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RESUMO

Gendtipos de aveia variam quanto a tolerancia ao aluminio no solo. Uma maneira
facil, rapida e eficiente de identificar a tolerdncia ao aluminio é através do uso de
solucéo nutritiva, em laboratoério. Os objetivos deste estudo foram ajustar a metodologia
de avaliacdo da tolerdncia ao aluminio, avaliar linhagens recombinantes quanto a
tolerancia ao aluminio em laboratério e a campo e estimar o numero de genes que
controlam o carater, identificar marcadores morfoldégicos associados com a tolerancia
ao aluminio e avaliar os efeitos do gene de tolerancia ao aluminio sobre caracteres de
importancia agronOmica. Os ajustes na metodologia foram realizados envolvendo
genotipos de aveia e trigo com resposta conhecida ao aluminio toxico. Uma populacéo
de 333 linhagens recombinantes nas geracoes Fss e Fs.7 provenientes do cruzamento
entre os genitores UFRGS 930598-6 (sensivel) e UFRGS 17 (tolerante) foi avaliada em
solucdo nutritiva. O namero de genes que controlam a tolerancia ao aluminio foi
estimado pela distribuicéo de freqtiéncia do recrescimento médio da raiz principal. Uma
amostra de 22 linhagens recombinantes sensivel e tolerante ao aluminio téxico foi
avaliada no campo, com alta concentracdo de aluminio no solo. A associacao e o efeito
do gene de tolerancia ao aluminio com outros caracteres agronémicos foram realizados
a campo em solo livre de aluminio. A técnica de avaliacdo da tolerancia ao aluminio
permitiu a discriminagdo mais eficiente dos genoétipos apds os ajustes realizados. A
tolerancia ao aluminio em aveia é governada por um gene de grande efeito, sendo que
0s gendtipos tolerantes possuem os alelos Al,Al, e 0s gendtipos sensiveis os alelos
alaal,. A avaliacdo da tolerancia ao aluminio em laboratorio foi confirmada a campo. O
carater tolerancia ao aluminio ndo apresenta alta associagdo com outros caracteres
agrondmicos. A presenca do gene de tolerancia ao aluminio ndo esta associada a
efeitos negativos em caracteres de importancia agrondémica.

STRATEGIES OF ASSESSMENT AND INHERITANCE OF ALUMINUM TOLERANCE
IN RECOMBINANT INBREED LINES OF OAT (Avena sativa L.)
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ABSTRACT

Tolerance to aluminum vary widely in oat genotypes. An easy, fast and efficient
way to identify aluminum tolerance is the use of nutritive solution in laboratory. The
objectives of this study were; to adjust the protocol for aluminum tolerance screening; to
analyze recombinant inbreed lines for aluminum tolerance in the laboratory and on-field
and estimate the number of genes controlling this character; to identify morphological
markers for this character and analyze the effects of aluminum tolerance gene over
important agronomical traits. The adjustments of the protocol were performed using
wheat and oat genotypes carrying previously known response to toxic aluminum. A
population containing 333 Fse and Fs; recombinant inbreed lines from the cross of
UFRGS 930598-6 (sensible) and UFRGS 17 (tolerant) was screened in nutritive
solution. The number of genes controlling aluminum tolerance was estimated by the
frequency distribution of the main root average re-growth. A sample containing 22 of
both aluminum-sensitive and tolerant recombinant inbreed lines were field-tested on a
soil having high aluminum concentration. Field analyzes of the association and effect of
the aluminum tolerance gene with other agronomical traits were performed on an
aluminum-free soil. The adjustment in the screening technique to aluminum tolerance
allowed a more efficient division of genotypes. Aluminum tolerance is due to one gene
with major effect, whereas tolerant genotypes carry the Al,Al, alleles while the sensitive
genotypes carry the alal, alleles. The laboratorial screening to aluminum tolerance was
confirmed on the field test. The aluminum tolerance character does not show high
association with other agronomical characters. The presence of the aluminum tolerance
gene does not imply in unfavorable effects to characters of agronomical traits.
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1. INTRODUCAO
Os solos do Sul do Brasil caracterizam-se por apresentar baixo pH, com
elevados teores de aluminio trocavel, baixa saturacdo de bases e baixos teores de
fosforo, o que pode contribuir para que o potencial genético dos cultivares de aveia
branca néo seja alcancado.

Uma alternativa para contornar os efeitos da toxidez provocada pelo aluminio é o
emprego da calagem, que consiste na precipitacdo do aluminio trocavel presente na
solucdo do solo, pela adicdo de calcario. Embora a calagem seja uma pratica
corriqueira na agricultura, sua aplicacdo limita-se a camada superficial do solo, ja que a
incorporacéo do calcério em profundidades maiores é economicamente inviavel.

Desta forma, a pratica da calagem torna-se ineficiente, por favorecer o
desenvolvimento de um sistema radicular adequado apenas na zona de acao da
calagem, que compreende aproximadamente os primeiros dez centimetros do perfil do
solo. Consequentemente, limita a exploracdo pelas raizes de profundidades superiores
e conduz a diminuicdo do suprimento de 4gua e menor capacidade de extracdo de
nutrientes.

A opcao mais adequada neste caso € a exploracdo da variabilidade genética
existente, com o desenvolvimento de cultivares comerciais capazes de tolerar
eficientemente altas concentragbes de aluminio no solo. A variabilidade do carater
tolerancia ao aluminio téxico é controlada geneticamente, sendo que espécies e

cultivares diferem amplamente quanto a tolerancia deste elemento no solo.
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Os estudos da tolerancia ao aluminio téxico em cereais de inverno estdo

concentrados principalmente na cultura do trigo, sendo que para a cultura da aveia séo
poucos os trabalhos desenvolvidos. No entanto, com o aumento da utilizacdo do
sistema de plantio direto e a expansao da area cultivada de aveia para novas fronteiras
agricolas, a obtencdo de cultivares tolerantes ao aluminio téxico tem sido uma das
prioridades dos programas de melhoramento genético de aveia.

A identificacdo e selecédo de gendtipos tolerantes a altos niveis de aluminio no
solo sdo altamente desejaveis, pois permite a utilizacdo direta destes cultivares pelos
agricultores, reduzindo custos de manejo da cultura, promovendo aumento no
rendimento e proporcionando maiores lucros.

Assim, os objetivos deste trabalho foram:
- promover modificacbes e ajustes na atual técnica de discriminac@o da tolerancia ao
aluminio téxico em aveia envolvendo genétipos com resposta conhecida em laboratorio;
- estimar o numero de genes do carater tolerdncia ao aluminio toxico em linhagens
recombinantes de aveia nas geracoes Fs¢ € Fs.7, provenientes do cruzamento entre um
gendtipo sensivel e um gendtipo tolerante;
- estimar a associacdo da tolerancia ao aluminio téxico com caracteres de importancia
agronOmica determinados a campo;
- comparar a resposta de genoétipos sensiveis e tolerantes ao aluminio téxico observado
em laboratério com aquela obtida quando esses gendétipos foram cultivados em solo
com alto teor de aluminio;
- determinar se 0s genétipos sensiveis e tolerantes ao aluminio téxico diferem para

alguns caracteres de importancia agronémica quando cultivados em solo sem aluminio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A aveia branca como espécie cultivada

A aveia é um cereal de inverno cujo centro de origem situa-se no Oriente Médio,
com ampla adaptacdo geografica, sendo cultivada em diferentes regides do mundo. A
maior distribuicdo e cultivo estdo concentrados em areas de clima temperado e umido,
na América do Norte, Europa e Russia (Murphy & Hoffman, 1992). Na América Latina, o
Brasil € um dos maiores produtores de aveia para grdos, sendo sua introducao
atribuida aos imigrantes espanhois (Federizzi, 2002).

As aveias formam uma série polipl6ide, sendo que a aveia branca (Avena sativa
L.) é uma espécie alohexaploide com 2n = 2x = 42 cromossomos, onde o conjunto
basico de cromossomos € igual a sete, combinando os genomas AACCDD de trés
espécies ancestrais diploides. Entre as gramineas cultivadas é a que possui 0 maior
genoma, superando o trigo (Milach, 2002). E uma espécie anual que se reproduz por
autofecundacéo, destinada a producdo de forragem, cobertura do solo e a producéo de
graos para alimentacdo humana e animal.

Na regido Sul do Brasil, a aveia tem sido uma excelente alternativa agronémica e
econdmica de inverno, proporcionando aos agricultores a adocéo do sistema de plantio
direto e rotagdo de culturas. Assim, a aveia contribui de maneira direta na conservagao
do solo, devido a sua acao recuperadora da estrutura do solo, na reducao dos custos
de producdo e para uma maior sustentabilidade dos sistemas agricolas (Federizzi,

2002).
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A aveia apresenta um elevado potencial genético para o rendimento de graos,

devendo atender as caracteristicas de qualidade industrial e de uso para alimentacéo
humana. Os aspectos mais importantes para o processamento industrial de aveia
incluem: porcentagem de caridopse, definido como a relacdo entre grdo e casca,
uniformidade de tamanho do grdo, manchas nos grdos e quebra durante o
descascamento. Em relacdo a qualidade nutricional, a composicdo meédia da aveia
brasileira € de 53% de glicidios, 16% de proteina, 7% de lipidios, 12% de fibra alimentar
total, 4% de beta-glucanas, 11% de umidade e 1% de cinzas, 0 que torna a aveia um
alimento de excelente qualidade (Francisco, 2002).

O melhoramento genético de aveia no Brasil é recente, com pouco mais de trinta
anos (Federizzi, 2002). A substituicdo de variedades antigas, provenientes
principalmente dos EUA e Canada, por variedades modernas, com melhor tipo
agrondmico, maior adaptacdo ambiental, melhor rendimento e qualidade de graos fez
com que o pais deixasse de ser um importador tornando-se auto-suficiente na producao

de graos de boa qualidade (Carvalho et al., 1987).

2.2. O aluminio toxico presente no solo

Os solos é&cidos cobrem uma area de aproximadamente 1,66 bilhdes de
hectares distribuidos em varias regides do mundo (Pandey et al., 1994) e a toxidez do
aluminio é o fator mais limitante a produtividade agricola em solos &cidos (Kochian,
1995). Aproximadamente 60% destas &reas est@o localizadas em regifes tropicais e
subtropicais. Assim, 0s solos &cidos limitam o rendimento das culturas em muitos
paises em desenvolvimento, onde a producdo de alimentos € critica (Kochian, 2004).
No Brasil, os solos acidos encontram-se principalmente nas regiées do Cerrado e Sul,

ocupando cerca de 204 milhdes de hectares do territério nacional (Embrapa, 1999).
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Diversos fatores contribuem para acelerar os processos de acidificacdo dos

solos, como: utilizacdo de grande quantidade de fertilizantes quimicos, especialmente a
fertilizacdo amoniacal, que acelera a acidificacdo do solo devido a nitrificacao (Kidd et
al., 2001); a completa remoc¢éao da massa vegetal e grédos da area de cultivo (Johnson
Junior et al., 1997); sistemas de pastejo sob manejo intensivo, principalmente quando
estdo envolvidas espécies leguminosas, que ao realizar a fixacdo simbidtica do N,
acidificam a rizosfera pelo excesso de extracdo de calcio (Haynes, 1983; Bolan et al.,
1991). Além disso, chuvas acidas contendo acido nitrico e sulfarico contribuem para o
aumento da taxa de acidificacdo em muitos locais em todo o0 mundo (Samac & Tesfaye,
2003).

O potencial de hidrogénio (pH) € o parametro mais utilizado na indicacao da
toxicidade do aluminio as culturas em geral. Diversos trabalhos demonstram que em
solos acidos, a maior toxicidade do aluminio é observada em pH abaixo de 5,0,
entretanto, para algumas espécies ou cultivares, a toxidez pode ocorrer em niveis de
pH até 5,5 (Foy & Fleming, 1978; Foy et al., 1987; Foy, 1992).

O valor do pH critico para as plantas no qual o aluminio toxico esta presente na
solucdo do solo e, portanto, potencialmente toxico, depende de varios fatores, entre
eles o tipo de argila, o teor de matéria organica, a concentracdo de cations e anions,
sais totais (Foy et al.,, 1978; Yan & Schubert, 2000) e, principalmente, do gendtipo
cultivado (Foy, 1984).

O aluminio é liberado da fragcdo mineral do solo para a solugdo do solo sob
condicbes &cidas, pela troca catidnica entre os fons H* e AI** na composicdo quimica
da argila. O aluminio fica disponivel como AI(OH),", Al(OH),?* e AI(OH).**, sendo este
Gltimo também referido como aluminio trocavel - AI** (Kinraide, 1991), as quais sdo as
principais formas responsaveis pela fitotoxicidade em pH 4,0 a 5,0 (Pavan et al., 1982).

Os ions Al rapidamente inibem o crescimento radicular, mesmo em concentracdes a
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nivel micromolar. Em trigo, o fon A** é o mais téxico, enquanto que em dicotiledéneas,

os fons AI(OH)," e AI(OH),** produzem maiores efeitos téxicos (Delhaize & Ryan, 1995;
Kochian, 1995).

Diversas estratégias tém sido empregadas no manejo dos solos acidos, entre
elas: i) aplicacdo de materiais alcalinos a base de carbonatos, 6xidos e hidréxidos de
calcio e magnésio (calcario), para elevar o pH do solo e converter o aluminio para
formas menos toxicas (Dall’Agnol et al., 1996); ii) incorporacédo de residuos organicos
ao solo para promover o aumento do pH, através de substancias humicas liberadas
pela decomposicdo da matéria organica (Haynes, 1983); iii) identificacdo e selecao de
gendtipos com niveis adequados de tolerancia ao aluminio téxico, a qual tem promovido
a obtencdo de variedades com aumento na tolerdncia ao aluminio para diversas
espécies cultivadas em solos acidos (Kim et al., 2001).

