultas. Esta variedade
combinou na época uma série de caracteristicas importantes, como ciclo precoce,
resisténcia ao aluminio téxico do solo, porte mais baixo e resisténcia as principais
moléstias.

Na estagao experimental de Bagé os trabalhos de Beckman foram conduzidos
até a sua morte em 1971. Beckman foi inovador buscando solugdes antecipadas
para os problemas, profundo conhecedor da genética e da planta de trigo,
desenvolveu variedades que mudaram o patamar do rendimento e do tipo
agrondmico do trigo.

Em 1934, a Secretaria da Agricultura do Estado de Minas Gerais criou o
Instituto Agrondmico em Belo Horizonte, onde trabalhos de melhoramento de trigo
foram desenvolvidos por Idelfonso Correa. Os principais trigos criados em Belo
Horizonte foram BH1146 e Horto, ambos originados do mesmo cruzamento
(Fronteira X Mentana) (LAGOS,1983).
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A partir de 1937 o Governo Federal voltou a investir na pesquisa com trigo e
criou estagdes experimentais em diversos estados da federacao.

Ja a década de 1970 foi muito fértii em termos de iniciativas para o
desenvolvimento de trabalhos de melhoramento de trigo, propiciando a criagao de
centros de pesquisas por cooperativas agricolas no Rio Grande do Sul e no Parana,
além da criacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa).

Na década de 1970, a cultura do trigo no Brasil apresentou grande expanséao
na area de cultivo. Antes, a producgéao limitava-se, praticamente, aos estados do RS,
SC, PR, expandindo a partir de entdo, para as regides norte e oeste do PR, fazendo
com que esse estado se tornasse o maior produtor da cultura do trigo no Brasil no
ano de 1977, apds longa hegemonia do estado do RS, nas décadas anteriores. O
trigo também alcangou expressivas areas em SP, MS, MG, DF.

Atualmente, os programas de melhoramento genético de trigo no Brasil tém
alcangado grandes progressos no aumento da produtividade, da
tolerancia/resisténcia a moléstias, estresses de ambiente, melhoria dos caracteres
agrondémicos e de qualidade industrial.

Os principais objetivos dos programas de melhoramento de trigo sao:
resisténcia a moléstias e pragas como ferrugem e pulgao respectivamente, melhor
qualidade nutricional, melhor adaptacdo aos diferentes ambientes, sistemas de

cultivos e incremento no rendimento de graos (SOUZA, 2004).

2.4 Ambiente para selegcao

O melhoramento de plantas consiste em criar variabilidade, selecionar
gendtipos desejaveis e com testes em diferentes ambientes, para um ajuste que
permita a expressao maxima do seu potencial produtivo.

A existéncia de respostas diferenciadas de gendtipos, aos efeitos de
ambiente, tem sido frequentemente constatada no trigo cultivado. Esta interacéo,
além de influenciar os ganhos genéticos, dificulta a recomendagao de gendtipos
para ambientes distintos.

Deste modo, o melhor ambiente para o incremento na eficiéncia do programa
de melhoramento, principalmente em fungdo do rendimento de graos (carater

quantitativo), tem sido um grande obstaculo dos melhoristas (HILL et al., 1998;
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BENIN et al., 2005), basicamente pelos custos deste processo (ALLEN et al.,1977) e
da dificuldade de identificar constituicbes genéticas com adaptabilidade e
estabilidade a todas as areas de cultivo no Sul do Brasil. Uma estratégia de selegao
em ambientes que promovam a maximizagao da variagao e ganho genético, a partir
do incremento na herdabilidade e testes em ambientes representativos do local de
cultivo da espécie a ser melhorada, tem sido sugerida por Byrne et al. (1995) e
Carvalho et al. (2002).

Hoje, mesmo evidenciando todos esses beneficios, a cultura do trigo encontra
dificuldades para se consolidar em regides que apresentam condi¢des de ambiente
prejudicadas por solos hidromérficos de dificil drenagem, que consequentemente,
limitam o desenvolvimento da cultura, fazendo com que a exploragado de areas na
maioria dos casos fique em torno do binémio arroz-pecuaria (MATTOS, 2004).

Neste sentido, a existéncia de variabilidade genética para o carater tolerancia
a inundacado e selegcdo sob esses ambientes de cultivo, podem permitir a
identificacdo de constituigdes genéticas portadoras de genes de estresse,
principalmente em solos que apresentam um horizonte B com caracteristicas que
dificultam a drenagem natural e trazem prejuizos para outras espécies cultivadas

apds o arroz.

2.5 O excesso de agua no solo

De uma maneira geral, as plantas para se desenvolverem necessitam de um
ponto de equilibrio entre a quantidade de agua disponivel no solo e o espacgo
ocupado pelo ar no solo.

A composicdo do ar no solo é semelhante a da atmosfera, porém, sao
observadas algumas diferengas, principalmente, no teor de O, e CO,. No solo, a
concentracdo de CO, € maior devido aos processos metabdlicos. Ja, a concentragao
de O, é menor do que na atmosfera devido ao consumo por microorganismos e pelo
sistema radicular das plantas. Contudo, as concentracbes desses elementos nao
sdo constantes. Os teores de O, e de CO, podem variar de acordo com a
distribuicdo das chuvas, as atividades bioldgicas do solo, a espécie cultivada, a
profundidade e o tipo de solo, e das praticas de manejo e cultivo (BAVER,;
GARDENER, 1973; LARCHER, 2000).
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Em solos bem drenados, a respiracdo aerdbia do sistema radicular das
plantas e dos microorganismos consome cerca de 5 a 24 g O, m? dia™ (JACKSON;
DREW, 1984). Nessas condigbes, a transferéncia interna do O, das folhas para
raizes nao é suficiente para suprir as necessidades de O, nos tecidos das raizes na
maioria das plantas. Para evitar deficiéncia de O, ou excesso de CO; na rizosfera as
trocas gasosas entre a atmosfera e o solo devem ocorrer rapidamente
(REICHARDT, 1996). O movimento dos gases entre a atmosfera e o solo resulta do
fluxo de massa ocasionado por variagdes de temperatura, da pressao atmosférica,
da velocidade do vento, das precipitacbes e também do fluxo por difusdo
(PONNAMPERUMA, 1972).

Dentre estes processos, a difusdo é considerada o principal mecanismo
responsavel pelo movimento de gases entre os meios. Fatores como a compactacao
do solo, a incorporagdo de matéria organica e o excesso de agua no solo podem
afetar significativamente este intercambio (STEPNIEWSKI, et al, 1994).

Nos solos hidromdrficos que apresentam topografia plana evitando a
drenagem superficial, freqientemente ocorrem inundag¢des e oscilagdes da
profundidade do lengol freatico ocasionados por problemas de drenagem,
precipitagdes intensas, cheias de rios ou lagos e da irrigacdo excessiva. Nessas
condigbes, o espaco poroso do solo é totalmente preenchido pela agua,
interrompendo o intercambio gasoso existente entre a atmosfera e o solo. Isso
porque, as trocas gasosas em solos saturados, sdo menores do que em solos néo
saturados, pois a difusdo do oxigénio na agua € 10.000 vezes mais lenta do que no
ar (PATRICK; MAHAPATRA, 1968; SANCHEZ, 1976). Como consequéncias
ocorrem modificagdes nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, que
afetam o desenvolvimento e a produtividade das plantas (VOESENEK et al., 1992).

Com a saturagdo do solo, a respiracdo das raizes das plantas torna-se
significativamente comprometida, devido a diminuicdo (hipoxia) ou falta de oxigénio
(anoxia). A atividade respiratoria constitui uma das mais importantes e necessarias
rotas metabolismo vegetal, com sua diminuicdo, torna-se o fator mais importante
para a reducao do desenvolvimento das culturas. O suprimento de O, utilizado na
respiracdo vegetal em condigbes normais difunde-se do ar do solo até as raizes,
fendmeno drasticamente reduzido quando ocorre a saturacdo do meio com agua

(CRUCIANI, 1981). Com o excesso de agua, frequentemente as condi¢gbes do solo
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tornam-se adversas por duas razdes: 1) reducdo e até eliminagdo do ar e das
alteragdes gasosas do solo e 2) redugao de nutrientes.

As alteragdes da composigao gasosa do solo sdo caracterizadas pela redugao
do oxigénio, resultando na formagcdo de uma grande quantidade de compostos
reduzidos, especialmente de manganés e ferro. Ocorre também o aumento da
quantidade de CO,, e com isso a disponibilidade de calcio se altera. O equilibrio
entre os hidréxidos e carbonatos de calcio € mantido pelo acido carbénico no solo. A
quantidade de microorganismos aerdbicos do solo, que participam da oxidagado do
material organico, sofre diminuicdo. Em consequéncia da desintegragdo das
substancias organicas, ao invés dos produtos finais das atividades microbianas sob
condicdo aerdbica (CO,, nitratos, fosfatos entre outros, compostos de metano,
hidrogénio, sulfeto, aménia, aldeidos e formas mais reduzidas de compostos de
ferro) s&o observados de nitritos, acidos carboxilicos e etileno (MEYER, 1960).

A concentracdo de Fe™ na solugdo aumenta rapidamente apds a inundagéo
do solo, atinge um valor maximo apés duas a quatro semanas e depois decresce.
Essa alta concentracdo de Fe* influi como uma toxidez indireta, por reduzir a
absorcao de P, K, Ca e Mg pelas plantas (BACHA, 1987). Quando a quantidade de
O, torna se insuficiente, devido ao excesso de agua, ocorre redugao na intensidade
do processo de oxirredugao e da respiragdo reduzindo os niveis energéticos das
células radiculares. Ocorre também a reducao da absor¢ao de substancias nutritivas
€ a capacidade de retengao de agua pelas raizes aumenta (KOZLOWSKI, 1976).

