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Resumo

CRESTANI, Maraisa. Gendtipos de aveia branca ( Avena sativa L.) submetidos a

diferentes protocolos e doses de aluminio em cultiv o hidropbnico. 2008, 110f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

O emprego de avaliacbes em ambiente controlado, como o cultivo hidropdnico, tem
despertado grande interesse dos melhoristas na selecdo de plantas tolerantes ao
aluminio (Al), pois além da féacil visualizagdo do dano em estadios iniciais de
desenvolvimento das plantas, representa um método ndo destrutivo e que fornece
resultados altamente correlacionados aos obtidos em condicbes de campo.
Diferentes metodologias de avaliacdo quanto a tolerancia ao Al em condi¢cbes de
hidroponia tém sido adotadas. No entanto, se faz necessario um entendimento mais
aprimorado destas técnicas de selecédo a fim de otimizar a obtencdo de gendtipos
tolerantes. A restricdo do crescimento radicular tem se tornado a base dos
procedimentos de avaliagdo da tolerancia ao Al em aveia branca sob cultivo
hidropénico, contudo, a analise da expressdo de outros caracteres em nivel de
plantula pode viabilizar a selecéo indireta para este carater, ou mesma a adoc¢éo de
analises envolvendo varios caracteres morfolégicos simultaneamente. Neste sentido,
cultivares de aveia branca padrdo para a tolerancia ao Al foram submetidas a
diferentes protocolos e doses de Al em condi¢cbes de hidroponia visando determinar
a técnica mais efetiva na identificacdo de plantas superiores para o carater
tolerancia ao Al com base no comprimento de raiz, além de verificar a relacdo entre
caracteres em nivel de plantula e o desempenho simultdaneo na discriminacdo da
tolerancia ao Al pelo emprego de estatistica multivariada. O delineamento
experimental adotado foi o completamente casualizado com trés repeticoes,

adotando trés protocolos de avaliacdo: ‘solucdo nutritiva completa’ tendo Al



fornecido na fonte Alx(SO4)3.18H,0, nos niveis 0, 8, 16 e 32 mg L™ de Al; ‘solucéo
nutritiva completa’ e Al adicionado no sal AlCl;.6H,0; e o protocolo ‘solugéo nutritiva
minima’, com Al fornecido na fonte AICl;.6H,0, nos niveis 0, 1, 3 e 5 mg L. Os
protocolos caracterizados pela adocao de Al a ‘solucdo nutritiva completa’ por meio
de distintas fontes s@o altamente eficientes na identificacdo de genoétipos de aveia
branca tolerantes e sensiveis ao Al toxico com base no comprimento da raiz em
condi¢cbes de hidroponia. O desempenho dos caracteres de plantula esta altamente
relacionado com o comprimento de raiz em aveia branca quando submetidos ao
efeito toxico do Al em condi¢Bes de hidroponia, sendo que a composi¢édo da solucao
nutritiva e as fontes de Al empregadas interferem nesta relagdo. O estudo com base
na analise conjunta dos caracteres em nivel de plantula ndo permite a eficiente
discriminacdo de gendtipos de aveia branca quanto a tolerancia ao Al téxico em
cultivo hidropbnico quando h& relagdo de dependéncia entre as variaveis

consideradas.

Palavras-chave: Toxidez por aluminio, solucdo nutritiva, comprimento da raiz,

caracteres de plantula, correlagédo, analise multivariada.



Abstract

CRESTANI, Maraisa. White oat genotypes ( Avena sativa L.) subjected to
different methodologies and aluminum levels under h ydroponic conditions.
2008, 110f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

The ability to perform experiments under controlled conditions employment of
evaluations in controlled environment such as hydroponic culture has attracted crop
breeders’ attention regarding the selection of aluminum (Al) tolerant plants. This
strategy facilitates the detection of plant injuries in early stages of development,
representing a non-destructive method. Also, the results obtained are highly
correlated to field performances of tested genotypes. Different methods have been
used to study aluminum tolerance in hydroponic conditions. However, it is necessary
to improve the understanding of these techniques in order to optimize their efficiency.
Stalling of root growth has become the basis of major procedures evaluating
aluminum tolerance of white oat genotypes in hydroponic culture. However, the
expression of other characters in plantlets can be associated to tolerance and may
turn out to facilitate the indirect selection for this character. Also, this could lead to
the adoption of analyses involving all morphological characters. Therefore, standard
white oat genotypes were subjected to different methods and Al levels under
hydroponic conditions aiming to establish the most effective technique to identify
superior aluminum tolerant plants based on root length. In addition, this study aimed
to verify the relationship between plantlet characters and their performance in the
aluminum tolerance characterization using multivariate statistics. The experimental
design was complete randomized blocks with three replications, using three
methods: ‘complete nutrient solution’ with 0, 8, 16 and 32 mg L™ of Al supplied as
Alx(S04)3.18H,0; ‘complete nutrient solution’ with 0, 8, 16 and 32 mg L™ of Al



supplied as Al,Cls.6H,0; and the ‘minim nutrient solution’ with 0, 1, 3 and 5 mg L™ of
Al supplied as Al,Cl;.6H,0O. The ‘complete nutrient solution’ methods are efficient to
identify aluminum tolerant white oat genotypes based on root length. The
performance of the plantlet characters is highly correlated with root length in white
oat genotypes subjected to the aluminum stress under hydroponic conditions. The
nutrient composition and the Al sources employed influence the plant responses. The
study based on the joint analysis of plantlet characters does not allow the efficient
discrimination of white oats genotypes regarding their level of aluminum tolerance in
hydroponic culture when there is a relationship of dependence between the

variables.

Keywords: Aluminum toxicity, nutrient solution, root length, plantlet characters,

correlation, multivariate analysis.
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Introducéo geral

A aveia branca (Avena sativa L.) pertence a familia Poaceae, subfamilia
Poideae, tribo Avenae e género Avena. Este cereal possui um numero
cromossOmico basico igual a sete, sendo um alohexaploide natural (2n=6x=42) que
apresenta uma meiose regular, semelhante a individuos diploides (TAVARES et al.;
1993). Ha evidéncias de que a aveia branca tenha como centro de origem a Asia e 0
Oriente Médio, e de acordo com Coffman (1961), no principio, a aveia persistiu como
planta invasora em lavouras de trigo e cevada, que eram culturas mais importantes
naquele momento. Segundo o mesmo autor, ela foi introduzida na Europa
juntamente com as sementes de trigo e cevada, e a medida que estas espécies
foram dispersas para o centro e norte do continente, a aveia branca foi ganhando
competitividade e, finalmente, sendo domesticada como uma lavoura alternativa. Foi
trazida para o Brasil pelos imigrantes europeus no século XVI (TAVARES et al.,
1993), e atualmente € o quinto cereal mais cultivado, constituindo o grupo das oito
culturas anuais mais trabalhadas no pais, apresentando 125.320 ha cultivados no
ano de 2007, com producéo total de 243.911 kg e produtividade média de 1.946 kg
ha™* (FAOSTAT, 2008).

A cultura da aveia branca caracteriza uma excelente alternativa de
diversificacdo e contribuicdo para a efetividade econdmica do sistema produtivo
agricola. Na alimentacdo humana, se destaca pela elevada qualidade protéica e
porcentagem de lipidios com predominancia de acidos graxos insaturados, aliado ao
adequado conteudo de carboidratos, fragdo que apresenta alta proporcao de fibras
alimentares, destacando a fracdo B-glucanas, de grande responsabilidade pelas
propriedades hipocolesterolémicas desta espécie (DE SA et al., 2000).

Esta espécie tem sido utilizada na alimentacdo animal na forma de graos,

formacdo de pastagens em cultivo isolado ou consociado, producéo de feno e
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silagem, sendo também destinada a formacédo de adubacao verde, cobertura de solo
para o sistema de semeadura direta, apresentando um reconhecido efeito de
recuperacéo e conservacdo do solo (CARVALHO et al., 1987, SCHEFFER-BASSO
et al., 2001; HARTWIG et al., 2007).

Embora o clima da regido Sul seja extremamente favoravel ao
desenvolvimento da aveia branca com qualidade e alto rendimento, a ocorréncia de
moléstias, pragas e a toxicidade por elementos quimicos presentes no solo, atuam
como fatores limitantes para a expressdao do potencial produtivo da cultura em
diferentes regides do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Deste modo, o
melhoramento genético vem objetivando a expansdo desta cultura pelo
desenvolvimento de variedades modernas, capazes de obter melhor tipo
agrondmico, maior rendimento e qualidade de graos, resisténcia a moléstias
necrotroficas e biotroficas, bem como adaptacdo e estabilidade em diferentes
ambientes de cultivo.

Entre os fatores de ambiente prejudiciais ao desenvolvimento das culturas, o
aluminio (Al) presente na solucdo do solo representa um dos principais agentes
responsaveis pela baixa produtividade dos cereais no Brasil (DELHAIZE e RYAN,
1995). Ao mesmo tempo, o Al é o metal mais abundante da crosta terrestre, e em
concentragcbes da ordem de micromolares provoca alteragbes morfologicas,
bioquimicas e fisiologicas em plantas de diversas culturas, cujos efeitos nocivos e
severidade variam de acordo com a espécie e cultivar (KOCHIAN et al, 2004). De
acordo com Silva et al. (2007), a obtencéo de elevado rendimento de grédos em aveia
branca em solos com niveis considerados toxicos de Al livre presente na solucéo
exige a correcdo da acidez ou o emprego de genatipos tolerantes.

O uso de cultivares tolerantes ao Al representa uma solucédo sustentavel,
proporcionando ganhos permanentes de produtividade em solos ricos em Al livre,
vinculado ao elevado desempenho em solos corrigidos. Na cultura da aveia branca,
estudos indicam que a tolerancia ao Al é controlada por um ou dois genes
dominantes (WAGNER et al., 2001; OLIVEIRA, 2002; NAVA et al.; 2006). Desta
forma, a tolerancia ao Al nesta espécie caracteriza um carater qualitativo, controlado
por um pequeno numero de genes de grande influéncia na expressédo do carater,
indicando maior facilidade de transferéncia de alelos de tolerancia a constituicbes
genéticas elite sensiveis, além da elevada eficiéncia de selecdo para este carater

mesmo em geracdes segregantes precoces (ALLARD, 1960).
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A variabilidade genética é de essencial interesse para o melhorista na
obtencdo de progressos no melhoramento de plantas através da selecéo artificial,
viabilizando o emprego de técnicas que possibilitem a identificacdo de genotipos
superiores (HARTWIG et al., 2007a). Vinculado a isto, a selecdo de constituicdes
genéticas tolerantes ao Al s6 sera obtida com a ado¢do de um eficiente processo de
avaliacdo das plantas para este caréter.

Na literatura é possivel encontrar uma grande variedade de técnicas de
avaliacao de plantas quanto a tolerancia ao Al, as quais sao adotadas com o objetivo
de elucidar os processos genéticos e fisioldgicos da tolerancia, além de buscar
maior eficiéncia de selecdo para este carater nas espécies cultivadas. De forma
geral, estas metodologias tém como base os efeitos toxicos deste elemento nas
plantas, os processos fisiologicos e bioquimicos envolvidos na tolerancia ao Al, e a
heranca deste carater, sendo modificadas e adaptadas de acordo com as
caracteristicas das espécies trabalhadas.

A selecdo de plantas quanto a tolerancia ao Al em programas de
melhoramento genético tem sido efetuada principalmente através da adocao de
solugbes nutritivas, pois esta caracteriza uma técnica simples, e que evidencia
elevada correlacdo com resultados obtidos em condi¢cées de campo (CAMARGO e
OLIVEIRA, 1981; BAIER et al., 1995; SOUZA, 2001; SPEHAR e SOUZA, 2006).

Segundo Ryan et al. (1993), o apice da raiz corresponde ao sitio critico da
toxidez do Al, onde promove danos nos tecidos meristematicos, interagindo com a
parede celular e membrana plasmatica, ou com o simplasma das células das raizes
(CANCADO et al., 1999). Desta forma, a restricao do crescimento radicular tem sido
0 parametro mais utilizado na avaliacdo e caracterizacdo de genotipos quanto a
tolerancia ao Al, inclusive na cultura da aveia branca (SANCHES-CHACON et al.,
2000; NAVA et al., 2006; SILVA et al., 2006; FINATTO et al., 2007; SILVA et al.
2007). No entanto, a andlise da expressdo de outros caracteres quando em
condicdo de toxidez por Al em hidroponia pode viabilizar a selecédo indireta de
genadtipos tolerantes, desde que evidenciem forte associacdo com o padrdo de
tolerancia e elevada herdabilidade, ou mesmo pela analise simultanea, envolvendo
varios caracteres morfologicos observados em nivel de plantula.

De forma geral, as solu¢des nutritivas se caracterizam pela combinacdo de
uma série de componentes quimicos essenciais as plantas, formando uma solucao

nutritiva completa, na qual € adicionado o Al; ou pela utilizacdo de uma solucéo
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minima, formada pela inclusdo de concentragBes de Al a uma solugdo constituida
unicamente por Ca diluido. O Ca é adicionado para evitar a desestabilizagdo do pH,
acelerar o elongamento radicular e, consequentemente, aumentar a absorcao de Al
(GARLAND et al.,, 1990). Contudo, o desenvolvimento e o aprimoramento dos
processos de avaliacdo de plantas em relacdo a tolerdncia e sensibilidade ao Al
requer um entendimento mais aprimorado destas técnicas de sele¢do, a fim de
otimizar a obtencdo de genotipos elite e tolerantes a este elemento toxico. Com base
nestas informacdes, se faz necessario a realizacdo de estudos visando conhecer o
comportamento de gendtipos de aveia branca perante diferentes metodologias de
avaliacdo quanto a tolerancia ao Al em solucao nutritiva. Outro aspecto importante a
ser avaliado é o desempenho dos varios caracteres em nivel de plantula em relacéo
a presenca do Al toxico na solucao de cultivo.

O objetivo geral desta dissertagéo foi contribuir para a maior eficiéncia dos
métodos de selecdo precoce de gendtipos de aveia branca tolerantes ao Al em
cultivo hidropbnico. O trabalho teve o0s seguintes objetivos especificos: (1)
apresentar as principais técnicas de selecdo precoce de gendtipos tolerantes ao Al
em condi¢cbes de hidroponia adotados em estudos com espécies cultivadas,
compreendendo a composi¢ao dos nutrientes nas solugdes, fonte e concentragdes
de Al utilizadas; (2) avaliar o comportamento de genétipos de aveia branca padrdes
guanto a tolerancia ao Al em diferentes protocolos e doses deste ion metalico pela
mensuracdo do carater comprimento de raiz avaliado no estadio de plantula em
condi¢bes de hidroponia; (3) verificar a relacdo entre caracteres de plantula em
aveia branca submetidos a diferentes protocolos e concentragdes de Al em
condicOes de hidroponia e; (4) analisar o desempenho simultdneo dos caracteres em
nivel de plantula na discriminacdo da tolerancia ao Al pelo emprego de estatistica
multivariada em aveia branca submetidos a diferentes protocolos e concentragbes

de Al em condi¢bes de hidroponia.
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1.1 Introducéo

Considerando o cenario da agricultura sustentavel e o gradativo aumento da
demanda global por alimentos, existe a necessidade evidente em intensificar o
volume de alimentos e a eficiéncia de producéo, necessitando inclusive, a expansao
de areas de cultivo. Neste contexto, para o0 sucesso da atividade agricola, é
imprescindivel a adocdo de adequadas técnicas de manejo, vinculadas ao uso de
cultivares que expressam elevado desempenho produtivo, mesmo em condi¢des
restritivas de ambiente.

Considerando os fatores de ambiente prejudiciais ao desenvolvimento das
culturas, o aluminio (Al) presente na solugdo do solo representa um dos principais
agentes responsaveis pela reducdo da produtividade dos cereais no Brasil
(DELHAIZE e RYAN, 1995; CANCADO et al., 2001; VOSS et al., 2007). A0 mesmo
tempo, o Al é o metal mais abundante da crosta terrestre, e em concentracdes da
ordem de micromolares provoca altera¢cdes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas
em plantas de diversas culturas, cujos efeitos nocivos e de severidade variam de
acordo com a espécie e cultivar (KOCHIAN et al, 2004).

No processo de formacdo dos solos das regides com altas precipitacdes
pluviométricas, os cations Na*, K*, Ca®" e Mg®* e os anions cloreto, nitrato e sulfato
séo lixiviados, e quando a remocdo de cations basicos € maior que sua taxa de
liberacdo pala intemperizacéo, o pH do solo diminui (TEDESCO e BISSANI, 2004). A
perda de cations do solo € associada a retencéo preferencial de cations de maior
valéncia, como o Al (valéncia 3+), nos sitios de troca da argila e da matéria organica
(BISSANI et al., 2006). Desta maneira, o Al € um dos principais componentes da
acidez potencial dos solos e sua solubilizacdo na solucao e consequente toxidez sao
influenciadas por varios fatores, incluindo tipo de argila predominante, concentracao

de sais na solucdo, teor e dindmica da matéria organica, técnicas culturais, e
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principalmente o pH (BISSINI et al., 2006). Aproximadamente 30 a 40% dos solos
araveis do mundo apresentam pH inferior a 5,5, e no Brasil, estes solos compdem
em torno de 60% do territorio nacional (BRONDANI e PAIVA, 1996).

Em soluces Aacidas (pH<5,0), o Al se apresenta na forma Al(H.0)s*",
caracteristicamente téxica para as plantas, porém, quando o pH se eleva, esta
molécula sofre hidrélise, com a formacdo dos complexos mononucleares Al(OH)* e
Al(OH),".(ROSSIELLO e JACOB NETTO, 2006). Nas espécies magnoliopsidas, as
formas AI(OH)** e AI(OH)," sdo altamente téxicas, e nas liliopsidas o Al(H,0)s>*
provoca maiores efeitos nocivos (SCHULZE et al., 2005). Em pH neutro, é formado a
gibsita, AI(OH)3;, relativamente insolivel, e no pH comumente estabelecido no
citoplasma da célula (=pH 7,4), o ion aluminato, AI(OH),, € a forma dominante
(KOCHIAN, 1995).

De modo geral, o Al em teores toxicos pode estar localizado em todo o perfil
do solo e sua neutralizacdo € temporariamente obtida com a calagem apenas na
camada aravel, devido baixa mobilidade dos corretivos aplicados (CaCO3; + MgCOs,
Ca0O, CaOH) e elevado custo da correcdo em profundidade. Desta forma, a
ineficiéncia da calagem em reduzir a acidez do subsolo limita o desenvolvimento das
raizes em profundidade, elevando a sensibilidade a deficiéncias hidricas ocasionais,
e consequentemente, reduzindo a eficiéncia na absor¢éo de nutrientes nas camadas
mais profundas (FOY et al., 1978; CANCADO et al., 2001; FERREIRA et al., 2006).
Contudo, a acidez na camada superficial pode, muitas vezes, assumir grande
importancia, mesmo em areas onde se emprega a calagem periodicamente, como
fruto de praticas culturais inadequadas. Neste sentido, aplicacdes excessivas de
adubos nitrogenados promovem a producdo natural de prétons H* pela nitrificagdo a
partir do nitrogénio amoniacal, assim como o processo de colheita que, associado ao
manejo do solo, acarreta a redugdo de cations basicos no perfil do solo (Ca, Mg, K e
Na), favorecem a predominancia do Al livre na solu¢éao do solo (CARVER e OWNBY,
1995).

O uso de cultivares tolerantes ao Al representa uma solucao sustentavel e
duradoura, proporcionando ganhos permanentes de produtividade em solos ricos em
Al livre. Além disso, o fato de um gendtipo apresentar toleréncia ao Al ndo implica
em inferioridade genética em relacéo a sua capacidade produtiva. Segundo Rosa et
al. (1994), genotipos elite de trigo que incorporaram genes da tolerancia ao Al em

sua constituicdo genética, via retrocruzamentos, apresentaram elevado potencial de
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rendimento de grdos quando avaliados em ambientes livres de Al toxico no solo. Da
mesma forma, Paterniani e Furlani (2002) identificaram hibridos de milho tolerantes
ao Al em solucdo nutritiva que evidenciaram elevada produtividade de graos
inclusive em solos corrigidos.

Na literatura € possivel encontrar uma grande variedade de técnicas de
avaliacdo de plantas quanto a tolerancia ao Al, as quais séo adotadas com o objetivo
de elucidar os processos genéticos e fisiologicos da tolerancia, além de buscar
maior eficiéncia de selecdo para o carater nas espécies cultivadas. De forma geral,
estas técnicas tém por base os efeitos tdéxicos deste elemento nas plantas, e
também as alteracdes visiveis proporcionadas no fendtipo, permitindo a identificagdo

e a selecéo de gendtipos tolerantes ao ion metalico.