A toxicidade do aluminio € um problema mais sério em solos com subsolos
fortemente &cidos, devido as dificuldades de incorporacao do calcario em profundidade,
ndo permitindo o aprofundamento das raizes, diminuindo a tolerdncia a seca e
interferindo na absorcédo e translocacdo de nutrientes essenciais, como fosforo (P),

calcio (Ca), magnésio (Mg) e potassio (K) (Foy, 1976; Zanatta & Mundstock, 1991).

2.3. Efeitos toxicos do aluminio as plantas

O aluminio téxico atua em um grande numero de funcdes celulares. Desta forma
é dificil identificar o efeito primario do aluminio em células vegetais e as verdadeiras
causas da sua toxicidade. O entendimento da toxidez do aluminio e os mecanismos de
tolerancia sdo importantes para o0 desenvolvimento de testes adequados de
discriminagdo dos genotipos e para o desenvolvimento de cultivares com alta tolerancia

a solos acidos.
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O primeiro sintoma de toxidez de aluminio é a inibicdo da elongacdo da raiz

(Kinraide, 1991), que ocorre cerca de 1 a 2 horas apds a exposi¢cado ao elemento toxico
(Kochian, 1995). Este céation quando em contato com as raizes paralisa 0 crescimento
radicular, tornando as raizes atrofiadas em funcdo da morte do meristema radicular,
engrossamento na porcao apical, mudanca na coloracao das raizes, levando as plantas
a morte em muitas espécies (Kerridge et al., 1971, Foy, 1976).

A parte distal da zona de transicdo no apice das raizes, onde as células estao
entrando em fase de alongamento, € o sitio da acdo téxica primaria do aluminio
(Sivaguru & Horst, 1998; Kollmeier et al., 2000). A parede celular nesta zona acumula o
aluminio muito mais rapidamente do que em outras células, devido a alta propor¢éo de
pectina.

Outro efeito prejudicial do aluminio estd na mudanca da homeostase celular do
Ca?* e da competicéo por canais de Ca*". A inibicdo da absorcdo celular de Ca?* pelo
APP* afeta, em maior ou menor intensidade, varios processos celulares, tais como:
mitose, citocinese, gravitropismo, crescimento polar, corrente citoplasmatica e
sinalizacao celular (Huang et al., 1996).

O tratamento de tecidos vegetais com aluminio, também tem demonstrado que a
presenca deste elemento rapidamente inibe o fluxo de auxina em células da zona de
transicdo do 4pice (Kollmeier et al., 2000). Algumas plantas respondem ao aluminio
pelo aumento na sintese de hemicelulose, celulose e pectina (Tabuchi & Matsumoto,
2001; Teraoka et al., 2002). Estes carboidratos podem auxiliar no aprisionamento do
aluminio no apoplasto celular e, além disso, podem interferir na elongacao celular.

Plantas afetadas pelo aluminio freqientemente apresentam sintomas de
deficiéncia de nutrientes, tais como P, Ca, Mg, K e Mo, devido a interferéncia do
aluminio nos processos de absorcéo, transporte e uso destes nutrientes (Foy, 1974, Liu

& Luan, 2001). Tais deficiéncias aparentemente ocorrem porque o aluminio induz a
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deposicdo de calose nos canais plasmodesmaticos, inibindo fisicamente o transporte

simplastico entre células (Sivaguru et al., 2000).

Estudos tém indicado que o aluminio interage com elementos envolvidos na
transducdo de sinais responsaveis pela comunicacdo da célula com o ambiente. O
aluminio teria como alvos no interior da célula o fosfatidilinositol-bifosfato e a proteina
Gp, moléculas responsaveis pela producdo de dois importantes mensageiros
secundarios, o inositol - 1,4,5-trifosfato e o diacilglicerol. Desta forma, o aluminio estaria
interferindo nos processos de transducdo de sinais, que, por sua vez, ocasionariam
rapidas disfuncdes metabdlicas na planta (Shi et al., 1993; Haug et al., 1994; Jones &
Kochian, 1995; Sivaguru, 2000).

A toxidez do aluminio também esta associada a um grande nimero de processos
fisioldgicos e metabodlicos. O aluminio € muito reativo, com uma forte afinidade de
ligacdo com proteinas, fosfatos inorganicos, acidos nucléicos (DNA e RNA), acidos
carboxilicos, fosfolipideos, flavondides e antocianinas (Taylor, 1991; Delhaize & Ryan,
1995). O aluminio também interfere na peroxidacao de lipideos (Yamamoto et al., 2001)
e estresses oxidativos. A atividade mitocondrial em células de tabaco e ervilha foi
reprimida pelo tratamento com aluminio em cultura de tecidos, seguida pela inibicdo da
respiracdo, reducdo da sintese de ATP e producdo de oxigénio reativo (Yamamoto et
al., 2002).

Devido ao grande namero de respostas ao tratamento pelo aluminio em plantas,
mudancas na expressdo génica tém sido associadas ao aluminio, incluindo genes

associados com estresse oxidativo e invasdo de patégenos (Rodriguez et al., 2002).

2.4. Mecanismos de tolerancia e exclusédo do aluminio toxico
As espécies de plantas respondem de forma diferente ao estresse causado pelo

aluminio. As plantas apresentam variados mecanismos para contornarem os efeitos
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toxicos deste elemento. Os mecanismos de tolerancia ao aluminio propostos na

literatura podem ser divididos em dois grupos: i) mecanismos apoplasticos, baseados
na exclusao do aluminio pela exudacao de acidos organicos externamente a ceélula, e ii)
mecanismos simplasticos, permitindo a acumulacédo e detoxificacdo do aluminio no
interior da célula.

A baixa capacidade de troca catiénica (CTC) da parede celular da raiz tem sido
associada com a tolerancia ao aluminio. Segundo esse modelo, plantas com elevada
CTC absorvem mais aluminio, elevando a concentracdo desse metal proximo as
células. Embora a membrana plasmatica seja considerada como um dos principais
alvos do aluminio, em alguns casos, ela pode atuar como uma barreira a absorcao
deste elemento para o interior da célula. Foi observado que a densidade de cargas
elétricas negativas presentes em membranas das células dos apices radiculares de
trigo eram, em média, 26% superior no gendtipo sensivel em relagdo ao tolerante.
Existem fortes evidéncias de que a exudacédo de malato no trigo e de citrato no milho
pelas raizes em resposta ao aluminio ocorre pela ativagdo de um canal de anions
localizado na membrana plasmatica de apices radiculares (Zhang et al., 2001).

O aumento do pH na regido da rizosfera também é uma forma de exclusao do
aluminio, pois leva a formacado de uma zona de precipitacdo deste elemento. Certas
plantas absorvem nitrogénio preferencialmente na forma de NOj™ (nitrica), em relacéo a
forma de NH;" (amoniacal) e, como conseqiiéncia dessa absor¢do diferencial, ha um
maior efluxo de ions OH" pelas raizes, o que promove a elevacdo do pH na rizosfera
(Baier et al., 1995).

Outra barreira que o aluminio pode enfrentar para atingir as regiées sensiveis do
meristema radicular € a mucilagem, substancia formada por polissacarideos, que
reveste a superficie radicular. Em plantas de trigo tolerantes ao aluminio, a sintese

continua de mucilagem nos apices radiculares dificulta a penetracdo do aluminio,
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protegendo as regides de crescimento da raiz. Ja foi demonstrado que a mucilagem

pode reter até 35% do aluminio presente no apoplasto (Archambault et al., 1996).

A sintese de calose, um poliglicosideo formado por unidades de 1,3-B-glucano
qgue se acumula na parede celular, também é uma resposta das plantas aos diversos
tipos de estresses (Simmons et al.,, 1992). Gendtipos de trigo sensiveis ao aluminio
produzem mais calose do que genadtipos tolerantes, quando expostos a esse elemento
(Zangh et al., 1994; Horst et al., 1997).

A enzima 1,3-B-glucanase estd incluida na familia das proteinas PR
(pathogenesis related), ja que muitas de suas isoformas s&o induzidas durante
infeccBes fungicas. Andlises da quantidade de sintese do mRNA da 1,3-B-glucanase,
isolado de éapices radiculares de trigo demonstraram que a expressao deste gene é
fortemente regulada pela presenca de aluminio (Cruz-Ortega et al., 1997). Desta forma,
o0 padrdo de sintese de calose pode ser um bom indicativo do grau de injuria que o
aluminio causa as raizes, podendo, inclusive ser utilizado como um parametro na
selecdo de gendtipos com tolerancia ao aluminio toxico.

Dentre os mecanismos de exclusdo, a exudacdo de moléculas quelantes que
complexam o aluminio toxico tem sido o mais estudado. Tais quelantes séo liberados
no apoplasto e/ou na rizosfera impedindo que o aluminio alcance seus sitios de toxidez.
O aluminio complexado com a molécula exudada pela raiz perde o seu efeito fitotoxico.
Uma importante classe desses quelantes sdo os acidos organicos de baixo peso
molecular, provenientes do ciclo dos acidos tricarboxilicos.

Existem fortes evidéncias que a tolerancia ao aluminio em gendtipos de trigo,
milho, girassol, soja, feijdo, entre outros, ocorre pela exclusdo do aluminio das células
pela sintese de acidos organicos capazes de quelar o aluminio (Ma et al., 2001; Ryan et

al., 2001; Kochian et al., 2002; Watanabe & Osaki, 2002). Dos acidos organicos, 0
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citrato tem a maior capacidade de se ligar ao aluminio, seguido pelo oxalato, malato e

succinato (Hue et al., 1986).

A producéo de acidos organicos ativados pelo aluminio como um mecanismo de
resposta de tolerancia a esse elemento, tem sido descrito para um grande numero de
espécies cultivadas, tanto em monocotiledbneas como em dicotiledéneas. Em trigo, o
aluminio estimulou a exudacéo apenas do malato. Em milho, aveia, centeio e triticale foi
observado a exudacdo de ambos, citrato e malato. Ja em sorgo, tabaco e soja, o
aluminio estimulou a sintese apenas do citrato (Kochian et al., 2004).

Trabalhando com plantas transgénicas de tabaco e maméo superexpressando a
enzima citrato sintase, Fuente-Martinez et al., (1997) forneceram evidéncias de que os
acidos organicos participam efetivamente na tolerdncia ao aluminio. Em funcdo da
super producédo e exudagao de citrato, as plantas transgénicas apresentaram aumento
significativo na tolerancia ao aluminio.

Os mecanismos de tolerancia celular ou de detoxificagcéo interna do aluminio tém
sido menos estudados do que os mecanismos de exclusao do aluminio. Entretanto, o
mecanismo envolvido com o acumulo de aluminio no interior das células foi associado
com a ligacdo de acidos fendlicos e acidos organicos, sendo que sao freqientemente
sequestrados em células especializadas, semelhantes as células da epiderme das

folhas (Gaume et al., 2001; Jensen et al., 2002, Ma & Furukawa, 2003).

2.5. Estratégias de avaliagcdo de genotipos para tolerancia ao aluminio
toxico

Um grande numero de técnicas tem sido empregado na identificacdo de plantas

tolerantes ao aluminio toxico. Dentre elas estdo: a capacidade do material alterar o pH

do meio de cultivo (Kochian, 1995); a observacéo visual do desenvolvimento da parte

aérea e do sistema radicular (Devine et al., 1976); o peso seco do sistema radicular e
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aereo (Lafever et al., 1977; Lafever & Campbell, 1978); a colorac&o das raizes seminais

em solucdo contendo hematoxilina (Polle et al., 1978); comprimento das raizes em
baixa concentracdo de aluminio em solucéo nutritiva incompleta (Shuman et al., 1993);
producao final de graos (Howeler & Cadavid, 1976), recrescimento da raiz principal em
solucéo nutritiva e solucéo tratamento contendo aluminio (Camargo & Oliveira, 1981;
Dornelles, 1994; Oliveira, 2002).

A identificacdo da tolerancia ao aluminio toxico baseado no crescimento de
plantas em solo acido com niveis toxicos de aluminio trocavel ja foi utilizada para alfafa
(Devine et al., 1976), cevada (Foy, 1996a), sorgo (Foy et al., 1993), trigo (Foy, 1996b),
entre outras espécies. Neste sistema, as plantas sédo crescidas em potes com solo
acido por aproximadamente um més ou no campo, durante a estacdo de crescimento. A
massa seca de raizes e da parte aérea € determinada e comparada com as plantas
crescidas em um solo livre de aluminio e com pH néo toxico. Plantas em estadio jovem
podem ser avaliadas, quando o crescimento da raiz é importante para 0 seu
estabelecimento, e também em estaddio adulto, onde deficiéncias nutricionais e
estresses a seca podem afetar o crescimento (Foy et al., 1993).

Diferentes solos acidos com pH similar podem variar enormemente na
quantidade de saturacdo de aluminio. Por exemplo, o crescimento de trigo em solos
acidos € mais dependente da saturacdo de aluminio e de outros minerais téxicos como
0 manganés presente no solo, do que o préprio pH (Johnson Junior et al., 1997).

Os principais inconvenientes da utilizagdo das condi¢des naturais de campo, com
solos acidos, para a discriminacdo da tolerancia ao aluminio devem-se a: a)
dificuldades de definicdo e mensuragcdo precisa dos niveis de aluminio no solo; b)
dificuldades do controle quantitativo e da dindmica do aluminio no solo; c)

impossibilidade de assegurar que somente o aluminio esta presente no solo e
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disponivel as plantas e ndo outros metais toxicos como o manganés (Kerridge et al.,

1971).

Um método de avaliacdo da tolerancia ao aluminio, utilizando areia como
substrato foi desenvolvido por Villagarcia et al., 2001, o qual simula o crescimento de
plantas em solos acidos. Esta técnica ndo requer o acesso a solos acidos e a
quantidade de aluminio e de outros minerais necessarios ao crescimento e
desenvolvimento das plantas sédo perfeitamente controlaveis. Os resultados de
avaliacdo da tolerancia ao aluminio em areia sdo comparaveis aos resultados obtidos
em solucdes nutritivas e no campo.