A quantidade de etileno aumenta, fortalecida pela inundacdo. Em condigdes
anaerdbicas, apos 7 dias, a concentracdo de etileno varia de 9,3 a 10,6 mg kg-'
enquanto em condigbes aerdbicas, a profundidade do solo de 15 cm, esta
concentracao é de 0,07 mg kg-' e a uma profundidade do solo de 60 cm, de 0,14 mg
kg-'. A crescente concentragdo de etileno causa afinamento das hastes,
senescéncia e queda das folhas (LANGE, 1953; NOBEL, 1974).

A deficiéncia de O, causada pela inundagao provoca alteracdes no estado de
respiracdo das folhas e no nivel de energia. E provavelmente uma resposta a
adaptacdo, que tende a estabelecer um equilibrio entre o balango de energia na
planta como um todo. A capacidade de retengdo da agua pelas folhas é reduzida e
como resultado o regime de agua se desorganiza, ocorrendo entdo a murcha, a
senescéncia e a queda de folhas (ROBERTS, 1961).
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2.6 Efeitos morfofisiolégicos em plantas sob déficit de O,

O decréscimo da concentracdo de O, no solo pode afetar a respiragao
radicular e provocar efeitos adversos no desenvolvimento das plantas (HARRIS;
BAVEL, 1957). Em plantas de girassol, algoddo e feijdao submetidas a baixa
concentragdes de oxigénio no solo, foi observada uma redugéo no crescimento das
raizes e da parte aérea das plantas (LETEY, et al., 1962). Também em plantas de
milho, sérios danos ao desenvolvimento foram observados quando as plantas foram
submetidas aos niveis de oxigénio abaixo de 10% (AUBERTIN; KARDOS, 1965).

Em plantas de soja, o crescimento radicular nado foi restringido até que a
concentragcéo de oxigénio no solo atingisse niveis inferiores a 10% (HUCK,1970). A
taxa de crescimento do sistema radicular de soja “Wayne” n&o foi afetada por niveis
de oxigénio abaixo de 2,5% quando cultivada em camera umida (YENTUR;
LEOPOLD, 1976).

Plantas de milho submetidas a uma concentracéo de 1% de oxigénio no solo
por dois dias ndo apresentam sintomas significativos em relagdo ao crescimento das
plantas; porém em periodos superiores a dois dias, severos danos nas plantas foram
observados (PURVIS; WILLIAMSON, 1972). O decréscimo de oxigénio de 15% para
2% em 48 horas de inundagdo do solo ocasionou severos prejuizos ao
desenvolvimento de plantas de ervilha (BELFORD et al., 1980). Em plantas de trigo,
o crescimento radicular foi interrompido apds 48h de inundacédo do solo devido a
baixa concentragéo de oxigénio no solo e reduziu substancialmente a produtividade
de graos (MAYER et al., 1985).

A reducdo da taxa de crescimento radicular é a primeira resposta ao estresse
por excesso de agua no solo (JACKSON; DREW, 1984). O metabolismo das raizes
€ rapidamente restringido quando a concentragdo de oxigénio no solo diminui a
niveis criticos, o que nao ocorre na parte aérea das plantas. Na parte aérea, a
assimilacdo e o metabolismo respondem lentamente a inundacdo do solo
(MUSGRAVE; VANHOY, 1989). Em lentilha, a inundagéo do solo por doze dias
reduziu a massa seca de raizes em 91% e a massa seca de parte aérea em 47%
(ASHRAF; CHISTI, 1993). Deste modo a deficiéncia de oxigénio pode ser mais

prejudicial ao crescimento radicular do que ao crescimento da parte aérea da planta.
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A inundacéao dos solos provoca um rapido decréscimo na taxa de fotossintese
em muitas espécies de angiospermas e gimnospermas e, alguns estudos, tém
demonstrado que a fotossintese pode ser reduzida imediatamente apds a inundagéao
(CHILDERS; WHITE, 1942; BAZZAS; PETERSON, 1984; BECKAMN et al., 1992;
MATTOS, 2004).

Neste sentido, Pezeshki et al., (1996) sugere que a redugdo na taxa de
fotossintese de plantas alagadas estd relacionada com o fechamento dos
estdmatos, resultando na reducdo da absorcdo de gas carbdnico pelas folhas
(PEZESHKI et al., 1996). Como consequéncia, a medida que a respiragado aerobica
para, o nivel de energia cai drasticamente, causando um declinio muito intenso na
captacao e transporte de ions (HUANG et al., 2003; VARTAPETIAN et al., 2003)
uma vez que o oxigénio € o aceptor de elétrons no sistema de fosforilagdo oxidativa.

A partir do momento em que as plantas estdo sob condigbes de alagamento,
varios produtos de seu metabolismo sao produzidos. O controle dos produtos finais
do metabolismo anaerdbico como o etanol, que é produzido quando o suprimento de
oxigénio é limitado, foi demonstrado por Boulter et al. (1963) em rizomas de Iris
pseudacorus. A tolerancia a condigdes hidrofébicas/anaerdbicas é feita através de
enzimas adaptativas, como por exemplo, a alcool desidrogenase (ADH), enzima que
catalisa a redugao do acetaldeido para etanol, permitindo a continuagao da glicélise
e produgdo de ATP e NAD".

A rapida estimulagdo da ADH pelo alagamento em arroz, anteriormente
mantido em um solo drenado, sugere que a fermentacgéo alcodlica pode incrementar
temporariamente a produgdo de ATP para manter fungdes metabdlicas essenciais
até o desenvolvimento do aerénquima, o que possibilita o transporte de oxigénio e
posterior restabelecimento do metabolismo aerdbico (PEDRAZZINI; MACKEE,
1984). Além dos efeitos citados, a deficiéncia de oxigénio no solo ocasiona uma
série de modificacbes quimicas e bioquimicas nas plantas, dentre as quais podem
ser citadas: redugdo na sintese de fitorreguladores como giberilinas, citocininas,
aumento de auxinas, como acido indolacetico (IAA) e do acido abscisico (ABA)
(SMIT; NEUMANN; STACHOWIAK, 1990; REID; BRADFORD, 1984)
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2.7 Mecanismos de tolerancia ao alagamento em plantas

Os mecanismos pelos quais as plantas sobrevivem ao alagamento sao
complexos e envolvem interagdes das adaptagdes morfologicas, anatdmicas e
fisiologicas (KOZLOWSKI, 1997).

Entretanto as alteragdes morfolégicas que podem ser observadas s&o: a
diminuicao da area foliar e o0 aumento de ramificagdes radiculares. Enquanto que,
anatomicamente, a principal adaptagcao é o aumento de espagos aerenquimatosos.
O aerénquima é considerado uma das principais adaptagdes de plantas alagadas
para suportarem condigdes anaerobicas associadas com alagamento, pois, o tecido
permite através de seus espacgos parenquimatosos, transporte de oxigénio
necessario para a respiragao, além da remocao de didxido de carbono e vapores de
etanol (CRAWFORD, 1967; ASCHI-SMITI et al., 2003).

O alagamento do solo também afeta a absor¢do de agua e nutrientes pela
planta. A translocacgao de elementos minerais no tecido vegetal é reduzida quando o
oxigénio é deficiente para as raizes. Logo, a inundagdo do solo provoca o
aparecimento de sintomas como murchamento e amarelecimento das folhas,
semelhantes aos danos provocados pela deficiéncia de nitrogénio (BARRETO,
1995).

2.8. Enzima alcool desidrogenase (ADH)

As plantas somente conseguem sobreviver a anoxia caso consigam manter a
producao de ATP e reciclagem do poder redutor (MIERNYK, 1990). Inumeros
autores relatados por DREW (1997) tém associado essa adaptagdo metabdlica a
aumentos na taxa de fermentacdo, em fungdo de incrementos na atividade das
enzimas alcool desidrogenase (ADH) e lactato desidrogenase (LDH). Entre as
possiveis causas da elevada capacidade de adaptacdo das plantas a solos
inundados, esta conferida a enzima alcool desidrogenase (ADH), a responsabilidade
pelo bom desempenho de muitas espécies frente a esse estresse.

A alcool desidrogenase (ADH) é uma enzima dimérica esta envolvida na
conversao de acetaldeido a etanol. Ela estd presente na segunda etapa da

conversdo de piruvato a etanol, o que proporciona uma oxidacdo de NAD" para
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manter a glicolise em condi¢cdes anaerdbias. O estimulo da atividade da enzima
alcool desidrogenase (ADH), pelo alagamento, em determinadas espécies, sugere
que a fermentacdo pode aumentar temporariamente a produgdo de adenosina
trifosfato (ATP) para manter fungdes metabdlicas essenciais, até o desenvolvimento
do aerénquima, o qual sera utilizado para o transporte de oxigénio e posterior
restabelecimento do metabolismo aerdbico (PEDRAZZINI; MACKEE, 1984).

2.9 Filogenia Molecular

A explicagdo da histéria evolutiva das espécies e 0s seus possiveis
relacionamentos sdo preocupagdes centrais na biologia. Esses aspectos podem ser
verificados pela construcdo de arvores filogenéticas, também conhecidas como
filogenias (ARAUJO; ALMEIDA, 2000).