1.2 Atoxicidade do aluminio nas plantas

O aluminio livre na solucdo do solo representa o principal fator causador do
crestamento, problema tipico verificado nos cereais de estacao fria cultivados em
regides caracterizadas por solos &cidos n&do corrigidos (ARAUJO, 1951;
BECKMANN, 1954; ARAUJO, 1956; CAMARGO et al., 1995; VOSS et al., 2007). As
plantas com este aspecto tém como caracteristica o crescimento anormal, coloracao
purpura nos colmos, limbo foliar e nervuras, além do enrolamento das folhas jovens,
colapso do apice da planta e dos peciolos, florescimento deficiente, e baixa
produtividade (PAIVA, 1942; ARAUJO, 1951; BECKMANN, 1954;: FERREIRA, 2006).
Contudo, os efeitos adversos do Al sédo nitidos e rapidamente verificados no sistema
radicular das plantas, onde as raizes danificadas pelo ion toxico sao visivelmente
mais curtas, grossas e quebradicas, com poucas ramificacdes, e crescem
paralelamente ao solo, conduzindo as plantas a deficiéncia mineral e ao estresse
hidrico (FOY, 1978; KOCHIAN, 1995; DEGENHARDT et al., 1998; CANCADO et al.,
2001; FERREIRA et al., 2006). A reducéo do crescimento e do desenvolvimento de
parte aérea ocorre num momento posterior (RYAN et al., 1993; JONES e KOCHIAN,
1995) e parece ser uma consequéncia dos danos causados primeiramente na raiz
(MATSUMOTO et al., 1976).

A inibicdo da absorcdo de O, nos apices radiculares também pode ser

promovida pelo Al téxico, afetando o fluxo de elétrons na mitocéndria, talvez por
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interferir com a oxidacao de substratos que doam elétrons no processo respiratorio
(JONES e KOCHIAN, 1995). Neste sentido, Moustakas et al., (1995) observaram
que a inibicdo do crescimento da parte aérea em trigo € uma resposta secundaria ao
Al, decorrente da alteracdo provocada no fotofuncionamento do tilacoide, pois este
cation inibe parcialmente o transporte de elétrons no fotossistema Il e nas
proximidades do seu centro de reacdo, 0 que € mais proeminente nas cultivares
sensiveis.

Para Ryan et al. (1993), o apice da raiz corresponde ao sitio critico da
toxidez do Al, sendo a inibicdo da elongacao desencadeada em torno de uma a duas
horas em exposicao ao Al (KOCHIAN, 1995); uma vez que, quando em contato com
as raizes, este cation promove danos no meristema radicular, podendo levar a morte
do tecido, devido sua interacdo com a parede celular, membrana plasmatica ou com
o simplasma das células da raiz (CANCADO et al., 1999). Desta forma, a restricao
do crescimento radicular tem sido a variavel mais utilizado na avaliacdo e
caracterizacdo de genodtipos quanto a tolerancia ao Al.

Frequentemente, plantas afetadas pelo Al apresentam sintomas de
deficiéncia de nutrientes, tais com faésforo (P), célcio (Ca), magnésio (Mg), potassio
(K) e molibdénio (Mo), devido a interferéncia do Al nos processos de absor¢éo,
transporte e uso destes nutrientes (FURTINI NETO et al., 1999; BASSO et al., 2003;
FREITAS et al., 2005). Entre os nutrientes disponiveis no solo, a disponibilidade de
P para as plantas € altamente afetada em situacao de pH baixo, visto que os Oxidos
e hidréxidos de Al ttm uma capacidade de reter este elemento muito maior que as
argilas (BISSANI et al., 2006). A deficiéncia em Ca € especialmente pesquisada,
visto que a inibicdo de sua absorcéo provocada pela presenca do Al toxico ocorre de
forma rapida e reversivel, podendo estar associada a mudancas da homeostase
celular e blogueio de canais de Ca na membrana plasmatica, afetando processos
como mitose, citocinese, graviotropismo, crescimento polar, correntes
citoplasmaticas e sinalizacéo celular (KOCHIAN, 1995; HUANG et al., 1996).

Conforme Miranda e Miranda (1997), em situa¢cdes de cultivo em ambientes
com elevada acidez e Al livre, a eficiéncia de absor¢céo de nutrientes decorrente do
processo de associacdo micorrizica sofre varia¢do, resultando no menor crescimento
e produtividade das plantas colonizadas, sendo também constatada variacdo da
espécie de fungo responsavel pela colonizacdo. Além disto, estes fatores de

ambiente afetam diretamente a sobrevivéncia, a taxa de crescimento e a morfologia
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de rizébios presentes na rizosfera de espécies noduladoras, resultando na perda de
efetividade e da eficiéncia simbiotica (HUNGRIA et al, 1997). Além disto, Cancado et
al., (1999) citam a influéncia negativa do Al sobre enzimas envolvidas na
assimilacao de nitrogénio, uma vez que a atividade das enzimas glutamina sintetase
(GS), glutamato sintase (GOGAT), glutamato desidrogenase (GDH) e
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), foi alterada em genétipos de milho cultivados
em hidroponia, na presenca de Al.

Trabalhos cientificos tém indicado que interacbes do Al com elementos
envolvidos na transducdo de sinais responsaveis pela comunicagdo da célula com o
ambiente sdo, aparentemente, eventos primarios da toxidez causada pelo Al. Este
elemento quimico teria como alvos no interior da célula, o fosfatidilinositolbifosfato e
a proteina Gp, moléculas responsaveis pela producdo de dois importantes
mensageiros secundarios, o inositol-1,4,5-trifosfato e o diacilglicerol, e por sua vez,
ocasionando rapidas disfun¢cdes metabdlicas na planta (JONES e KOCHIAN, 1995).
Além disto, o Al também possui efeitos prejudiciais sobre moléculas de acidos
nucléicos, principalmente por modificar a conformacédo espacial da dupla hélice
devido a interagcdes com as cargas residuais dos grupamentos fosfato, reduzindo ou
inibindo a divisao celular (FOY et al., 1978).

Em nivel de parede celular, o Al pode promover o aumento na sintese de
lignina, resultante da injaria nas células, prejudicando o processo de elongacao
radicular (SASAKI et al., 1996). Este ion metalico ainda interfere na permeabilidade
da membrana plasmatica devido provocar alteragdes na fluidez e na densidade do
empacotamento dos fosfolipidios, resultante da ligagdo eletrostatica de espécies
cationicas de Al a regides polares dos fosfolipideos, ou a interacdo com proteinas de
membrana, além de alterar a razéo fosfatidilcolina/fosfadiletanolamina (RENGEL,
1996).

1.3 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Segundo FLEMING e FOY (1968), a tolerancia das plantas ao Al esta

relacionada a capacidade de continuidade da divisdo e elongacao celular sob

condi¢cbes de estresse, modificagcdo do ambiente radicular reduzindo a concentracao
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de Al disponivel e da possibilidade de manter areas meristematicas viaveis para
formacéo de novos tecidos.

Varios mecanismos de tolerancia ao Al em plantas vem sendo postulados,
0S quais se baseiam na exclusdo do Al com a imobilizacdo ou neutralizacdo do Al
externamente a célula, e mecanismos simplasticos, decorrentes da imobilizacdo ou
neutralizacdo do Al dentro da célula, inativado por algumas enzimas ou isolado no
interior do vacuolo (JO et al., 1997).

Com relacao aos possiveis mecanismos de tolerancia interna, ha indicios da
existéncia de polipeptideos que atuariam no citosol como moléculas quelantes,
complexando o Al presente no interior da célula; além disso, se acredita na
existéncia de enzimas indiferentes, que ndo teriam sua atividade prejudicada na
presenca do Al;, bem como na eliminacdo do Al do ambiente celular por
compartimentalizacdo no vacuolo ou em outra estrutura similar (TAYLOR, 1995).

A baixa capacidade de troca catidnica (CTC) da parede celular da raiz tem
sido considerada como um mecanismo externo de tolerancia ao Al, sugerindo que
plantas com menor CTC apresentariam uma menor capacidade de absorver este ion
toxico para o interior da célula (RENGEL, 1996). Da mesma maneira, a membrana
plasmatica pode atuar como uma barreira & absorcao do Al, uma vez que alteracdes
na composicdo de fosfolipideos pode promover a modificagdo de suas propriedades
elétricas, dificultando a interacdo do Al com a membrana plasméatica (YERMIYAHU
et al.,, 1997); assim como a menor producdo de proteinas genotipo-especificas de
transporte do Al através da membrana, decorrente da supressdo na expressao de
genes que as codificam, resultando no menor fluxo de Al para o interior da célula em
genatipos tolerantes (ZANG et al., 1995).

O aumento do pH na regido da rizosfera também caracteriza uma forma de
exclusao do Al, proporcionando a precipitacdo deste elemento, impossibilitando sua
absorcdo (CANCADO et al., 2001). Outras barreiras que o Al pode enfrentar para
atingir as regibes sensiveis do meristema radicular sdo a mucilagem
(ARCHAMBAULT et al., 1996) e a deposicédo de calose (ZHANG et al., 1994), que
sdo substancias formadas por polissacarideos, as quais revestem a superficie
radicular protegendo as regides de crescimento da raiz, retendo o Al presente no
apoplasto.

Alguns genes expressos em situacdo de estresse por Al nas diferentes

espécies estdo intimamente ligados a fatores fisioldgicos que conferem protecédo das
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células contra o estresse oxidativo, confirmando uma possivel participacdo destes
mecanismos como componentes importantes da reagdo das plantas a niveis toxicos
de Al (RICHARDS et al, 1998). Neste sentido, projetos de seqlenciamento
gendmico e técnicas de analise de expressao diferencial de genes como microarrays
e RT-PCR tém auxiliado na identificacdo de genes cuja expressdo € alterada por
estresses de ambiente, como a presenca de Al (CANCADO et al., 2001).

Nos ultimos anos, grande parte das pesquisas esta focada na avaliacdo da
inativacdo do Al pela exsudacdo de moléculas quelantes que complexam este ion
metalico. Tais quelantes sdo liberados no apoplasto e/ou na rizosfera, impedindo
que o Al alcance seus sitios de toxidez, e uma vez complexado com a molécula
exsudada pela raiz, perde seu efeito fitotoxico (CANCADO et al. 1999). Segundo
Basu et al. (1994), é verificada a sintese de polipeptidios pelas raizes de trigo em
situacao de estresse por Al, que o quelatizam nas proximidades da raiz, e assim
limitam sua entrada no interior do simplasto, complementando a acdo de possiveis
polipeptidios citosolicos, e dessa forma, possibilitam o crescimento da planta em
solos com teores de Al livre na solucéo.

Uma importante classe dos quelantes sao os acidos organicos de baixo peso
molecular provenientes do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (malato, citrato e oxalato).
Gendtipos tolerantes de muitas espécies cultivadas possuem a capacidade de
reconhecer a presenca do Al no ambiente de cultivo e estimular a exudacao destes
compostos pelas células do tecido apical da rizosfera, formando ligantes com o Al
impedindo sua entrada na raiz, e auxiliando na fitodisponibilizacdo de nutrientes que
sdo complexados pelo ion téxico, como o P (KLIMASHEVSKIl e CHERNYSHEVA,
1980; LEE e FOY, 1986; MIYASAKA et al., 1991).

1.4 Expresséo génica da tolerancia em plantas culti  vadas

A tolerancia ao Al demonstra ser governada predominantemente por genes
com alelos dominantes, visto que, progénies de primeira geracao (F;) obtida do
cruzamento de gendtipos contrastantes no carater evidenciam tolerancia.

Pesquisas com trigo (Triticum aestivum L.) tém sugerido a presenca de um
ou dois genes maiores responsaveis pela tolerancia o Al (KERRIDGE e KRONSTAD,
1968; CAMARGO e OLIVEIRA, 1981b; LAGOS et al., 1991; CAMARGO et al., 2000).
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Enquanto isso, Nodari et al. (1982) concluiram que este carater é governado por
dois genes independentes, de efeito predominantemente aditivo e com elevada
herdabilidade. DELHAIZE et al., (1993) demonstraram que o loco Altl representa ser
o grande responsavel pela diferenca na tolerancia ao Al entre linhas isogénicas de
trigo. O Altl parece ser o mesmo loco identificado como Alt2, localizado no
cromossomo 4 do genoma D em trigo por Luo e Dvorak (1996), através do
mapeamento fisico. O gene de tolerdncia ao Al Altgy foi encontrado neste mesmo
cromossomo em trigo através da associacdo por marcadores RFLP, e representou
85% da variacdo fenotipica para tolerdancia ao Al em RILs (linhagens puras
recombinantes), geradas através do cruzamento das cultivares de trigo
contrastantes BH1146 e Anahuac (RIEDE e ANDERSON, 1996). Além disso, o gene
ALMT1, que codifica para o transporte de malato ativado pelo Al, foi clonado por
Sasaki et al. (2004), apresentando relacéo direta com a tolerancia ao Al em trigo,
havendo indicios que este gene corresponde ao Altl.

Na cultura da cevada (Hordeum vulgare L.), a heranca da tolerancia ao Al é
monogénica, com acao génica de dominancia no carater (ECHART e CAVALLI-
MOLINA, 2002; ECHART et al.,, 2006), governada pelo gene Alp, localizado no
cromossomo 4H desta espécie (TANG et al., 2000).

Os autores Gallego e Benito (1997) propuseram a existéncia de pelo menos
dois genes independentes com efeito dominante controlando a tolerancia ao Al na
cultura do centeio (Secale cereale L.). Enquanto isso, estudos relatam a presenca de
quatro locos: Altl, localizado no cromossomo 6RS; Alt2, no cromossomo 3RS; Alt3,
no cromossomo 4RL, e o loco Alt4, localizado no cromossomo 7RS (MIFTAHUDIN et
al., 2005; MATOS et al., 2005).

Na cultura da aveia branca (Avena sativa L.), a tolerancia ao Al € controlada
por um gene (OLIVEIRA, 2002; NAVA et al.; 2006), ou por um ou dois genes
dominantes (WAGNER et al., 2001). Os pesquisadores Sanches-Chacon et al.
(2000) igualmente concluiram que o controle da tolerancia a toxicidade do Al em
aveia branca é governada por um uUnico gene com acdo génica de dominancia,
contudo, em seu trabalho € possivel verificar a aditividade e a dominancia parcial
atuando na expressdo deste carater em alguns dos cruzamentos realizados.
Enquanto isto, quatro QTLs relacionados a tolerancia ao Al foram descritos na
cultura da aveia preta (Avena strigosa Schreb.), explicando 55% da variagdo de
tolerancia observada (WIGHT et al., 2006).
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De acordo com Ferreira et al. (1997) e Ferreira et al. (1999), a tolerancia ao
Al em arroz (Oryza sativa L.) se comporta como um carater quantitativo, entretanto,
nao ha concordancia em relacdo aos efeitos envolvidos na expressao do carater.
Esses dados corroboram com as avaliacbes efetuadas por Wu et al. (2000) e
Nguyen et al., (2003), os quais verificaram QTLs identificados em todos os doze
cromossomos, avaliando quatro diferentes populacdes de arroz.

A tolerancia ao Al na cultura do milho (Zea mayz L.) parece ser controlada
por um pequeno numero de genes (SAWAZAKI e FURLANI, 1987); sendo relatado
por Sibov et al. (1999) a identificacdo de dois QTLs associados a este carater,
localizados nos cromossomos dois e dez nesta espécie. Ja Ninamango-Cardenas et
al. (2003) demonstraram a existéncia de cinco QTLs mapeados nos cromossomos
dois, seis e oito. No sorgo (Sorghum bicolor L.), este carater é controlada por um
Unico grande gene, o Altsg, localizado no cromossomo trés (MAGALHAES et al.,
2004).

Com o advento dos marcadores moleculares, se tornou possivel identificar e
mapear regides gendmicas associadas a tolerancia ao Al, possibilitando a clonagem
dos genes de interesse, e assim, dar suporte aos estudos sobre mecanismos
envolvidos nos processos da tolerdncia nas diversas espécies, além de constituir
uma ferramenta importante de caracterizacdo e sele¢cdo de genétipos promissores
(CANCADO et al., 2001).

1.5 Avaliacdo e selecdo de plantas com base na expr  essao fenotipica

A selecdo de plantas quanto a tolerancia ao Al em programas de
melhoramento genético tem sido efetuada principalmente através da adocdo de
cultivo hidroponico pelo emprego de solugbes nutritivas, pois se caracteriza como
uma técnica simples, e que evidencia elevada correlagdo com resultados obtidos em
condi¢cbes de campo (CAMARGO e OLIVEIRA, 1981a; BAIER et al., 1995; SOUZA,
2001; SPEHAR e SOUZA, 2006). Atualmente, esta metodologia segue como um
procedimento inicial para identificacdo dos genotipos mais tolerantes, que apdés
selecéo prévia, sdo avaliados em condi¢des naturais de acidez e disponibilidade de

Al na solucéo do solo.



27

O cultivo em solugdo nutritiva permite a avaliagdo n&o destrutiva de um
grande numero de gendtipos em reduzido periodo de tempo, em estadio de plantula
e com um minimo de investimento em espaco e equipamentos, proporcionando
ganhos significativos para a eficiéncia de selecdo (CANCADO et al., 1999). Além
disto, esta técnica proporciona a avaliacdo especifica quanto a tolerancia ao Al, pois
favorece o controle eficiente das condicdes experimentais, possibilitando o
isolamento e analise exclusiva dos fatores de tratamento (VOSS et al., 2006).

De forma geral, as solu¢des nutritivas se caracterizam pela combinacdo de
uma série de componentes quimicos essenciais as plantas, formando uma solucéo
nutritiva completa e adicdo de Al; ou pela utilizacdo de uma solugdo minima,
caracterizada pela reduzida composicdo em elementos quimicos, formada pela
adocdo de concentracbes de Al a uma solucdo constituida unicamente por Ca
diluido. O Ca é adicionado para evitar a desestabilizagdo do pH, acelerar o
elongamento radicular e, consequentemente, aumentar a absorcdo de Al
(GARLAND et al., 1990). Contudo, a conducéo do experimento, a composi¢cao das
solugdes nutritivas (nutrientes constituintes e respectivas concentracdes), as doses e
fontes de Al adotadas, assim como 0s caracteres a serem considerados na
avaliacéo, séo fatores que devem ser determinados com base nas caracteristicas de
cada espécie em avaliacdo, exigindo uma abordagem mais aprofundada.

1.5.1SolugBes minimas

Todas as técnicas de avaliacdo baseadas na utlizacdo de solucbes
nutritivas se assemelham por iniciar com a germinacdo de sementes previamente
desinfestadas em camera de crescimento, respeitando as caracteristicas intrinsecas
e periodo de germinacdo de cada espécie. Posteriormente, sementes germinadas,
apresentando tamanho uniforme de raiz, sdo transferidas para recipientes contendo
solucdo nutritiva, com aeracdo constante e controle de temperatura e do pH da
solugéo.

As metodologias de avaliagdo de plantas quanto a tolerancia ao Al baseadas
em soluc¢des nutritivas minimas vém sendo empregada com grande eficiéncia na
cultura do milho (Zea mays L.), da soja (Glycine max L. Merr.), e do arroz (Oryza

sativa L.), apresentando variacdes na concentracdo dos ions Ca e Al adotadas,
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tempo de exposicdo ao elementos tOxico e caracteres a serem considerados na
avaliacéo.

Mazzocato et al. (2002) verificaram maior eficiéncia na caracterizacao de 22
gendtipos de milho adotando 6 mg L™ de Al em solucao nutritiva contendo 40 mg L™
de Ca (equivalente a 222,22 uM de Al, e 1000 pM de Ca), sendo os ions
disponibilizados nas fontes Aly(S0O,4)3.18H,0 e CaCl,.2H,0, respectivamente. Nesta
avaliacdo, foi mensurado o comprimento inicial da raiz principal (CIR) das plantulas
germinadas, e ento, transferidas para a solu¢do contendo 40 mg L™ de Ca e 6 mg
L de Al, onde permaneceram por 48 horas. Apdés este periodo, as plantulas
permaneceram por mais 48 horas em solucdo contendo unicamente 40 mg L™ de
Ca. Ao completar esta etapa, foi determinado o comprimento final da raiz principal
(CFR), definindo a variavel comprimento liquido da raiz (CLR; CLR=CFR-CIR),
considerada a mais eficiente para a deteccdo da tolerancia ao Al em milho nestas
condigbes de cultivo.

Adotando as mesmas fontes salinas utilizadas por Mazzocato et al. (2002),
Freitas (2003) propds a permanéncia de plantulas de arroz na presenca de 40 mg L™
de Ca e Al téxico durante 120 horas, com posterior transplante e permanéncia por
48 horas em solucdo contendo unicamente 40 mg L™* de Ca. Nesta ocasido, a
concentracdo 2 mg L' de Al na solucdo tratamento proporcionou adequada
caracterizacdo dos 18 gendtipos de arroz em avaliacdo, confirmando o uso da
variavel comprimento liquido da raiz principal (CLR) como um eficiente carater em
refletir os efeitos tdxicos do Al, inclusive na cultura do arroz. Diferentemente deste
autor, Watanabe e Okada (2005) verificaram a maior eficiéncia na diferenciacéo
entre cultivares de arroz indica e japbnica quanto a tolerancia ao Al pelo
comprimento relativo da raiz (CRR), quando derivada da relacé&o entre o crescimento
liguido apresentado na presenca do nivel “n” de Al toxico na solucdo de cultivo (T), e
o desempenho verificado no tratamento controle (C), caracterizado pela auséncia do
elemento toxico na solucdo [CRr=(CFR,-CIR1,)/(CFRc-CIRc)]. Nesta avaliacéao, as
plantulas de arroz foram mantidas por 144 horas em solucéo nutritiva contendo 0,54
mg L* de Ale 2 mg L™ de Ca.