O uso de solugbes nutritivas tem sido amplamente utilizado para identificar e
testar gendtipos de plantas quanto a tolerdncia ao aluminio toxico em diferentes
espécies, incluindo cereais de inverno (Camargo & Oliveira, 1981; Kim et al., 2001;
Oliveira, 2002), milho (Lopes et al., 1987; Cancado et al., 1999), sorgo (Baligar &
Anghinoni, 1995), arroz (Sivaguru & Paliwal, 1993; Khatiwada et al., 1996), alfafa
(Baligar et al., 1989), Arabidopsis (Toda et al., 1999), soja (Menosso, 1994, Villagarcia
et al., 2001), tomate (Luo et al., 1999), entre outras.

Em geral, as plantulas sdo mantidas em um meio com pH baixo, em uma solugéo
contendo macro e micronutrientes essenciais ao desenvolvimento por diversos dias e
posteriormente, as plantulas séo transferidas para uma solu¢do contendo aluminio. O
crescimento das raizes ¢ medido e comparado com o crescimento das raizes das
plantas que nao foram expostas aos efeitos toxicos do aluminio.

A discriminacdo de genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, através
do uso de solugbes nutritivas se caracteriza como um meétodo rapido, com
possibilidade de avaliar um grande numero de plantas, em um curto periodo de tempo.
Apresenta a vantagem de ser independente de fatores nutricionais do solo e pode

avaliar estresses individualmente, como pH, Al, Mn, entre outros. Por outro lado, a
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técnica ndo permite avaliar plantas de propagacdo vegetativa ou plantas na qual a

tolerancia ao aluminio somente se manifesta em estadios adultos das plantas (Koyama
et al., 1995).

Os principais fatores limitantes a técnica de solucdo nutritiva tém sido o
inadequado controle do pH, dos niveis de fésforo e por consequéncia da concentracao
de aluminio, devido a capacidade de complexacédo do Al-P. O efetivo controle destes
parametros sdo necessarios para a obtencdo de precisdo dos estudos genéticos. A
faixa de pH entre 4.0 e 4.5 resulta em maior eficiéncia na separacao dos genotipos em
sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, pois mantém inalteradas as concentracdes

dos elementos nutritivos e do aluminio na solugédo (Camargo, 1985).

2.6. Genética e identificacdo de genes de tolerancia ao aluminio toxico

O uso de cultivares tolerantes a toxicidade do aluminio apresenta-se como uma
solucdo sustentavel, propiciando ganhos permanentes de produtividade em solos
acidos. Neste contexto, diversos trabalhos s&o conduzidos no intuito de elucidar a
genética e 0s genes envolvidos com a tolerdncia ao aluminio toxico em espécies
cultivadas de grande importancia agronémica e econdémica, como milho, trigo, arroz,
cevada, sorgo, soja, aveia, entre outras.

A herancga genética e o numero de genes que controlam a toleréncia ao aluminio
em plantas sdo determinados através de: a) estudos genéticos para identificar genes de
tolerancia ao aluminio, bem como o mapeamento molecular para identificar marcadores
de DNA; b) isolamento e caracterizacdo de genes induzidos pela toxicidade do
aluminio; c) producédo e avaliacdo de plantas mutantes; d) uso de plantas transgénicas
em estudos da tolerancia ao aluminio toéxico. Esses diferentes tipos de estudos
contribuem para o entendimento da complexidade dos mecanismos de tolerancia ao

aluminio em plantas (Samac & Tesfaye, 2003).
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A maioria dos estudos de heranca genética da tolerancia ao aluminio tem sido

realizada em trigo (Triticum aestivum L.). Em muitos cruzamentos a tolerancia ao
aluminio segrega como um loco simples e dominante (Lagos et al., 1991). Porém em
outros cruzamentos o padrdo de segregacao sugere que dois locos sdo responsaveis
pela tolerancia (Garvin & Carver, 2003). Um destes locos foi mapeado no braco longo
do cromossomo 4D, denominado de Altgy ou Alt; (Luo & Dvorak, 1996; Riede &
Anderson, 1996).

A tolerancia ao aluminio em trigo € altamente correlacionada com a sintese de
malato. Em um estudo envolvendo 36 cultivares, Ryan et al., (1995) quantificaram o
comprimento relativo de raizes e a producdo de malato pelas raizes, para estimar a
tolerancia ao aluminio. A andlise de correlacdo destas varidveis demonstrou que 84%
da diferencas observadas no comprimento relativo das raizes foram explicadas pela
quantidade de malato produzido.

O centeio (Secale cereale) é considerado entre os cereais de inverno, o que
apresenta a maior tolerdncia a estresses abiéticos, incluindo o aluminio (Aniol e
Gustafson, 1984). O maior loco de tolerancia ao aluminio no centeio esta localizado no
brago longo do cromossomo 4, sendo denominado de Alt;. Este loco demonstrou
ligacdo com marcadores moleculares ligados a Altgy, sugerindo que os genes de
tolerancia ao aluminio atuam como locos homedlogos em ambas as espécies
(Miftahudin & Gustafson, 2002).

Em cevada (Hordeum vulgare), diferencas no nivel de tolerancia entre as
cultivares tem sido documentada. Ao avaliar 37 genoétipos de cevada e seus
cruzamentos, Minella & Sorrells (1992) determinaram um gene simples para a
tolerancia ao aluminio, com multiplos alelos. O gene que controla a tolerancia esta

localizado no cromossomo 4 e designado Alp (Minella & Sorrels, 1997).
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Andlise de RFLP de uma populacdo F, de cevada, proveniente do cruzamento

entre as variedades Dayton x Harlan revelou trés marcadores de DNA (xcdol395,
xbcd1117 e Xwg464) intimamente ligados ao gene de tolerancia Alp (Tang et al., 2000).

Em soja (Glycine Max L.), a andlise de RFLP de uma populacdo F; do
cruzamento entre Young (tolerante) e a linhagem PI 416937 (sensivel), quatro QTLs
foram determinados, cada um com pequeno efeito na expressdo da tolerancia ao
aluminio, indicando um controle multigénico para a tolerancia em soja (Bianchi-Hall et
al., 2000).

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é intimamente relacionado com o milho,
possui 0 segundo menor genoma entre as gramineas cultivadas, o que o torna bastante
atrativo em estudos de tolerdncia a estresses biodticos e abiodticos. Os resultados
recentes sobre a heranca da tolerancia ao aluminio indicam que o sorgo exibe um
padrédo qualitativo de heranca, com um loco simples (Magalhaes, et al., 2004).

Em milho (Zea mays), os resultados quanto ao nimero de genes e ao tipo de
acdo génica sao conflitantes, mas parece existir um consenso quanto a existéncia de
um pequeno numero de genes envolvidos na expressdo da tolerancia. Um gene
simples com mdltiplos alelos parece ser comum em milho e arroz, entre as variedades
estudadas (Sibov et al., 1999; Nguyen et al., 2001).

Dentre os cinco QTLs explicando 60% da tolerancia ao aluminio em milho, dois
deles estavam mapeados proximos aos genes da isocitrato desidrogenase
(Ninamango-Cardenas, 2000), enzima que atua na via metabdlica dos &cidos
organicos, um dos principais mecanismos propostos para a tolerédncia ao aluminio em
plantas (Kochian, 1995). Outro QTL foi mapeado proximo ao loco Alm2, também
associado com a tolerancia ao aluminio em milho (Sibov et al., 1999).

Estudando a tolerancia ao aluminio em dois cultivares de arroz, um sensivel e

outro tolerante, em solug&o nutritiva, Ferreira et al. (1997) observaram que a tolerancia
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avaliada pelo carater comprimento da raiz seminal, comportou-se como um carater

quantitativo. Transformando os dados para a escala logaritmica, o modelo aditivo-
dominante foi suficiente para explicar as variagdes no carater estudado.

Na cultura da aveia, as informac0Oes sobre a reacdo dos gendtipos em solos
acidos sdo ainda muito escassas. De acordo com os trabalhos realizados por Sanches-
Chacodn (1998) o carater tolerancia a toxidez de aluminio € uma caracteristica herdavel,
controlada por um gene dominante. Avaliando um numero maior de cruzamentos,
Wagner (1999) observou a presenca de um a dois genes dominantes envolvidos na
tolerancia ao aluminio. Entretanto, Oliveira (2002) determinou que o carater tolerancia
ao aluminio em aveia é geneticamente herdavel e controlado por um gene com alelos
multiplos.

Pelo teste de média de geragbes em oito cruzamentos de aveia, Oliveira (2002)
determinou que o modelo com trés parametros, aditivo-dominante foi suficiente para
explicar os efeitos genéticos presentes nas populacdes estudadas, indicando que o0s
efeitos epistaticos nao foram importantes para o carater tolerancia ao aluminio.

Valores médios a altos de herdabilidade foram estimados nos estudos realizados
por Sanchez-Chacon (1998), Wagner (1999) e Oliveira (2002). Na estimativa das
variancias, a variancia genética apresentou valores superiores da variancia ambiental
para 0s genotipos analisados nesses estudos.

Assim, existem fortes evidéncias de que o controle genético da tolerancia ao
aluminio téxico em aveia apresenta um modelo de heranca genética simples e
governada por um ou poucos genes de grande efeito, a exemplo do que ocorre com

outras espécies de cereais de inverno, como trigo, cevada e centeio.



3. MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi conduzido em cinco etapas, que serdo apresentadas de
acordo com a ocorréncia cronolégica em que cada etapa foi desenvolvida.

A primeira etapa do trabalho foi realizada no laboratorio de hidroponia do
Departamento de Plantas de Lavoura, Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizada no municipio de Porto Alegre. Esta
etapa teve inicio em junho de 2003, com o objetivo de promover modificacdes e ajustes
na metodologia de avaliacdo da tolerancia ao aluminio em aveia, até entdo utilizada
pelo Programa de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS.

Na segunda etapa foi realizada a avaliagdo da tolerancia ao aluminio toxico e
andlise genética da tolerancia, em uma populacdo de linhagens recombinantes nas
geracdes Fs e Fs7. Essa etapa também foi realizada no laboratério de hidroponia do
Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS, com inicio em agosto de 2003.

Na terceira etapa, um experimento foi conduzido na Estagdo Experimental
Agronomica (EEA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), no
inverno de 2003. O objetivo deste estudo foi estimar a associacdo da tolerancia ao
aluminio téxico em aveia com outros caracteres agrondmicos, avaliados em linhagens
recombinantes nas geracoes Fs¢ e Fs.7 em condi¢cdes de campo, sem aluminio no solo.

Na quarta etapa, dois experimentos foram conduzidos na area experimental do
Centro Nacional de Pesquisa de Trigo — CNPT/Embrapa, em Passo Fundo, no inverno
de 2004. O objetivo destes experimentos foi avaliar a resposta de diferentes linhagens

recombinantes, na geracdo avancada Fsg, previamente identificadas em laboratério
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como sensiveis e tolerantes ao aluminio, em condicbes de campo com alta e baixa

concentracdo de aluminio no solo.

E, por fim, na quinta etapa, um experimento foi realizado na Estacao
Experimental Agronédmica (EEA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em
Eldorado do Sul, no inverno de 2004. O objetivo do estudo foi determinar se linhagens
recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, na geracao Fsg diferem para

alguns caracteres agronémicos quando cultivados em solo sem aluminio.

3.1. Obtencéo das linhagens recombinantes

As linhagens recombinantes de aveia utilizadas neste trabalho sé&o provenientes
do cruzamento entre os genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, que apresentam
resposta diferencial quanto a tolerancia ao aluminio téxico (Tabela 1). Os genotipos
parentais foram selecionados do Programa de Melhoramento Genético de Aveia da
UFRGS, com base nos resultados de estudos da tolerancia ao aluminio toéxico em aveia
obtido por Sanchez-Chacon et al. (1998), Wagner et al. (1999) e Oliveira (2002).

O genitor UFRGS 17 é uma variedade comercial lancada pelo Programa de
Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS em 1996, ainda sendo recomendada para
cultivo no Brasil. O genitor UFRGS 930598-6 € uma linhagem desenvolvida pelo
Programa de Melhoramento de Aveia da UFRGS, que ndo chegou a ser lancada

comercialmente (Apéndice 1).

Tabela 1. Genealogia dos genitores UFGRS 930598-6 e UFRGS 17 de aveia e a
resposta quanto a tolerancia ao aluminio.

Genotipos Genealogia Resposta ao aluminio
UFRGS 17 COR?®/CTZ°/PENDEK/ME1563/76- Tolerante

29/76-23/75-28/CI833
UFRGS 930598-6 UFRGS 15/UFRGS 881920 Sensivel
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O cruzamento entre UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 foi realizado em 1998. As

sementes F, foram produzidas em 1999 e o avanco de geracdes de F3 em diante foi
realizado pelo método da descendéncia de uma unica semente — SSD modificado.
Neste método, 10 sementes provenientes de uma panicula de cada planta da geracao
anterior F, e subsequentes foram semeadas em uma cova, novamente colhendo-se
uma panicula por cova para avancar a proxima geracao até Fs. Nesta geracado, as
sementes de cada panicula foram semeadas em uma linha, sendo que as plantas foram

colhidas e trilhadas conjuntamente, constituindo as linhagens recombinantes.

3.2. Ajustes na metodologia de avaliacdo da tolerancia ao aluminio toxico

em aveia

O método utilizado para a discriminacdo da tolerancia ao aluminio téxico foi
inicialmente descrito por Camargo & Oliveira (1981) para a cultura do trigo, sendo
posteriormente adaptado para a cultura da aveia por Sanchez-Chacén (1998), Wagner
(1999) e Oliveira (2002).