Filogenia é o estudo da evolugdo dos seres vivos. O seu objetivo & encontrar
uma arvore evolucionaria das espécies de seres vivos, assumindo que diferentes
espécies derivam de um ancestral comum. Os primeiros estudos de filogenia
tentavam encontrar a arvore de evolugao pelo fendtipo das espécies. Contudo, esse
meétodo pode levar a erros, tendo em vista que nada impede que duas espécies sem
um ancestral comum venham a desenvolver uma caracteristica em comum.

Ao mesmo tempo em que a teoria filogenética passava a ser mais
amplamente empregada, o surgimento de técnicas de analise de DNA como a
analise de producdo de fragmentos gerados por enzimas de restricdo, a clonagem
génica, a reagado em cadeia da polimerase, e o sequenciamento de DNA, permitiu se
compreender melhor a estrutura molecular dos genes e genomas.

Estas técnicas de estudo do DNA permitiram ampliar os estudos de evolucéo
molecular em duas areas principais que se interrelacionam intimamente: (1) o estudo
dos mecanismos e padrdao de evolugdo de acidos nucléicos e de proteinas,
fundamental para idealizar modelos para a inferéncia das relacbes entre os
organismos e (2) a reconstrugdo da histéria evolutiva dos organismos, também
conhecida como filogenia molecular, permite tragar hipéteses de origem, datacao e
evolugdo dos organismos e possibilita determinar e compreender a ordem das
mudancas dos caracteres (PEREIRA, 2000).
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Com advento das técnicas de sequenciamento de genomas, o DNA inteiro de
espécies esta disponivel em bases de dados. Com toda essa informacéo gerada é
possivel estudo de filogenia por genétipo dos individuos.

A homologia é a ferramenta basica para o estudo de filogenia, permite a
comparagao entre pares de espécies distintas. Caracteristicas conhecidas como
homologas s&o aquelas herdadas de uma caracteristica ancestral comum, podendo
ser qualquer uma recebida por heranga. Caracteristicas herdadas de um ancestral
distante sdo compartilhadas pela maioria ou por todas as espécies de uma linhagem
e sao conhecidas como caracteristicas ancestrais. Tais caracteristicas s&o
condigdes pré-existentes de uma estrutura que foi alterada resultando em condig¢des
novas, que sao homologas e diferentes entre si (PURVES, 2001).

A inferéncia da arvore evolutiva de um grupo de taxa a partir da comparagao
entre as sequéncias de genes homodlogos requer que estas sequéncias estejam
alinhadas. O alinhamento nada mais é do que uma hipotese de homologia e como
tal, consiste em trabalhar com sequéncias homodlogas e definir posigdes ao longo
destas sequéncias. Assim sendo, um outro conceito de homologia se faz necessario:
a homologia posicional. Uma vez que para uma dada sequéncia cada posigao ou
sitio é tratado como um caracter, pressuple-se que essas posigdes sejam
homologas. Frequentemente o conceito de homologia € confundido com o conceito
de similaridade. Se dois genes sao sabidamente homodlogos e as posigdes
homologas foram definidas, podemos estabelecer a quantidade de sitios iguais entre
as sequéncias destes dois genes. Assim se as sequéncias deles apresentam 100
sitios, dos quais 92 sdo idénticos e 8 deles sédo variaveis, eles ainda continuam
sendo homodlogos e apresentam 92% de similaridade entre si, e ndo 92% de
homologia (PEREIRA, 2000).

Ja para a reconstrucdo de filogenias baseadas em dados moleculares,
costuma-se usar o método da maxima verossimilhanca. Este método baseia-se na
reconstrugdo filogenética através da busca por uma arvore que maximize a
probabilidade dos dados observados. Os algoritmos computacionais empregados
nesses métodos sdo desenvolvidos para lidar com o fato de que mutacdes que
resultam na substituicdo de nucleotideos sdo comuns, mas que suas frequéncias
podem ser estimadas independentemente por meio de outras informagdes genéticas
(PURVES, 2001).
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O principio basico do método de verossimilhanca é estimar a probabilidade
relativa dos dados obtidos se adequarem a uma arvore e perante um modelo que
descreve a evolugao do processo em estudo. Em termos de evolugao de sequéncias
de DNA, o método ira calcular a probabilidade de que aquelas sequéncias em
estudo tenham sido geradas, seguindo as premissas do modelo evolutivo escolhido.
Neste caso, a topologia e o comprimento dos ramos de uma arvore sao 0s
parametros a serem estimados, dados as sequéncias finais nos topos dos ramos
(PEREIRA, 2000).

A ADH (alcool desidrogenase) € um gene essencial para o metabolismo
anaerobico, participando da via glicolitica, e a superagdo das plantas diante a
condi¢des de hipoxia, ja relatado em varios estudos com milho, arroz , Arabidopsis e
em outras espécies vegetais. Trés locos (ADH1, ADH2 e ADH3 ) sédo observados
tanto em plantas monocotiledéneas como em dicotiledéneas (BRIAN et al.,1996).
Este gene tem sido minuciosamente estudado na familia Poaceae, pelo fato de estar
intimamente ligado ao metabolismo anaerdbico, e respostas das plantas frente a
este estresse.

A analise das sequéncias do gene e o estudo de filogenia sdo importantes
para compreender a historia evolutiva deste gene diante as espécies estudadas,
ajudar no desenvolvimento de primers para futuros estudos do gene ADH em
Poaceae e estudo de sintenia entre espécie modelo para monocotiledéneas (arroz)

com trigo.
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério e Casa de Vegetagédo pertencentes
ao Centro de Genbmica e Fitomelhoramento do Departamento de Fitotecnia da

Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”’, Universidade Federal de Pelotas.

3.1 Caracterizagcao de genodtipos quanto a tolerancia e sensibilidade a

inundacgao

Foram utilizados no estudo, 12 gendtipos de trigo, consistindo de linhagens e
cultivares obtidos de diferentes programas de melhoramento genético da espécie, de

modo a avaliar seu desempenho em estresse por inundagéo.

Tabela 1- Lista dos genétipos utilizados no estudo. Pelotas — RS

N° Genétipo

Sonora 64
BR 18
BRS 208
BRS 120
CD111
BR 35
BRSFigueira
BRS 177
BH1146
CEP24
BRS 194
PF950354

© 00 N O o b WO N -

-
N =~ O
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Os gendtipos foram conduzidos em casa de vegetagao, em baldes com solo e
submetido as condigdes de inundagéo.

Com base nas andlises do solo, foram determinadas as quantidades
necessarias para corregao de nutrientes, segundo as Recomendagdes de Adubacéao
e de Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (COMISSAO
DE FERTILIDADE DO SOLO RS/SC, 2004). Também foi efetuado controle de
moléstias e pragas, através da aplicacado de fungicida e inseticida, de acordo com as
indicagdes técnicas da Comissdo Sul - Brasileira de Pesquisa de Trigo (RCSBPT,
2005)

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeticoes,
onde cada unidade de observacgao foi composta por um balde com trés plantas.

No trabalho foram empregados cinco tratamentos (dias de inundagao
alternados com perodos de drenagem) repetindo-se durante todo o ciclo de
desenvolvimento da cultura, até o estadio de maturagdo conforme o esquema a
sequir:

T1 - Tratamento controle (testemunhas);

T2 - dois dias de inundacéo e cinco dias de drenagem natural;

T3 - quatro dias de inundagéo e cinco dias de drenagem natural;

T4 - oito dias de inundagao e cinco dias de drenagem natural;

T5 — Inundagao permanente.

Os tratamentos que estiveram sob estresse hidrico por inundagao
apresentaram uma lamina de agua com cerca de 2 a 4 cm acima do nivel do solo e,
sempre quando necessario, os niveis de agua foram devidamente repostos. Para
impedir a drenagem natural foram utilizados vasos de mesmo volume e sem furos
por meio de encaixe de forma a se manter uma lamina de agua sobre a superficie do
solo (BADINELLI, 2007). A lamina de agua foi colocada pela primeira vez 10 dias

apos a emergéncia da plantula.
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Figura 1. Metodologia utilizada para manter a lamina de agua.

3.2 Avaliagdes em casa de vegetacgao

Foram avaliados os seguintes caracteres durante o periodo de maturagao
total: (EP(cm)) estatura de planta (mensurada da superficie do solo até a
extremidade final da planta), (N°A (unidade)) numero de afilhos (contagem do
namero de afilhos de cada planta do balde), (DC, (cm)) Didametro do colmo
(mensurado apos o periodo de alagamento), Cor (foi realizado uma escala de cor
para as plantas sensiveis (1,2,3), intermediarias (4,5,6) e resistentes (7,8,9)), (MSPA
(9)) Matéria seca da parte aérea (colmo,folhas e espigas), (MSR (g)) matéria seca da
raiz, (MFPA (g)) matéria fresca da parte aérea (colmo, folhas e espigas), (MFR(g))
matéria fresca da raiz, (N°AF (unidade)) numero de afilhos férteis (afilhos que
produziram espigas com graos), (RP(g)) rendimento de planta (massa dos graos da
espiga), (ME (g)) massa da espiga, (N°GP/E (unidade)) numero de graos por
espiga, (MMG (g)) massa média de graos. Os resultados deste experimento foram
submetidos a analise de variancia e analise de regressao (SAS, 2002). O método de
agrupamento Tocher foi calculado através do programa computacional GENES
(CRUZ,2006).
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3.3 Localizagao de Seqiiéncias nucleotidicas do gene ADH; e Filogenia

Molecular

Um grupo de sequéncias da enzima ADH1 foram extraidas dos bancos de
dados NCBI National Center for Biotechnology information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e TIGR The Institute for Genomic Research
(http://www.tigr.org/), todas descritas como pertencentes a importantes espécies
agricolas.