Segundo Hede et al. (2001), a maior eficiéncia de sele¢ao para tolerancia ao
Al baseada em variaveis relativas comparada a adocédo de variaveis diretas, sem
sofrer tratamento matematico (caracteres puros), € observada quando sua aplicacéo

possibilita a melhor adequacéo das diferencas devido a capacidade genotipica de
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crescimento de raiz, permitindo a padronizacdo das comparacdes entre 0s gendétipos
para o carater tolerancia ao Al, resultante da expressao dos genes que governam
exclusivamente este carater.

As metodologias baseadas no uso de solu¢cdes minimas vém sendo
amplamente adotadas na caracteriza¢do de genétipos de soja quanto a toleréncia ao
Al. Avaliando 14 populagbes segregantes de soja, 0s autores Spehar e Souza (2006)
obtiveram resultados eficientes na selecdo de genotipos tolerantes ao Al com base
no carater comprimento liquido da raiz principal (CLR) na geracdo F,, sendo os
resultados comprovados através do cultivo das plantas selecionadas (Fs) em
condicdes de campo. Estes autores adotaram o nivel de 2,0 mg L™ de Al adicionado
a solucdo, contendo 160 mg L™ de Ca, mantendo as plantulas por 48 horas expostas
ao tratamento, com os ions fornecidos nas fontes Aly(S0O,4)3.18H,0 e Ca(NOs3),.4H,0.
Enquanto isso, Menosso et al. (2000) e Menosso et al. (2001), adotando 0 mesmo
carater de avaliagdo, efetuaram a selecdo de genotipos de soja submetendo as
plantulas & solugdo composta por 0,2 mg L™ de Al e 50 mg L™ de Ca, durante 216
horas, disponibilizados nos sais Alx(S04)3.18H,0 e CaCl,.H,0.

O sintoma de toxicidade de Al nas plantulas é evidenciado com a diminuicédo
da forca i0nica da solucdo e consequente aumento da atividade idnica do Al, e
também pelo aumento do periodo de crescimento das raizes em solugédo contendo
este elemento toxico (CAMARGO, 1985; CAMARGO et al. 1987). Neste sentido,
Watanabe e Okada (2005) verificaram que a diferenciacdo da tolerancia ao Al entre
cultivares de arroz indica e japbnica se tornou menor com 0 incremento da
concentragdo de cations na solu¢do de cultivo, ndo sendo praticamente observado
diferenca entre os genoétipos com a exposicao das plantulas durante 96 horas a 2,7

mg L™ de Al em solucéo nutritiva contendo 80 mg L™ de Ca.

1.5.2 Solugbes completas

A adocéao de solugbes completas caracteriza a metodologia mais utilizada na
avaliagdo de plantas cultivadas quanto aos efeitos toxicos do Al. Esta técnica é
amplamente variavel de acordo com a composi¢cao de nutrientes e respectivos niveis

adotados, bem como o modo e periodo de conducao dos experimentos.
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O protocolo proposto por Camargo e Oliveira (1981a) conste na técnica mais
adotada na caracterizacdo e selecao plantas tolerantes ao Al em cereais de estacéo
fria. Esta metodologia vem sendo adotada a quase 30 anos na avaliagcdo de
genatipos de trigo (CAMARGO et al 1981b, 1985, 1987, 2000, 2006; ROSA et al.,
1994; DORNELLES et al., 1997; MISTRO et al., 2001; SILVA et al., 2004; BERTAN
et al., 2006; SILVA et al.; 2006); sendo verificado também sua adocdo em trabalhos
conduzidos com a cultura da aveia branca (NAVA et al., 2006; SANCHES-CHACON
et al. (2006); SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2007; FINATTO et al., 2007), centeio
(CAMARGO e FELICIO, 1987), triticale (CAMARGO e FELICIO, 1987; CAMARGO et
al. 2006), e arroz (CAMARGO et al., 1983; FREITAS et al., 2006). Neste protocolo,
as sementes germinadas sado submetidas ao desenvolvimento por 48 horas em
solucéo nutritiva base (4,0 mM de Ca(NO3),.4H,0; 2,0 mM de MgS0O,.7H,0; 4,0 mM
de KNOg; 0,435 mM de (NH4)2SOq4; 0,5 mM de KH,POy4; 2,0 uM de MnS0O4.H,0; 0,3
MM de CuS0,4.5H,0; 0,8 uM de ZnS0,4.7H,0; 30,0 uM de NaCl; 10,0 uM de Fe-
EDTA; 0,10 uM de Na,M004.2H,0; 10,0 uM de H3BO3). Apds este periodo, 0s
genotipos permanecem por 48 horas em solucdo tratamento, na presenca do Al
toxico. A solugdo tratamento é caracterizada pela adicdo de Al a uma solugéo
constituida por 10% da concentracdo salina da soluc¢éo nutritiva base, adicionando o
ferro na forma de FeCl3;.6H,O em quantidade equivalente ao oferecido na forma de
Fe-EDTA, e excetuando o fosforo, a fim de evitar a possivel precipitacdo do Al,
conforme descrito por Moore et al. (1976), autor que propds inicialmente tal
composi¢cdo da solugdo nutritiva. Posteriormente, as plantulas sdo retornadas a
solugéo nutritiva base por mais 72 horas.

Segundo os autores Camargo e Oliveira (1981a), a retomada de crescimento
de raiz (RCR) apresentada pelas plantulas durante as 72 horas em solucéo nutritiva
base é dependente da severidade provocava pelo Al presente na solucado
tratamento, e caracteriza uma variavel eficiente na diferenciacdo de genotipos
guanto a tolerancia a este elemento toxico. Estes autores inicialmente efetuaram a
mensuracao do crescimento da raiz no momento do retorno a solucéo nutritiva e ao
final deste periodo, quantificando a retomada de crescimento (RCR). Contudo,
quase a totalidade dos trabalhos cita a realizagdo das mensura¢cdes com base no
dano visivel (calo) causado pelo Al nas raizes, medindo o comprimento da raiz a
partir deste ponto. Entre as variacfes deste protocolo, os niveis de Al adotados nas

avaliagcbes das diferentes espécies € a mais marcante, sendo a adicdo do Al
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efetuada invariavelmente na forma de Aly(SO,4)3.18H,0. Doses variando de 1,0 a
10,0 mg L™ de Al sdo adotadas na avaliacdo de gendtipos de trigo, centeio e triticale
(CAMARGO e FELICIO, 1987; CAMARGO et al., 2006), contudo, a concentracéo
10,0 mg L™ de Al é preferencialmente adotada em trabalhos baseados no uso de um
anico nivel do ion toxico (DORNELLES et al., 1997; SILVA et al., 2004; BERTAN et
al., 2006; SILVA et al., 2006). Na cultura da aveia branca, os niveis de Al indicados
para a discriminacao de gendtipos se encontram no intervalo entre 10,0 a 20,0 mg L
! de Al, sendo a concentracéo de 20,0 mg L™ considerada altamente eficiente (NAVA
et al., 2006; SILVA et al., 2006; SANCHES-CHACON et al. 2006; SILVA et al., 2007;
FINATTO et al., 2007). Enquanto isso, concentragcdes compreendidas no intervalo de
5,0 & 40,0 mg L™ tem sido adotadas na avaliacdo de constituicdes genética de arroz
(CAMARGO et al, 1983; FREITAS et al., 2006).

Adotando a solucao nutritiva base proposta por Camargo e Oliveira (1981),
0s autores Freitas et al. (2006) mantiveram plantulas de 18 gendétipos de arroz em
solucdo contendo 0, 10, 20 e 30 mg L™ de Al durante 480 horas, caracterizando os
genotipos quanto a toleréancia ao Al com base na variavel indice de tolerancia
relativa (ITRa). Este indice € amplamente adotado nos trabalhos de avaliacdo de
genadtipos de espécies anuais quanto a tolerancia ao Al. Foi proposto inicialmente
por Siddigi e Glass (1981), e exprime a relacdo entre o crescimento das raizes na
presenca e na auséncia do Al, corrigido por uma escala formalizada para os
genatipos testemunha: ITRp = {{[(CLRx-CLRs)/(CLRt-CLRs) x 4,0] + 1,0}; sendo que:
CLRx, CLRs e CLRy, representam os valores do crescimento relativo (crescimento
radicular na presenca de Al/crescimento radicular na auséncia de Al) de raizes dos
genaotipos em estudo (x), controle sensivel (S) e controle tolerante (T). Desse modo,
0 genotipo tolerante teria um ITR =5 e o sensivel, um ITR = 1.

Foi sugerido por Dornelles et al. (1997) a caracterizagao simultanea quanto a
tolerancia ao Al e a sensibilidade ao acido giberélico (AG3) em gendtipos de trigo
adotando a metodologia proposta por Camargo e Oliveira (1981a) para a avaliacéo
qguanto a tolerancia ao Al, e o uso adicional de AG3; em solucédo nutritiva buscando a
selecdo simultdnea de plantas de baixa estatura. O tratamento quanto a
sensibilidade ao acido giberélico é iniciado com a adicdo de AG3 na solugéo nutritiva
completa apos as 48 horas em solucado tratamento com Al, ou ap0s completar as 72
horas em solucdo nutritiva base, no oitavo dia de avaliagdo, mantendo, em ambas

as situagdes, as plantas em solucao nutritiva contendo AG3 por 336 horas. Assim



32

como Dornelles et al. (1997), os autores Silva et al. (2004) e Silva et al. (2006)
obtiveram bons resultados caracterizando conjuntamente gendtipos de trigo quanto
a tolerancia ao Al e sensibilidade ao acido giberélico, adotando as concentracdes 10
mg L™ de Al e 100 mg L™ de AG3; efetuando a discriminacdo em relacéo & tolerancia
ao Al com base no carater retomada do crescimento de raiz (RCR), e a selecéo para
estatura reduzida de acordo com os caracteres estatura de plantula, comprimento da
segunda folha e insercao da primeira folha.

Outras metodologias de avaliacdo baseadas em solugdes nutritivas
completas sdo encontradas na literatura. Ferreira et al. (1997) e Ferreira et al. (1999)
avaliaram a heranga do carater tolerancia a toxidez de Al em arroz, mantendo as
plantulas durante 240 horas na presenca de 20 mg L™ de Al em solugdo nutritiva
(0,75 mM de Ca - Ca(NO3),.4H,0; 0,46 mM de K - KH,PO4, KCI, KNO3, K;SOy;
0,16 mM de Mg - Mg(NO3),.6H,0O; 0,94 mM de NOsz; - Mg(NO3),.6H,0,
Ca(NO3)2.4H,0, NH4NO3, KNOgs; 0,27 mM de NH - NH4NO3; 0,006 mM de P -
KH2,POy; 10,0 uM de B - H3BO3; 30,0 uM de Fe - FeS0O,4.7H,0, Na, EDTA; 4,0 uM
de Mn - MnCl;.4H,0; 0,3 pM de Mo - Na;Mo004.2H,0O; 2,0 uM de Zn -
ZnS04.7H,0; 2 pM de Cu - CuS0,4.5H,0), sendo o Al fornecido na fonte
AICl3.6H,0. Nesta situacdo de cultivo, entre os diversos caracteres de plantula
avaliados, o comprimento liquido da raiz principal (CLR) possibilitou a melhor
expressdo dos efeitos toxicos do Al nas plantulas de arroz, sendo adotado como
carater representativo da heranca da tolerancia ao Al nesta avaliacao.

Furlani e Furlani (1988) formularam a seguinte solugdo nutritiva: 3,5 mM de
Ca; 2,3 mM de K; 0,82 mM de Mg; 10,6 mM de N - NO3; 1,29 mM de N - NHy; 0,63
mM de S - SO4; 0,03 mM de P - POy4; 30,0 uM de Fe; 9,0 uM de B; 0,3 uM de Cu; 4,0
UM de Mn; 0,3 uM de Mo; uM de Zn 0,9. Adotando esta solucéo, Furlani e Furlani
(1991) e Paterniani e Furlani (2002) avaliaram genétipos de milho mantendo as
plantulas durante 168 horas em solucdo nutritiva na presenca de 4,5 mg L™ de Al,
adotando os caracteres comprimento liquido da raiz principal (CLR) e indice de
tolerancia relativa (ITRa) como critério de classificagdo dos genotipos de milho em
tolerantes e sensiveis.

Com base na metodologia de Furlani e Furlani (1988), Vasconcelos et al.
(2002) verificaram grande eficiéncia na caracterizacdo de constituicdes genéticas de
arroz quanto a tolerancia ao Al com base no carater comprimento relativo da raiz

(CRRr), mantendo as plantulas 216 horas em solugdo nutritiva contendo
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concentragdes de Al variando de 2,15 & 8,64 mg L™. Adotando esta mesma
metodologia, Vicente et al. (1998a) constaram que o carater rendimento relativo da
area radicular se mostra como o indicador mais sensivel a toxidez de Al em
genadtipos de arroz mantidos por 264 horas em solucao contendo 0, 10, 20 e 30 mg
L™ de Al, seguido dos caracteres area foliar e comprimento radicular, enquanto que
as variaveis rendimento relativo da massa seca das raizes e rendimento relativo da
massa seca da parte aérea sdo medianamente sensiveis. Ja Vicente et al. (1998b),
procedendo a analise conjunta dos caracteres avaliados em plantas de arroz
cultivadas em solucéo hidropénica no periodo de 40 dias (960 horas), constataram
gue a area radicular e o comprimento maximo das folhas sé@o caracteristicas, que
conjuntamente, melhor refletem os efeitos nocivos do Al nas plantas quando
presente no ambiente de cultivo, apresentando elevada correlagdo com os dados de
produtividade, apresentados quando os gendtipos foram cultivados em situacéo de
campo com solo contendo elevada saturagao por Al.

O protocolo descrito por Baier et al. (1995) é o método frequentemente
adotado nas avaliagbes quanto a tolerancia ao Al em trigo realizadas na Embrapa
Trigo desde o ano de 1999 (VOSS et al., 2006). Este método se baseia na adocéo
de solugao nutritiva composta pelos seguintes nutrientes: 400 mM de CaCl,; 650 mM
de KNOg3; 250 mM de MgCl,; 10 mM de (NH4)>SO,4; 40 mM de NH4NOg3; sendo a
concentracdo 2 mg L™ de Al utilizada nas avaliacbes de rotina, tendo como fonte o
sal AICI3.6H,0. Nesta condicéo, as plantulas permanecem por 96 horas em solucéo
contendo o Al, sendo a interpretacédo da tolerancia ao Al efetuada com base no
comprimento relativo da raiz (CRg) ou no comprimento liquido da raiz principal
(CLR), ambos comparados em relacdo ao desempenho apresentado pela
testemunha sensivel (cultivar Anahuac 75) e pela tolerante (IAC 5).

Em 1982, o autor Magnavaca, avaliando a heranga do carater tolerancia ao
Al em milho, propss o0 uso na seguinte solugéo nutritiva: 3.527 mM de Ca; 2.310 mM
de K; 855 mM de Mg; 10.857 mM de NOsz; 1.300 mM de NH,4"; 45 mM de P; 587 mM
de S; 25 mM de B; 595 mM de CI; 77 mM de Fe; 9,1 mM de Mn; 0,63 mM de Cu;
0,83 mM de Mo; 2,29 mM de Zn; 1,74 mM de Na; 75 mM de EDTA, e Al fornecido na
forma de KAI(SO4),.12H,0, sendo adicionado nesta solucdo 6 mg L™ de Al, onde as
plantulas permaneceram por 168 horas. Alves et al. (2004) confirmam a eficiéncia de
uso da concentracdo 6 mg L™ de Al na caracterizacéo de genétipos de milho quanto

a tolerancia ao Al em hidroponia com base no carater comprimento liquido da raiz
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principal (CLR), determinado ap6s 120 horas em contato com a solugdo nutritiva.
Enquanto isso, Andrade Junior et al. (2005), fazendo uso desta mesma técnica,
verificaram melhor representacédo das diferencas entre gendtipos de sorgo sensiveis
e tolerantes de acordo com o comprimento relativo da raiz (CRg), utilizando a
concentracéo de 4,5 mg L™ do ion t6xico.

Avaliando gendétipos de milho quanto a tolerancia ao Al adotando o protocolo
proposto por Magnavaca (1982), os autores Cancado et al. (2002) incluiram a etapa
de coloracdo das raizes das plantulas com o corante hematoxilina. Esta técnica
caracteriza uma ferramenta interessante na distingdo de plantas tolerantes ao Al,
pois além da elevada eficiéncia de sele¢do, possibilita a avaliagdo precoce e nao
destrutiva de grandes populacfes segregantes derivadas de germoplasma elite, ndo
exigindo a adocdo de mensuracbes quantitativas laboriosas (HEDE et al., 2001).
Este método se baseia na propriedade colorimétrica da hematoxilina, que em
presenca do Al presente nas raizes € complexada e oxidada a hemateina,
originando uma coloracdo azul-purpura com intensidade diretamente proporcional a
concentracdo interna de Al na raiz, e negativamente correlacionada com tolerancia
apresentada pelos gendtipos, decorrente da capacidade de exclusdo do Al do apice
radicular (TANG et al., 2000).

Na avaliacao efetuada por Cangado et al. (2002), apos o tratamento com Al,
as raizes das plantulas foram lavadas por 15 minutos em agua destilada, e em
seguida colocadas por 20 minutos em solucédo de hematoxilina 2% e 0,2% de KIO3,
e por fim, novamente lavadas em agua destilada por 15 minutos. Nesta avaliacao,
0s apices radiculares das plantulas foram classificados visualmente através de notas
conferidas, variando de 0 (auséncia completa de coloracdo) a 5 (completamente
corados). Estes autores verificaram que o uso combinado deste teste com a
caracterizagcdo dos gendtipos com base no comprimento liquido da raiz principal
(CLR) proporcionou a discriminacao eficaz e precoce de genétipos de milho quanto
a tolerancia ao Al, com elevada correlacao entre as observacdes obtidas entre estas
variaveis (0,76).

Avaliando genotipos de cevada, Tang et al. (2000) e Echart et al. (2006)
iniciaram os estudos mantendo as plantulas por 72 horas em solugéo nutritiva (4,0
mM de CaCl,; 6,5 mM de KNOg3; 2,5 mM de MgCly; 0,1 mM (NH,4)2SOg4; 0,4 mM de
NH4NOs), com posterior adicéo de 1,85 mg L™ de Al (TANG et al., 2000) e 1,11 mg

L™ de Al (ECHART et al., 2006) na solucao, respectivamente, fornecido na forma de
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AlCI3.6H,0, onde as plantulas permaneceram por mais 24 horas. Apos este periodo,
as raizes das plantulas foram lavadas em &agua deionizada e coradas em solucéo
contendo 0,2% de hematoxilina e 0,02% de KIlO3; por 15 minutos, e em seguida,
enxaguadas durante uma hora em agua deionizada, classificando os genétipos de
acordo com a coloracédo evidenciada no apice radicular (C-completamente corada,
P-parcialmente corada; N-n&o corada).

Existe uma série de variacbes na avaliacdo dos resultados obtidos apds o
tratamento com o corante hematoxilina. Polle et al. (1978) adotaram a coloracdo no
apice da raiz como o indicador da tolerancia ao Al, pois verificou que a medida que a
concentracdo de Al na solucdo era aumentada, a coloragéo das raizes das plantulas
se elevava, gerando uma relacdo direta com a reducdo na taxa de sua elongacéo,
com a coloracdo das radiculas mais intensa nos genétipos sensiveis. Aniol (1984)
adotou a avaliacdo da tolerancia ao Al com base na habilidade das plantulas
continuarem o crescimento da raiz ap6s um curto periodo de exposi¢do a elevadas
concentractes de Al, onde as plantulas sensiveis ndo apresentam a retomada do
crescimento das raizes (RCR) pelo dano provocado pelo Al no meristema apical da
raiz. Desta forma, a tolerédncia ao Al com base neste método vem sendo definida
tanto com base na retomada do crescimento da raiz (GALLEGO e BENITO, 1997;
HEDE et al., 2001) quanto na intensidade de coloracdo das raizes (TANG et al.,
2000; ECHART et al., 2006).