No presente trabalho foram realizadas alteracbes na metodologia descrita por
Oliveira (2002), através de dois experimentos envolvendo gendtipos de aveia e trigo
conhecidos e contrastantes quanto a resposta ao aluminio toxico, visando melhorar a
repetibilidade de identificacdo de gendtipos sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico.

As principais modificacdes realizadas na metodologia de avaliacdo da tolerancia
ao aluminio, descritas por Oliveira (2002) foram: maior periodo de quebra de dorméncia
das sementes; as sementes ndo sofreram nenhum tratamento desinfetante e foram pré-
germinadas com casca; o0 processo de germinacao foi realizado em um maior periodo
de tempo e com alteracdo na temperatura ao longo do periodo de germinacéo; a fonte
de ferro Fe-EDTA da solucao nutritiva foi substituida por um quelato de ferro de alta

performance; diminuicdo da temperatura da solucdo nutritiva de 20° C para 17° C; o
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valor do pH foi elevado de 4,0 para 4,5 e mantido constante ao longo do periodo de

avaliacdo; somente foram utilizadas sementes que apresentavam radicula com cinco
milimetros de comprimento; as sementes foram dispostas na tela plastica espacadas
em um centimetro entre uma semente e outra; os periodos pré-definidos para a
transferéncia das plantulas da solucéo nutritiva para a solucdo tratamento e vice-versa,
bem como o momento de determinacdo do recrescimento da raiz principal, foram
rigorosamente obedecidos.

Os detalhes da metodologia empregada neste trabalho para a avaliacdo da
tolerancia ao aluminio toxico em aveia, através da utilizacdo de solugdo nutritiva em

laboratorio, sdo descritos no item 3.3.

3.2.1. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico em gendtipos de aveia e

trigo

Um estudo preliminar foi realizado envolvendo gendtipos de aveia (UFRGS
930598-6 e UFRGS 17) e trigo (Anahuac e Toropi). O objetivo deste experimento foi
verificar se as solugcdes nutritivas e as condicdes experimentais discriminavam
adequadamente os genoétipos reconhecidamente sensiveis e tolerantes ao aluminio
toxico.

Os gendtipos de aveia e trigo foram submetidos a concentracédo de 20 ppm de
aluminio na solucéo e testados em quatro repeti¢cdes, sendo que aproximadamente 10
plantas foram avaliadas quanto ao recrescimento da raiz principal em cada repeticdo. O
recrescimento da raiz principal foi medido para cada planta e os valores de média,
desvio padrdo e coeficiente de variacdo do recrescimento da raiz principal foram

determinados entre os genotipos.
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3.2.2. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico dos genitores UFRGS

930598-6 e UFRGS 17 em diferentes épocas

Uma andlise mais detalhada foi realizada envolvendo apenas o0s genitores
UFRGS 17 e UFRGS 930598-6. As razfes desta etapa do trabalho foram: a) promover
alteracOes e ajustes na metodologia de avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico em
aveia; b) identificar possiveis variacbes no padrédo do recrescimento da raiz principal
destes genotipos, em diferentes épocas de avaliagdo; c) comparar os resultados
alcancados nesta investigacdo com aqueles obtidos anteriormente em estudos da
tolerancia ao aluminio, pelo Programa de Melhoramento de Aveia da UFRGS.

Os gendtipos UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 foram avaliados em dez épocas
distintas, com trés repeticdes, sendo que cinco plantas foram avaliadas quanto ao
recrescimento da raiz principal em cada repeticdo, dentro da mesma época de
avaliacéo.

Os dados do recrescimento da raiz principal observado para 0s genitores
UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, nas dez épocas de avaliacdo e nas trés repeticoes
foram submetidos a andlise da variancia, com a utilizacdo do teste F, ao nivel de 1% de

probabilidade, de acordo com o quadro da andlise da variancia abaixo:

Causas Variagao GL QM F-teste
Epoca (A) 9 SQA/GLA QMA/QME
Gendtipo (B) 1 SQB/GLB QMB/QME
Repeticao 2 SQR/GLR QMR/QME
A*B 9 SQA*B/GLA*B QMA*B/QME
Erro experimental 278 SQE/GLE

Total 299
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Os valores de média, desvio padrdo e coeficiente de variagcdo do recrescimento

da raiz principal foram determinados para cada gendtipo dentro de cada época de
avaliacao e entre as diferentes épocas de avaliacao.

Para a comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com os trabalhos
realizados por Wagner (1999), Sanchez-Chacén et al. (2000) e Oliveira (2002), uma
analise de distribuicdo de frequéncia das observacdes foi procedida para os genitores
individualmente, sendo que os parametros estatisticos média e desvio padrédo do
recrescimento foram estimados com base na distribuicdo de frequéncia, usando os

dados combinados das 10 épocas de avaliacédo (Steel & Torrie, 1980).

3.3. Metodologia de avaliacdo da tolerancia ao aluminio to6xico em aveia
(Avena sativa L.)

3.3.1. Preparo das sementes

Em cada uma das linhagens recombinantes empregadas na avaliacdo da
tolerancia ao aluminio téxico foram selecionadas sementes quanto a uniformidade de
tamanho e com perfeito enchimento. Depois de selecionadas, as sementes
permaneceram em geladeira por 15 dias (02 semanas), a uma temperatura de 4 + 1°C,
para promover a quebra de dorméncia e permitir a uniformizacdo do inicio da
germinacao.

Na etapa de germinacdo, as sementes foram distribuidas uniformemente sobre
papel germinador, umedecido com 4gua destilada até a completa saturacdo do mesmo.
As sementes ndo receberam nenhum tratamento desinfetante e foram germinadas com
a presenca da casca e auséncia de aristas para aqueles gendtipos que apresentavam
esta caracteristica.

O processo de germinagao propriamente dito ocorreu em duas fases distintas,

de acordo com as condi¢cdes de germinacdo impostas, em camara incubadora BOD
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(demand biochemist of the oxigen): 1%) as sementes inicialmente foram mantidas a uma

temperatura de 16°C por um periodo de 48 horas; 2%) a temperatura de germinagéo foi
elevada para 25°C, por um periodo final de aproximadamente 24 horas. Durante a
germinacdo, as sementes foram constantemente mantidas com umidade, através da
reposicao diaria de agua destilada. O emprego destas etapas de germinagdo em
relacdo a temperatura e duracdo de cada fase adotado neste trabalho, foi determinado
atraves de testes preliminares envolvendo diversas combinacdes de periodos de tempo
e temperaturas de germinacao.

ApoOs o periodo de germinagcédo, as sementes que apresentavam a emissao da
radicula de aproximadamente cinco milimetros de comprimento foram selecionadas,

mantidas em solucao nutritiva e avaliadas quanto ao recrescimento da raiz principal.

3.3.2. Preparo e composicado quimica das solugdes nutritivas

A avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico, através da determinacdo do
recrescimento da raiz principal, realizada em laboratorio sob condi¢cées experimentais
controladas, envolveu a utilizacdo direta de duas soluc¢des idnicas distintas, sendo
denominadas de solucao nutritiva completa e solugéo tratamento, de acordo com a sua

composicao quimica, as quais sao apresentadas abaixo.

3.3.2.1. Solugéao nutritiva completa

A solucdo nutritiva completa é constituida de macronutrientes e micronutrientes
essenciais ao perfeito desenvolvimento e crescimento das plantas, durante o periodo
inicial e final de avaliagdo. A sua composicdo quimica € aqui representada pela
substancia quimica empregada, seguida da sua hidratacdo para aquelas substancias
que contém moléculas de agua em sua estrutura molecular e finalmente pela

concentracao final, como segue: Ca (NOj3),. 4 H,0 - 4mM, MgSOg,. 7 H,0 - 2mM, KNO3
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- 4mM, (NH4)2SO4 - 0,435 mM, KH2PO,4 - 0,5 mM, MnSO,4. H,0 - 2 uM, CuSOq, - 0,3 pM,

ZnSO4. 7 H,O - 0,8 uM, NaCl - 30 puM, NaMoO,. 2 H,0 - 0,10 puM, H3BO3 - 10 uM. A
fonte de ferro utilizada nesta solucdo foi um quelato de ferro de alta performance, com
6% de ferro quelado e 92% de orto-isdbmero (produto comercial Geo Fe 6), na
concentracao final de 0,9mM.

Uma solucéo estoque foi previamente preparada para cada substancia quimica

gue compads a solucao nutritiva completa.

3.3.2.2. Solugao tratamento

A solucéo tratamento foi composta por um décimo da solucdo nutritiva completa,
com excecao feita ao fosforo, que foi completamente omitido. A retirada do elemento
fosforo nesta solucdo foi realizada para evitar uma possivel complexacdo com o
elemento aluminio, 0 que promove a sua precipitacdo e consequentemente, diminui a
absorcéo do aluminio pelas plantas.

A fonte de aluminio utilizada foi a base de sulfato de aluminio, Al, (SO4)s. 18
H.O, na concentracédo final de 20 ppm. Uma solucéo estoque também foi previamente
preparada a 0,1 molar. De acordo com trabalhos realizados por Oliveira (2002), a
concentracdo de 20 ppm de aluminio é a que proporciona a melhor discriminacao entre

0S genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico em aveia.

3.3.3. Crescimento das plantas em solugcdo nutritiva e avaliagdo do
recrescimento da raiz principal

Sementes com aproximadamente cinco milimetros de radicula foram

selecionadas apdés a etapa de pré-germinacdo e crescidas sob uma tela plastica

adaptada a tampa de um balde, com capacidade para 8,3 |. A tela plastica foi dividida

em sete fracGes, onde cada fracao recebeu um gendtipo, com 10 sementes distribuidas



37
dentro da area desta fracdo, distanciadas em aproximadamente um centimetro entre

uma semente e outra.

Os baldes permaneceram em um tanque, com cinco centimetros da borda
superior do balde acima da superficie da 4gua, cuja temperatura foi mantida a 17 + 1°C,
com o auxilio de resisténcias elétricas adaptadas ao tanque. A intensidade luminosa foi
mantida constante durante as 24 horas do dia, através de lampadas fluorescentes
localizadas acima do tanque. A solucdo no interior de cada balde foi ligada a um
sistema de aeracdo, para a dotagdo do oxigénio necessério ao desenvolvimento do
sistema radicular.

Trés fases distintas, de acordo com a solu¢do nutritiva, foram envolvidas para a
determinacao da tolerancia ao aluminio toxico, sendo estas:

1) sementes selecionadas de acordo com o comprimento da radicula apos a
germinacdo foram submetidas a uma solucdo nutritiva completa por 48 horas, para
promover o crescimento e desenvolvimento inicial do sistema radicular;

2) durante as 48 horas seguintes, as plantas foram mantidas em uma solucao
tratamento, ou seja, expostas diretamente ao efeito toxico do aluminio. Durante este
periodo ocorre a completa paralisacdo do crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular, sendo facilmente observado os efeitos téxicos produzidos pelo aluminio, que
sdo: engrossamento das raizes, mudanca na coloracdo normal e formacdo de uma
curvatura na extremidade das raizes;

3) as plantas retornam para a solucdo nutritiva completa, permanecendo por 72
horas finais.

O pH de ambas as solucdes, nutritiva e completa foi mantido em 4,5, através de
duas determinacdes diarias. Quando necessério foi adicionado acido sulfurico - H2SO4

1N, para o ajuste do pH.
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A avaliacdo da tolerancia ao aluminio toxico foi realizada apos as 72 horas finais

em solugcdo nutritiva completa, onde foi medido o recrescimento da raiz principal de

cada planta, a partir do engrossamento ou calosidade da raiz principal formada.

3.4. Analise genética da tolerancia ao aluminio em linhagens recombinantes

de aveia

ApdOs os ajustes promovidos na metodologia de identificacdo de gendtipos
sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico na etapa anterior, uma populacdo de 333
linhagens recombinantes nas geracdes Fs¢ € Fs.7 foi avaliada quanto a tolerancia ao
aluminio toxico.

Em funcdo do grande numero de gendtipos envolvidos neste estudo, diversas
etapas foram necessérias para a avaliacdo das linhagens recombinantes. Em todas as
etapas, 0os genotipos parentais UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 foram avaliados
juntamente com as linhagens recombinantes.

Duas repeticdes foram empregadas para cada linhagem recombinante, sendo
que aproximadamente 10 plantas foram avaliadas quanto ao recrescimento da raiz
principal em cada repeticao.

Os dados do recrescimento da raiz principal observado para as linhagens
recombinantes, nas duas repeticbes foram submetidos a analise da variancia, com a
utilizacdo do teste F, ao nivel de 1% de probabilidade, de acordo com o quadro da

analise da variancia abaixo:

Causas de variacao GL QM F-teste
Linhagens 332 SQL/GLL QML/QME
Repeticao 1 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 6326 SQE/GLE

Total 6659
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A determinacdo do numero de genes envolvidos com a tolerancia ao aluminio

toxico foi realizada através de uma andlise qualitativa, com base na distribuicdo de
freqiéncia da média do recrescimento da raiz principal das linhagens recombinantes,
nas geracoes Fsg e Fs.7. A definicdo do intervalo de classe, bem como do numero de
classes foi baseada na formula (Steel & Torrie, 1980).

i=AK

K=+n

i = intervalo de classes;

A = amplitude de variacao entre o maior e 0 menor valor do recrescimento da raiz

principal observado entre as linhagens;

K = nimero de classes;

n = numero de linhagens recombinantes

A amplitude de variagcdo entre o valor maximo e o valor minimo (A), do
recrescimento da raiz principal foi de 4,50 cm entre as 333 linhagens recombinantes (n).
O intervalo de classes (i) calculado foi de 0,25 cm, porém, o intervalo de 0,3 cm foi
utilizado na analise. O numero de classes (K) calculado foi de 18,25, entretanto, com a
utilizacdo de um intervalo de classes superior ao estimado, apenas 15 classes foram
utilizadas nesta analise.