Foi realizado um alinhamento local entre Adh; do arroz para com todas as
sequéncias das demais espécies extraidas. Do banco de dados TIGR foram
extraidas sequéncias de RNAs transcritos da familia Poaceae (26 espécies).
Posteriormente foi realizado um alinhamento global entre todas as sequéncias
extraidas, a fim de selecionar as regides mais conservadas entre as espécies
estudadas.

As sequUéncias selecionadas foram submetidas a alinhamentos multiplos
gerado pelo programa Clustal-W e foram submetidas ao programa MEGA
(http://www.megasoftware.net/), utilizando o método de agrupamento (Maximum
Likelihood) método de verossimilhanga (MV) para a construgdo da arvore
filogenética, e o programa Bootstraping (Teste estatistico para medir o grau de

suporte dos nés nas arvores filogenéticas pelo alinhamento das sequéncias).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados pela analise de variancia (Tabela 2)
possibilitaram identificar a existéncia de interagéo significativa (5% de probabilidade
de erro pelo teste F) entre os fatores de tratamento e gendtipos para os caracteres
EP, NA, Cor, MSPA, MFPA, NAF, RP e ME. Além disso, foram detectadas
diferengas para os caracteres EP, NA, COR e ME avaliados em relagdo ao fator
gendtipo, bem como para os caracteres EP, DC, MSPA, MSR, MFPA, MFR, NAF,
RP, ME, NGP/E, e MMG para o fator de tratamento (dias de inundagao),
representando um indicativo da existéncia de variabilidade genética, mensurada
através do comportamento dos caracteres estudados. Portanto, fica evidente que ha
modificagdes nos caracteres avaliados pelo aumento dos dias de inundacéo para os
genotipos de trigo avaliados.

Estes resultados iniciais corroboram com a literatura, evidenciando que o
estresse por hipoxia € um fenbmeno que afeta tanto o sistema radicular, como os
caracteres de parte aérea, atribuindo a reducédo imediata nas trocas gasosas entre
planta e ambiente (ARMSTRONG et al., 1994; KOZLOWSKI, 1997). A hipoxia
sofrida pelo sistema radicular em plantas inundadas provoca queda imediata na
respiracao de raizes (LIAU; LIN, 2001). Tal condicdo provoca inibigdo da atividade
metabdlica e consequentemente, da producdo de ATP. A queda na producgido de
ATP restringe o suprimento de energia para o crescimento das raizes, causando
redugao no desenvolvimento geral da planta.

Analisando as fontes de variagdes individualmente, é possivel verificar que o
fator Gendtipo evidenciou elevado valor de quadrado médio para o carater Cor em
relagdo aos outros caracteres estudados, evidenciando forte efeito sobre os

gendtipos estudados. Ja para o fator de tratamento (dias de inundagéo) o carater
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NGP/E foi o de maior magnitude, expressando de forma direta o maior efeito dos

dias de inundacao neste carater.
Os coeficientes de variagdes apresentaram valores entre 0,08 para a variavel

DC até 33,88 para NGP/E. Esta variagao pode ocorrer divido a interferéncias de

fatores externos do ambiente ndo controlado.
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Observando a Tabela 3, foi possivel verificar uma redugcédo drastica na
porcentagem de plantas, de acordo com o aumento de dias de inundagao até o
tratamento de quatro dias de inundagdo. Quando comparados quatro com oito dias
de inundacéo, foi observado um aumento na porcentagem de plantas sobreviventes
de 17% para 50% respectivamente, reduzindo novamente a 3% para o tratamento

de inundagao permanente.

Tabela 3- Valores percentuais de sobrevivéncia de plantas em 12 gendtipos de trigo,
estudados quanto a tolerancia a inundacéo em diferentes dias de inundacgao. Pelotas
- RS

Gendtipo % de Sobreviventes
Tratamentos
Condicao de 2 dias de 4 dias de 8 dias de Inundacao
campo Inundacdo Inundagao Inundacgao Permanente

1)BH1146 100% 100% 55% 66% 0%
2)BR18 100% 100% 0% 44% 11%
3)BR35 100% 100% 11% 7% 0%
4)BRS120 100% 7% 11% 88% 0%
5)BRS177 100% 100% 33% 33% 0%
6)BRS194 100% 88% 0% 22% 0%
7)BRS208 100% 100% 11% 100% 11%
8)BRSFIGUEIRA 100% 100% 11% 22% 0%
9)CD111 100% 100% 44% 33% 11%
10)CEP24 100% 100% 11% 44% 0%
11)PF950354 100% 100% 11% 33% 0%
12)SONORA6G4 100% 100% 11% 33% 0%
Média 100% 97% 17% 50% 3%
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Este aumento na porcentagem de plantas sobreviventes Do tratamento quatro
dias de inundacéao para o tratamento de oito dias, pode ser atribuido ao periodo em
que a planta necessita para alterar a expressao de genes, levando em alguns casos,
ha um ajuste metabdlico, anatdbmico ou morfolégico, que permitem as plantas
sobreviverem nessas condicdes desfavoraveis (ALVES et al ., 2000).

Além disto, o periodo inicial da recuperagdo apos o estresse por falta de
oxigénio pode ser crucial na sobrevivéncia das plantas. Apesar da maioria das
injurias acontecerem durante o periodo de estresse, danos ocorrem no retorno das
plantas as condigdes normais de oxigénio (VANTOAI; BOLLES, 1991).

O acumulo das espécies reativas de oxigénio (EROs) nos primeiros minutos
da restauracdo da oxigenacdo do meio provoca injurias pdés-anoxicas, como
peroxidagdo de lipideos em espécies intolerantes, tem sido amplamente
documentado (BLOKHINA, 2003).

Embora a natureza dessas injurias nessas espécies comumente leve a morte
da planta, o fenbmeno que desencadeia tal resposta ainda nao € bem conhecido.

A toxidez por oxigénio tem sido apontada como o principal mecanismo de
injurias pos-anoxia (VAN TOAI et al.,, 1991). Ainda, tem sido mostrado que sob
condicdes de hipoxia, a sintese protéica é limitada, ocorrendo variagbes
consideraveis na qualidade das enzimas que estdo sendo sintetizadas (SACKS et
al., 1980). Nesse contexto, a sintese de algumas enzimas é aumentada e de outras
diminuidas e até mesmo inibidas. De maneira geral, aquelas proteinas que tem sua
sintese aumentada ou diminuida/inibida, naquelas condi¢des, estdo relacionadas ao
metabolismo aerdbico e anaerdbico, respectivamente.

Em condigdes de estresse por inundagdo ha uma imediata repressdo na
sintese de proteinas preexistentes e, posteriormente, ha sintese seletiva de
aproximadamente 20 polipeptideos. Muitos desses sdo proteinas anaerdbicas
(ANP’s) envolvidas com o processo da glicélise ( SACKS et al., 1996).

Dentre as ANP’s estédo a alcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase
(LDH), (SACKS et al.,1980, SACKS et al., 1996), aldolase (KELLEY; TOLAN,1999),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (RUSSEL; SACHS, 1991, PINTO,2004),
sacarose sintase (SPRINGER et al., 1986), enolase e glicose — 6- fosfato isomerase
(KELLEY; FREELING, 1996).
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A fim de suprir o déficit de energia promovido pela paralisagcado da respiragao
aerobica, algumas espécies redirecionam suas vias metabdlicas para garantirem a
producao extra de ATP pelo aumento na taxa de fermentagdo (DAVIS, 1984,
SETTER; ELLA, 1994). Na auséncia de oxigénio, a respiracdao aerébica onde a
planta produz para cada mol de hexose respirada, 36 ATP deixa de funcionar e,
portanto este ATP deve ser produzido por meio de processos de fermentagdo onde
apenas 2 ATP séao produzidos para cada mol de hexose respirada.

Nesse momento, as raizes comecam a fermentar o piruvato resultante do
processo de glicdlise para produzir lactato. Essa acumulag¢ao do lactato produz uma
importante queda no pH citosélico, entdo a lactato desidrogenase ¢€ inibida e ativada
a piruvato descarboxilase que estimula a sintese de etanol, sendo que o acetaldeido
é convertido em etanol pela sintese da alcool desidrogenase, assim liberando NAD"
para dar continuidade a glicélise e consequentemente manter a produgcdo de ATP
durante o periodo de estresse. Assim, a planta produz energia necessaria para
suprir o seu metabolismo nestas condicdes, e assim superar o estresse
(VERTAPETIAN et al., 1996).

Atualmente a enzima alcool desidrogenase tem sido muito estudada, pois é
uma enzima que esta intimamente relacionada com a anaerobiose. Em resposta ao
estresse anaerodbico, a atividade da ADH aumenta na maioria das plantas durante a
hipoxia (VERTAPETIAN et al., 1996).

4.1 Analises de regressoes

O efeito da interagao significativa na analise de variancia (Tabela 2) implica
no ajuste de regressdo individual para cada gendtipo estudado (Figuras
2,3,4,8,9,10,11 e 13). No entanto, quando a variavel considerada s6 apresentou
significancia para a fonte de variacdo tratamento (dias de inundagéo), foram
considerados os valores médios de todos os gendtipos para o céalculo da equagao de
regressao e obtencao da curva correspondente (Figuras 5,6,7,12,14).