Na avaliacdo de culturas perenes, se verifica a ado¢cdo de maior periodo de
exposicdo das plantas ao efeito toxico do Al, e também o uso de maiores
concentragbes do ion metalico no meio de cultivo. Mauri et al (2004), avaliando
clones de café (Coffea canephora; Coffea arabica) em solu¢do nutritiva (3,750 mM
de N; 1,28 mM de K; 0,03 mM de P; 1,25 mM de Ca; 0,5 mM de Mg; 11,5 mM de B;
0,02 mM de Cu; 220 mM de Fe-EDTA; 2,25 mM de Mn; 0,13 mM de Mo; 0,05 mM de
Zn), efetuaram a caracterizacdo dos genotipos apos 2280 horas (95 dias) na
presenca de 13,5, 27, e 54 g L™ de Al, disponibilizado na fonte AICI3.6H,0. Estes
autores verificaram a reducdo da massa seca total, massa de parte aérea e do
comprimento de raiz em doses superiores a 13,5 g L™ de Al, sendo constatado o
maior desenvolvimento das plantas em doses inferiores. Enquanto isso, Tecchio et
al. (2005) avaliaram clones de porta-enxertos de videira das cultivares IAC313-
Tropical e IAC572-Jales, submetidos a 1800 horas (75 dias) na presenca de Al em
solucéo nutritiva (3,5 mM de Ca; 2,2 mM de K; 2,6 mM de Mg; 10,6 mM de N - NOg;
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1,3mMde N - NHg 0,5 mMde S - SOy 0,03 mM de P - POy, 0,5 mM de CI; 89,5 uM
de Fe; 46,2 uM de B; 0,3 uM de Cu; 9,1 uM de Mn; 0,01 uM de Mo; 0,8 uM de Zn). O
Al foi fornecido na forma de AICls.6H,0, sendo que doses inferiores a 10 mg L™ de
Al proporcionaram o incremento no desenvolvimento do porta-enxerto IAC572-Jales,
enquanto que em concentragdes superiores 0 menor desenvolvimento vegetal foi

observado nas duas variedades avaliadas.

1.5.3 Bioensaios e experimentos em condigcdes de cam  po

A avaliacdo de genodtipos quanto a tolerancia ao Al baseada em
experimentos conduzidos em condicbes de campo ou mesmo na forma de
bioensaios tem sido principalmente adotada no intuito de confirmar resultados
previamente obtidos em avaliagdes conduzidas em solucdo nutritiva, bem como
verificar possiveis efeitos de interacdo gendtipo x ambiente (HEDE et al., 2001).

Os bioensaios se caracterizam por serem conduzidos em ambiente
protegido, entretanto, com a adocao de solos ou substratos representativos de
ambientes criticos ao desenvolvimento vegetal devido a elevada acidez e toxicidade
por Al. Estes ensaios podem ser conduzidos através da utilizagdo de solo acido rico
em Al, e obtendo diferentes concentracdes de Al livre na solucdo do solo atravées da
correcdo da acidez com a adicdo de doses de corretivos calculadas previamente
(OLMOS e CAMARGO, 1976; MILAN et al., 1991; LIMA et al., 2003; COSTA et al.,
2003). Outra metodologia proposta é a adi¢cdo de alguma fonte salina de Al visando
o aumento do conteuddo de Al no solo, com a disponibilizacdo de diferentes
concentracfes deste elemento mantida através do controle do pH (ANDRADE, 1976;
FURTINI NETO et al., 1999; JAIRO et al., 2003).

Diferengcas para um mesmo genétipo verificadas nos distintos niveis de Al
sao devido ao efeito toxico deste ion no ambiente de cultivo, enquanto as diferencas
detectada entre os gendtipos representam a variabilidade para o carater tolerancia
ao Al entre as constituicbes testadas. Enquanto os caracteres de plantula (matéria
seca total, matéria seca de parte aérea, comprimento de raiz, caracteres
componentes do rendimento, etc) apresentam correlacdo positiva com a producao

(grados, matéria verde, frutos, etc), o desempenho observado para estes caracteres &
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diretamente inverso a saturagdo com Al verificada no ambiente de cultivo (MILAN et
al., 1991; LIMA et al., 2003; COSTA et al., 2003).

Avaliacbes em situacdo de campo apresentam a vantagem de representar
com maior fidelidade as condi¢cbes comerciais de cultivo, e caracterizam a forma
mais direta de avaliar o nivel de tolerancia ao Al das constituicbes genéticas em
estudo (SPEHAR e SOUZA, 2006). Contudo, a avaliacdo de genétipos quanto a
tolerancia ao Al a campo exige um periodo mais longo de experimentacao, pois ha a
necessidade da conducéo do experimento até o final do ciclo das culturas anuais, e
por um periodo minimo que seja representativo em culturas perenes (VOSS et al.,
2006; CANCADO et al.,, 1999). Além disso, tais analises sdo extremamente
trabalhosas, havendo ainda a influéncia de varios fatores ambientais de dificil
controle e mensuracao que podem interferir no processo de selecdo (Ex: variagdes
de pH, temperatura, umidade, teor de nutrientes no solo, etc....).

A tolerdncia ao Al avaliada a campo pode ser conduzida através da
avaliacdo do desenvolvimento das plantas em duas situacfes de ambiente: uma em
area experimental cuja fertilidade nao é limitante em relacdo aos nutrientes exigidos
para a cultura, entretanto, evidencia solos naturalmente acidos e que possuem
teores de Al livre na solucdo; e um segundo experimento conduzido em area
apresentando fertilidade corrigida, e que ndo apresenta nenhuma limitagdo quanto a
acidez e Al livre na solugdo do solo (CAMARGO et al., 1995; JOHNSON et al.,
1997). Desta maneira, os dados podem ser obtidos com base na razdo entre o
desempenho na produtividade e nos caracteres de interesse obtidos nas condi¢cdes
restritivas de fertilidade, em relacdo ao observado no ambiente corrigido quanto a
acidez e Al livre. Outra forma de caracterizar gendétipos a campo € simplesmente
submetendo-os ao cultivo em ambiente contendo solos naturalmente acidos e ricos
em Al livre na solucao, e efetuando a comparacdo entre os genoétipos com base no
desempenho evidenciado nos diferentes caracteres de planta nestas condi¢cdes de
ambiente (SOUZA, 2001; SPEHAR e SOUZA, 2006).

1.5.4 Outras técnicas de avaliacdo

Outros métodos menos comuns de avaliacdo de plantas quanto aos efeitos

nocivos do Al sdo encontrados na literatura, entre os quais, pode ser descrito 0
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cultivo in vitro. Contudo, a caracterizacdo de constituicbes genéticas quanto a
tolerancia ao Al em cultivo in vitro tem sido pouco aplicada nas avaliagdes de plantas
cultivadas, possivelmente pela dificuldade em cultivar células em baixo pH, o qual &
necessario para manter o Al ativo no meio de cultivo (HEDE et al., 2001). Desta
forma, a cultura de tecidos tem sido adotada basicamente com o objetivo de avaliar
a expressao dos efeitos toxicos do Al em nivel celular (TAYLOR, 1995).

Através da adocdo de metodologias particularmente distintas, os trabalhos
conduzidos em cultivo in vitro se restringem a analise do desempenho de uma Unica
constituicdo genética frente a diferentes tratamentos com Al, e ndo a caracterizacao
entre gendtipos propriamente dita (FORTUNATO e NICOLOSO, 2004; OLIVEIRA et
al., 1999). Neste sentido, Basso et al. (2003), avaliaram clones de hibrido de
eucalipto obtidos do cruzamento entre Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla em
cultivo in vitro, adotando o meio de cultura proposto por Gongcalves (1980),
adicionando 0, 6,75, 13,5 e 27,0 mg Lt de Al ao meio através do sal AICI5.6H,0,
onde foram mantidos por 672 horas (28 dias). Nesta avaliacdo, os autores
verificaram que a adicdo de doses crescentes de Al ao meio de cultura provocou a
diminuicdo da absorcdo dos nutrientes Ca, Mg, P e K pelas plantas, alterando o
metabolismo celular, e ocasionando altera¢cdes morfolégicas na parte aérea, como
diminuicdo da estatura, formacdo de calos e brotacdes rigidas, além de
evidenciarem maior acimulo de matéria seca e reducao de proteinas soluveis.

Métodos empiricos de avaliacdo podem ser adotados visando verificar o
comportamento de gendtipos na presenca do Al no ambiente de cultivo. A inducéo
da sintese e deposicéo de calose (1,3-B-D-Glucan) apos curto periodo de exposicao
ao ion metalico presente na solucdo nutritiva tem apresentado elevada correlacéo
com a tolerancia ao Al em trigo (ZHANG et al., 1994) e em milho (HORST et al.,
1997). Desta forma, o padrédo de sintese de calose pode ser um bom indicativo do
grau de injaria que o Al causa nas raizes, podendo, inclusive, ser utilizado como um
parametro de selecdo (CANCADO et al., 2001). Desta mesma forma, Sasaki et al.
(1996) propdem que a deposicao de lignina pode refletir o grau de injuria que a raiz
sofre, e a visualiza¢do do contetdo depositado pode caracterizar um bom marcador
da extenséo e da localizagéo do dano provocado pelo Al.

Outras avaliacbes sdo sugeridas como potenciais variaveis a serem
adotadas para a diferenciacdo entre genotipos quanto a tolerancia ao Al, tais como:

taxa de atividade fotossintética, taxa de exsudacdo de acidos orgéanicos, sintese de
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proteinas genotipo-especifica, etc. (CANCADO et al., 1999). Contudo, a adocéo de
métodos empiricos de avaliacdo deve ser preconizada com o conhecimento prévio
dos efeitos nocivos e mecanismos de tolerancia ao Al evidenciados por cada
espécie em particular e emprego de constituicbes genéticas padrdes, a fim de

aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos.

1.6  Consideracoes finais

A variabilidade genética é de essencial interesse para o melhorista na
obtencdo de progressos no melhoramento de plantas através da selecéo artificial,
viabilizando o emprego de técnicas que possibilitem a identificacdo de genotipos
superiores (HARTWIG et al.,, 2007a). Vinculado a isto, a sele¢do de constituicdes
genéticas tolerantes ao Al s6 sera obtida com a ado¢do de um eficiente processo de
avaliacdo das plantas para este carater.

A utilizacdo de solugbes completas na avaliacdo de gendtipos quanto a
toxidez por Al se mostra altamente eficiente, contudo, a adocédo de solucdes
minimas merece atencdo, pois permite a economia de reagentes e agilidade na
confeccdo das solu¢des nutritivas, além de apresentar grande eficiéncia de selegdo
quando adequadamente ajustadas a espécie em analise.

O numero de plantas avaliadas é um fator importante no sentido de
proporcionar representatividade da amostra. Entre as avaliagcdes de espécies anuais
baseadas na discriminacdo de genoétipos quanto a tolerdncia ao Al em solucéo
nutritiva, € observado variacdo no numero de plantulas avaliadas por repeticdo, de 3
(MAZZOCATO et al., 2002; FREITAS et al., 2006) a 40 plantas em trabalhos com
genotipos fixos (PATERNIANI e FURLANI, 2002); e de 35 (SILVA et al., 2006) a 120
individuos (FERREIRA et al. 1997) nas avaliacdo em geragfes segregantes. Além
disso, grande parte dos trabalhos conduz a caracterizacdo dos gendtipos com base
em uma unica concentracdo do Al na solucdo, ndo efetuando a avaliacdo do
comportamento dos genétipos ao longo do incremento do elemento toxico no
ambiente de cultivo, fator que enriqueceria as informacdes a respeito da capacidade
das plantas em responder fenotipicamente as restricbes e melhorias do ambiente.

A tolerancia ao Al caracteriza um carater interessante no estudo comparativo

entre genomas de plantas, visto que esta relacionado a complexos processos
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metabdlicos ndo totalmente elucidados, sendo verificada grande variacdo nos
possiveis mecanismos que determinam este carater nas diferentes espécies. Além
disso, o estudo comparativo consiste numa ferramenta importante na identificacéo
dos alelos mais eficientes a serem incorporados na constituicAo genética de
genotipos elite, tanto via melhoramento convencional quanto através da adocéo de
técnicas de biotecnologia. Genes e QTLs relacionados a tolerancia ao Al estédo
localizados em regides ortdlogas do genoma entre algumas poaceas. O QTL
relacionado a tolerancia ao Al localizado no cromossomo 1 do arroz é ortolélogo ao
gene Altsg do sorgo, localizado no cromossomo 3; enquanto o QTL encontrado no
cromossomo 3 do arroz é ortolégo ao gene Altgy do trigo, localizado no cromossomo
4DL, e ao gene Alp da cevada, localizado na cromossomo 4H (MAGALHAES et al.,
2004).

Goff et al. (2002) verificaram que aproximadamente 30% dos genes da
Arabidopsis sdo encontrados no genoma de subespécies de arroz japonica. Este
fato sugere que informacdes relativas a espécies liliopsida ou magnoliopsida podem
ser utilizadas no isolamento de genes ortélogos pertencente ao outro grupo. Neste
sentido, Drummond et al. (2001) observaram a semelhanca de mais de 40 possiveis
genes da cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) com alelos envolvidos em
mecanismos relacionados a tolerancia ao Al em outras oito espécies liliopsidas e
magnoliopsidas. Hoekenga et al. (2006) descreveu o isolamento do gene AtALMT1
em Arabidopsis thaliana a partir da sequéncia do gene ALMT1 (“Aluminum-activated
malate transporter”) do trigo, e Ligaba et al. (2006) descreveram os genes BnALMT1
e BnALMT2 em Brassica nhapus a partir desta mesma seqiéncia, sendo todos estes
genes envolvidos nos mecanismos de tolerancia ao Al. Contudo, o conhecimento
dos mecanismos de tolerancia da espécie em estudo, metodologia eficiente de
avaliacdo e o carater adequado de selecdo representam de modo simultdneo
informacdes bésicas para a obtencdo de ganho genético na selecdo de plantas

tolerantes ao Al.
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2.1 Introducéo

Os programas de melhoramento genético da aveia branca (Avena sativa L.)
estdo cada vez mais voltados para o desenvolvimento de gendtipos com excelente
qualidade industrial, rendimento de grdos superior e altamente tolerantes a
estresses bidticos e abioticos, proporcionando a adequacdo de constituicoes
genéticas elite a diferentes sistemas e ambientes de cultivo. Neste sentido, a
existéncia de variabilidade genética é de essencial interesse para o melhorista na
obtencdo de progressos no melhoramento de plantas através da selecéo artificial,
viabilizando o emprego de técnicas que possibilitem a identificacdo de genotipos
superiores (HARTWIG et al., 2007a).

O caréter tolerancia ao aluminio (Al) tem recebido grande atencdo durante o
processo de selecdo de novas constituicdes genéticas de aveia branca em
populacdes segregantes. Quando cultivada em solos acidos com altos teores de Al
livre na solucdo, esta espécie apresenta grande dificuldade para o adequado
estabelecimento e desenvolvimento (FLOSS e BAIER, 1979; FLOSS et al., 1980;
FLOSS et al., 1983), onde a toxidez por Al representa um dos principais agentes
responsaveis pela baixa produtividade dos cereais no Brasil (DELHAIZE e RYAN,
1995; HARTWIG et al., 2007hb).

Varios mecanismos de tolerancia ao Al em plantas vém sendo postulados, e
podem ser classificados em dois grupos: i) mecanismos de exclusdo ou apoplaticos,
com a imobilizacdo ou neutralizacdo do Al externamente a célula, sendo que as
plantas tolerantes possuem a capacidade de impedir a entrada do Al para o interior
das células; e i) mecanismos simplasticos, decorrentes da imobilizagdo ou
neutralizacdo do Al dentro da célula, sendo inativado por algumas enzimas ou

isolado no interior do vacuolo (JO et al., 1997). Nos ultimos anos, grande parte das
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pesquisas estdo focados na avaliacdo da inativacdo do Al com base nos
mecanismos apoplasticos, pela exsudagdo de acidos organicos pela rizosfera em
decorréncia da presenca do Al no apice das raizes, onde genotipos considerados
tolerantes possuem maior capacidade em reconhecer a presenca do ion téxico no
ambiente de cultivo, e iniciar a producéo e liberagdo de compostos complexantes no
meio (DELHAIZE e RYAN, 1995; KOCHIAN, 1995; ZHENG et al., 1998; LI et al.;
2000; SILVA et al, 2001; MA et al 2004). Segundo os pesquisadores Fleming e Foy
(1968), a tolerancia das plantas ao Al esta relacionada a capacidade de continuidade
da diviséo e elongacéo celular sob condi¢cbes de estresse, modificacdo do ambiente
radicular pela complexacdo do ion metalico e consequentemente reduzindo a
concentracdo de Al disponivel, e da possibilidade de manter areas meristematicas
viaveis para formacao de novos tecidos.

O Al se faz presente predominantemente, na regiao radicular da planta,
sendo o0 &pice das raizes seu sitio critico de toxicidade (RYAN et al., 1993). De
acordo com Machado (1997), quando este cétion toxico é absorvido, ocorre a
paralisacdo da divisdo celular no meristema apical das raizes, resultando em
drastica reducdo do seu crescimento, e conseqientemente, o subdesenvolvimento
da planta como um todo pela menor eficiéncia na absor¢cdo de nutrientes e maior
sensibilidade a estresses hidricos. Desta forma, a restricdo do crescimento radicular
tem sido adotado como um carater eficiente na avaliacdo da toxicidade de Al e
expressdo da variabilidade genética estimada entre e dentro de espécies
(CAMARGO e OLIVEIRA, 1981; RYAN et al, 1993; CAMARGO, 1998; FERREIRA et
al., 1999; MAZZOCATO et al., 2002; VOSS et al., 2006; FERREIRA et al, 2006).

Atualmente, a avaliacdo de gendtipos quanto a tolerancia ao Al vem sendo
realizada através da adocao de diversas metodologias com o objetivo de elucidar os
processos genéticos e fisiologicos da tolerancia, além de buscar maior eficiéncia de
selecdo para este carater. Avaliagbes a campo, apesar de terem a vantagem de
representar com maior fidelidade as condi¢bes naturais de cultivo, sdo altamente
dificultadas pela influéncia de varios fatores de ambiente de dificil controle e
mensuracdo atuando sobre o desempenho das plantas, que apresentam
manifestacdo fenotipica induzida ao erro (SILVA et al.,, 2006; FERREIRA et al.,
2006; VOSS et al., 2006). Desta maneira, o cultivo hidropdnico tem sido fortemente
empregado em programas de melhoramento, pois evidencia elevada correlacdo com
resultados obtidos em condi¢bes de campo (CAMARGO e OLIVEIRA, 1981; BAIER
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et al., 1995; SOUZA, 2001; SPEHAR e SOUZA, 2006) e apresenta grande vantagem
na avaliacdo de um grande numero de gendtipos em reduzido periodo de tempo e
no estadio de plantula, proporcionando ganhos significativos para a eficiéncia de
selecéao.

Varios métodos baseados no uso de solugcdo nutritiva em condi¢cdes de
hidroponia tém sido desenvolvidos para a avaliacdo da tolerancia e sensibilidade ao
Al em espécies anuais. Entre eles, o método proposto por Camargo e Oliveira (1981)
tem sido altamente empregado, caracterizado pela combinacdo de uma série de
componentes quimicos essenciais a planta, formando uma solucdo nutritiva
completa, e 0 emprego do sulfato de aluminio [Al(SO4)3.18H,0] como fonte do ion
metalico. Metodologias de avaliacdo de plantas que adotam solugcdes nutritivas
minimas também vém sendo empregadas com grande eficiéncia na cultura do milho
(Zea mays L.), do arroz (Oryza sativa L.), e da soja (Glycine max L. Merr.), as quais
sdo formadas pela adicdo de concentracdes de Al a uma solucdo contendo
unicamente Ca diluido (MAZZOCATO et al., 2002; FREITAS et al., 2003; SPEHAR e
SOUZA, 2006). O Ca € adicionado para evitar a desestabilizacdo do pH, acelerar o
desenvolvimento radicular e, consequentemente, aumentar a absor¢cdo de Al
(GARLAND et al., 1990).

O desenvolvimento e a otimizacao de processos de avaliacdo de plantas em
cultivo hidropbnico para a tolerancia e sensibilidade ao Al requer um entendimento
mais aprimorado destas técnicas de selecdo. Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo verificar o comportamento de gendtipos de aveia branca padrdes
guanto a tolerancia ao Al submetidos a diferentes protocolos e doses deste ion
metalico pela mensuracdo do carater comprimento de raiz, avaliado no estadio de

plantula, em condi¢des de hidroponia.

2.2  Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Duplo-hapléides e Hidroponia
pertencente ao Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (CGF), da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel). No
trabalho foram avaliadas cinco cultivares de aveia branca recomendadas para cultivo

no sul do Brasil pela Comissao Brasileira de Pesquisa da Aveia (XXVII CBPA, 2007),
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representando gendtipos padrdes quanto a tolerancia e sensibilidade ao Al, que
foram: ALBASUL e UPF 18 - sensiveis, UPFA 22 - tolerancia intermediaria, e URS
20 e UFRGS 14 - tolerantes (FINATTO et al., 2007; SILVA et al., 2007a, b).