A distincdo das linhagens recombinantes, em sensiveis e tolerantes ao aluminio
toxico foi realizada com base na distribuicdo de frequiéncia do recrescimento da raiz
principal observada no genoétipo parental sensivel UFRGS 930598-6, no estudo de
avaliacdo da tolerancia ao aluminio dos genitores em diferentes épocas.

Uma hipdtese genética foi formulada, onde o carater tolerancia ao aluminio
toxico em aveia é controlado geneticamente por um unico gene com dois alelos. De
acordo com a hipotese elaborada, as linhagens recombinantes se distribuiriam na

proporcao de 1:1, uma linhagem sensivel para uma linhagem tolerante. Para confirmar
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esta hipétese foi aplicado o teste de qui-quadrado - %* (Pr > 0.01), descrito por Steel &

Torrie (1980).

3.5. Associacdo da tolerdncia ao aluminio téxico com caracteres

agronémicos avaliados em campo sem aluminio no solo

A mesma populacdo de linhagens recombinantes da etapa anterior, foi avaliada
em condi¢cdes de campo, no inverno de 2003, na Estacdo Experimental Agronémica da
UFRGS (EEA). O objetivo desta etapa foi determinar outros caracteres agrondmicos e
estimar a associa¢cdo destes com a tolerancia ao aluminio toxico, através da analise de
correlagao.

A EEA esté localizada no municipio de Eldorado do Sul, posicionada em 30° 05’
27" de latitude Sul e 51° 40’ 18” de longitude Oeste, com altitude média de 46 metros
acima do nivel do mar (Bergamaschi & Guadagnin, 1990). O solo da EEA é classificado
como Argissolo Vermelho Distrofico tipico (EMBRAPA 1999).

As linhagens recombinantes e os genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17
foram semeados em 10 de junho de 2003, sendo que cada gendétipo foi alocado em
duas linhas de dois metros de comprimento, espacadas 0,20 metro entre linhas, com a
densidade de semeadura de 300 sementes por metro quadrado. O espagamento entre
linhas de gendtipos diferentes foi de 0,40 metro. A adubacéo de base foi realizada de
acordo com as recomendacgles fornecidas pela analise de solo. A adubacdo de
cobertura foi realizada em duas etapas, sendo que a primeira aplicacdo foi realizada
guando as plantas apresentavam trés folhas, correspondendo ao inicio do afilhamento e
a segunda aplicacao, quando as plantas apresentavam de seis a sete folhas.

O controle das moléstias foi realizado pela aplicagéo de fungicida foliar sistémico,

produto comercial Folicur, na dose de 0,75 I/ha, sempre que necessario
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(aproximadamente a cada 20 dias). O controle de plantas invasoras foi realizado com

herbicida na fase inicial do ciclo vegetativo e posteriormente através de capinas.

Os caracteres avaliados neste trabalho foram: habito de crescimento vegetativo,
pilosidade da borda das folhas, ciclo vegetativo, estatura de plantas, tipo de panicula,
comprimento da panicula, nimero de nés da panicula e peso da panicula.

A determinacado do carater habito de crescimento vegetativo foi realizada 45 dias
apos a emergéncia das plantas. Valores numéricos foram atribuidos para o habito semi-
verticial (3), intermediario (5), semi-prostrado (7) e prostrado (9), conforme a tabela de
descritores de aveia do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC). O carater
pilosidade da borda das folhas foi avaliado quando as plantas apresentavam seis
folhas, através da observacao visual de presenca ou auséncia de pélos na borda das
folhas.

O carater ciclo vegetativo foi determinado através do numero de dias da
semeadura ao florescimento pleno, quando mais de 50% das plantas estavam com a
panicula visivel.

O caréter estatura de plantas foi realizado no final da estacdo de crescimento,
apos a maturacao fisioldgica das plantas, através da medicdo de cinco plantas de cada
gendtipo, cuja medida compreendeu a distancia entre a base do colmo e o topo da
panicula.

Para o caréter tipo de panicula, uma avaliacdo visual foi realizada 10 dias apos o
completo florescimento das plantas, onde um valor numérico foi atribuido para cada
gendtipo quanto ao tipo de panicula: segregante (0), panicula laxa (1) e panicula
compacta (2).

Por ocasido da colheita, 10 paniculas de cada genétipo foram coletadas
separadamente para a determinacdo dos caracteres comprimento da panicula, nUmero

de nés da panicula e peso da panicula. O comprimento da panicula foi determinado
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atraves da medicao do ponto de inser¢cdo do primeiro n6 da panicula, até o seu apice. O

carater nimero de nos da panicula foi efetuado pela contagem numeérica do namero
total de nés da panicula. Para o carater peso da panicula, cada panicula foi pesada
individualmente.

A associacao existente entre os caracteres agronémicos descritos anteriormente
com a tolerancia ao aluminio toéxico, determinado através do recrescimento da raiz
principal de cada linhagem recombinante em solucéo nutritiva, na segunda etapa deste
trabalho, foi estimada através de uma analise de correlacdo entre essas variaveis,
conforme Steel & Torrie (1980), ao nivel de 1% de probabilidade.

Para aqueles caracteres que apresentaram associacdo significativa com o
carater tolerancia ao aluminio téxico, um teste de independéncia (x%) foi aplicado,
conforme Strickberger (1976). O valor de % calculado foi comparado ao valor de ¥?

critico a 5% de significancia.

3.6. Avaliacao de linhagens recombinantes de aveia sensiveis e tolerantes
ao aluminio téxico em condi¢cdes de campo com aluminio no solo

A gquarta etapa do trabalho foi realizada no inverno de 2004, com o objetivo de
avaliar linhagens recombinantes de aveia tolerantes e sensiveis ao aluminio toxico, em
condicbes de campo. Dois experimentos foram conduzidos na area experimental do
Centro Nacional de Pesquisa de Trigo — CNPT/Embrapa, localizado no municipio de
Passo Fundo, RS, o qual esta situado a 28° 15’ de latitude Sul e 52° 24’ de longitude
Oeste, com altitude média de 687 metros acima do nivel do mar e clima subtropical
umido.

Os experimentos foram instalados em areas separadas, de acordo com a
concentracdo de aluminio trocavel na solu¢cdo do solo, sendo aqui convencionados

como: Experimento 1, com elevada concentracédo de aluminio no solo = 4,1 cmol/dm?;
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Experimento 2, com baixa concentracdo de aluminio no solo = 1,7 cmol/dm?, de acordo

com os valores fornecidos pela analise de solo (Apéndice 2).

Os genatipos incluidos neste estudo correspondem a uma amostra aleatoria da
populacdo de linhagens recombinantes de aveia avaliada quanto a tolerancia ao
aluminio toxico, na segunda etapa deste trabalho. Esta amostra foi composta por 22
linhagens recombinantes Fs.g, sendo 11 linhagens sensiveis e 11 linhagens tolerantes,
além dos genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, os quais foram semeados duas
vezes em cada repeticao.

Os experimentos foram semeados no dia 19 de junho de 2004, onde cada
gendtipo foi alocado em cinco linhas de trés metros de comprimento, espacgadas 0,20
metro entre linhas, com uma densidade de semeadura de 300 sementes por metro
quadrado, sob sistema de plantio direto. O delineamento experimental empregado foi 0
de blocos completamente casualizados, com quatro repeticdes. Na adubacéo de base
foram aplicados 300 kg/ha de adubo da férmula NPK 5-25-25. Durante o periodo
vegetativo das plantas, duas adubacdes de cobertura foram realizadas, sendo que a
primeira aplicagdo ocorreu quando as plantas apresentam aproximadamente trés folhas
e a segunda adubacao de cobertura com seis a sete folhas.

Para o controle de moléstias, especialmente as causadas por fungos foi aplicado
fungicida sistémico, tebuconazole, produto comercial Orius, na dose de 0,5 I/ha.
Também foi realizado o controle de insetos sempre que necessario, com a aplicacao de
inseticida de contato, produto comercial Agrophos, na dose de 0,75 I/ha. O controle de
plantas invasoras foi realizado através de capinas.

As avaliacOes realizadas neste estudo foram: reacdo das plantas ao aluminio
toxico, comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento da parte aérea (CPA),

relacdo CSR:CPA, massa seca de raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA),
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relacdo MSR:MSPA, estatura de plantas, habito de crescimento vegetativo e pilosidade

da borda das folhas.

A determinacao da reacéo das plantas ao aluminio toxico foi realizada através de
uma escala visual, a qual variou de zero a nove, levando em consideracéo o nivel de
dano provocado pelo aluminio a parte aérea das plantas, em cada parcela
individualmente. A nota zero corresponde ao maximo de dano provocado pelo aluminio,
um - 80% de dano, dois - 70% de dano, trés — 60% de dano, quatro — 50% de dano,
cinco — 40% de dano, seis — 30% de dano, sete — 20% de dano, oito — 10% de dano e
nove — sem efeito ou a maxima tolerancia ao aluminio toxico presente no solo. Com
base nesta escala, trés classes de gendtipos de acordo com a tolerancia ao aluminio
toxico no solo foram formadas: sensivel = 1-3, intermediaria = 4-6 e tolerante > 7.

Aos sessenta dias apds a emergéncia, dez plantas de cada parcela de ambos os
experimentos foram coletadas, para a determinacédo das variaveis: CSR, CPA, relacdo
CSR:CPA, MSR, MSPA e a relacdo MSR:MSPA. A coleta das plantas foi realizada com
auxilio de uma pa de corte, de maneira a ndo causar danos ou rompimento das raizes.
Cabe mencionar ainda que, as plantas foram coletadas na mesma posicdo espacial
dentro de cada parcela, independentemente do efeito do aluminio sobre as plantas.

Apoés a coleta, as plantas foram levadas para o laboratério, onde inicialmente, o
solo e restos organicos aderidos as raizes foram completamente removidos, através de
lavagem em agua corrente. A determinacdo do CSR foi realizada através da medicao
das raizes estendidas na posicdo horizontal do apice radicular até a coroa da planta.
Para a determinacdo do CPA, cada planta foi medida da coroa até o &pice foliar,
também com as plantas estendidas na posicao horizontal.

As raizes foram separadas da parte aérea, na posicdo da coroa das plantas,
para a determinacdo da MSR e MSPA. As dez plantas de cada parcela foram reunidas

em um pacote de papel e mantidas em estufa a uma temperatura de aproximadamente
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65°C, durante o periodo de 48 horas, e posteriormente pesado. A relacdo CSR:CPA e a

relacdo MSR:MSPA foram obtidas pela divisdo numeérica do valor encontrado para as
raizes sob o valor encontrado para a parte aérea, em ambas as variaveis.

Os caracteres habito de crescimento vegetativo e pilosidade da borda das folhas
também foram determinados aos sessenta dias apds a emergéncia das plantas. A
estatura de plantas foi obtida apos a maturacao fisiologica das plantas. A metodologia
usada na determinacdo destes caracteres foi a mesma descrita no item 3.5 deste
trabalho.

Na analise estatistica dos dados, inicialmente foi realizada uma analise da
variancia geral utilizando-se o teste F, ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, para
verificar se haviam diferencas entre os experimentos, para todas as variaveis

analisadas, de acordo com o quadro da analise da variancia abaixo:

Causas Variagao GL QM F-teste
Gendtipos 25 SQG/GLG QMG/QME
Experimento (n) 1 SQN/GLN QMN/QME
Repeticao 3 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 178 SQE/GLE

Total 207

Posteriormente, o0s experimentos foram analisados individualmente. Os
genotipos foram divididos em genitores e linhagens recombinantes, os quais foram
analisados separadamente. Na analise da variancia a soma de quadrados (SQ) de cada
grupo de genotipos, isto €, genitores e linhagens recombinantes foram decompostas
sob duas categorias, sensivel e tolerante ao aluminio téxico, de acordo com o quadro

da analise da variancia abaixo, para ambos 0s experimentos.
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Causas Variagéo GL QM F-teste
Categoria 1 SQC/GLC QMC/QME
Repeticdo 3 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 99 SQE/GLE

Total 103

A associacdo da variavel reacdo ao aluminio no solo com as demais variaveis:
CSR, CPA, relacdo CSR:CPA, MSR, MSPA, relacdo MSR:MSPA, estatura de plantas,
hébito de crescimento vegetativo e pilosidade da borda das folhas foi determinada pela
andlise de correlacao (Steel e Torrie, 1980), e os coeficientes de correlacdo de Pearson
(r) testados a 1% de significAncia. Duas analises de correlacdo distintas foram
realizadas: a)analise de correlacdo para o experimento (1) com alta concentracdo de
aluminio no solo; b) andlise de correlacdo envolvendo apenas as variaveis
determinadas no experimento (2) com baixa concentra¢do de aluminio no solo.

Uma andlise de correlagdo também foi realizada entre as variaveis reacdo ao
aluminio tocavel presente na solucdo do solo determinada neste estudo para o
experimento 1, com o recrescimento da raiz principal determinada em laboratério, pelo
uso de solugbes nutritivas em condi¢des controladas. Os genotipos parentais UFRGS
930598-6 e UFRGS 17 foram excluidos desta andlise, pois sua resposta ao aluminio

toxico é bem definida.

3.7. Avaliacdo de linhagens de aveia sensiveis e tolerantes ao aluminio
toxico em condi¢cfes de campo sem aluminio no solo

A quinta e ultima etapa deste trabalho foi realizada no inverno de 2004, na

Estacdo Experimental Agrondémica (EEA) da UFRGS, localizada no municipio de

Eldorado do Sul. Nesta etapa, um experimento foi conduzido em um ambiente livre de

aluminio trocavel na solucao do solo, com o objetivo de verificar se o gene de tolerancia
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ao aluminio toxico em aveia tém efeito sobre outros caracteres de importancia

agrondémica.