Para a variavel estatura de planta (EP) (Figura 2) os resultados apresentados
pela analise de variancia possibilitaram identificar a existéncia de interagao
significativa (5% de probabilidade de erro pelo teste F) entre os tratamentos e

gendtipos. Além disso, foram detectadas diferengas para o carater avaliado em
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relagcdo ao fator gendtipo, bem como em relagdo ao fator de tratamento (dias de
inundacado), o que serve como indicativo da existéncia de variabilidade genética,
mensurada por meio da resposta do carater estudado. Pdde ser verificada uma
pequena variagdo, para a variavel estatura de planta (EP) (Figura 2), entre as
plantas sob condigdo controle e as submetidas a dois dias de inundagdo. Quando
comparados os tratamentos de dois dias com quatro dias de inundag¢ao a variagao
foi bem mais expressiva.

As plantas submetidas a oito dias de inundagdo demonstraram uma melhor
adaptacao em relacdo aquelas com quatro dias de estresse, determinando uma
equacao de regressao cubica para a maioria dos gendtipos, exceto para a cultivar
CD111 que, ao contrario dos demais, apresentou um decréscimo linear da estatura
de planta.

Conforme indicagdo dos graficos (Figura 2), levando em consideragédo o
desempenho critico (4 dias de inundagao) e a adaptagao dos gendétipos em 8 dias de
inundagao, os gendtipos BRS208 e BR120 resultaram ser os mais tolerantes ao
estresse por inundagcdo obtendo uma expressiva adaptagcdo aos oito dias de
tratamento. O gendtipo CD111 demonstrou-se o mais sensivel sob a condi¢cdo de
estresse seguido de BRS194 para o carater estatura de planta.

E comum uma reducdo na estatura de planta devido ao fato de que ocorre uma
reducao da fotossintese resultante do decréscimo da transpiragado provocada pelo
alagamento do solo (SA, CRUCIANI, PEREIRA, 2005). Com a inundagdo
temporaria, o movimento de gases e a concentragdo de oxigénio resultam em uma
série de mudangas quimicas, bioquimicas e morfologicas o que inclui a formagao de
elementos como gas carbdnico e etileno, acidos organicos e outros hormoénios,
atingindo niveis toxicos para as plantas. Aos os oito dias de estresse, quando
comparado com quatro dias, a maioria dos genoétipos apresentaram uma melhor
adaptacao, o que se pode atribuir ao periodo que a planta necessita para alterar a
expressao de genes, levando em alguns casos, a um ajuste metabdlico, anatémico
ou morfolégico, que permite as plantas sobreviverem nessas condi¢des
desfavoraveis (ALVES et al ., 2000).
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Analisando as regressdes ajustadas para a variavel numero de afilhos (NA)
(Figura 3), foi observado um comportamento uniforme na variagdo, ou seja
regressdes quadraticas para a maioria dos genotipos testados. Exceto para a
cultivar BRS177 que apresentou uma equagao de regressao cubica. Observando
mais detalhadamente a Figura 3 podemos verificar as diferengas do desempenho
inicial para cada gendtipo, isto sugere que o numero de afilhos € geneticamente
determinado, mas que a condicdo de estresse reduz de forma significativamente
esta variavel. Este resultado concorda com relatos em que o carater numero de
afilhos é dito geneticamente determinado e condicionado pelos fatores do meio,
assim determinando caracteristicas estruturais tais como numero, tamanho e
densidade dos afilhos. Além disso, em solos alagados ocorre a formagao de acidos
organicos que em casos de toxidez mais severa, causam prejuizo ao crescimento da
planta, prejudicando o afilhamento a absor¢ao de nutrientes e o rendimento de graos
(CAMARGO et al., 2001).

Considerando o desempenho critico (4 dias de inundagao) e a melhor condigéo
de adaptacgao (oito dias de inundagado), os genotipos BRS208 e BR120 resultaram
ser 0os mais tolerantes ao estresse por inundacao tendo uma expressiva adaptagao
aos oito dias de tratamento. O gendtipo BRS194 demonstrou-se o mais sensivel sob

a condigcao de estresse, conforme ja visto para o carater estatura de plantas.
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De modo geral, analisando a figura 4, é verificada uma redugdo na cor das
plantas com o aumento dos dias de inundagdo. Levando em consideragao o
desempenho individual das constituicbes genéticas estudadas de acordo com a
estimativa do modelo matematico (equagao de regressao). Os gendtipos BH1146,
BR35, BR120 e PF950354 apresentaram uma elevada reducdo na coloracéo
quando comparada a condigdo de campo com dois dias de inundagao, o que
determinou uma equacéo de regressao do tipo quadratica para estas constituicoes
genéticas. Ja para os demais gendtipos a equacéo que melhor se ajustou foi cubica,
pois estes gendtipos apresentaram uma pequena redugéo entre condigao controle e
dois dias de inundagao, ocorrendo, no entanto o estresse com maior efeito em
quatro dias.

A manifestacdo do efeito de clorose pode ser interpretada como efeito da
pratica do periodo de inundagdo. A literatura sugere que ela corre por causa da
degradagao de clorofilas quando em condi¢ao de inundagao (HUANG et al., 1994), o
sistema radicular ja fortemente afetado causa deficiéncias nutritivas, provocando o
amarelecimento das folhas. Outros autores sugerem, além disso, redugdo na sua
sintese em consequéncia do acumulo de etileno (SENA GOMES; KOZLOWSKI,
1988) e/ou reducédo na sintese de citocininas (ZHANG et al., 2000).

Considerando o desempenho critico (aos quatro dias de inundagédo) e a
adaptacao em oito dias de inundagao, os gendtipos BRS208 e BR120 resultaram ser
0s mais tolerantes ao estresse. O genotipo BRS194 demonstrou-se o mais sensivel

sob a condigao de estresse por hipoxia.
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Analisando a Tabela 3 é possivel observar que para a fonte de variagao
interacao (tratamento x gendtipo) nao houve graus de significancia para as variaveis
DC, MSR, MFR, NGP/E e MMG. Mas por elas apresentarem significancia para o
fator tratamento, verificamos o comportamento geral dos gendétipos diante dos dias
de inundacgao para cada variavel. A maioria destas variaveis apresentou equacgao de
regressao cubica, exceto para a variavel MSR que apresentou um comportamento
quadratico.

Para a variavel DC (figura 5) € observada uma redugéo no didametro do colmo
com o aumento dos dias de inundagdo mensurado apds o periodo de inundacéo. O
que comumente ocorre € uma especializagao dos tecidos parenquimaticos onde se
desenvolvem grandes espacgos intracelulares, acarretando o engrossamento da
estrutura do colmo no periodo submetido ao estresse. A hipoxia estimula a produgao
de aerénquima para armazenar oxigénio em suas estruturas respondendo
favoravelmente a falta de oxigénio por hipoxia. Também diante da intensidade do
estresse, pode ocorrer uma forte constricdo responsavel pelo tombamento e até
mesmo a morte da planta (ALVES et al.,2002).

357 Y= 0,003 - 6'"% - 6,8E-5x2 + 1,49E-5x*
309 R2=0,99
2,5 1

2,0

Diametro do colmo (mm)
(3}
)

0,5 4

0,0

-0,5 T T T 1

Dias de inundagéo

Figura 5 - Parametro da equacgao de regresséo e respectiva representacao grafica
da variavel didametro do colmo (DC) avaliada em 4 tempos de inundagao. Pelotas —
RS.
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Para as variaveis massas fresca de raizes (MFR) (Figura 6) e massa seca de
raizes (MSR) (Figura 7) é verificada uma reducdo da massa em condigbes de
estresse, isso pode ter ocorrido devido ao fato que o estresse por inundagao pode
ocasionar a poda natural dos pelos absorventes, formagao de acidos organicos que
limitam o crescimento das raizes (SOUSA, 2001), e até o apodrecimento das

mesmas.

Y =3,87-0,61x-0,18x* + 0,02x®

4 4 R?=0,99

Matéria fresca de raiz (g)

Dias de inundagao

Figura 6 - Parametro da equacgao de regresséo e respectiva representacao grafica
da variavel matéria fresca da raiz (MFR) avaliada em 4 tempos de inundacgao.

Pelotas — RS.
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192 Y=1,294 - 0,220x + 0,019

R*=0,75

Matéria seca da raiz (g)

-0,2 T T T 1

Dias de inundacao

Figura 7 - Parametro da equacgao de regresséo e respectiva representacao grafica
da variavel matéria seca da raiz (MSR) avaliada em 4 tempos de inundagéo. Pelotas
- RS.

A reducdo da massa fresca da parte aérea (MFPA) pode ser observada na
Figura 8, onde a grande maioria dos gendtipos apresentou um comportamento
quadratico e linear, demonstrando uma pequena variagdo para este carater diante
dos tratamentos. No entanto o gendtipo BRS194 apresentou elevada variagdo em
relacdo a condi¢cdo controle apresentando um comportamento cubico e pequena
variag&do entre condi¢des de estresse.

Em plantas de trigo, a redugdo de MFPA foi atribuida ao menor numero de
afilhos e reducdo da taxa de alongamento das folhas quando submetidas ao
estresse (SOJKA, STOLZY e KAUFMANN, 1975; TROUGHT e DREW 1980).

A inibicdo da expanséo foliar € uma resposta comum das plantas a deficiéncia
de oxigénio ocasionada pelo excesso de agua no solo. Este efeito deve-se a
reducdo do tamanho e do numero de folhas e também ao aumento da abscisao foliar

(KOZLOWSKI, 1980). Para tanto, o resultado observado pode estar relacionado a
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intensificagdo do processo de senescéncia das folhas ocasionado pela deficiéncia
de oxigénio no solo. A inundacdo do solo influencia indiretamente na senescéncia
foliar devido a uma alteragdo na distribuicdo de solutos das raizes para a parte
aérea das plantas. Com isso, varios horménios sao estimulados e transportados
para as folhas, causando a senescéncia prematura das folhas em poucos dias.
Dentre os horménios estdo o etileno, a citocinina, a giberelina e o acido abscisico
(REID,BRANDFORD, 1984; STIEGER,FELLER,1994).
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A massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 9) foi reduzida
significativamente em todos os gendtipos, formando comportamento quadratico e
linear para maioria deles exceto para o gendtipo BRS194 que apresentou uma
elevada reducdo da massa seca em dois dias de inundacdo quando comparado com
a condicdo de campo, apresentando uma equacgao de regressao cubica para esta
variavel. O comportamento dos gendtipos para esta variavel foi similar aos
resultados apresentados pela variavel MFPA.