O delineamento experimental adotado foi o0 completamente casualizado com
trés repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por dez plantulas. As
sementes dos gendtipos foram submetidas & germinacdo em caixas gerbox com
papel germiteste, em camara de crescimento & 25°C por 72 horas. Posteriormente,
sementes uniformes germinadas com 5 mm de raiz foram transferidas para telas
acondicionadas sobre recipientes plasticos contendo 1,5 litros de solug¢do nutritiva
padrdo (auséncia de Al). Entre os protocolos testados, dois se caracterizaram pela
utilizacado de solucdes completas (SC) através da adocgédo da técnica de avaliacao
estabelecida por Camargo e Oliveira (1981), com a solucdo nutritiva padrao formada
pela seguinte concentracdo dos produtos em pMol L™ Ca(NOs), — 4000; MgSOj,.
7H,0O — 2000; KNO3 - 4000; (NH4)2SO4 — 435; KH,PO4 — 500; MnSO4. H,O — 2;
CuS04.5H,0 - 0,3; ZnS0,4.7H,0 - 0,8; NaCl - 30; Fe-EDTA — 10; Na;M004.2H,0 -
0,10; H3BO3 — 10. Ao completar 48 horas em solucdo nutritiva completa, as telas
com as plantulas foram transferidas para os recipientes de mesmo volume contendo
as solucdes tratamento, formadas pela décima parte da solu¢cdo padrdo, omitindo o
fosforo e adicionando ferro na forma FeCls. Para a inclusdo das doses de Al, foi
empregado como fonte o Aly(SO,4)3.18H,0, na quantidade requerida para atingir as
concentracdes de 0, 8, 16 e 32 mg L™ do elemento quimico (equivalente a 0; 296;
592 e 1.185 pMol L™ de Al, respectivamente). O segundo protocolo também foi
constituido pela adocgéo de solu¢cdo completa, tendo como modificacdo a fonte de Al,
sendo empregado o AICl3.6H,0, sendo adicionado as concentracdes de 0, 8, 16 e 32
mg L™ de Al nas solucdes tratamento (equivalente a 0; 296; 592 e 1.185 pMol L™ de
Al). O terceiro protocolo foi caracterizado pela utilizacdo da chamada solugéo
minima (SM), sendo a solucdo padrdo composta por 4gua destilada e 22 mg L™ de
Ca (equivalente a 540 pM de célcio) fornecido na fonte CaCl.2H,O, onde as
plantulas permaneceram por 48 horas, sendo posteriormente transferidas para
recipientes contendo as solugfes tratamento, compostas pela décima parte da
solucdo padréo e adicdo de 0, 1, 3 e 5 mg L™ de Al, adotando a fonte AICl;5.6H,0
(equivalente a 0; 37; 111 e 185 pMol L™ de Al, respectivamente).

As plantulas permaneceram por 48 horas nas solugdes tratamento e apés

este periodo, retornam aos recipientes contendo solugdo nutritiva padrao, mantidas
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por mais 72 horas. O pH das solucdes foi corrigido diariamente para 4,0+0,3 com
adicdo de HCl e/ou NaOH 1 Mol L™, com os recipientes mantidos em “banho-maria”
(26 + 1°C) no tanque de hidroponia. Na conducdo do experimento, as plantas
obtiveram aeracdo constante para oxigenacdo das raizes, e fotoperiodo constante,
com intensidade luminosa de 1.700 Ix.

Decorridos sete dias de conducédo do experimento, foi realizada a avaliacédo
das plantulas por meio da mensuragdo, em centimetros, do carater comprimento
total da raiz principal (CR). Os dados foram submetidos & andlise de variancia com a
finalidade de identificar os efeitos simples e da interacdo. Para a interpretacao do
comportamento dos genotipos com base no carater comprimento total da raiz nos
distintos protocolos e doses de Al foi efetuado o ajuste de regressdo polinomial e
comparacdo de médias pelo teste Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, e
calculado a herdabilidade no sentido amplo (h.%) através do quadrado médio
esperado [E(EM)], de acordo com Carvalho et al. (2001). Posteriormente, foram
estimados os coeficientes de correlacdo fenotipica de Pearson através do método
proposto por Steel e Torrie (1980) entre as diferentes doses de Al de cada protocolo.
Os procedimentos e analises foram realizados no programa computacional SAS
LEARNING EDITION (2002), sendo o teste de comparacdo de médias por Skott-
Knott efetuado através do programa computacional GENES (CRUZ, 2001).

2.3 Resultados e discussao

Na analise de variancia (Tabela 2.1), mesmo com a auséncia da tripla
interacdo (Protocolo x Dose x Gendtipo), foi possivel detectar efeitos simples
significativos entre os fatores de tratamento Protocolo x Dose, Protocolo x Gendétipo,
Dose x Genotipo, e dos fatores principais Protocolo (P), Dose (D) e Gendtipo (G),
exigindo a avaliacdo do desempenho dos distintos genétipos para os efeitos
provocados com base no tipo de protocolo e doses de Al. O coeficiente de variacao
(CV) para a variavel comprimento total da raiz revelou valor de reduzida magnitude
(15,34%), refletindo o adequado controle das técnicas experimentais e numero de
individuos avaliados, proporcionando confiabilidade nos resultados obtidos.
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Tabela 2.1 Resumo da analise de variancia do carater comprimento total de raiz
(CR) de gendtipos de aveia branca submetidos ao estresse por aluminio,
disponibilizado em diferentes fontes. CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS,

2008.
Fonte de Variagéo GL QM (CR)
Protocolo (P) 2 37,40
Dose (D) 3 8,79
Genétipo (G) 4 54,90
PxD 6 3,33
PxG 8 4,51
DxG 12 0,80
PxDxG 24 0,50™
Erro 120 0,41
Média Geral - 417
R? - 0,90
CV% - 15,34

* Significativo a 5% de probabilidade; ns = N&do significativo; GL = Graus de liberdade; QM =
Quadrado médio; R® = Coeficiente de determinacdo; CV% = Coeficiente de variacdo, em
porcentagem; CR= Comprimento total de raiz, em cm.

Apesar da interacéo tripla n&o ter sido evidenciada, foi realizado o ajuste de
regressao polinomial para explicar o comportamento dos genoétipos nas distintas
doses de Al considerando cada protocolo, pois as concentracdes deste elemento
toxico adotadas na técnica de avaliagdo baseada na solucdo minima diferem em
relacdo as concentracbes adotadas nos protocolos caracterizados por solugdes
completas. De acordo com trabalhos desenvolvidos na cultura do arroz (FREITAS;
2003), milho (MAZZOCATO et al., 2002), e da soja (SPEHAR e SOUZA, 2006), as
concentracfes de Al eficientes para a diferenciacdo entre genotipos sensiveis e
tolerantes em solu¢des nutritivas minimas estdo compreendidas no intervalo de 2 a
6 mg L™ de Al, enquanto as doses 10 e 20 mg L™ de Al sdo citadas como eficientes
na avaliacdo de gendtipos de aveia branca em metodologias baseadas em solucdes
completas (SANCHES-CHACON et al., 2000; SILVA et al., 2006; FINATTO et al.,
2007; SILVA et al., 2007a), o que justifica os intervalos de doses adotadas na
presente avaliacdo. Além disto, o interesse principal do trabalho foi verificar o
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comportamento individual de cada genoétipo em relacdo ao conjunto de fontes de
aluminio dentro de cada protocolo adotado.

Considerando o desempenho individual de cada constituicdo genética de
acordo com a estimativa do modelo matematico apresentado para CR (equacao da
regressao) em relagéo ao protocolo baseado no uso de solugao nutritiva completa
(SC), com o Al fornecido na fonte Aly(S0,4)3.18H,0 (Figura 2.1.a), o genétipo UFRGS
14, considerado tolerante, manifestou reducéo de 0,58 mm neste carater a cada 1
mg L™ de Al adicionado, expressando elevado CR na concentracdo mais elevada
(4,52 cm na dose 32 mg L™ de Al), como também na auséncia do elemento t6xico na
solucao de cultivo (6,38 cm) (Figura 2.1.a.2). Em relacéo a cultivar de aveia branca
URS 20 (Figura 1.a.1), também tolerante, o comprimento minimo da raiz foi expresso
na concentracdo de 21,33 mg L™ de Al (CR na dose critica y; sendo y = -b/2c), com a
diminuicdo de CR de 1,24 mm a cada 1 mg L™ de Al adicionado até atingir a dose
critica (diminuicdo de CR igual a X; sendo X = CRm) na dose critica Y / Y (mg L1 de A)-
Para o genotipo UPFA 22 (Figura 2.1.a.3), de tolerancia intermediaria, este mesmo
comportamento foi observado na dose 18,00 mg L™, enquanto que a cultivar UPF 18
(sensivel), demonstrou CR minimo na dose critica de 20,59 mg L™ de Al (Figura
2.1.a.4), com a reducédo de CR de 0,66 e 0,78 mm respectivamente a cada 1 mg L™
de Al adicionado até atingir a dose critica.

Inferéncias até aqui efetuadas concordam com os valores medios
apresentados na Tabela 2.2, pois na representacédo das regressdes polinomiais €
possivel observar que a cultivar URS 20 apresentou 0s maiores comprimentos da
raiz inicial e final (CR na dose critica), seguido da UFRGS 14, UPFA 22 e UPF 18. A
constituicdo genética ALBASUL, caracterizada como sensivel ao Al, expressou
reduzido desenvolvimento de raiz, tanto na dose zero quanto nas maiores
concentragbes do Al; contudo, ndo evidenciou mudanca de comportamento em

relacdo a presenca do elemento toxico nesta situacao de cultivo (Figura 2.1.a.5).
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Figura 2.1 Representacdo das equacdes de regressao ajustadas geradas pelo

comportamento apresentado pelos gendtipos de aveia branca em

relacdo ao carater comprimento de raiz (CR) avaliados sob estresse por

protocolos de avaliagdo e doses de aluminio em hidroponia (a - solucéo

nutritiva completa, com Al fornecido na fonte Aly(S0O,4)3.18H,0; b -

solucdo nutritiva completa, com Al fornecido na fonte AICl3.6H,O de

aluminio em solucdo nutritiva; ¢ - solugcdo nutritiva minima, com Al
fornecido na fonte AICl3.6H,0). CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.
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Com base no protocolo caracterizado pelo uso de solugéo nutritiva completa
(SC), com o Al fornecido na fonte AICI;.6H,O (Figura 2.1.b), a cultivar de aveia
branca URS 20 (Figura 2.1.b.1), tolerante, evidenciou o comprimento minimo da raiz
na concentracdo de 20,87 mg L™ de Al, ja o genétipo UPFA 22 (Figura 2.1.b.3), de
tolerancia intermediaria, demonstrou tal comportamento na dose 22,66 mg L™,
enquanto para a cultivar UPF 18 (Figura 2.1.b.4) o CR minimo foi verificado na dose
critca de 21,67 mg L* com a reducdo de CR de 0,96, 1,13 e 1,01 mm,
respectivamente, a cada 1 mg L™ de Al adicionado até atingir a dose critica. O
gendtipo UFRGS 14 (Figura 2.1.b.2) manifestou a reducéo de 0,64 mm neste carater
a cada 1 mg L™ de Al adicionado, expressando o maior CR na concentracdo mais
elevada (3,97 cm na dose 32 mg L™ de Al), como também na auséncia do elemento
toxico na solucédo de cultivo (6,01 cm). O maior comprimento médio de raiz inicial e
final (dose critica) foi verificado para a cultivar UFRGS 14, seguido dos genétipos
URS 20, UPFA 22 e UPF 18 (Tabela 2.2). Da mesma maneira, a cultivar ALBASUL
(Figura 2.1.b.5) expressou o menor comprimento de raiz na dose zero, nao
evidenciando mudanca de desempenho neste carater ao longo da adicdo do Al na
solugao nutritiva.

No terceiro protocolo, formado pela solugdo minima (SM) e Al adicionado na
fonte AICI;.6H,O (Figura 2.1.c), os gendtipos de aveia branca se comportaram de
forma diferenciada em relacdo aos dois protocolos anteriores, visto que apenas a
cultivar UFRGS 14 (Figura 2.1.c.2) demonstrou resposta significativa a presenca do
elemento toéxico no meio de cultivo, com a diminuicdo do comprimento de raiz no
decorrer da adicdo de Al na solugdo, enquanto que os demais genotipos nédo
expressam sintomas de toxidez pela elevacdo da concentracdo de Al com base no
CR. A cultivar UFRGS 14 evidenciou a reducdo de 0,38 mm neste carater a cada 1
mg L* de Al adicionado, contudo, em relacdo as demais cultivares avaliadas,
apresentou o maior CR na concentragcao mais elevada de Al (4,90 cm na dose 32
mg L™ de Al), e também na auséncia do elemento téxico na solucédo de cultivo (6,11
cm), seguido pelas cultivares URS 20, UPFA 22, UPF 18 e a ALBASUL, que

novamente evidenciou o menor desempenho médio para o caréater (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2 Analise de médias para o carater comprimento total de raiz (CR) em
gendtipos de aveia branca submetidos ao estresse por aluminio
proporcionado por diferentes protocolos e doses de aluminio em solucao
nutritiva. CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Dose de Al Nivel de .. Protocolo
Iy A Gendotipo
(mgL™) tolerancia SC Alx(SO4)s SCAICI;  SMAICI;
URS 20 7,62 a 6,53 a 4,02 a
Tolerante ) rRGs 14 6.69 b 617a  614b
0 Intermediario UPFA 22 4.82c 5,49 a 2,92 c
Sensivel UPF 18 5,01c 4,12 b 2,07 d
ALBASUL 4,13 ¢ 3,62b 1,62 d
URS 20 6,99 a 4,35b 5,35 a
Tolerante  rRGs 14 580 a 555a  6,02a
1 Intermediario UPFA 22 414 b 3,27 c 3,38b
Sensivel UPF 18 4,56 b 2,90c 2,30 Cc
ALBASUL 4,16 b 3,04¢c 1,42 ¢
URS 20 6,10 a 4,28 a 4,85 a
tolerante - EpGs 14 502 a 458a  500a
2 Intermediario UPFA 22 3,25b 3,35b 2,47 b
Sensivel UPF 18 3,63b 2,06 C 2,45 Db
ALBASUL 3,87b 3,10 b 1,84 b
URS 20 6,53 a 4,53 a 5,24 a
tolerante -\ EpGs 14 477 b 416a  509a
3 Intermediario UPFA 22 4,29b 3,10b 3,59b
Sensivel UPF 18 429b 2,47 b 2,64b
ALBASUL 4,35 b 2,73b 1,89 b

* Dose 0= equivalente a 0 mg L™ de Al para os trés protocolos de aluminio trabalhados; Dose 1=
equivalente a 8,0 m L™ de Al para os protocolos com solugdo nutritiva completa e que adotam o
Aly(S0,)3.18H,0 e o AICI;.6H,0O como fonte de Al, e equivalente a 1,0 mg L™ de Al no protocolo com
solugdo minima e que tem como fonte de Al o AICI;.6H,0; Dose 2= equivalente a 16,0 m L™ de Al
para os protocolos com solucéo nutritiva completa e que adotam o0 Al,(SO,4)3.18H,0 e o AlICI;.6H,0
como fonte de Al, e equivalente & 3,0 mg L™ de Al no protocolo com soluc&o minima e que tem como
fonte de Al o AICI;.6H,0; Dose 3= equivalente a 32,0 m L™ de Al para os protocolos com solucédo
nutritiva completa e que adotam o Alx(S0O,)s.18H,0 e o AICl;.6H,O como fonte de Al, e equivalente a
5,0 mg L™ de Al no protocolo com solugdo minima e que tem como fonte de Al o AICI;.6H,0. Médias
do carater seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro.

Os gendtipos de aveia branca padrées quanto a tolerancia ao Al adotados
nesta avaliacdo foram caracterizados com base no carater retomada de crescimento

da raiz, que segundo Silva et al. (2006) e Bertan et al. (2006), representa o critério
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mais efetivo de caracterizacdo de gendétipos quanto a tolerancia e sensibilidade ao
Al, pois possibilita a distincdo das constituicbes genéticas em um maior numero de
classes fenotipicas em comparacdo as avaliacoes efetuadas com base no carater
comprimento de raiz. Contudo, considerando conjuntamente os parametros variacao
do comprimento de raiz no intervalo compreendido entre a auséncia de Al e a dose
critica para cada gendétipo, e o desempenho médio dos genétipos para o carater CR,
é verificado a eficiéncia de classificacdo dos gendtipos com base neste carater nas
metodologias baseadas no uso de solu¢cbes completas, tanto utilizando Al na fonte
Al>(S0,4)3.18H,0 quanto na forma AICl3.6H,0.

A avaliagdo das plantulas quanto a tolerancia ao Al com base no
comprimento da raiz permite a analise do comportamento dos genotipos por meio da
analise de regressao considerando, inclusive, o desempenho na auséncia do
elemento toxico na solugcdo de cultivo, o que ndo € possivel quando se adota a
retomada do crescimento da raiz, por ndo manifestar o carater na auséncia do
elemento quimico. Além disto, a retomada de crescimento da raiz ndo foi adotada
nesta avaliacdo visto que ndo foi possivel sua visualizagdo quando as plantulas
foram submetidas as doses de Al em solugdo minima, o que inviabilizaria a analise
conjunta dos trés protocolos com base neste carater.

A utilizacdo de solugbes minimas nesta avaliagdo ndo proporcionou 0s
mesmos resultados obtidos nos outros dois protocolos. Além disto, a presenca do Al
nesta condicao de cultivo nédo foi eficiente em promover modificacdes nas plantulas
ao ponto de interferir no comprimento das raizes, o que é confirmado pelo insucesso
do ajuste de regressdo polinomial para explicar o comportamento dos genétipos
para esta variavel, com excecao da cultivar UFRGS 14. Por outro lado, a utilizacao
deste protocolo de avaliacdo merece atencgao, por constituir uma técnica que permite
economia de reagentes em relagdo as solugdes completas e agilidade na confeccao
das solugdes nutritivas. Portanto, ajustes nesta técnica para a avaliagdo de
genaotipos de aveia branca podem trazer ganhos efetivos quanto a qualidade de sua
aplicacao e efetividade na avaliacao.

A auséncia dos macro e micronutrientes essenciais na solugcdo de cultivo
pode estar comprometendo o crescimento das raizes nesta espécie, e ndo a
presenca do elemento toxico no meio de cultivo. As reservas de nutrientes na
semente sdo capazes de garantir a sobrevivéncia inicial das plantulas, mas no

decorrer do avango do processo germinativo ocorre sua reducao pela formacao dos
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primeiros tecidos do vegetal (POPINIGS, 1985). Além disto, no cultivo em solucéo
nutritiva em condi¢cdes de hidroponia hd a constante disponibilidade de &agua,
temperatura elevada e aeracdo, onde o metabolismo das plantulas de aveia branca
se mantém elevado, diminuindo rapidamente a concentracdo de nutrientes de
reserva disponiveis. Além disto, considerando as 72 horas de germinacao anteriores
ao transporte das sementes até a solucdo nutritiva, grande parte das reservas foram
metabolizadas e, portanto, necessitando de nutrientes exdgenos para a continuacao
do desenvolvimento e crescimento das plantulas, inexistentes na solugdo minima.
Outra possivel explicagdo para o desempenho verificado no protocolo
baseado no uso de solugdo minima (Figura 2.1.c) esté relacionada ao fato de nesta
solucéo o Ca e o Al serem os Unicos cations presentes, e como a absorcdo de um
elemento quimico depende diretamente de sua concentracdo em torno da raiz, 0os
dois cétions competem pelos sitios comuns de absor¢édo nas raizes (ANGHINONI e
MEURER, 2004). Enquanto a absorcdo do Ca promove a divisao celular e
consequentemente o crescimento da raiz (TAIZ e ZEIGER, 2004), a absorcao do Al
pelas células radiculares desencadeia a reducdo da atividade mitotica, inibindo o
crescimento da raiz (CAMARGO e OLIVEIRA, 1981; RYAN et al, 1993; CAMARGO,
1998; MAZZOCATO et al., 2002; FERREIRA et al, 2006); e desta forma, o Ca pode
estar competindo vantajosamente em relagdo aos sitios radiculares, sendo
predominantemente absorvido em detrimento do Al, inibindo seu efeito toxico. A
capacidade da planta em otimizar a utilizacdo de alguns nutrientes em presenca do
Al, destacando a maior absor¢cédo de P e Ca, é citada por Ferreira et al. (2006) como
um mecanismo de resistir & toxidez deste elemento, onde a absor¢éo e utilizagdo do
Ca na presenca de altas concentracdes de Al levam a inexisténcia de sinais de
deficiéncia de desenvolvimento. Avaliando gendtipos de trigo quanto a tolerancia ao
Al em condi¢cdes de hidroponia adotando diferentes doses de Ca e tempo de
exposicdo das plantulas ao Al, Camargo (1985) verificou que os sintomas de
toxicidade ao Al eram acentuados com a reducdo da concentracdo de Ca e/ou da
concentracdo salina da solucao nutritiva, e pelo aumento no periodo de permanéncia
em contato com o elemento toxico. Este fato sugere a necessidade de adocédo de
concentracbes maiores de Al ou maior tempo de exposicdo ao elemento toxico
quando se avalia a tolerancia ao Al em genotipos de aveia branca utilizando

solugdes nutritivas minimas.
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A cultivar ALBASUL expressou comportamento similar na presenca e na
auséncia do elemento tdéxico nos trés protocolos testados, evidenciando estabilidade
de desempenho do tipo estatica em relacdo as diferentes situacdes de ambiente,
nao variando o CR ao longo do aumento das concentracbes do Al na solucao
nutritiva. Segundo Destro e Montalvan (1999), este tipo de estabilidade na pratica é
pouco explorada, pois, quando presente, geralmente esta relacionada a genoétipos
de pobre desempenho e que ndo reagem na presenca de melhores ambientes,
entretanto, tem importancia quando ligada a caracteres de resisténcia a moléstias e
pragas, e tolerancia a fatores abidticos. Em relacdo a ALBASUL, esta situacdo é
também observada, visto que apesar do comportamento invaridvel em relagcéo ao Al
no ambiente de cultivo, esta cultivar expressa 0os menores comprimentos medios de
raiz nos diferentes protocolos avaliados (Figura 2.1 e Tabela 2.2), confirmando sua
inferioridade para este carater quando comparada aos demais genétipos. Quando
caracterizada com base na retomada do crescimento, esta cultivar apresenta
reduzido crescimento apos o periodo em contato com o Al toxico na solugdo de
cultivo (FINATTO et al., 2007; SILVA et al., 2007a, b). Avaliando conjuntamente os
resultados obtidos em estudos anteriores e 0s observados nesta avaliacdo, se
verifica que para a cultivar ALBASUL o menor comprimento radicular € decorrente
da expressdo de genes que governam o crescimento das raizes, e nédo devido
propriamente ao efeito toxico do Al nestes orgaos, pois com base no CR se mostra
indiferente a este elemento toxico, evidenciando grande tolerancia ao Al. Desta
forma, a avaliagdo baseada na retomada do crescimento da raiz, para a cultivar
ALBASUL em particular, parece nao representar de forma eficiente a tolerancia ao
Al, se fazendo necessaria a execucdo de outros tipos de avaliacbes, como a
conducado desta cultivar em situacdo de campo com e sem a disponibilidade de Al
toxico na solucdo do solo, a fim de confirmar estes resultados observados.