Foram incluidas neste estudo, 163 linhagens recombinantes Fsg de aveia,
previamente identificadas na segunda etapa deste trabalho, como sensiveis e
tolerantes ao aluminio toxico, além dos genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17,
sendo que estes foram semeados em trés parcelas dentro de cada repeticao.

O experimento foi instalado no dia 11 de junho de 2004, onde cada linhagem
recombinante foi semeada mecanicamente em cinco linhas de trés metros de
comprimento, espacadas 0,20 metro entre linhas, com a densidade de semeadura de
300 sementes por metro quadrado. O desenho experimental utilizado foi o de blocos
completamente casualizados, com trés repeticdes. A adubacdo de base foi realizada de
acordo com a indica¢do do laudo de andlise do solo. Duas adubac¢@es nitrogenadas de
cobertura foram realizadas, sendo que a primeira ocorreu quando as plantas
apresentavam aproximadamente trés folhas e a segunda quando as plantas
apresentavam de seis a sete folhas, na dose de 20 kg de N em cada aplicacéo. Para o
controle de moléstias, pragas e plantas daninhas, o método de controle quimico foi
empregado em cada situag&do, sempre que houve necessidade.

As varidveis observadas neste experimento foram: i) ciclo vegetativo:
determinado através do numero de dias da semeadura ao florescimento pleno, quando
mais de 50% das plantas apresentavam a panicula visivel; ii) estatura de plantas:
realizada apés a maturacao fisiolégica de cada linhagem recombinante, através da
medicdo compreendida entre a base do colmo e o topo da panicula; iii) rendimento final
de gréos: foi composto pelo volume total colhido de cada parcela, sendo que a colheita
foi realizada mecanicamente, no dia 18 de novembro; iv) peso do hectolitro: através da
determinacao da massa dos graos desaristados, quando ocupam um volume de 250 ml,

convertidos para a massa de um volume de 100 |, através de tabela de converséo.
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Os dados observados para cada variavel foram submetidos a analise da

variancia, com a utilizacdo do teste F, ao nivel de 1% de significancia, para as
seguintes analises:

i) andlise geral dos genatipos, incluindo as linhagens recombinantes e os genitores, 0s
quais foram avaliados em trés repeticdes, de acordo com o quadro da analise da

variancia apresentado abaixo:

Causas Variagao GL QM F-teste
Gendtipos 164 SQG/GLG QMG/QME
Repeticao 2 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 328 SQE/GLE

Total 494

i) analise conjunta dos genatipos, incluindo as linhagens recombinantes e 0s genitores,
sendo que nesta analise os gendtipos foram divididos em duas categorias, de acordo
com o seu nivel de toler&ncia, em sensivel e tolerante ao aluminio toxico, em trés

repeticdes, conforme o quadro da analise da variancia.

Causas Variacao GL QM F-teste
Categoria 1 SQC/GLC QMC/QME
Repeticbes 2 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 491 SQE/GLE

Total 494

iil) os gendtipos foram divididos em linhagens recombinantes e genitores e analisados
separadamente. A soma de quadrados de linhagens recombinantes foi decomposta em
duas categorias, sensivel e tolerante ao aluminio toxico, para estimar seus efeitos

individualmente, de acordo com o quadro da analise da variancia apresentado abaixo:
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Causas Variagéo GL QM F-teste
Categoria 1 SQC/GLC QMC/QME
Repeticdo 2 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 485 SQE/GLE

Total 488

iv) a soma de quadrados de genitores foi decomposta em duas categorias, sensivel e

tolerante ao aluminio toxico, para estimar seus efeitos individualmente, de acordo com

0 quadro da analise da variancia apresentado abaixo:

Causas Variagéao GL QM F-teste
Categoria 1 SQC/GLC QMC/QME
Repeticdo 2 SQR/GLR QMR/QME
Erro experimental 14 SQE/GLE

Total 17

Para as médias das variaveis: ciclo vegetativo, estatura de plantas e rendimento

de gréos foi realizada uma anadlise de distribuicdo de frequéncia. A determinacédo do

namero de classes e do intervalo de classes foi realizada através da metodologia

descrita no item 3.4. Para a variavel ciclo vegetativo, 11 classes foram empregadas,

com o intervalo de classe de dois dias. Com relacdo a estatura de plantas, 13 classes

foram empregadas, com o intervalo de classe de 4 cm. E para o rendimento de graos,

13 classes foram necessarias para distribuir a amplitude total de variacdo entre as

linhagens recombinantes, com um intervalo de classe de 200 kg/ha.

Também foi realizado um estudo de correlacbes (Steel & Torrie, 1980) para

estimar a associacdo entre o recrescimento da raiz principal, determinada na segunda

etapa deste trabalho, com as variaveis ciclo vegetativo, estatura de plantas e
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rendimento de graos. Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram testados ao nivel

de 1% de significancia.

Uma andlise de comparacdo de médias foi realizada, entre as linhagens
recombinantes e 0s genitores, para as variaveis envolvidas neste estudo. Os valores de
média dentro das categorias sensivel e tolerante para cada grupo de gendtipos foram

comparados entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.



4. RESULTADOS

Os resultados apresentados no presente estudo correspondem a cinco etapas
principais de investigacdo: i) ajustes na metodologia de identificacdo de genotipos
sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, através da avaliacdo de gendtipos com
resposta conhecida ao aluminio em laboratério; ii) analise da heranca genética da
tolerancia, em linhagens recombinantes nas geracdes Fsgs € Fs.7; iii) associacdo da
tolerancia ao aluminio toxico com caracteres agronémicos avaliados em campo sem
aluminio no solo; iv) avaliagdo de linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao
aluminio téxico em condicdes de campo com aluminio no solo; v) avaliacdo de
linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico em condi¢bes de

campo sem aluminio no solo.

4.1. Ajustes na metodologia de avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico em
aveia

Trabalhos anteriores realizados por Wagner (1999), Sanchez-Chacén et al. (2000)

e Oliveira (2002) revelaram uma grande variacdo na discriminacdo dos genotipos, com

base no recrescimento da raiz principal, para o carater tolerancia ao aluminio toxico em

aveia. A falta de repetibilidade e uniformidade dos resultados indicava que a técnica

para a determinacdo da tolerancia ao aluminio toxico em aveia ndo estava bem

determinada.
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4.1.1. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio toxico em gendtipos de aveia e

trigo

O gendtipo UFRGS 17 apresentou 0 maior recrescimento da raiz principal, quando
comparado com 0s demais gendtipos avaliados, sendo assim classificado como
tolerante ao aluminio. J& o genoétipo UFRGS 930598-6 apresentou maior desvio padrao
em relacdo a meédia do recrescimento da raiz principal e, conseqiente, maior
coeficiente de variacdo entre as plantas avaliadas (Tabela 2).

N&o houve recrescimento radicular para nenhum dos gendtipos de trigo, tanto
Toropi como Anahuac. Embora, o genoétipo Toropi apresente um nivel superior de
tolerancia ao aluminio téxico em relacdo ao genoétipo Anahuac, estas diferencas ndo
puderam ser expressas na dose de 20 ppm de aluminio, sendo classificados como

sensiveis (Tabela 2).

Tabela 2. Determinacéo do recrescimento da raiz principal, com 20 ppm de aluminio,
em genotipos de aveia e trigo. UFRGS, 2005.

Genotipos Recrescimento Desvio C.V. Reacéo
médio (cm) padrdo (cm) (%) ao Al
UFRGS 17 2,68 0,43 16 T
UFRGS 930598-6 0,18 0,08 44 S
Toropi 0 0 S
Anahuac 0 0 S

S= sensivel e T= tolerante

4.1.2. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio téxico dos genitores UFRGS
930598-6 e UFRGS 17 em diferentes épocas

A andlise da variancia do recrescimento da raiz principal, para os genétipos

UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, nas 10 épocas de avaliacdo mostrou que os efeitos

principais época e gendtipo e a interacdo época*genoétipo foram significativos (Tabela

3).
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Embora, a interacdo entre época e gendtipo tenha sido significativa, o genotipo

UFRGS 17 apresentou média do recrescimento da raiz principal superior ao genétipo
UFRGS 930598-6, em todas as épocas de avaliacdo (Tabela 4 e 5). Desta forma, o
efeito da interacdo entre época e genotipo foi completamente desconsiderado, por nédo
apresentar nenhuma relevancia sob o ponto de vista biolégico e as interpretacdes foram

baseadas nos efeitos principais de época e genadtipo individualmente.

Tabela 3. Analise da variancia do recrescimento da raiz principal (cm), dos genétipos
UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, em 10 épocas de avaliacdo. UFRGS,

2005.
Causas de Variacao GL QM Pr>F
Epoca 9 1,33 0,0020*
Gendtipo 1 354,90 <,0001*
Repeticdo 2 0,84 0,1555"
Epoca *Genotipo 9 1,26 0,0035*
Erro 278 0,45

Total 299

"s e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.

O genotipo sensivel UFRGS 930598-6 apresentou média do recrescimento da
raiz principal baixa. A média entre as diferentes épocas de avaliacdo variou de 0,06 a
0,18 cm, com a média geral de 0,13 cm. Os valores absolutos de desvio padréao
observados foram considerados altos, refletindo em elevados coeficientes de variagéo
entre as épocas de avaliacdo (Tabela 4).

Para o gendtipo tolerante UFRGS 17, os valores médios do recrescimento da
raiz principal foram superiores ao do gendtipo UFRGS 930598-6. O recrescimento
médio variou de 1,47 a 3,13 cm, com a média geral de 2,29 cm entre as épocas de
avaliacdo. Os valores absolutos de desvio padréo e coeficiente de variagdo observados

em UFRGS 17 foram inferiores aos observados em UFRGS 930598-6 (Tabela 5).
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Tabela 4. Média, desvio padrédo e coeficiente de variacdo do recrescimento da raiz
principal (cm) do genoétipo UFRGS 930598-6, em 10 épocas de avaliacao.

UFRGS, 2005.
Epoca Média Desvio Coeficiente de
Padrao Variacao (%)
1 0,12 0,08 66,7
2 0,08 0,04 50,0
3 0,12 0,07 58,3
4 0,08 0,05 62,5
5 0,13 0,06 46,1
6 0,15 0,08 53,3
7 0,12 0,04 33,3
8 0,15 0,05 33,3
9 0,18 0,06 33,3
10 0,14 0,07 50,0
Média Geral 0,13 0,06 48,7

Tabela 5. Média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo do recrescimento da raiz
principal (cm) do gendtipo UFRGS 17, em 10 épocas de avaliacao.

UFRGS, 2005.
Epoca Média Desvio Coeficiente de
Padrao Variacao (%)
1 2,27 0,78 34,4
2 2,44 0,82 33,6
3 2,21 1,01 45,7
4 2,20 0,90 40,9
5 2,20 0,89 40,4
6 2,17 0,80 36,9
7 1,47 0,95 64,6
8 3,13 0,99 31,6
9 2,20 1,11 50,4
10 2,61 1,10 42,1
Média Geral 2,29 0,94 42,1

Os resultados deste estudo, também foram comparados com os dados obtidos
por Wagner (1999), Sanchez-Chacén et al. (2000) e Oliveira (2002). A distribuicdo de
frequéncia dos resultados, observada nos diferentes estudos mostra uma elevada
variacdo na amplitude do recrescimento da raiz principal e, conseqientemente, no
namero de classes formadas, para ambos os genotipos avaliados (Tabela 6).

O gendtipo sensivel UFRGS 930598-6 no estudo atual exibiu uma amplitude do

recrescimento da raiz principal de zero a 0,4 cm, sendo que 72% das plantas avaliadas
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apresentaram recrescimento da raiz principal de 0 a 0,2 cm. A maior amplitude do

recrescimento da raiz principal foi observada no estudo 3, onde variou de 0,2 a 1,6 cm.
Apenas duas classes de distribuicdo de frequéncia foram formadas no estudo atual,
enguanto que no estudo 3, oito classes de distribuicdo foram necesséarias.

Grandes diferencas entre os estudos foram observadas para a meédia do
recrescimento da raiz principal. O estudo atual foi 0 que apresentou a menor média,
com 0,26 cm, enquanto que o estudo 2, exibiu a maior média, cujo valor foi de 0,72 cm.
Com relacdo ao desvio padrdo e coeficiente de variacdo, o estudo atual revelou o
menor valor de desvio padrdo, 0,09 cm e coeficiente de variacdo, 34,6% entre os
diferentes estudos. A maior variagcdo do recrescimento da raiz principal foi observada no
estudo 3, cujos valores de desvio padréo e coeficiente de variagdo foram de 0,36 cm e
54,5%, respectivamente.

Para o genotipo tolerante UFRGS 17, o estudo atual foi o que apresentou a
maior amplitude do recrescimento, variando de 0,3 a 4,2 cm, sendo 14 classes
formadas. No entanto, aproximadamente 85% das plantas avaliadas neste estudo
situaram-se no intervalo de 1,2 a 3,6 cm. Por outro lado, a menor amplitude do
recrescimento foi observada no estudo 3, a qual variou de 1,5 a 3,3 cm. J& os estudos 1
e 2 apresentaram uma amplitude do recrescimento superior ao estudo 3, porém inferior
ao estudo atual (Tabela 6).

Em relacdo a média do recrescimento da raiz principal, o estudo atual exibiu
valor inferior (2,29 cm) ao estudo 3 (2,36 cm) e superior ao estudo 1 ( 1,62 cm) e 2
(2,01 cm). J& para os parametros estatisticos desvio padréo e coeficiente de variagéo,
mostram que o estudo atual foi o que apresentou o maior valor, 0,99 cm e 43,2%. A
menor variagdo do recrescimento foi observada no estudo 3, cujo valor de desvio

padréo foi de 0,34 cm e coeficiente de variagao de 14,4% (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal (cm) dos genétipos UFRGS 930598-6 e

UFRGS 17, avaliados em quatro estudos diferentes. UFRGS, 2005.