Queda na massa seca da parte aérea também foi encontrada em estudos
realizados com gramineas (DIAS-FILHO; CARVALHO, 2002; LIZASO et al., 2001)
espécies arboreas (ANDRADE et al., 1999; DANVASO et al.,, 2002) e herbaceas
(CHEN et al.,2002).

O acumulo de matéria seca aérea foi significativamente afetado,
comportamento semelhante foi constatado em experimentos com lentilha e soja
(KOZLOWSK, 1984; PEZESHKI, 1994). Segundo esses autores, a redugcdo no
acumulo de massa seca da parte aérea da planta sdo efeitos caracteristicos do
estresse ocasionado pelo excesso de agua no solo, geralmente observado em
espécies sensiveis a deficiéncia de oxigénio no solo. No entanto, a severidade dos
danos ocasionados pela inundacédo do solo ao desenvolvimento das plantas pode
variar de acordo com a espécie, genodtipo, idade das plantas e condi¢des
edafoclimaticas.

Decréscimo na massa seca da parte aérea de plantas de trigo submetida a
inundacgao do solo foi constatado por Calheiros et al.,(2000).

Considerando o desempenho critico (aos quatro dias de inundagido) e a
adaptacao em oito dias de inundagao para as variaveis MFPA e MSPA, os gendtipos
BRS208 e BR120 resultaram ser novamente os mais tolerantes ao estresse. O
genotipo CD 111 e BRS194 foram os mais sensiveis sob a condigdo de estresse.
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Os efeitos negativos da inundagdo do solo também foram observados na
producédo de gréos, com o estudo das variaveis numeros de afilhos férteis (NAF)
(Figura 10), massa de espiga (ME) (Figura 11), numeros de graos por espiga
(NGP/E) (Figura 12), rendimento de planta (RP) (Figura 13), e massa média de
gréaos (MME) (Figura 14).

As plantas submetidas aos dias de inundagdo apresentaram reducgdes
significativas em relagcao as testemunhas, independentemente do tratamento. Neste
caso a inundacado do solo provavelmente afetou o numero de afilhos férteis e
consequentemente a produgéo de graos.

A interferéncia do estresse no rendimento de grdos da planta poderia ser
explicada de acordo com observagbes em outras espécies tais como milho, trigo e
ervilha (EGLI et al., 1989; CALLAKU; HARRISON, 2002; ALMEIDA et al., 2002).
Nestas espécies, a taxa de crescimento de sementes foi afetada pela reducéo de
assimilados durante o periodo de floragdo e enchimento de gréos. A reducéo da
matéria fresca da parte aérea, provavelmente prejudica a fotoassimilagao intervindo
negativamente na produtividade.

A cultura do trigo, durante o seu desenvolvimento, apresenta necessidades
distintas quanto a disponibilidade de agua (SOUZA; TUBELIS, 1982). Na fase de
afilhamento no inicio da floragdo a cultura exige um suprimento abundante de agua.
Na segunda metade do florescimento durante o inicio de estadio de grao leitoso, o
suprimento de agua é prejudicial (GILL; SINGH, 1992).
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35 -
Y =29,22 + 1,21x - 3,61x* + 0,38x®

R?=0,99

30 4

25 -

20 A

15 -

10 -

N° de graos por espiga (g)

Dias de inundagéao

Figura 12 - Parametro da equagao de regresséao e respectiva representacao grafica

da variavel n° de graos por espiga (NGP/E) avaliada em 4 tempos de inundacéo.

Pelotas — RS.
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0,04 Y =0,02 + 0,01x - 0,006x* + 0,5E-3x®

R?=0,99

0,02 -

0,01 1

0,00 -

Massa média de graos (g)

-0,01 +

-0,02 T T T 1

Dias de inundagéao

Figura 14 - Parametro da equagao de regressao e respectiva representagao grafica
da variavel massa média de graos (MMG) avaliada em quatro condigdes de

inundacao. Pelotas — RS.

Os danos observados no desenvolvimento das plantas de trigo sob estresse
por inundagao do solo podem estar relacionados a interrup¢des de trocas gasosas
entre a planta, solo e atmosfera.

Com a inundacgéo temporaria, 0 movimento de gases e a concentragao de
oxigénio resultam em uma série de mudangas quimicas, bioquimicas e morfologicas,
o0 que incluem a formacgdo de elementos como gas carbbnico e etileno, acidos
organicos e outros horménios atingindo niveis toxicos as plantas. Ocorre um
redirecionamento das vias metabdlicas para superar o periodo de estresse, assim
como formacgao de espécies reativas de oxigénio na retomada a respiragao aerdbica.
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Diante as variaveis analisadas relacionadas ao rendimento de graos, e
levando em consideragdo o desempenho critico, os genétipos BRS208 e BR120
resultaram ser os mais tolerantes ao estresse por inundagdo obtendo uma
expressiva recuperagdo aos oito dias de tratamento. O gendtipo BRS194

demonstrou-se 0 mais sensivel sob a condicdo de estresse.

4.2 Analise de agrupamentos

O método de agrupamento de Tocher foi aplicado para os 4 tratamentos de
forma a visualizar a formagao de grupos entre gendétipos submetidos a condigdes de
estresse. Este método leva a um estabelecimento de grupos de forma que exista
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Além disso, é
uma técnica de otimizagdo que agrupa os individuos mantendo o critério de que as
distancias intragrupos sejam menores do que intergrupos (CRUZ; REGAZZI, 1997).

Desta maneira, a formacgdo destes grupos possibilita informagbdes para
selecdo de genitores dentro de programas de melhoramento, pois as novas
populagdes a serem formadas devem ser baseadas na amplitude de suas distancias
e na potencialidade dos genitores.

A estimativa das distancias genéticas perante o tratamento controle permitiu a
formacao de 5 grupos distintos pelo método Tocher (Tabela 4). O primeiro grupo
reuniu os genotipos 2, 12, 1, 7,10 e 11. O segundo foi formado pelos gendtipos 3, 5
e 8. O terceiro, quarto e quinto grupos ficaram apenas com um gendtipo em cada,
sendo respectivamente, 6, 9, e 4.

A separagdo destes grupos possibilitou visualizar a similaridade entre
gendtipos levando em consideragdo os caracteres morfologicos dos gendtipos em

condi¢cdes normais de cultivo.
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Tabela 4- Agrupamento dos gendtipos de trigo no tratamento controle pelo método
de otimizacdo de Tocher, com base em 12 caracteres morfolégicos. Pelotas — RS,
2007

GRUPO  INDIVIDUOS

<1>
<2>
<3>
<4 >
<5>

12 1 7 10 11
5 8

P OOOWN

1)BH1146, 2)BR18, 3)BR35, 4)BRS120, 5)BRS177, 6)BRS194, 7)BRS208, 8)BRSFigueira, 9)CD111,
10)CEP24, 11)PF950354, 12)Sonorab4.

Ja para o tratamento 2 dias de inundagao, foi novamente realizado um
agrupamento de Tocher (Tabela 5), onde a estimativa das distancias genéticas
permitiu a formagao de 4 grupos distintos. O primeiro grupo reuniu os genotipos: 5,
7, 8 e 6. O segundo foi formado pelos gendtipos: 3, 4 e 2. O terceiro foi formado
pelos gendtipos: 9, 10, 11, e 12 e o quatro com apenas o gendtipo 1.

A separagao destes grupos possibilitou visualizar a similaridade entre
gendtipos levando em consideragdo os caracteres morfologicos dos gendtipos em
condi¢cdes de dois dias de inundacao. Nesta analise pode-se verificar uma variagao
nos agrupamentos quando comparados com o tratamento controle. Podendo inferir
que as condigdes de estresse agiram sobre as caracteristicas morfoldgicas da planta
de modo a interferir no calculo de distancia genética entre os gendtipos estudados,
mas a condi¢cdo de estresse neste tratamento ndo foi suficiente para separar os
gendtipos 10 e 11 que tinham agrupados juntos diante da analise de agrupamento
para a dose controle. Mostrando que sob este nivel de estresse, estes gendétipos nao

apresentam comportamento diferenciado.
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Tabela 5- Agrupamento dos gendtipos de trigo no tratamento dois dias de inundagéo
pelo método de otimizagcdo de Tocher, com base em 12 caracteres morfolégicos.
Pelotas —RS, 2007.

GRUPO  INDIVIDUOS

<1> 57 8 6
<2> 3 4 2
<3> 9 10 11 12
<4 > 1

1)BH1146, 2)BR18, 3)BR35, 4)BRS120, 5)BRS177, 6)BRS194, 7)BRS208, 8)BRSFigueira, 9)CD111,
10)CEP24, 11)PF950354, 12)Sonorab4.