Como o efeito toxico do Al esta diretamente relacionado aos danos
provocados no sistema radicular e a capacidade das raizes em absorver agua e
nutrientes, o desempenho para o carater comprimento total da raiz é diferencial na
sobrevivéncia do gendtipo frente a presenca do Al no ambiente de cultivo. Neste
sentido, apesar de evidenciar resposta variavel a presenca do Al nos trés protocolos
testados, a cultivar UFRGS 14 expressou elevado desempenho do comprimento de
raiz, inclusive em condicbes adversas de cultivo, demonstrando sua grande

capacidade de responder a melhoria das condi¢cbes de ambiente. Desta maneira,
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esta cultivar pode ser recomendada como genitor em blocos de cruzamentos
realizados em programas de melhoramento genético de aveia branca, bem como,
empregada no cultivo em regides com solos acidos com elevada disponibilidade de
Al toxico em solucéo.

A fim de desdobrar a interagdo Protocolo x Genotipo, foi testado o
desempenho geral das cultivares em cada protocolo de estudo em relagdo ao
carater comprimento total de raiz, onde € possivel visualizar a disposicdo dos
genotipos comparativamente em cada condicdo de avaliacdo, assim como a
herdabilidade no sentido amplo verificada em cada protocolo de avaliacdo, sendo
estes resultados apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Andlise de médias e herdabilidade no sentido amplo (h,?) para o carater
comprimento de raiz (CR) em gendtipos de aveia branca submetidos ao
estresse por aluminio proporcionado por diferentes protocolos de
avaliacdo em hidroponia. CGF-FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

. o . Protocolo
Nivel de tolerancia Gendtipo

SC Alx(SOy)s3 SC AICI3 SM AICI;
Tolerante URS 20 a7,06A b 4,21 A b 4,87 B
UFRGS 14 ab557B a512 A ab556 A
Intermediario UPFA 22 a4,13C a3,80B b3,09C
Sensivel UPF 18 a4,37C b289C b 2,36 D
ALBASUL a4,13C b3,13C c1,69E

SC Aly(SOy)3 95,81

**Herdabilidade (hs?) SC AlCl; 92,79

SM AICl3 41,43

Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna, e médias seguidas de mesma letra mindscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. SC Alx(SO,)s=
Protocolo com solucdo nutritiva completa, com Al fornecido na fonte Al,(SO,4)3.18H,0; SC AICl;=
Protocolo com solucdo nutritiva completa, com Al fornecido na fonte AICI;.6H,0; SM AICl;= Protocolo
com solugcdo minima, com Al fornecido na fonte AICl;.6H,0; ** Herdabilidade no sentido amplo (haz)
para o carater comprimento da raiz apresentada em cada protocolo de avaliacdo adotado.

Nesta avaliacdo ha a formacéo de trés grupos distintos quando os genaotipos
sdo submetidos a toxidez por Al em solucdo completa, utilizando a fonte
Al>(S0,4).18H,0, onde as cultivares URS 20 e a UFRGS 14 constituem os dois

grupos com desempenho superior, enquanto as cultivares UPFA 22, UF18 e
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ALBASUL compdem o grupo com menores comprimentos de raiz. No protocolo
caracterizado pelo uso de solugéo completa e Al fornecido na fonte AICI;.6H,0, pode
ser verificado a formacao de trés grupos, onde as cultivares URS 20 e UFRGS 14
apresentam novamente comprimento de raiz superior, a UPFA 22 com desempenho
intermediario, e os genodtipos UF18 e ALBASUL de reacéo inferior. Enquanto isso,
no protocolo baseado no uso de solugdo minima e Al disponibilizado na fonte
AlCI3.6H,0, ha a formacéo de cinco classes fenotipicas, cada uma composta por um
genadtipo, onde a cultivar UFRGS 14 confirma o maior comprimento total de raiz,
seguido dos gendétipos URS 20, UPFA 22, UPF 18 e ALBASUL.

De forma geral, comparando o desempenho médio de cada cultivar nas
diferentes metodologias de avaliacdo, € possivel verificar que o protocolo baseado
no uso de solucdo completa, tendo a Al fornecido na fonte Aly(SO,).18H,0,
proporciona o maior crescimento medio de raiz para todas as cultivares testadas. J&
no protocolo com mesma composi¢ao da solucdo padréo, mas Al fornecido com o
sal AICI3;.6H,0, se verifica a diminuicdo do desempenho médio das cultivares URS
20, UPF 18 e ALBASUL, sugerindo que esta segunda fonte de Al € mais nociva ao
desenvolvimento do sistema radicular em relagdo a primeira. Contudo, no protocolo
baseado na adocdo de solugdo minima e Al fornecido na fonte AICI;.6H,0, os
genotipos apresentaram 0s menores comprimentos médios de raiz, com excecao da
cultivar UFRGS 14, que evidenciou desempenho médio constante nas trés
metodologias adotadas, confirmado pelas curvas de regressdo apresentadas na
Figura 2.1.

Observando a herdabilidade no sentido amplo (h.?) apresentada em cada
protocolo de avaliacdo (Tabela 2.3), € possivel verificar que o protocolo que utilizada
solucéo nutritiva completa e Al disponibilizado na fonte Al,(SO,4).18H,0 apresenta o
maior valor de h,? (95,81) entre as trés condi¢des de cultivo adotadas, seguido pelo
protocolo SC AICI;.6H,0 (92,79), e finalmente pela SM AICl;.6H,0 (41,43). Estes
resultados demonstram que os protocolos baseados em solu¢cdes completas, nas
condicbes de cultivos adotadas, evidenciam menor interferéncia do ambiente na
expressao fenotipica das cultivares de aveia branca avaliadas, sugerindo que estes
sejam o0s protocolos mais adequados a serem adotados na caracterizacdo de
genadtipos de aveia branca em condi¢cdes de hidroponia por proporcionar menores

possibilidades de erro no momento da selecéo.
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Tabela 2.4 Coeficientes de correlacdo fenotipica entre diferentes protocolos e doses
de aluminio estimados para o carater comprimento de raiz (CR) em
genotipos de aveia branca testados em cultivo hidropénico. CGF -
FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Correlacodes

Dose de Al
Fonte (mg L) SC AlCl; SCAICI; SCAICl;  SCAICI,
m
J 0 8 16 32
SC Alx(SO4)3 0 0,63 0,60 0,57 0,68
SC Al(SO0.); 8 0,54 0,57 0,59 0,78
SC Al(SO0.); 16 0,50" 0,59 0,63 0,50™
SC Al(SO.); 32 0,36" 0,38" 0,52 0,74
SM AICl; 0 0,72 0,90 0,75 0,66
SM AICl; 1 0,65 0,79 0,73 0,79
SM AICl; 3 0,82 0,87 0,74’ 0,81
SM AICl; 5 0,72° 0,75 0,70 0,67
5 de Al Correlacoes
ose de
Fonte . SMAICI; SMAICI;  SMAICl;  SM AICI;
(mg LY
0 1 3 5
SC Al(SO.); 0 0,63 0,74 0,83 0,70
SC Al(SO.); 8 0,63 0,69 0,78 0,57
SC Alx(SO4)3 16 0,50 0,51"™ 0,74 0,66
SC Alx(SO,)3 32 0,37™ 0,61 0,58 0,49"

** Concentracdo de aluminio adicionada na solucdo de cultivo. * Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste t; ns = ndo significativo (GL=n-2=13); SC Al,(SO4)s= Protocolo com solugéo nutritiva
completa, com Al fornecido na fonte Aly(SO,)s;.18H,0; SC AICl;= Protocolo com solucdo nutritiva
completa, com Al fornecido na fonte AICI;.6H,0; SM AICIl;= Protocolo com solugdo minima, com Al
fornecido na fonte AICl;.6H,0.

Analisando as correlagbes em relacdo ao carater CR entre os diferentes
protocolos e doses de Al adotadas (Tabela 2.4), foi detectado que entre os
protocolos baseados no uso de solugdo completa (SC) e Al disponibilizado na fonte
Alx(S0,4).18H,0 e AICI3.6H,0 e nas respectivas doses de Al, existem correlagdes
significativas na grande maioria das comparacfes, de magnitude intermediaria a
elevada, segundo classificacdo de Carvalho et al. (2004), com valores variando de
0,52 & 0,78. Os maiores valores observados nas correlacdes entre as doses 32 mg
L™ de Al no protocolo SC AICl;.6H,0 coma as concentracdes 8 e 32 mg L™ de Al no

protocolo SC Alx(SO,4).18H,0. Comportamento similar € observado nas
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comparacdes entre os protocolos SM AICI;.6H,O e SC Aly(S0O,4).18H,0, com
coeficientes de correlagdo variando de 0,57 a 0,83. Nestes, as maiores correlacdes
foram verificadas entre a dose 3 mg L™ de Al no protocolo SM AICl;.6H,O com as
concentracdes 0, 8 e 16 mg L' para SC Al,(S0,4).18H,0. J4 as correlagdes
fenotipicas entre os protocolos SM AICI;.6H,O e SC AICI;.6H,O foram todas
significativas e com elevado grau, demonstrando a grande semelhanca de
desempenho médio para comprimento de raiz em relacdo ao comportamento geral
dos gendtipos quando submetidos a toxidez por Al utilizando estas situacbes de
cultivo. Entretanto, a existéncia de elevada correlacdo para o carater comprimento
de raiz entre as doses de Al em cada protocolo ndo assegura a eficiéncia da
metodologia e as ideais concentracdes do elemento téxico a serem adotadas, pois
considerando o desempenho de cada cultivar representada pelas equacbes de
regressdao em cada protocolo (Figura 2.1), a metodologia baseada no uso de
solugbes minimas néo revelou eficiéncia em representar a variabilidade entre os
genaotipos de aveia branca quanto a tolerancia ao Al nesta avaliacéo.

Considerando a expressao do comprimento de raiz nas cultivares testadas
sob estresse por Al nos diferentes protocolos adotados, e tendo como parametro a
variacdo neste carater no intervalo compreendido entre a auséncia de Al e a dose
critica, o comportamento geral de cada cultivar para o carater, os coeficientes de
determinacdo (R? e a herdabilidade (h,?) em cada protocolo, assim como as
correlagcdes fenotipicas observadas entre as doses de Al adotadas em cada
protocolo, é possivel verificar que o método caracterizado pelo uso de solucéo
completa e Al fornecido na fonte Al(S0O,4).18H,0 evidenciou elevada eficiéncia em
discriminar os genétipos de aveia branca em sensiveis e tolerantes ao Al em solucéo
nutritiva, fato também confirmado com a utilizacdo do protocolo de solu¢cdo completa
e Al fornecido na fonte AICI3.6H,0.

2.4 Conclusdes

O carater comprimento da raiz total permite a diferenciacdo entre gendtipos
de aveia branca sensiveis e tolerantes a presenca do Al no ambiente de cultivo.
Além disto, o aumento gradativo da concentracdo de Al na solugdo causa drastico

efeito de reducédo do crescimento da raiz.
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Os protocolos caracterizados pela adocdo Al a solugéo nutritiva completa por
meio de distintas fontes [Al,(SO,4)3.18H,0 e AICI;.6H,0] sdo altamente eficientes na
identificacdo de genotipos de aveia branca tolerantes e sensiveis ao Al toxico em
condi¢cBes de hidroponia.

As constituices genéticas de aveia branca expressam variabilidade para o
carater tolerancia ao Al, onde a cultivar ALBASUL manifesta indiferenca a presenca
do Al, enquanto a cultivar UFRGS 14 evidencia elevado desempenho médio para
comprimento de raiz total e capacidade de responder a melhoria das condi¢Ges de

ambiente.
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3.1 Introducéo

A cultura da aveia branca (Avena sativa L.) tem assumido importante papel
como cultivo de estagéo fria no sistema de producdo do sul do Brasil (FAOSTAT,
2008). Este fato se deve a sua ampla aplicacdo, sendo utilizada na alimentac&o
humana e animal, sistema de rotacdo de culturas e utilizagdo como cobertura do
solo para o sistema de semeadura direta (HARTWIG et al., 2007a). No Brasil, muitas
vezes a aveia branca é cultivada em areas de solos ndo corrigidos e pouco férteis,
apresentando desenvolvimento reduzido em relacdo ao seu potencial (FLOSS e
BAIER, 1979; FLOSS et al.,, 1983). Além disto, solos com elevada acidez tém
contribuido fortemente em favorecer os danos causados por elementos téxicos,
como o aluminio (Al) (BISSINI et al, 2006). De acordo com Silva et al. (2007a), a
obtencdo de elevado rendimento de grdos em aveia branca em solos com niveis
considerados toxicos deste ion metalico exige, sobretudo, a correcdo da acidez ou o
emprego de genotipos tolerantes.

As espécies de plantas e cultivares diferem significativamente quanto a
tolerancia ao Al livre na solugdo do solo, ou mesmo em solugcbes nutritivas. De
acordo com Gallego e Benito (1997), entre os cereais de estacao fria, a aveia branca
revela elevada tolerancia a presenca deste elemento toxico no ambiente de cultivo,
superior a cultura do trigo (Triticum aestivum L.) e da cevada (Hordeum vulgare L.),
entretanto, inferior & observada na cultura do centeio (Secale cereale L.).

De maneira geral, poucos genes atuam no controle da heranca da tolerancia
a toxidez por Al nos cereais de inverno. Na aveia branca, estudos indicam que a
tolerancia ao Al é controlada por um gene (OLIVEIRA, 2002; NAVA et al.; 2006), ou
por um ou dois genes dominantes (WAGNER et al.,, 2001), caracterizando um

carater qualitativo, controlado por pequeno numero de genes e de grande efeito na
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expressao do carater. Portanto, a transferéncia de alelos que expressam a tolerancia
a este ion toxico apresenta maior facilidade, permitindo forte presséo de sele¢cdo em
geracdes segregantes precoces (ALLARD, 1960).

O Al livre na solucdo do solo representa o principal fator causador do
crestamento (BACKMANN, 1954; ARAUJO, 1956; CAMARGO et al., 1995; VOSS et
al., 2007), problema tipico verificado nos cereais de inverno cultivados em regides
caracterizadas por solos acidos nao corrigidos. De maneira geral, as plantas com
este aspecto apresentam o crescimento anormal, coloracdo purpura nos colmos,
limbo foliar e nas nervuras, além do enrolamento das folhas jovens, colapso do apice
da planta e também dos peciolos (PAIVA, 1942; BACKMANN, 1954; FERREIRA,
2006). Contudo, os efeitos adversos do Al sdo nitidos e rapidamente verificados no
sistema radicular das plantas, que apresentam raizes curtas, grossas e quebradicas,
pouco ramificadas, e consequentemente, pouco eficientes na absor¢do de 4gua e de
nutrientes (FOY, 1978; KOCHIAN, 1995), podendo conduzir a planta a deficiéncia
mineral e ao estresse hidrico (DEGENHARDT et al., 1998). Ja a reducdo do
crescimento e desenvolvimento de parte aérea ocorre hum momento posterior
(RYAN et al., 1993; JONES e KOCHIAN, 1995) por conseqiiéncia, a priori, dos
danos que ocorrem na raiz (MATSUMOTO et al., 1976).

A restricdo ao crescimento radicular tem se tornado a base de diversos
procedimentos de avaliacdo da tolerancia e sensibilidade de gendtipos de aveia
branca a presenca do Al em cultivo hidropdnico, em virtude da raiz estar diretamente
em contato com o elemento téxico na solucao e permitir facil visualizacdo dos danos
em estadios iniciais de desenvolvimento da plantula (SANCHES-CHACON et al.,
2000; NAVA et al., 2006; SILVA et al., 2006; FINATTO et al., 2007; SILVA et al.
2007a).

Varios métodos baseados no uso de solugcdo nutritiva em condi¢cdes de
hidroponia tém sido desenvolvidos para a avaliacdo da tolerancia ao Al. Entre eles,
estdo o método proposto por Camargo e Oliveira (1981), que combina uma série de
componentes quimicos essenciais a planta, formando uma solucdo nutritiva
completa, com o emprego do Al na fonte sulfato de aluminio [Alx(SO4)3.18H,0]; e
protocolos baseados em solugdo minima, caracterizados pela adicdo de
concentracbes de Al a uma solucdo constituida unicamente por calcio diluido
(MAZZOCATO et al.,, 2002; WATANABE e OKADA, 2005; SPEHAR e SOUZA,
2006).
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A andlise da expressao de outros caracteres quando em condi¢do de toxidez
por Al em hidroponia pode viabilizar a sele¢do indireta de genoétipos de aveia branca
tolerantes, desde que evidenciem forte associacdo com o padrdo de tolerancia e
elevada herdabilidade na expressdo do carater; ou mesmo através da analise
simultanea, envolvendo varios caracteres morfolégicos observados em nivel de
plantula. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar a relagcao entre
caracteres de plantula em gendtipos de aveia branca submetidos a diferentes
protocolos e concentracdes de Al em condi¢cdes de hidroponia, bem como avaliar o
desempenho simultaneo destes caracteres na discriminacao da tolerancia ao Al pelo
emprego de estatistica multivariada.

3.2 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Duplo-hapléides e Hidroponia
pertencente ao Centro de Genbmica e Fitomelhoramento (CGF), da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel). No
trabalho foram avaliadas cinco cultivares de aveia branca recomendadas para cultivo
no sul do Brasil pela Comissao Brasileira de Pesquisa da Aveia (XXVII RCBPA,
2007), representando genadtipos padrées quanto a tolerancia e sensibilidade ao Al,
que foram: ALBASUL e UPF 18 - sensiveis, UPFA 22 — tolerancia intermediaria e,
URS 20 e UFRGS 14 — tolerantes (FINATTO et al., 2007; SILVA et al., 2007a, b).

O delineamento experimental adotado foi o0 completamente casualizado com
trés repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por dez plantulas. As
sementes dos genotipos foram submetidas a germinacdo em caixas gerbox com
papel germiteste, em camara de crescimento & 25°C por 72 horas. Posteriormente,
sementes uniformes germinadas com 5 mm de raiz foram transferidas para telas
acondicionadas sobre recipientes plasticos contendo 1,5 litros de solu¢do nutritiva
padrao (auséncia de Al). Entre os protocolos testados, dois se caracterizaram pela
utilizacdo de solu¢des completas (SC), através da adocgdo da técnica de avaliacdo
estabelecida por Camargo e Oliveira (1981), que envolve os nutrientes fundamentais
para o desenvolvimento da planta, apresentando a solucdo nutritiva padréo formada
pela seguinte concentracdo dos produtos em pMol L™ Ca(NOs), — 4000; MgSO,.
7H,0O — 2000; KNO3 - 4000; (NH4).SO4 — 435; KH,PO4 — 500; MnSO4. H,O — 2;
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CuS04.5H,0 - 0,3; ZnS0O,4.7H,0 - 0,8; NaCl - 30; Fe-EDTA — 10; Na;M00,4.2H,0 -
0,10; H3BO3 — 10. Ao completar 48 horas em solugdo nutritiva completa, as telas
com as plantulas foram transferidas para os recipientes de mesmo volume contendo
as solucdes tratamento, formadas pela décima parte da solugcédo padrédo, omitindo o
fosforo e adicionando ferro na forma FeCls. Para a inclusdo das doses de Al, foi
empregado como fonte o Aly(SO4)3.18H,0, na quantidade requerida para atingir as
concentracdes de 0, 8, 16 e 32 mg L™ do elemento quimico (equivalente a 0; 296;
592 e 1.185 pMol L' de Al). O segundo protocolo também foi constituido pela
adocdo de solucdo completa, tendo como modificacdo a fonte de Al, sendo
empregado o AICl;.6H.0, sendo adicionado as concentracdes de 0, 8, 16 e 32 mg L™
de Al nas solugdes tratamento (equivalente a 0; 296; 592 e 1.185 pMol L™ de Al). O
terceiro protocolo foi caracterizado pela utilizacdo da chamada solu¢cdo minima (SM),
sendo a soluc&o padrdo composta por agua destilada e 22 mg L™ de Ca (equivalente
a 540 uM de calcio) fornecido na fonte CaCl.2H,0, onde as plantulas permaneceram
por 48 horas, sendo posteriormente transferidas para recipientes contendo as
solucdes tratamento, compostas pela décima parte da solucéo padréo e adicao de 0,
1,3 e 5mg L™ de Al, adotando a fonte AICls.6H,0O (equivalente a 0; 37; 111 e 185
uMol L™ de Al, respectivamente).