Estudo UFRGS 930598-6

Recrescimento da raiz principal (cm)
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 Total Média Desvio C.V.
Padréo (%)
1 2 9 9 2 22 0,60 0,25 41,7
2 8 19 12 48 0,72 0,33 45,8
3 22 65 17 22 28 16 5 3 178 0,66 0,36 54,5
Atual 108 42 150 0,26 0,09 34,6

UFRGS 17

Recrescimento da raiz principal (cm)
03 06 09 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 Total Média Desvio C.V.
Padréo (%)
1 1 2 4 3 3 2 2 17 1,62 0,54 33,3
2 1 1 7 6 6 6 7 6 1 1 48 2,01 0,50 24,9
3 1 6 44 27 27 4 3 112 2,36 0,34 14,4
Atual 5 6 5 9 20 15 15 12 15 11 12 18 2 5 150 2,29 0,99 43,2

Estudo 01 = Wagner (1999), Estudo 02 = Sanchez-Chacon et al. (2000), Estudo 03 = Oliveira (2002)
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4.2. Analise genética da tolerancia ao aluminio em linhagens recombinantes

de aveia

Para a analise genética da tolerancia foram empregadas 333 linhagens
recombinantes, nas geracbes Fsg € Fs; provenientes do cruzamento dos genitores
UFRGS 930598-6 e UFRGS 17.

As linhagens recombinantes foram avaliadas em duas repeticdes, sendo que em
cada repeticdo, aproximadamente 10 plantas de cada gendtipo foram medidas quanto
ao recrescimento da raiz principal.

Pela andlise da variancia do recrescimento da raiz principal realizada para as
333 linhagens recombinantes, ndo foram determinadas diferencas estatisticas
significativas entre as repeticoes. Desta forma as observacdes de ambas as repeti¢coes
foram agrupadas para a obtencdo dos valores de média e desvio padrdo do
recrescimento da raiz principal, para cada linhagem recombinante.

As linhagens recombinantes avaliadas quanto ao carater tolerancia ao aluminio
toxico apresentaram diferencas estatisticas entre si para o recrescimento da raiz
principal (Tabela 7).

Tabela 7. Analise da variancia do recrescimento da raiz principal, para as 333
linhagens recombinantes. UFRGS, 2005.

Causas de variacao GL QM Pr>F
Linhagens recombinantes 332 14,184 <.0001**
Repeticdo 1 0,031 0,8117"™
Erro experimental 5300 0,551
Total 5633

"S e ** Njo significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente

Pela distribuicdo de frequéncia do recrescimento médio da raiz principal, as

linhagens recombinantes com média de recrescimento da raiz principal < a 0,6 cm
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foram classificadas como sensiveis ao aluminio, enquanto que as linhagens com média

do recrescimento da raiz principal superior a 0,6 cm, como tolerantes ao aluminio toxico
(Tabela 8). A determinacdo do limite de classificacdo entre as linhagens sensiveis e
tolerantes foi realizada com base na distribuicdo de freqiiéncia do genotipo parental
UFRGS 930598-6 avaliado em diferentes épocas (Tabela 6). O valor 0,6 cm utilizado
como o limite de separacdo das linhagens sensiveis e tolerantes ao aluminio,
corresponde ao maximo do recrescimento da raiz principal observado para esse

genatipo (0,4 cm), mais duas vezes o desvio padrao observado (0,09 cm).

Tabela 8. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal das
linhagens recombinantes avaliadas quanto a tolerancia ao aluminio toxico
em solucao nutritiva. UFRGS, 2005.

Classe Frequéncia Frequéncia Fregiéncia Resposta
(%) acumulada (%) ao Al

0,00 -0,30 112 33,6 33,6 S
0,31 -0,60 51 15,3 48,9 S
0,61 -0,90 22 6,6 55,6 T
0,91-1,20 30 9,0 64,6 T
1,21 -1,50 29 8,7 73,3 T
1,51-1,80 25 7,5 80,8 T
1,81 -2,10 23 6,9 87,7 T
2,11-2,40 13 3,9 91,6 T
2,41 -2,70 4 1,2 92,8 T
2,71 -3,00 10 3,0 95,8 T
3,01-3,30 6 1,8 97,6 T
3,31 - 3,60 2 0,6 98,2 T
3,61 - 3,90 2 0,6 98,8 T
3,91 -4,20 3 0,9 99,7 T
4,21 -4,50 1 0,3 100,0 T

Total 333

S= sensivel e T= tolerante
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Ao considerar que o limite maximo de recrescimento para 0s genotipos sensiveis

foi de 0,6 cm, 48,9% das linhagens recombinantes se situaram dentro deste limite. Do
outro lado, 51,1% das linhagens recombinantes exibiram um recrescimento meédio da
raiz principal superior a 0,6 cm. Sendo assim, apenas dois grupos distintos de acordo
com a resposta ao aluminio foram formados, o grupo das linhagens recombinantes
sensiveis (S) e o grupo das linhagens recombinantes tolerantes (T) ao aluminio téxico.
A hipoétese genética formulada de que a tolerancia ao aluminio toxico em aveia é
governada por um unico gene com dois alelos, onde as linhagens recombinantes
avaliadas se distribuem na proporcdo de uma linhagem sensivel para uma linhagem
tolerante (1:1) foi aceita, y* = 0,148 (Tabela 9).
Tabela 9. Teste de ajustamento do qui-quadrado (x?) para as proporcdes observadas e

esperadas entre as linhagens recombinantes de aveia, para o carater
tolerdncia ao aluminio toxico. UFRGS, 2005.

Linhagem Obs Esp (Obs — Esp)®/Esp x? Pr
Sensivel 163 166,5 0,074
Tolerante 170 166,5 0,074
Total 333 333 0,148"  >0,70 - <0,80

"® N&o significativo a 1% de probabilidade

O grupo de linhagens recombinantes sensiveis mostrou maior homogeneidade
de distribuicdo de frequéncia do recrescimento da raiz principal em relacao as linhagens
recombinantes tolerantes, sendo que duas e 13 classes de distribuicdo foram obtidas,
respectivamente. As linhagens recombinantes tolerantes apresentaram uma maior
dispersdo do recrescimento da raiz principal em relacdo a média do recrescimento da
raiz principal obtida pelo genitor tolerante UFRGS 17, quando comparadas com as

linhagens recombinantes sensiveis e o0 genitor UFRGS 930598-6 (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo do recrescimento médio da raiz principal das
linhagens recombinantes e dos genitores UFRGS 930598-
6 e UFRGS 17. UFRGS, 2005.

4.3. Associacdo da tolerdncia ao aluminio toxico com caracteres
agrondmicos avaliados em campo sem aluminio no solo

Os resultados apresentados nesta sessao do trabalho correspondem ao estudo
de associacao entre a tolerancia ao aluminio téxico e os caracteres agronémicos habito
de crescimento vegetativo, pilosidade da borda das folhas, ciclo vegetativo, estatura de
plantas, tipo de panicula, comprimento da panicula, nUmero de nés da panicula e peso
da panicula.

Os caracteres estatura de plantas, pilosidade da borda das folhas, tipo de
panicula, comprimento da panicula, peso da panicula e numero de nés da panicula,
ndo apresentaram coeficiente de correlacdo (r) significativo com a tolerancia ao
aluminio, expressa através do recrescimento da raiz principal (Tabela 10). Os
caracteres habito de crescimento vegetativo e ciclo vegetativo apresentaram
associacao significativa e negativa com o recrescimento da raiz principal, porém com

valores baixos (Tabela 10).
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Tabela 10. Estimativa dos coeficientes de correlacdo entre o recrescimento da raiz
principal e caracteres morfoldgicos. EEA -UFRGS, 2005.

Correlagéo r Pr > [r]

Recrescimento daraiz principal

Estatura de plantas 0,11 0,0373"
Habito de crescimento vegetativo -0,20 0,0002**
Pilosidade da borda das folhas 0,13 0,0206"
Ciclo vegetativo -0,15 0,0048**
Tipo de panicula -0,07 0,2313"™
Comprimento da panicula 0,02 0,9693"
Peso da panicula 0,08 0,1269"
NUmero de nés da panicula 0,12 0,0292"

"® e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.

A andlise de contingéncia realizada para os caracteres tolerancia ao aluminio
toxico e habito de crescimento vegetativo apresentou valor de y? significativo. Este
resultado indica, portanto, a existéncia de uma associacdo entre estes caracteres
(Tabela 11).

Tabela 11. Teste de contingéncia para os caracteres tolerancia ao aluminio téxico e

habito de crescimento vegetativo em linhagens recombinantes de aveia.
EEA-UFRGS, 2005.

Habito de crescimento  Tolerancia ao aluminio  Total ¥ Pr
Sensivel Tolerante

Semi-vertical (3) 21 33 54

Intermediario (5) 52 70 122

Semi-prostrado (7) 68 49 117

Prostrado (9) 22 19 41

Total 163 171 334 8,44* <0,05 - >0,02

* significativo a 5% de probabilidade

Também para os caracteres tolerancia ao aluminio téxico e ciclo vegetativo, o
valor de y? foi significativo, indicando associacéo entre estes caracteres de acordo com

o teste de contingéncia (Tabela 12). A determinacdo dos grupos de genétipos precoce
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e tardio foi realizada pela distribuicdo de freqiéncia dos genitores UFRGS 930598-6 e

UFRGS 17 para o carater ciclo vegetativo.

Tabela 12. Teste de contingéncia para os caracteres tolerancia ao aluminio téxico e
ciclo vegetativo em linhagens recombinantes de aveia. EEA-UFRGS, 2005.

Ciclo vegetativo Toleréncia ao aluminio Total x? Pr
Sensivel Tolerante

Precoce 74 84 158

Tardio 89 86 175

Total 163 170 333 8,655* <0.01->0,001

*significativo a 5% de probabilidade

4.4. Avaliacdo de linhagens recombinantes de aveia sensiveis e tolerantes

ao aluminio téxico em condi¢gdes de campo com aluminio no solo

Os resultados apresentados nesta etapa do trabalho sdo provenientes de dois
experimentos realizados em condi¢cdes de campo, sob alta e baixa concentracdo de
aluminio trocavel na solucdo do solo. Em cada experimento foram empregadas 11
linhagens recombinantes sensiveis e 11 linhagens recombinantes tolerantes e os
genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, em quatro repeticdes de avaliacao.

Pela analise da variancia conjunta para os dois experimentos, todas as variaveis
avaliadas neste estudo apresentaram diferencas significativas entre os experimentos.
Estes resultados confirmam as diferencas existentes em termos de condicbes
ambientais entre os experimentos, as quais influenciaram diretamente na resposta dos
genatipos (Tabela 13).

Uma vez tendo sido detectado diferencas na resposta dos genotipos nos dois
experimentos, uma analise individual foi realizada para o experimento (1) com alta
concentracdo de aluminio e para o experimento (2) com baixa concentracdo de
aluminio, com a soma de quadrados de genoétipos decomposta sob as categorias

sensivel e tolerante ao aluminio toxico.
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Tabela 13. Analise da variancia conjunta, com valores de probabilidade para o efeito
de genotipos, experimentos e repeticbes. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel Gendtipos Experimento Repeticdes CV (%)
Reacao Al <.0001** <.0001** 0,2206 "™ 20,94
CSR 0,1005" 0,0006** 0,2693 "™ 14,17
CPA <.0001** <.0001** 0,4490 "™ 13,79
Relacdo CSR:CPA <.0001** <.0001** 0,6882" 15,39
MSR 0,2658 "™ <.0001** 0,0080** 35,93
MSPA 0,1032" <.0001** 0,1480"™ 42,50
Relacdo MSR:MSPA 0,2702" <.0001** <.0001** 33,07
Estatura <.0001** <.0001** 0,0531" 10,45

" * @ ** N&o significativo, significativo a 5% e 1 % de probabilidade, respectivamente.

Os genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 quando avaliados no experimento 1
(alta concentracdo de aluminio) se diferenciaram significativamente para as variaveis:
reacdo ao aluminio toxico, CPA, relacdo CSR:CPA e estatura de plantas. Por outro
lado, para as variaveis CSR, MSR, MSPA e relacdo MSR:MSPA, os genitores tolerante
e sensivel ndo exibiram diferencas estatisticas significativas (Tabela 14).

O genitor sensivel UFRGS 930598-6 exibiu rea¢cdo ao aluminio média de 2,4, a
qual esta dentro do limite de classificacdo para os genoétipos sensiveis (1-3), enquanto
que o genitor tolerante UFRGS 17 apresentou reacdo ao aluminio média de 6,8, ficando
no limite inferior para o grupo de classificacdo de genotipos tolerantes (> 7). Com
relacdo ao comprimento da parte aérea (CPA), os genitores exibiram média de 21,2 e
27,8 cm, respectivamente. Para a estatura média de plantas, os genitores sensivel e
tolerante exibiram média de 68,9 e 81,3 cm, respectivamente (Tabela 15).

As linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, no
experimento 1 apresentaram diferencas significativas entre si, para as variaveis: reacao
ao aluminio téxico, CPA e estatura de plantas. Porém, ndo foram encontradas

diferencas significativas entre as categorias de linhas sensiveis e tolerantes ao aluminio
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toxico para as variaveis: CSR, relacdo CSR:CPA, MSR, MSPA e relacdo MSR:MSPA

(Tabela 14).

As linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes exibiram média de reacao ao
aluminio de 3,4 e 6,6, ambas as médias ndo se situaram dentro dos limites de
classificacéo para genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio. Para o comprimento da
parte aérea (CPA), as linhas sensiveis apresentaram meédia de 23,3 cm, enquanto que
as linhas tolerantes exibiram média de 25,5 cm. Ja para a variavel estatura de plantas,
grandes diferencas foram observadas entre as linhagens recombinantes sensiveis e
tolerantes ao aluminio téxico, cujas médias foram de 70,3 e 82,1 cm, respectivamente
(Tabela 15).