Aos 4 dias de inundacgao (Tabela 6) o agrupamento dos gendtipos possibilitou
a formacgao de 5 grupos distintos. O primeiro grupo reuniu os gendtipos: 1,4, 5,7, 9,
6, 11, 2 o segundo, terceiro, quarto e quinto foram formados pelos gendtipos: 3,
8,12 e 10 respectivamente. Perante este tratamento a variacdo dos caracteres
morfolégicos foi maior devido ao estresse, de modo a separar os genétipos 10 e 11
que ja haviam agrupados junto tanto no tratamento controle como no tratamento 2
dias de inundagao. Assim também foi verificado o agrupamento para o tratamento 8
dias de inundacdo. Diante deste tratamento, houve a separacdo de 5 grupos
distintos (Tabela 7). O primeiro grupo reuniu os gendtipos: 5,7, 8,9, 12,4,2e 3. O
segundo, terceiro, quarto e quinto grupos foram formados pelos genétipos: 1, 6,10 e
11 respectivamente. Novamente os gendtipos 10 e 11 formaram grupos separados,
sugerindo que este tratamento, assim como o tratamento com quatro dias de
inundacao, foi estressante o suficiente para produzir respostas diferenciadas destes
gendtipos. Esta diferenciagcdo sugere que os gendtipos apresentam diferengas
quanto a tolerancia ao estresse, pois sdo similares na condi¢cao controle e diferentes

sob estresse.
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Tabela 6- Agrupamento dos gendtipos de trigo no tratamento 4 dias de inundagéo
pelo método de otimizagdo de Tocher, com base em 12 caracteres morfolégicos.
Pelotas —RS, 2007.

GRUPO INDIVIDUOS
<1> 145796 11 2
<2> 3

<3> 8

<4> 12

<5> 10

1)BH1146, 2)BR18, 3)BR35, 4)BRS120, 5)BRS177, 6)BRS194, 7)BRS208, 8)BRSFigueira, 9)CD111,
10)CEP24, 11)PF950354, 12)Sonorab4.

Tabela 7- Agrupamento dos gendtipos de trigo no tratamento 8 dias de inundagéo
pelo método de otimizagdo de Tocher, com base em 12 caracteres morfolégicos.
Pelotas —RS, 2007.

GRUPO INDIVIDUOS
<1> 1457 96 11 2
<2> 3

<3> 8

<4> 12

<5> 10

1)BH1146, 2)BR18, 3)BR35, 4)BRS120, 5)BRS177, 6)BRS194, 7)BRS208, 8)BRSFigueira, 9)CD111,
10)CEP24, 11)PF950354, 12)Sonorab4.

O método de SINGH (1981) foi utilizado para avaliar a importancia relativa
dos 13 caracteres dentro de cada tratamento (tabelas 8,9,10,11). Para a dose
controle (tabela 8) pode ser determinado que as variaveis que mais contribuiram
para o calculo da distédncia genética foram: ME (21,77%), MMG (12,85%), NA
(10,87%), enquanto que as variaveis COR e DC contribuiram apenas com 1,30% e

2,88% respectivamente.
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Tabela 8- Contribuigdo relativa dos caracteres para o calculo da distédncia genética
entre os gendtipos de trigo no tratamento controle, baseada na estatistica de SINGH
(1981). Pelotas — RS, 2007

VARIAVEL VALOR EM %

x 1 (EP) 6.2156
x 2 (N°A) 10.8787
x 3 (Cor) 1.3072
x4 (DC) 2.8854
x 5 (MSPA) 8.3823
x 6 (MSR) 5.2618
x 7 (MFPA) 8.1954
x 8 (MFR) 4.4799
x 9 (N°AF) 8.9071
x 10 (RP) 3.2234
x 11 (ME) 21.7701
x 12 (N°GP/E) 8.5243
x 13 (MMG) 12.854

(x1) Estatura de planta (EP), (x2) nimero de afilhos (NA), (x3) cor, (x4) didametro do colmo (DC), (x5)
massa seca da parte aérea (MSPA), (x6) massa seca da raiz (MSR), (x7) massa fresca da parte
aérea (MFPA), (x8) massa fresca da raiz (MFR), (x9) numero de afilhos férteis (NAF), (x10)
rendimento de planta (RP), (x11) massa de espiga (ME), (x12) numero de gréos por espiga (NGP/E),
(x13) massa média de graos (MMG).

Para o tratamento dois dias de inundacgao (tabela 9) as variaveis que mais
contribuiram para o calculo da distancia genética foram: NGP/E (30,42%) e EP
(15,67%), enquanto que as variaveis MFPA e NAF contribuiram apenas com 1,38%

e 2,09% respectivamente.
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Tabela 9- Contribuigdo relativa dos caracteres para o calculo da distancia genética
entre os gendtipos de trigo no tratamento dois dias de inundagédo, baseada na
estatistica de SINGH (1981). Pelotas — RS, 2007.

VARIAVEL VALOR EM %
x 1 15.6791
X2 4.3944
x3 2.4095
x4 21271
x5 12.7874
x 6 4.8115
x7 1.3866
x8 8.1522
x9 2.0987
x 10 2.1071
x 11 8.5283
x 12 30.4253
x 13 7.22

(x1) Estatura de planta (EP), (x2) numero de afilhos (NA), (x3) cor, (x4) didmetro do colmo (DC), (x5)
massa seca da parte aérea (MSPA), (x6) massa seca da raiz (MSR), (x7) massa fresca da parte
aérea (MFPA), (x8) massa fresca da raiz (MFR), (x9) numero de afilhos férteis (NAF), (x10)
rendimento de planta (RP), (x11) massa de espiga (ME), (x12) numero de gréos por espiga (NGP/E),
(x13) massa média de graos (MMG).

Em 4 dias de inundacgao (Tabela 10) o método de SINGH (1981), demonstrou
que as variaveis que mais contribuiram para o calculo da distancia genética foram:
NGP/E (23,81%), MFPA (12,85%), enquanto que as variaveis EP e RP contribuiram
apenas com 0.003% e 0.62% respectivamente.

66



Tabela 10- Contribuigdo relativa dos caracteres para o calculo da distancia genética
entre os genotipos de trigo no tratamento 4 dias de inundacdo, baseada na
estatistica de SINGH (1981). Pelotas — RS, 2007.

VARIAVEL VALOR EM %
x 1 .003
X2 12.8532
x3 10.4536
x4 1.8032
x5 6.8534
x 6 5.4228
x7 22.2079
x 8 2.5994
x9 7.2802
x 10 .6248
x 11 4.9486
x 12 23.8176
x 13 2.9355

(x1) Estatura de planta (EP), (x2) numero de afilhos (NA), (x3) cor, (x4) didmetro do colmo (DC), (x5)
massa seca da parte aérea (MSPA), (x6) massa seca da raiz (MSR), (x7) massa fresca da parte
aérea (MFPA), (x8) massa fresca da raiz (MFR), (x9) numero de afilhos férteis (NAF), (x10)
rendimento de planta (RP), (x11) massa de espiga (ME), (x12) niumero de gréos por espiga (NGP/E),
(x13) massa média de graos (MMG).

Para o tratamento 8 dias de inundacao (Tabela 11) as variaveis que mais
contribuiram para o calculo da distancia genética foram: EP (22.13%), NAF (17,26
%), enquanto que as variaveis MMG e COR contribuiram apenas com 0.09% e

3,68 % respectivamente.
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Tabela 11- Contribuigéo relativa dos caracteres para o calculo da distancia genética
entre os genotipos de trigo no tratamento 8 dias de inundacdo, baseada na
estatistica de SINGH (1981). Pelotas — RS, 2007.

VARIAVEL VALOR EM %
x 1 22.1387
X2 6.521
x3 3.6898
x4 3.7947
x5 5.1512
x 6 8.6174
x7 14.6405
x8 3.9003
x9 17.2644
x 10 5.1415
x 11 4.5562
x 12 8.2842
x 13 .0947

(x1) Estatura de planta (EP), (x2) numero de afilhos (NA), (x3) cor, (x4) didmetro do colmo (DC), (x5)
massa seca da parte aérea (MSPA), (x6) massa seca da raiz (MSR), (x7) massa fresca da parte
aérea (MFPA), (x8) massa fresca da raiz (MFR), (x9) numero de afilhos férteis (NAF), (x10)
rendimento de planta (RP), (x11) massa de espiga (ME), (x12) numero de gréos por espiga (NGP/E),
(x13) massa média de graos (MMG).

Outro método de agrupamento utilizado foi o UPGMA (Método ndo ponderado
por médias aritméticas, originado do inglés Unweighted pair-group arithmetic
average) (Figura 17).