As plantulas permaneceram por 48 horas nas solugdes tratamento, e ap0s
este periodo retornaram aos recipientes contendo solucdo nutritiva padrdao, mantidas
por mais 72 horas. O pH das soluc¢des foi corrigido diariamente para 4,0+0,3 com
adicéo de HCI e/ou NaOH 1 Mol L™, com os recipientes mantidos em “banho-maria”
(26 + 1°C) no tanque de hidroponia. Na conducdo do experimento, as plantas foram
submetidas a aeracdo constante para oxigenacdo das raizes e fotoperiodo
permanente, com intensidade luminosa de 1.700 Ix.

Decorridos sete dias de conducdo do experimento foi realizada a avaliacao
das plantulas com a mensuracdo, em centimetros, dos caracteres comprimento da
raiz principal (CR), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da primeira
folha (CPF), comprimento da segunda folha (CSF), comprimento do coleoptilo (CC),
insercdo da primeira folha (IPF), e em miligramas, matéria seca da raiz (MSR) e
matéria seca da parte aérea (MSPA), apds secagem do material vegetal em estufa a
60°C até atingir massa constante.

Os dados foram submetidos a analise de variancia com a finalidade de

identificar os efeitos simples e das interacfes. Foram estimados os coeficientes de
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correlacao fenotipica (rP), genética (rG) e de ambiente (rE) considerando cada dose
de Al em cada protocolo de avaliagcdo, através do método proposto por Steel e Torrie
(1980), para verificar a relacédo entre o CR com os demais caracteres avaliados nas
plantulas de aveia (CPA, CPF, CSF, CC, IPF, MSR e MSPA). A fim de predizer o
desempenho do CR guando selecionado com base em um carater correlacionado,
considerando a magnitude da herdabilidade e da correcdo genética dos caracteres
envolvidos na analise, foi calculada a resposta correlacionada predita (RCcgr). Para o
célculo da resposta correlacionada (RCcr), foi seguido o modelo descrito por
Falconer (1989): RCcrus)=i.hx.hcr).fc.Opcr), sendo: “h” correspondente a
herdabilidade dos caracteres considerados; “X” equivalente ao carater
correlacionado com CR; “0” o desvio padrdo observado na variavel CR; “rG”
correlacdo genética entre os caracteres e; “i” indice de selecdo. Nesta ocasiao, foi
adotado o indice de sele¢éo (i) de dez por cento, e os valores estimados de RCcr
foram expressos em porcentagem em relacdo a média do CR.

Através das meédias dos caracteres avaliados foi estimada a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?) entre todos os pares de genétipos para o
comportamento geral dos caracteres em cada concentracdo de Al toxico adotada
nas diferentes técnicas de avaliagdo, e empregado o método de agrupamento de
Tocher buscando estabelecer de grupos de gendtipos similares quanto a reacdo a
toxidez ao Al. Aléem disso, foi realizada a identificacdo da importancia relativa de
cada carater na formacao dos respectivos grupos de genétipos de aveia branca, que
segundo Singh (1981), considera a matriz de distancia genética obtida a partir das
médias gerais dos caracteres avaliados em cada concentracdo de Al para 0s
diferentes protocolos. Todos os procedimentos e analises foram realizados no
programa computacional GENES (CRUZ, 2001).

3.3 Resultados e discussao

Na Tabela 3.1 é apresentado o resumo da andlise de variancia para os
caracteres mensurados em aveia branca no estagio de plantula, considerando
genadtipos padrbes quanto a toleréancia ao Al submetidos a diferentes metodologias
de avaliacdo e doses deste elemento quimico em hidroponia. A analise possibilitou

identificar a interag&o tripla entre todos os fatores de tratamento (Protocolo x Dose x
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Genotipo) para os caracteres MSR e MSPA. Além disto, interacdes simples foram
detectadas para Dose x Genoétipo (CR, CPA, CPF, MSR e MSPA), Protocolo x
Gendtipo (CR, CPA, CSF, IPF, MSR e MSPA) e Protocolo x Dose (CR, CSF, CC,
IPF e MSR), indicando, num primeiro momento, que ha modificacdes nos caracteres
de plantula pela adicdo de Al na solugcdo, e que as cultivares testadas expressam
comportamento distinto considerando os diferentes protocolos e doses do elemento
quimico testado. E possivel verificar que CR e MSR foram os caracteres que melhor
representaram os efeitos simples e principais dos fatores de tratamento, onde a
MSR se mostrou responsivo em todas as fontes de variagdo, enquanto que CR,
apenas ndo evidenciou a interacdo tripla. Além disto, mesmo sinalizando forte
responsividade para as fontes de variagcdo, o carater MSPA nao proporcionou
modificacdes para Dose e interacdo Protocolo x Dose, indicando possivelmente
representar um carater ineficiente quando adotado na selecdo indireta para
tolerdncia ao Al nesta espécie nas condi¢des de cultivo adotadas, confirmado pela
desempenho similar evidenciado pelo CPA e CPF, que compdem em grande
magnitude a matéria seca de parte aérea total.

Estes resultados iniciais corroboram com a literatura, evidenciando que a
acao fitotoxica do Al é um fendmeno que afeta tanto o sistema radicular como os
caracteres de parte aérea, porém, sua acdo €& mais visivel e efetiva no
desenvolvimento das raizes (HARTWIG et al., 2007b). Este comportamento é
determinado por alteracbes nas membranas das células das raizes e inibicdo da
sintese de DNA, levando a paralisacdo da divisdo e elongamento das células,
engrossamento e menor ramificacdo das raizes e desorganizacdo dos meristemas,
promovendo, por consequéncia, dificuldades no desenvolvimento dos tecidos aéreos
do vegetal (MACHADO, 1997; TEDESCO e BISSANI, 2004).

O coeficiente de variacdo (CV) revelou valores de reduzida a intermediaria
magnitude, variando de 8,7% para CPA a 20,35% para CSF, o que sugere a
necessidade de maior controle das técnicas experimentais e aumento da populacao

de plantas amostradas para analise de caracteres como MSR e CSF.
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Tabela 3.1 Resumo da analise de variancia para os caracteres de plantula (CR,
CPA, CPF, CSF, CC, IPF, MSR e MSPA) em gendtipos de aveia branca
submetidos ao estresse por diferentes protocolos e doses de aluminio.
CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Fonte de QM
GL

Variagéo CR CPA CPF CSF CC IPF MSR MSPA

Protocolo (P) 2 37,40 450,22° 266,81 9508 0,61 3692 1229 150
Dose (D) 3 879 1,70 225™ 160™ 0,18™ 0,31™ 0,94 1,82™
Genotipo (G) 4 5490 309,73 238,26 109,13 121" 10,85 21,78 277,84
6
8

PxD 3,33 1,72™ 157™ 344 029 1,12° 1,82 3,13™

PxG 451 417 283™ 7,78 003™ 106 075 541
DxG 12 080 958 659 1,38™ 009™ 043™ 121 482
PxDxG 24 050" 272" 254™ 097™ 008™ 021" 0,60 4,33
Erro 120 0,41 2,87 2,49 1,12 0,07 0,24 0,24 2,17
Média Geral - 417 1948 1588 1,93 235 359 207 917
R? - 0,89 0,87 0,85 0,85 0,58 0,83 0,85 0,86
CV% - 15,34 8,70 9,94 20,35 11,28 13,72 19,57 16,09
* Significativo a 5% de probabilidade; ns = N&o significativo; GL = Graus de liberdade; QM =
Quadrado médio; R® = Coeficiente de determinacdo; CV% = Coeficiente de variacdo, em

porcentagem; CR= Comprimento de raiz (cm); CPA= Comprimento de parte aérea (cm); CPF=
Comprimento de primeira folha (cm); CSF= Comprimento de segunda folha (cm); CC= Comprimento
do coledptilo (cm); IPF= Insercédo da primeira folha (cm); MSR= Matéria seca de raiz (mg); MSPA=
Matéria seca de parte aérea (mg).

Os coeficientes de correlagbes fenotipicas (rP), genotipicas (rG) e de
ambiente (rE) obtidos neste trabalho revelaram que existem diferengcas na
ocorréncia e na magnitude das correlagées entre o comprimento de raiz (CR) e os
demais caracteres de plantula avaliados nas doses testadas para os trés protocolos
adotados (Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4), o que implica na dificuldade de inferéncias sobre a
correlacdo entre os caracteres de forma generalizada, desconsiderando doses e/ou
protocolos. No entanto, todas as correlacdes significativas observadas foram
positivas, indicando que modificagcbes no desempenho do CR sdo acompanhadas,

no mesmo sentido, pelo desempenho dos demais caracteres em nivel de plantula.
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Tabela 3.2 Estimativa de correlacdo entre o carater comprimento de raiz (CR) e
demais caracteres de plantula (CPA, CPF, CSF, CC, IPF, MSR e MSPA)
em genaotipos de aveia branca avaliados quanto a tolerancia ao Al em
solucdo completa, com Al fornecido na fonte Aly(SQO,)3.18H,0. CGF -
FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Dose de Al ] SC Aly(SO4)3 **
4 Carater

(mg L™) CPA CPF CSF CC IPF MSR MSPA
CRwwp) 0,75~ 0,68 0,76* 058 0,79+ 0,89* 0,87

CR ¢ 0,79* 0,74 0,79* 0,73* 093 092 0,92*

° CR¢ -0,33™ -0,17" 0,04™ 0,59* -0,19" 0,39 0,11™
RCcr o 36,17 33,14 41,85 3530 39,38 4874 42,53
CR¢) 040™ 041™ 055¢ 026" 0,35 0,96* 0,40™
CRus 0,39 041" 061* 0,17 0,34™ 1,00+ 045"

° CR¢ 0,44™ 0,40™ 0,04™ 0,60 041™ -0,02™ 0,12"
RCcr ) - - 2324 - - 3891 -
CR¢) 0,63* 0,37° 042" 059 043 073* 046™
CRus 065 032" 049™ 084* 048" 0,78* 0,46"™

1o CR¢ 0,60¢ 058 -0,06™ 019" 0,29™ 051" 0,49™
RCcr @y 23,92 - - 1508 - 3061 -
CR¢) 0,39™ 0,25™ 080* 055 0,63* 0,66* 0,68

” CR¢s 045™ 028" 095 0,99* 072* 0,65¢ 0,69

CR ¢ -0,25™ -0,09™ 0,30™ -0,33" -0,08" 0,75* 0,62*
RCcr () - - 2584 22,15 22,26 20,77 22,05

CR= Comprimento de raiz (cm); CPA= Comprimento de parte aérea (cm); CPF= Comprimento de
primeira folha (cm); CSF= Comprimento de segunda folha (cm); CC= Comprimento do coledptilo (cm);
IPF= Insergdo da primeira folha (cm); MSR= Matéria seca de raiz (mg); MSPA= Matéria seca de parte
aérea (mg); rP= Correlacdo fenotipica; rG= Correlacdo genética; rE= Correlacdo de ambiente;
RCcre)= Resposta correlacionada para CR, em relagdo & média; *Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste t; ns = Nao significativo (GL = n — 2 = 13); SC Al,(SO,)s** = Protocolo com solugao nutritiva
completa, com Al fornecido na fonte Aly(SO,)s.18H,0.
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Tabela 3.3 Estimativa de correlacdo entre o carater comprimento de raiz (CR) e
demais caracteres de plantula (CPA, CPF, CSF, CC, IPF, MSR e MSPA)
em genaotipos de aveia branca avaliados quanto a tolerancia ao Al em
solucdo completa, com Al fornecido na fonte AICI;.6H,O. CGF -
FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Dose de Al ] SC AICIz **
(mg L™ Carater CPA CPF CSF CcC IPF MSR MSPA
CRpy 099 097+ 0,80 0,81* 0,76* 0,75* 0,96*

CR¢s 0,99 098 0,86* 0,90 0,92 0,85* 0,99*

0 CR ¢ 0,75 0,75* 0,34™ 0,56* 0,07 -0,02"™ 0,41™
RCcr ) 32,57 32,05 30,11 27,39 29,71 29,60 34,66

CRe 046™ 047" -001™ 0,17 0,23 0,74* 0,59%

CR (o) 0,48™ 0,49™ 0,01™ 0,16™ 0,25™ 0,78 0,61*

8 CR ¢ -0,15™ 0,02™ -0,30™ 0,29™ 0,01™ 0,06™ -0,03™
RCcr (%) - - - - - 38,58 30,49

CR ¢p) 0,84* 0,85+ 0,56 0,11"™ 0,58* 0,88* 0,89*

CR (o) 0,94* 0,99* 0,61* 0,13™ 0,65 0,96* 0,94*

16 CR¢ 0,22™ 0,07™ -0,01™ 0,07™ -0,09™ 0,64* 0,09™
RCcr ) 42,16 41,92 28,49 - 29,50 41,20 44,86

CR ¢p) 0,67* 0,67* 0,52 0,33 0,68 0,85* 0,70*

30 CR (o) 0,79* 0,80+ 0,51™ 0,40™ 0,78* 0,99* 0,80*

CR¢ -0,36™ -0,48"™ 0,62* 0,18™ 0,07™ -0,06™ -0,25™
RCcr ) 32,86 33,45 - - 31,18 37,18 33,81

CR= Comprimento de raiz (cm); CPA= Comprimento de parte aérea (cm); CPF= Comprimento de
primeira folha (cm); CSF= Comprimento de segunda folha (cm); CC= Comprimento do coledptilo (cm);
IPF= Insergdo da primeira folha (cm); MSR= Matéria seca de raiz (mg); MSPA= Matéria seca de parte
aérea (mg); rP= Correlacdo fenotipica; rG= Correlacdo genética; rE= Correlacdo de ambiente;
RCcre)= Resposta correlacionada para CR, em relagdo & média; *Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste t; ns = Nao significativo (GL= n - 2 = 13); SC AICI; **= Protocolo com solug¢édo nutritiva
completa, com Al fornecido na fonte AICI;.6H,0.
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Tabela 3.4 Estimativa de correlacdo entre o carater comprimento de raiz (CR) e
demais caracteres de plantula (CPA, CPF, CSF, CC, IPF, MSR e MSPA)
de gendtipos de aveia branca avaliados quanto a tolerancia ao Al em
solucdo minima, com Al fornecido na fonte AICl;.6H,O. CGF -
FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Dose de Al ] SM AICI3 **
(mg L™ carater CPA CPF CSF CC IPF MSR MSPA
CR¢) 0,74 0,74 0,15™ 0,32™ 0,75* 0,44™ 0,64*

CR¢s 0,76* 0,76* 0,16™ 0,51 0,89* 0,48™ 0,66*

0 CR (g 0,31™ 0,29" 0,24™ -0,05™ -0,12" -0,11™ 0,13™

RCcr ) 68,54 68,90 - - 30,98 - 60,15

CRw) 088 0,85* 0,56* 0,60 0,98 0,88 0,88*

CR¢ 089 087 0,60~ 0,75 0,99* 0,98 0,95*

! CR¢ 0,65+ 0,60 0,01™ 0,65 0,34™ 0,69 -0,33™

RCcr ) 80,81 78,99 50,15 46,62 71,66 8558 84,26

CRwpy 0,72¢ 0,84 0,78* -0,17"™ 0,52* 0,23" 0,41™

CR () 0,51™ 0,49 0,89* 0,25™ 0,10 0,02"™ 0,45™

3 CR¢ 0,98 0,98* -0,06™ 0,88 0,95 0,72 0,96*
RCcr (%) - - 39,40 - - - -

CRwy 0,84* 0,85 0,59* 0,37™ 0,76* 0,82* 0,90*

. CR¢s 0,84 0,86* 0,51™ 0,40® 0,95* 0,91* 0,95*

CR¢ 0,87 0,76 -0,06™ 0,01™ -0,21™ -0,19™ 0,14™
RCcr %) 55,47 56,79 - - 55,07 58,18 62,07

CR= Comprimento de raiz (cm); CPA= Comprimento de parte aérea (cm); CPF= Comprimento de
primeira folha (cm); CSF= Comprimento de segunda folha (cm); CC= Comprimento do coledptilo (cm);
IPF= Insergdo da primeira folha (cm); MSR= Matéria seca de raiz (mg); MSPA= Matéria seca de parte
aérea (mg); rP= Correlacdo fenotipica; rG= Correlacdo genética; rE= Correlacdo de ambiente;
RCcre)= Resposta correlacionada para CR, em relagdo & média; *Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste t; ns = N&o significativo (GL= n - 2 = 13); SM AICl; **= Protocolo com solu¢gdo minima, com
Al fornecido na fonte AICl;.6H,0.

Sob condi¢cdes normais de cultivo (auséncia de Al), o crescimento de raiz e o
desenvolvimento de parte aérea se dao simultaneamente, confirmado pelas
associacbes verificadas entre CR com o0s demais caracteres mensurados em

plantula, principalmente quando os gendtipos séo cultivados em solugao nutritiva
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completa. Por outro lado, com a adigdo do ion metélico na solugéo, alteracdes foram
observadas, o que interferiu nestas relagbes, podendo comprometer o
desenvolvimento normal da planta.

No cultivo em solucdo nutritiva completa com Al disponibilizado na fonte
Alx(SO,4).18H,0, associacdes estaveis e de meédia a elevada magnitude foram
observadas nas diferentes concentracdes do elemento quimico testadas entre CR e
MSR, indicando que existe uma relacdo direta entre o desempenho destes
caracteres, e que a MSR pode representar um possivel carater a ser adotado na
selecdo indireta de plantas tolerantes ao Al quando a selecdo é efetuada nas
condi¢cbes de cultivo consideradas (Tabela 3.2). Enquanto isso, quando as plantas
sdo cultivadas em solucdo completa com Al fornecido no sal AICl3.6H,0O (Tabela
3.3), séo verificadas correlacbes estaveis frente as doses tanto entre CR e MSR
guanto entre CR e MSPA, demonstrando que esta fonte de Al desencadeia
modificagdes no crescimento da raiz que sao refletidas de forma significativa na
formacdo de tecidos da parte aérea e no proprio desenvolvimento do sistema
radicular, proporcionando maior relagcdo entre o comprimento da raiz com o0s
demais caracteres de parte aérea.

Quando as plantulas sédo cultivadas em solucdo minima (Tabela 3.4), na
auséncia do Al toxico ndo foram observadas correlagdes significativas entre o CR e
os caracteres MSR, CSF e CC, indicando reduzida relacdo da elongacao radicular
com o desempenho destes caracteres nesta condicdo. Contudo, com a adicdo do
ion metalico na solugcdo, grande nuamero de correlacdes com média a elevada
magnitude sdo constadas, demonstrando a ocorréncia de mudancga da expressao
dos caracteres de plantula, evidenciando desempenho diretamente relacionado com
a elongacao da raiz. As correlacdes fenotipicas entre 0 CR e os caracteres CPA,
CPF e IPF foram constantes, tanto na auséncia do elemento toxico quanto nas
diferentes doses de Al adotadas, indicando que em solugdo minima os caracteres
responsaveis pela estatura da planta se desenvolvem concomitantemente com o
crescimento da raiz. Apesar de CPA, CPF e IPF evidenciarem associacoes elevadas
com base no fenoétipo, a correlacdo genética ndo significativa e a elevada magnitude
das correlagbes de ambiente permitem detectar o grande efeito do ambiente que
atua na relacdo entre os caracteres neste protocolo, principalmente na dose 3 mg L™
de Al, ndo permitindo a mantenca das associacdes mesmo em ambiente controlado,

inviabilizando a selecdo nestas doses do elemento quimico.
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De forma geral, pode ser verificado que os protocolos baseados em solugéo
completa proporcionaram a relacdo entre o crescimento da raiz e a formagéao e
desenvolvimento dos tecidos radiculares e de parte aérea (Tabelas 3.2 e 3.3),
enguanto que em solucdo minima, o comprimento de raiz apresentou relacdo direta
com o crescimento em estatura das plantulas (Tabela 3.4). Este fato pode ser
vinculado a composicdo em nutrientes das solucdes trabalhadas. As solugbes
completas s&o formadas por varios elementos quimicos essenciais ao
desenvolvimento da planta, e o crescimento da raiz esta diretamente relacionado a
sua capacidade em absorver nutrientes que estdo disponiveis na solucao de cultivo,
0S quais sdo aproveitados para a formagdo e desenvolvimento dos tecidos do
vegetal. Enquanto isso, a solucdo minima € constituida unicamente pelo calcio
diluido, que quando absorvido promove a divisdo celular e crescimento dos tecidos,
visto que atua na sintese de novas paredes celulares e na formacao do fuso mitético
(TAIZ e ZEIGER, 2004), e desta maneira, a relacdo da elongacao das raizes com o
crescimento dos 6rgdos da planta € mais pronunciada.