O dendrograma gerado com os dados obtidos no tratamento controle,
utilizando a distancia média entre gendtipos como critério para a separagdo dos
grupos propiciou a formagéo de 2 grupos distintos: 1) gendtipos 1,2,12,7,10,11,9 e 4;
II) gendtipos 3,5,8 e 6. Sendo que no primeiro grupo os genotipos mais similares
foram os gendtipos 2 e 12, seguido dos gendtipos 10 e 11, como ja havia sido
relatado pelo método de agrupamento Tocher. Ja para o tratamento 2 dias de
inundagdo houve uma alteragdo nos grupos quando comparados com o tratamento
controle, evidenciando que a condigdo de estresse pode alterar os agrupamentos,
assim como as caracteres que mais contribuem para a estimativa da distancia
genética. Para este tratamento foi possivel visualizar a formacao de 3 grupos
distintos: 1) gendtipos 5, 7,6 e 8; 1) gendtipos 9, 10,11 e 12; Ill) gendtipos 1,2,3, e 4.
Novamente foi possivel visualizar a similaridade entre os gendtipos 10 e 11 podendo
inferir que em 2 dias de tratamento o estresse n&o foi suficiente para separar os

gendtipos 10 e 11. Também foi possivel observar neste tratamento um similaridade
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entre os gendtipos 5 e 7, que foi bem representativo pois tanto em 4 dias de
inundagdo como em 8 ndo os separaram, revelando estes como gendtipos mais
similares apdés condigdes de estresse. Os dados do método de agrupamento
UPGMA para estes genoétipos concordam com as analises de agrupamento Tocher.
No tratamento 4 dias de inundagado, a condicao de estresse foi mais intensa
alterando as caracteristicas morfolégicas avaliadas de modo a interferir na
estimativa da distancia genética, sendo possivel visualizar a formacao de 5 grupos
distintos: 1) 10; 1) 12; 1) 8; IV) 3; V) gendtipos 1,4,5,7,9,6,11 e 2. Perante este
tratamento os gendtipos 10 e 11 deixaram de agrupar junto passando a formar
grupos isolados. No entanto para o agrupamento obtido em 8 dias de inundacéo,
tratamento o qual mais se aproxima com as condi¢des reais de campo, pois 10 a 20
mm de chuvas no inverno em regidao de varzea (solos hidromorficos) ja causam
alagamento do solo e consequentemente condi¢gdes anaerodbicas, levando em torno
de 8 a 10 dias para a drenagem natural do solo e retorno as condi¢gbes aerdbicas.
Neste tratamento utilizando a distancia media entre gendtipos como critério para a
separagao dos grupos foi possivel visualizar a formagao de 5 grupos distintos: ) 11;
i) 6; 1l1) 10; 1IV) 2,4,5,7,8,9,12 e 3; V) 1. Novamente gendotipos 10 e 11 apresentara-
se em grupos isolados e os gendtipos 5 e 7 demonstram maior similaridade genética

entre os genotipos estudados agrupando sempre juntos em condi¢des de estresse.
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Figura 16 — Genodtipos de trigo submetidos aos tratamentos de inundagao. Pelotas-
RS.
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4.3 Filogenia Molecular

|

1

1

I
_00107.. 51113021..

e— O O S o —

H
MH_106562. ADH1

A) B)

Figura 19 — A) estrutura génica da ADH1 em arroz, B) estrutura génica do gene
ADH1 em Arabidopsis. Pelotas RS.

Primeiramente foi realizado um estudo da estrutura génica do gene ADH1 na
espécie modelo para as monocotiledoneas e para as dicotiledoneas (Figura 17).

Foi observada uma variagdo na organizagdo do gene para as diferentes
espécies, o que indica que mesmo este gene sendo muito conservado em termos

evolutivos, houve uma alteragdo na sua estrutura génica.
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UTR 35: 3266 » 3618

/>
D6 10: 3231 » 3264
(DS 9: 2833 » 2969
[
(DS 82687 » 2733
D
(DS 7: 1530 » 1855
/5
(DS 6: 1360 » 1442
[~
s 5:1203 » 1278
2
DS 4: 1058 » 1119
DS 3:880» 975
=
DS 2634 »7%5
/D
6 1:356»472
adh1: 1» 3618
UR 53-1» 3%4
D
1 A0 /1000 1500 2000 200 3000 360

Figura 20 — Alinhamento entre a sequéncia do gene ADH1 do arroz contra somente

as regides de CDS (regides expressas) Pelotas - RS.

Um alinhamento entre a sequéncia do gene ADH1 do arroz e suas regides
expressas (CDS) foi realizado (Figura 20) de modo a verificar o local destas regides
na sequéncia do gene. Também foi realizado um alinhamento entre as regides
expressas do gene ADH1 do arroz e o mRNA de ADH1 em trigo (Figura 21). Neste
alinhamento foi possivel verificar que dos dez CDS encontrados no arroz, apenas 6
alinharam contra o0 mRNA do trigo. Isto indica que ao longo da evolug&o entre estas
espécies houve ganho e perda de regides do gene. Este fato pode estar relacionado

em parte com o nivel de tolerancia a inundagdes na espécie Oryza sativa L.
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CDS _1: 1029 « 1145 (conplerrentary)

QDS _2: 864 « 1025 (conplementary)

CDS_3: 766 « 861 (conplerrentary)

QDS _5: 624 « 699 (conplementary)

QDS _7: 208 « 534 (conplerentary)

CDS_9: 17 « 156 (conrplenentary)

Triticum mRNA: 1 » 1146

Figura 21 — Alinhamento entre as sequéncia expressas do gene ADH1 do arroz

contra mRNA do trigo. Pelotas - RS.

No entanto, analisando a arvore filogenética obtida para alcool desidrogenase
(Adh1), observa-se que as espécies da familia Poaceae apresentam um alto grau de
conservabilidade para o gene Adh1 agrupando-as no mesmo ‘“ramo” da arvore
filogenética com um alto valor de autoamostragem 99%, demonstrando que
evolutivamente sao originadas de um ancestral comum (Figura 22).

Uma analise de genes de plantas indicou que os genes Adh1 divergiram de
sequéncias de monocotiledéneas e dicotiledoneas. Este resultado possibilita inferir
que a familia deste gene nao surgiu de um unico evento de duplicagdo no inicio da
evolugao das angiospermas (YOKOYAMA et al.,1993).

As espécies mais similares pertencentes a familia Poaceae sdo Saccharum
officinarum e Zea mays, representado entdo maior identidade entre as sequéncias
de nucleotideos.

A espécie modelo (Oryza sativa) apresentou uma maior dissimilaridade em
relacdo ao restante das espécies da familia Poaceae, apresentando uma menor
identidade entre as sua sequéncias com as demais espécies.

Uma constatagao decorrente da interpretagcao da arvore filogenética foi que a

espécie Elaeis guineenses pertencente a familia das Aracales agrupou mais préximo
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da familia Poaceae, com 58% de autoreamostragem, o que indica a possibilidade do
gene Adh1 da familia Poaceae ter divergido de um evento ocorrido por alguma
irradiacéo no inicio da evolugdo das monocotiledéneas. Ha dados de que a familia
Aracales emergiu a 80 milhdes de anos atras e a familia das Poaceae surgiu, bem
mais tarde, cerca de 60 milhdes, e foi intensamente estudada devido a sua
importancia econémica (BRIAN et al., 1996). As sequéncias alinhadas sao
mostradas na Figura 23 sendo possivel visualizar as regides que se mantiveram
conservadas para todas as espécies estudadas, sendo esta propria para futuros
desenhos de primers, pois esta regido mais conservada apresenta pouca variagéo
entre seus nucleotideos o que facilita a transferabilidade destes primers entre arroz

e trigo.
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Triticum turgidum - Poa/Pooi/Triticeae \
Triticum durum - Poa/Pooi/Triticeae

Triticum urartu - Poa/Pooi/Triticeae

Triticum aestivum - Poa/Pooi/Triticeae

Triticum monococcum - Poa/Pooi/Triticeae

Aegylops speltoides - Poa/Pooi/Triticeae

Hordeum wilgare - Poa/Pooi/Triticeae >

Festuca arundinacea - Poa/Pooi/Poeae
Phragmites australis - Poa/Arun/Arund...
Sorghum bicolor - Poa/Pani/Andropogoneae
Pennisetum glaucum - Poa/Pooi/Paniceae

Saccharum officinarum - Poa/Pani/Andr...

Zea mays - Poa/Pani/Andropogoneae

Oryza sativa - Poa/Ehr/Oryzeae

93
62
71
37
100
100 £a
58
36
33
85
10—

Elaeis guineensis - Are/Arec/Cocoseae <«—
Dianthus caryophyllus - Car/Caryophyl...
Nicotiana tabacum - Sol/Solanaceae
Lactuta sativa - Ast/Asteraceae

Vitis vinifera - Vit/Vitaceae

Populus trichocarpa - Mal/Salicaceae
Dimocarpus longan - Sap/Sapindaceae
Alnus glutinosa - Fag/Betulaceae

Citrus paradisi - Sap/Rutaceae
Phaseolus acutifolius - Fab/Papi/Phas...
Lotus corniculatus - Fab/Fabaceae

Arabidopsis thaliana - Bras/Brassicaceae

Figura 22 — Arvore filogenética da seqiiéncia da alcool desidrogenase depositado no

NCBI e TIGR construida com auxilio do programa MEGA, previamente alinhadas

com o programa Clustal-W. Os valores representam porcentagem (%) de vezes que

as sequéncias agruparam juntas em 1000 ciclos de autoamostragem (bootstraping).

Pelotas — RS.
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5. CONCLUSAO

E possivel identificar variabilidade genética para o carater tolerancia a
inundagdo em casa de vegetagcdo. Em condicbes de alagamento do solo, as
cultivares BRS208 e BRS120 apresentaram os melhores desempenhos, constituindo
0s gendtipos mais tolerantes ao estresse por inundagdo. O gendtipo CD 111 e
BRS194 mostraram-se os mais sensiveis a hipoxia.

Diante os estudos de distancia genética os gendétipos BRS 177 (5) e BRS 208
(7) demonstraram ser os mais similares em condigdes de estresse por inundagao e
os genotipos CEP 24 (10) e PF950354 (11) os mais dissimilares.

Através da analise de Filogenia Molecular foi possivel observar a formagéao de
um grupo bem consistente com as espécies da familia Poaceae indicando um alto
grau de identidade entre as sequéncias dos genes Adh1 das espécies da familia
Poaceae. O gene do arroz € o mais dissimilar entre os membros de espécies de
Poaceae, sugerindo que o acumulo de mutagdes e/ou o ganho de fun¢des podem
estar associadas a maior tolerdncia ao encharcamento presente no arroz. O
entendimento da similaridade entre os genes de Poaceae permitira estudar melhor a

relacdo entre variagdes neste gene e o carater.
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