Nos trés protocolos de avaliacdo, em grande parte das associacdes
observadas, a magnitude das correla¢cdes genéticas foram superiores em relagédo as
fenotipicas. De acordo com Gongalves et al. (1996), essa superioridade pode ser
justificada pelo resultado dos efeitos modificadores do ambiente na associacao entre
0s caracteres, sendo a expressao fenotipica destes caracteres reduzida diante das
influéncias do ambiente. Os caracteres com elevada magnitude de correlacao
(fenotipica e genotipica) podem ser considerados nas estratégias de selecdo,
contudo, somente as correlagdes genéticas envolvem uma associagdo de natureza
herdavel, podendo, por conseguinte, efetivamente contribuir com a orientacdo dos
programas de melhoramento (CRUZ et al., 2004).

As correlacbes de ambiente significativas observadas nos trés protocolos
foram sempre positivas, indicando que o0s dois caracteres associados sao
beneficiados ou prejudicados pelas mesmas causas de variacbes de ambiente
(FALCONER, 1989). No entanto, o cultivo em solu¢do minima proporcionou maior
namero de correlagdes de ambiente significativas entre o CR e os demais caracteres
de plantula em relacdo as solugdes completas, principalmente nas concentracdes de
1 mgL* e 3mgL™"de Al (Tabela 3.4). Desta maneira, é possivel inferir que o cultivo
em solucdo minima proporcionou efeitos de ambiente acentuados, acarretando na

grande interferéncia nas possiveis associagfes entre caracteres, o que pode
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comprometer a decisdo do melhorista nho momento da eleicdo de um possivel
carater a ser adotado na selecéo indireta, bem como, o uso deste protocolo para a
selecéo de plantas tolerantes ao Al.

Quando sao analisados os valores de resposta correlacionada predita
(RCcrw)) Observados com o cultivo das plantulas de aveia branca em solucao
completa (Tabelas 3.2 e 3.3), € possivel verificar que maiores ganhos no
comprimento da raiz sdo obtidos quando o Al é fornecido na fonte AICIl3.6H,0,
destacando as concentracbes 16 e 32 mg L™ de Al, onde o maior nimero de
correlacdes genéticas sdo proporcionadas, refletindo em respostas correlacionadas
de elevada magnitude, principalmente nas sele¢cbes efetuadas com base nos
caracteres CPA, CPF, MSR e MSPA. Ja, na comparacdo conjunta dos trés
protocolos de avaliacdo, as maiores magnitudes de resposta correlacionada preditas
foram verificadas quando os gendétipos foram submetidos ao estresse por Al em
solugdo nutritiva minima (Tabela 3.4), sendo os maiores ganhos preditos em CR
observados com a selecdo de plantulas na dose 1 mg L* de Al, destacando
novamente os caracteres CPA, CPF, MSR e MSPA. No entanto, como anteriormente
mencionado, nesta situacdo de cultivo é observada elevada interferéncia do
ambiente no desempenho dos caracteres, conduzindo o melhorista a erros no
momento da tomada de decisao.

A relacéo entre CR e os caracteres CPA, CPF, MSR e MSPA séao as mais
pronunciadas quando se considera a resposta predita correlacionada (RCcrwy)).
estabelecendo que estas varidveis sdo as mais expressivas na selecdo indireta de
plantulas tolerantes ao Al, e/ou constituem os caracteres que indiretamente sdo mais
afetados pelo efeito téxico direto do Al no comprimento da raiz. Contudo, além da
adocao de caracteres eficientes em expressar a tolerancia ou sensibilidade ao Al, a
selecdo de gendtipos tolerantes em condi¢cdes de hidroponia exige o emprego de
caracteres facilmente mensuraveis e acima de tudo ndo destrutivos, como o CR,
CPA e CPF, permitindo o posterior transplante e cultivo das plantulas selecionadas,
impossibilitando a adocéo de caracteres destrutivos como MSR e MSPA (SPEHAR e
MAKITA, 1994; VOSS et al, 2006).

Considerando a caracterizagdo padrédo das cultivares quanto a tolerancia ao
Al (URS 20 e UFRGS 14 - tolerante, UPFA 22 — tolerancia intermediaria, e
ALBASUL e UPF 18 - sensiveis), foi empregado o método de agrupamento de

Tocher a fim de identificar o protocolo de avaliagdo e a concentracdo de Al que
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permite a classificacdo das cultivares pela analise conjunta de todas as varidveis em
nivel de plantula, tendo como base o nivel de tolerancia correspondente a cada
cultivar (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 Agrupamento de gendtipos de aveia branca submetidos ao estresse por
diferentes protocolos e doses de aluminio em hidroponia, utilizando o
meétodo de agrupamento de Tocher, com base na distancia generalizada
de Mahalanobis (D?). CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Doses de
Al (mg L™

0

Protocolo Grupos Gendtipos

| UPFA 22, UPF 18, UFRGS 14
I URS 20, ALBASUL
| UPF 18, ALBASUL, UPFA 22, UFRGS 14
I URS 20
| URS 20, UPF 18, UPFA 22
16 I ALBASUL
1 UFRGS 14
| UPF 18, UFRGS 14
32 Il URS 20, UPFA 22
1l ALBASUL
| UPFA 22, UPF 18
I URS 20, ALBASUL, UFRGS 14
| URS 20, UPFA 22
8 I UPF 18, ALBASUL
SC AlCI;” 1 UFRGS 14
| URS 20, UPFA 22, UFRGS 14, ALBASUL
I UPF 18
| URS 20, UFRGS 14, UPFA 22
I UPF 18, ALBASUL
| URS 20, UFRGS 14, UPF 18, ALBASUL
I UPFA 22
| UPF 18, ALBASUL
1 I URS 20, UPFA 22
1l UFRGS 14
| UPFA 22, ALBASUL
3 I URS 20, UFRGS 14
1 UPF 18
| URS 20, UFRGS 14, UPF 18, ALBASUL
I UPFA 22

8

SC Alx(SO4); "

16

32

SM AICI;™

*Concentracdo de aluminio adicionada em solucdo de cultivo completa, tendo como fonte o
Al (S0,)3.18H,0; **Concentracdo de aluminio adicionada em solucdo de cultivo completa, tendo
como fonte o AICIl:.6H,0; ***Concentracdo de aluminio adicionada em solugdo de cultivo minima,
tendo como fonte o AICI;.6H,0.
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Considerando o comportamento de cada constituicdo genética de acordo com
o desempenho conjunto dos caracteres de plantula em relagdo aos protocolos
baseados no uso de solucéo nutritiva completa (SC) com o Al fornecido nas fontes
Al>(S0,4).18H,0 e AICI;.6H,0, se verifica que na auséncia do Al téxico na solucao se
observa a formacéo de dois agrupamentos distintos, onde o genétipo UFRGS 14 no
primeiro protocolo constitui o primeiro grupo de genoétipos, juntamente com as
cultivares UPF 18 e UPFA 22, e no segundo protocolo, sendo constituido pelas
cultivares URS 20 e ALBASUL. Este comportamento pode ser decorrente da
heterogeneidade natural das amostras utilizadas para o estudo em cada situacéo de
cultivo, hipotese favorecida pelos resultados obtidos na anélise de correlacdo nestas
doses de Al (Tabelas 3.2 e 3.3) e também, pela contribuicédo relativa dos caracteres
na formacdo dos agrupamentos (Tabela 3.6), onde nas duas situacbes de cultivo
consideradas, os caracteres CR, CPA e CSF caracterizam as variaveis mais
representativas, e contribuiram com diferentes magnitudes na formacdo dos
agrupamentos.

Com a adicéo de crescentes concentracdes de Al nas solugdes de cultivo ha
a constante variacdo no numero e composicdo dos agrupamentos formados em
cada protocolo de avaliagdo, no entanto, nenhuma das situagdes de cultivo adotadas
proporcionou a disposi¢cdo dos genotipos em grupos distintos quanto a tolerancia
padrdao ao Al (Tabela 3.5), estabelecida em estudos anteriores empregando 0s
genadtipos URS 20 e UFRGS 14 (tolerantes), UPFA 22 (tolerancia intermediaria) e,
ALBASUL e UPF 18 (sensiveis).

Analisando a contribuicdo relativa geral dos caracteres para o estudo de
diversidade entre genoétipos em cada protocolo de avaliacdo adotado (Tabela 3.6), o
CR apresentou contribuicdo consideravel na formacdo dos agrupamentos,
entretanto, os caracteres de parte aérea CPA, CPF, CSF e IPF também se
destacaram, interferindo de forma expressiva na disposicdo dos gendtipos nos
diferentes grupos formados. A variacdo na importancia dos caracteres foi ainda
maior quando considerado as distintas doses de Al em cada metodologia, indicando
também, grande influéncia do carater MSPA na formagé&o dos grupos observados na
dose 16 mg L™ para o protocolo SC Al»(SO,4).18H-0, e nas doses 16 e 32 mg L™ na
SC AICI3.6H,0. Apesar do carater MSPA evidenciar elevada correlacdo com CR

(Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4) e forte contribuicdo relativa na formacdo dos agrupamentos
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(Tabela 3.6), apresenta maior dificuldade de selecédo indireta e requerendo maior
tempo de avaliacdo, sendo sua adocéo inviabilizada pela destrutividade da amostra.

Tabela 3.6 Importancia dos caracteres de plantula na analise de diversidade entre
gendtipos de aveia branca submetidos ao estresse por aluminio em
cultivo hidropdnico, utilizando a distancia generalizada de Mahalanobis
(D?). CGF - FAEM/UFPel, Pelotas-RS, 2008.

Contribuicdo relativa para a diversidade entre genotipos (%)

CARATER Dose de Al (mg L™) "- SC Al,(SO.)s

Geral 0 8 16 32
CR 15,22 9,90 5,30 1,55 7,07
CPA 26,54 48,23 5,08 10,50 34,81
CPF 15,11 2,62 2,16 18,43 8,83
CSF 28,14 17,65 4,77 4,40 7,72
CC 6,14 8,54 1,11 9,90 3,56
IPF 4,49 5,37 17,56 4,85 10,61
MSR 1,84 3,67 55,76 0,86 13,69
MSPA 2,51 5,02 8,26 49,51 13,72

< Dose de Al (mg L™) " - SC AICl,

CARATER Geral 0 8 16 32
CR 14,24 7,07 8,38 0,57 8,61
CPA 2,28 27,65 36,70 3,67 12,87
CPF 22,80 1,16 25,10 9,96 6,49
CSF 36,30 46,01 6,95 11,34 5,98
CC 0,91 5,39 4,13 5,12 1,79
IPF 19,41 5,90 5,06 9,49 6,78
MSR 2,99 3,02 3,12 2,74 4,49
MSPA 1,07 4,80 10,54 57,10 53,04

< Dose de Al (mg L") ™ - SM AIClI,

CARATER Geral 0 1 3 5
CR 27,08 0,57 0,88 54,56 2,30
CPA 21,92 22,13 20,33 10,49 45,98
CPF 40,38 36,01 42,39 11,13 19,20
CSF 6,62 2,94 2,06 3,52 0,16
CcC 2,15 0,25 4,07 1,90 7,10
IPF 0,66 1,78 2,66 11,18 6,06
MSR 0,40 0,01 7,66 5,28 0,50
MSPA 0,78 36,32 19,95 1,94 18,71

CR= Comprimento de raiz (cm); NR= Numero de raizes (unidade); CPA= Comprimento de parte
aérea (cm); CPF= Comprimento de primeira folha (cm); CSF= Comprimento de segunda folha (cm);
IPF= Insercdo de primeira folha (cm); CC= Comprimento de coledptilo (cm); MSR= Matéria seca de
raiz (mg); MSPA= Matéria seca de parte aérea (mg). *Concentracdo de aluminio adicionada em
solucdo de cultivo completa, tendo como fonte o0 Alx(SO,)s;.18H,0; **Concentracdo de aluminio
adicionada em solucdo de cultivo completa, tendo como fonte o AICIl;.6H,0; ***Concentracdo de
aluminio adicionada em solucdo de cultivo minima, tendo como fonte o AICI;.6H,0.
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O carater CR representa a variavel mais expressiva na distingdo entre
genotipos sensiveis e tolerantes ao Al toxico, pois a raiz € o érgdo mais afetado
pelas propriedades nocivas deste elemento quimico, uma vez que o Al esta
diretamente em contato com o sistema radicular (RYAN et al., 1993; HARTWIG et
al., 2007). Contudo, o CR nao revelou grande importancia na determinacdo dos
agrupamentos observados nas diferentes doses de Al em cada protocolo de
avaliacdo (Tabela 3.6), o que indica a inconsisténcia dos grupos formados em
relacdo a classificacdo padréo dos gendtipos avaliados (Tabela 3.5).

Segundo Cruz et al. (2004), os caracteres dispensaveis em estudos de
divergéncia genética sdo aqueles relativamente invariantes entre as cultivares
estudadas e/ou, redundantes por estarem correlacionados com outros caracteres.
Neste sentido, a ocorréncia de correlacbes entre CR e os demais caracteres em
nivel de plantula nas diferentes doses de Al adotadas nos trés protocolos de
avaliacao (Tabela 3.2, 3.3 e 3.4) auxiliam com a diminui¢cdo da contribuicdo deste
carater na formacdo dos agrupamentos. Este fato pode ser exemplificado com a
observacdo dos agrupamentos formados na dose 3 mg L™ de Al no protocolo SM
AICl3;, sendo muito proximos da classificacdo padrdo dos genotipos considerados
(Tabela 3.5), e quando se avalia as correlagdes de CR com os demais caracteres de
plantula nesta dose (Tabela 3.4) apenas a correlacdo entre CR e CSF é confirmada,
sendo observada elevada contribuicio de CR na formacdo dos grupos mais
similares nesta mesma situacao de cultivo (Tabela 3.5). Desta forma, a existéncia de
correlacdo entre CR e os demais caracteres de plantula compromete a adogédo da
estatistica multivariada como uma ferramenta eficiente na caracterizacdo de

genaotipos de aveia branca quanto a tolerancia ao Al em condicfes de hidroponia.

3.4 Conclusfes

A composicao da solucdo nutritiva e as fontes de Al que podem ser utilizadas
na avaliacdo de constituicbes genéticas de aveia branca quanto a tolerancia ao Al
em hidroponia interferem na relacdo entre os caracteres mensurados em nivel de
plantula.

O estudo com base na analise conjunta dos caracteres em nivel de plantula

ndo permite a eficiente discriminacdo de genoétipos de aveia branca quanto a
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tolerancia ao Al téxico em cultivo hidropdnico quando h& relacdo de dependéncia
entre as variaveis consideradas, portanto, o uso direto do carater comprimento de

raiz evidencia maior efetividade de selecdo nesta espécie.
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Discusséo geral

O progresso genético depende necessariamente de um programa de
melhoramento eficiente, que seja capaz de obter variabilidade, selecionar e
disponibilizar constantemente gendtipos superiores e ajustados as diferentes
condicbes de ambiente. Em relacdo a aveia branca, o melhoramento genético tem
contribuido de forma expressiva para o desenvolvimento desta cultura no Sul do
Brasil e em outras regides do pais, disponibilizando variedades com melhor tipo
agrondmico, que apresentam maior rendimento e qualidade de gréos, resisténcia a
moléstias, bem como adaptacao e estabilidade em diferentes ambientes de cultivo.
Como consequéncia, o rendimento de grédos e o aproveitamento industrial deste
cereal foram significativamente incrementados, viabilizando e impulsionando
consideravelmente sua producéo em escala comercial.

Entre os caracteres almejados, a tolerancia ao Al vem sendo
constantemente trabalhada em programas de melhoramento da aveia branca, onde
esforcos sdo depositados no intuito de compreender a atuacéo de genes envolvidos
na expressdo da tolerAncia a este elemento téxico (SANCHES-CHACON et al.,
2000; WAGNER et al., 2001; OLIVEIRA, 2002; NAVA et al.; 2006), e na selecéo de
plantas tolerantes (SILVA et al., 2006; FINATTO et al., 2007; SILVA et al., 2007a, b).

Neste trabalho foi buscado primeiramente relatar os principais aspectos
relacionados a tolerancia ao Al nas espécies cultivadas disponiveis na literatura, a
fim de trazer contribuicbes importantes a serem consideradas no momento do
desenvolvimento de trabalhos relacionados ao estudo deste carater.

Em virtude do forte emprego da caracterizacdo e selecdo de constituicoes
genéticas de aveia branca quanto a tolerancia ao Al em condi¢c6es de hidroponia,
trabalhos futuros buscando a maior eficiéncia das solugbes nutritivas adotadas

podem trazer contribuicbes importantes para o melhoramento genético desta cultura
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e de espécies relacionadas. Consequentemente, a maior eficiéncia na selecdo de
plantas tolerantes ao Al resultara em beneficios econdmicos e sociais, pois auxiliara
no desenvolvimento de novos genadtipos mais produtivos e adaptados ao cultivo em
ambientes restritivos.

Os resultados obtidos com a avaliacdo da manifestacdo fenotipica de
genadtipos de aveia branca quanto a tolerancia ao Al quando submetidos a diferentes
protocolos e doses do elemento toxico em condicbes de hidroponia possibilitou
verificar que o carater comprimento da raiz principal permite a diferenciacdo entre
genotipos sensiveis e tolerantes a presenca do Al no ambiente de cultivo. A
retomada do crescimento da raiz é apontado como o carater mais efetivo de
caracterizacdo de constituicdes genéticas quanto a tolerancia e sensibilidade ao Al
(SILVA et al., 2006; BERTAN et al., 2006). Contudo, nesta avaliacéo, foi verificada
grande eficiéncia na classificagdo dos gendtipos de aveia branca com base no
desempenho apresentado para o carater comprimento da raiz principal nos
protocolos baseadas no uso de solucbes completas, permitindo a analise do
comportamento dos genotipos por meio da analise de regressdo considerando,
inclusive, o desempenho na auséncia do elemento téxico na solugéo de cultivo.

Os protocolos caracterizados pela adocdo Al a solugéo nutritiva completa por
meio de distintas fontes [Alx(SO,4)3.18H,0 e AICl3.6H,0] revelaram elevada eficiéncia
na identificacdo de genotipos de aveia branca tolerantes e sensiveis ao Al toxico em
condi¢cbes de hidroponia, enquanto a utilizacdo de solucdes minimas nesta avaliacao
ndo possibilitou modificacbes na expressdo do comprimento das raizes das
plantulas, com excecédo da cultivar UFRGS 14. Este fato é possivelmente explicado
pela auséncia dos macro e micronutrientes essenciais ao desenvolvimento normal
das plantulas na solucéo de cultivo, e/ou pela competicdo vantajosa do Ca pelos
sitios radiculares, sendo predominantemente absorvido em detrimento do Al,
inibindo seu efeito toxico (FERREIRA et al., 2006; CAMARGO, 1985).

As constituicbes genéticas de aveia branca revelaram variabilidade para o
carater tolerancia ao Al, onde a cultivar ALBASUL apresentou estabilidade de
comportamento do tipo estética, por se manifestar indiferente a presenca do Al na
solucdo nutritiva. No entanto, a cultivar UFRGS 14 evidenciou elevado desempenho
médio para comprimento de raiz total, respondendo fortemente a melhoria das

condi¢cBes de ambiente.
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A andlise da expressao dos caracteres de plantula em condi¢éo de toxidez
por Al em hidroponia é importante no sentido de viabilizar a selecdo indireta de
genatipos tolerantes, desde que estes evidenciem forte associacdo com o padrao de
tolerancia e elevada herdabilidade; ou mesmo pela analise simultanea, envolvendo
0s varios caracteres morfolégicos observados. Neste sentido, de acordo com a
andalise de correlagbes fenotipicas, genotipica e de ambiente, foi possivel verificar
que o desempenho dos caracteres de plantula € altamente relacionado com o
comprimento de raiz em gendtipos de aveia branca submetidos ao efeito toxico do Al
em condicdes de hidroponia. Estes resultados corroboram com a literatura,
evidenciando que a acgdo fitotoxica do Al € mais visivel e efetiva inicialmente no
desenvolvimento das raizes (RYAN et al., 1993; HARTWIG et al., 2007b), porém, em
um momento posterior afeta tanto o sistema radicular como o desenvolvimento dos
tecidos aéreos do vegetal (MACHADO, 1997; TEDESCO e BISSANI, 2004).

De forma geral, os protocolos baseados em solugdo completa
proporcionaram a relacdo entre o0 crescimento da raiz e a formacdo e
desenvolvimento dos tecidos radiculares e de parte aérea, enquanto que em solucéo
minima, o comprimento de raiz apresentou relacdo direta com o crescimento em
estatura das plantulas. Este fato pode estar vinculado a composi¢cdo em nutrientes
das solucbes trabalhadas, que caracterizam diferentes condigcbes de ambiente, e
assim, inferem diretamente na relacéo entre os caracteres de plantula.

Segundo Cruz et al. (2004), os caracteres dispensaveis em estudos de
divergéncia genética sdo aqueles relativamente invariantes entre as cultivares
estudadas e/ou, redundantes por estarem correlacionados com outros caracteres.
Desta forma, o estudo com base na analise conjunta dos caracteres em nivel de
plantula ndo permitiu a eficiente discriminacdo de gendtipos de aveia branca quanto
a tolerdncia ao Al toxico em cultivo hidropbnico, em virtude da relacdo de

dependéncia entre o comprimento total da raiz e os demais caracteres avaliados.
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