O genitor sensivel UFRGS 930598-6 e tolerante UFRGS 17, quando analisados
no experimento 2 (baixa concentracdo de aluminio) se diferenciaram significativamente
para: reacdo ao aluminio téxico, CPA, relacdo CSR:CPA, MSPA e estatura de plantas.
Entretanto, ndo foram detectadas diferencas significativas entre 0s genitores para as
variaveis: CSR, MSR e relacdo MSR:MSPA (Tabela 16).

Os genitores sensivel e tolerante ao aluminio téxico apresentaram reacao ao
aluminio média de 5,8 e 6,9. A média do comprimento da parte aérea (CPA) para o
genitor sensivel foi de 24,6 cm e de 37,6 cm para o genitor tolerante. Para a massa
seca da parte aérea (MSPA), o valor de média para os genitores sensivel e tolerante foi
de 12,8 e 18,3 g. Para estatura de plantas, os valores de média estimados foram de
76,3 e 86,9 cm entre os genitores sensivel e tolerante ao aluminio toxico (Tabela 15).

Para as linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes, diferencas significativas
entre si foram determinadas para as variaveis: CPA, MSR, MSPA e estatura de plantas.
J& para as variaveis: reacdo ao aluminio téxico, CSR, relacdo CSR:CPA e relacao
MSR:MSPA, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as categorias de

linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico (Tabela 16).



Tabela 14. Andlise da variancia resumida para o experimento (1) com alta concentracdo de aluminio, com os
genadtipos separados em genitores e linhagens recombinantes, nas categorias sensivel e
tolerante ao aluminio toxico. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel Genitores Linhagens recombinantes

Repeticdo Categoria® CV(%) Repeticdo  Categoria’ CV (%)
Reacéo Al 0,8695™ <.0001** 21,60 0,4212" <.0001** 24,23
CSR 0,4148"™ 0,8178"™ 13,58 0,0315* 0,2182" 15,62
CPA 0,5950 " 0,0133* 18,28 0,0686 " 0,0033** 13,93
Relacao CSR:CPA 0,8784"™ 0,0454* 20,63 0,9430"™ 0,1372" 15,89
MSR 0,9309 ™ 0,9733™ 34,75 0,0204* 0,7524 "™ 32,45
MSPA 0,3453"™ 0,4552 " 42,85 0,0020** 0,5982 " 39,84
Relagdo MSR:MSPA 0,5927 " 0,4631" 30,70 0,0012** 0,3271" 30,52
Estatura 0,8695 ™ 0,0001** 6,65 0,6709 " <.0001** 12,43

", * e ** N&o significativo, significativo a 5 e 1%de probabilidade, respectivamente.
lCompara(;élo entre gendtipos tolerantes e sensiveis ao aluminio téxico.

CSR = comprimento do sistema radicular

CPA = comprimento da parte aérea

MSR = massa seca de raizes

MSPA = massa seca da parte aérea



Tabela 15. Valores médios dos genitores e linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico,

para os diferentes caracteres no Experimento 1 e Experimento 2. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel Experimento 1 Experimento 2
Genitores Linh. Recomb. Genitores Linh. Recomb.
S T S T S T S T
Reacéo Al*® 2,4 6,8 3,4 6,6 5,8 6,9 6,6 6,9
CSR (cm) 9,3 9,4 9,9 10,3 9,8 9,1 9,3 9,6
CPA (cm) 21,2 27,8 23,3 25,5 24,6 37,6 29,2 31,9
Relagdo CSR:CPA 0,44 0,35 0,43 0,41 0,36 0,24 0,32 0,31
MSR (9) 1,8 1,8 1,8 1,7 2,6 3,0 2,2 2,7
MSPA (g) 7,7 9,1 7,8 8,2 12,8 18,3 12,9 16,2
Relacdo MSR:MSPA 0,24 0,22 0,24 0,22 0,21 0,17 0,19 0,17
Estatura (cm) 68,9 81,3 70,3 82,1 76,3 86,9 81,6 93,9

S = sensivel; T = tolerante.

CSR = comprimento do sistema radicular
CPA = comprimento da parte aérea
MSR = massa seca de raizes

MSPA = massa seca da parte aérea
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Tabela 16. Andlise da variancia resumida para o experimento (2) com baixa concentracdo de aluminio, com 0s
gendtipos separados em genitores e linhagens recombinantes, nas categorias sensivel e
tolerante ao aluminio toxico. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel Genitores Linhagens recombinantes

Repeticdo Categoria” CV(%) Repeticdo  Categoria* CV (%)

Reagdo Al* 0,8053"™ 0,0210* 31,11 0,3379"™ 0,1040"™ 13,49
CSR 0,4980 "™ 0,6026 "™ 12,52 0,8053"™ 0,2098 "™ 12,73
CPA 0,6467 "™ 0,0002** 15,11 0,1438"™ 0,0037** 14,09
Relagéo CSR:CPA 0,2149" 0,0004** 14,73 0,3378"™ 0,1047" 16,98
MSR 0,6620" 0,0738"™ 35,89 <.0001** 0,0030** 32,91
MSPA 0,1669 "™ 0,0451" 34,56 0,0056 "™ 0,0100** 39,25
Relagdo MSR:MSPA 0,3121"™ 0,3079"™ 37,41 0,0161* 0,1068 "™ 36,77
Estatura 0,3946 " 0,0001** 4,40 0,2230"™ 0,0001** 16,21

", * @ ** NAo significativo, significativo a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.
'Comparacéo entre genétipos tolerantes e sensiveis ao aluminio téxico.

CSR = comprimento do sistema radicular

CPA = comprimento da parte aérea

MSR = massa seca de raizes

MSPA = massa seca da parte aérea
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As maiores diferencas em termos de média para as linhagens recombinantes

sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico no experimento 2 foram observadas para a
variavel massa seca da parte aérea (MSPA), com meédia de 12,9 e 16,2g e para o
carater estatura de plantas, cujas médias foram de 81,6 e 93,9 cm, respectivamente
(Tabela 15).

No experimento (1) com alta concentracdo de aluminio no solo, a reacdo ao
aluminio toxico se correlacionou significativamente com as variaveis: CPA, relacéo
CSR:CPA, estatura de plantas, habito de crescimento vegetativo e pilosidade da borda
das folhas. Por outro lado, a reacdo ao aluminio ndo esta associada significativamente

com as variaveis: CSR, MSR, MSPA e relacdo MSR:MSPA (Tabela 17).

Tabela 17. Coeficientes de correlacdo entre a reacao ao aluminio téxico no solo e 0s
demais caracteres avaliados no experimento (1) com alta concentracao de
aluminio no solo. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel r Pr > [r]

Reacdo ao Al trocavel

Comprimento do sistema radicular (CSR) 0,20 0,0424"
Comprimento da parte aérea (CPA) 0,49 <.0001**
Relacdo CSR:CPA -0,27 0,0056**
Massa seca de raizes (MSR) 0,07 0,4872"°
Massa seca da parte aérea (MSPA) 0,22 0,0229 "™
Relacdo MSR:MSPA -0,23 0,0189"™
Estatura de planta 0,65 <.0001**
Habito de crescimento vegetativo -0,48 <.0001**
Pilosidade da borda das folhas 0,25 0,0095**

"s e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.

Entre as variaveis analisadas, a estatura de plantas foi a que apresentou o maior
coeficiente de correlagdo, r = 0,65. As variaveis CPA e habito de crescimento exibiram

uma correlacao intermediaria, r = 0,49 e —0,48, respectivamente. E as variaveis relacdo
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CSR:CPA e pilosidade da borda das folhas, embora tenham alcancado o nivel de

significancia estatistica apresentaram uma baixa correlacdo com a variavel reacdo ao
aluminio do solo (Tabela 17).

A reacdo ao aluminio téxico presente na solucdo do solo esta positivamente
correlacionada, com as variaveis: CPA, estatura de plantas e pilosidade da borda das
folhas. Portanto, a medida que aumenta a tolerancia dos genétipos ao aluminio do solo
ocorre um aumento nos valores das variaveis citadas. De maneira contraria, a reacao
ao aluminio esta negativamente correlacionada com as variaveis: relacdo CSR:CPA e
habito de crescimento vegetativo. O carater habito de crescimento vegetativo, o qual
apresentou uma correlacdo negativa com a reacao ao aluminio no solo, também esta
correlacionado com o recrescimento da raiz principal, demonstrado na terceira etapa
deste trabalho.

No experimento (2) com baixa concentracdo de aluminio no solo, a reacdo ao
aluminio téxico se correlacionou significativamente com as variaveis CPA, relacao
CSR:CPA e estatura de plantas. Enquanto que as variaveis CSR, MSR, MSPA, relacao
MSR:MSPA, héabito de crescimento e pilosidade da borda ndo apresentaram
associac¢ao significativa com a reacao ao aluminio do solo (Tabela 18).

A estatura de plantas e o comprimento da parte aérea foram as variaveis que
apresentaram a maior associacdo com a reacdo ao aluminio, com o coeficiente de
correlagdo muito similar, r = 0,40 e 0,36, respectivamente. A associacdo observada
entre a reacdo ao aluminio com a estatura de plantas e o CPA foi inferior no
experimento com baixa concentracdo de aluminio, quando comparada ao experimento
com alta concentracdo de aluminio (Tabela 17). Ja para a relacdo CSR:CPA, o0 mesmo

valor de r = -0,27 foi observado para ambos os experimentos.
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Tabela 18. Coeficientes de correlacdo entre a reacdo ao aluminio toxico no solo e
demais caracteres avaliados no experimento (2) com baixa concentracéo

de aluminio no solo. CNPT-UFRGS, 2005.

Variavel r Pr >r]

Reacdo ao Al trocavel

Comprimento do sistema radicular (CSR) 0,13 0,1797"
Comprimento da parte aérea (CPA) 0,36 0,0002**
Relacdo CSR:CPA -0,27 0,0061**
Massa seca de raizes (MSR) 0,13 0,1895"
Massa seca da parte aérea (MSPA) 0,09 0,3450 "™
Relacdo MSR:MSPA 0,07 0,4719"
Estatura de planta 0,40 <.0001**
Habito de crescimento vegetativo -0,22 0,0280"
Pilosidade da borda das folhas 0,07 0,4675™

"® e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.

Os gendtipos utilizados neste estudo foram divididos em trés classes, sensiveis,
intermediarios e tolerantes, de acordo com a sua resposta frente ao aluminio téxico
presente no solo, no experimento 1 (alta concentracdo de aluminio). Os valores de
recrescimento médio da raiz principal obtido para cada gendétipo em laboratério e a
reacao ao aluminio téxico no solo estdo apresentados na Tabela 19.

Alguns gendtipos discriminados como sensiveis no laboratério apresentaram
reacao intermediaria a campo, 0 mesmo acontecendo com 0s genotipos tolerantes.
Porém, nenhum gendtipo classificado como sensivel no laboratorio apresentou resposta
de tolerancia a campo e nenhum gendtipo classificado como tolerante no laboratorio
apresentou resposta de sensibilidade a campo (Tabela 19).

A correlacéo entre o recrescimento da raiz principal determinada em laboratério
na segunda etapa deste trabalho, com a reacdo ao aluminio toxico atribuido a campo
para o experimento (1) com alta concentracdo de aluminio no solo, foi r = 0,73 (Pr>[r] =

<.0001).



Tabela 19. Recrescimento da raiz principal e classificacdo dos genoétipos em sensiveis, intermediarios e tolerantes,
de acordo com a reacdo ao aluminio do solo, para o experimento 1, CNPT-UFRGS, 2005.

Gendétipos sensiveis Genadtipos tolerantes
Gendétipo Recres. Reacao Classe Gendétipo Recres. Reacéo Classe
raiz Al raiz Al

102 0,19 3 S 23 2,15 6 |
107 0,22 3 S 28 3,70 7 T
109 0,19 3 S 58 4,93 7 T
135 0,16 5 I 68 4,15 8 T
148 0,19 4 I 108 1,48 6 |
162 0,14 5 I 130 1,89 7 T

U930598-6 0,26 3 S UFRGS 17 2,29 7 T
170 0,12 3 S 138 4,26 6 |
183 0,15 2 S 149 4,06 6 |
187 0,16 3 S 151 3,34 7 T
213 0,20 4 I 177 2,22 7 T
222 0,18 4 I 206 2,55 7 T

U930598-6 0,26 2 S UFRGS 17 2,29 7 T

S=sensivel I=intermediario e T=tolerante.
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4.5. Avaliacdo de linhagens recombinantes de aveia sensiveis e tolerantes

ao aluminio téxico em condi¢cdes de campo sem aluminio no solo
Os resultados apresentados nesta etapa do trabalho sdo oriundos de um
experimento envolvendo uma populacdo de 163 linhagens recombinantes Fsg,
sensiveis e tolerantes ao aluminio téxico e os genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17
testados em um ambiente livre de aluminio no solo na EEA da UFRGS.
Os gendtipos (linhagens + recombinantes genitores) revelaram diferencas
significativas para as variaveis ciclo vegetativo, estatura de plantas, rendimento de

graos e peso do hectolitro (Tabela 20).

Tabela 20. Analise da variancia, com os valores de probabilidade determinados para o
efeito de genotipos e repeticdes. EEA-UFRGS, 2005.

Variavel Genatipo Repeticéo CV (%)
Ciclo vegetativo <.0001** <.0001** 1,04
Estatura de plantas <.0001** <.0001** 5,11
Rendimento de gréos <.0001** <.0001** 10,54
Peso do hectolitro <.0001** 0,9049" 4,89

"S e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente

Quando os genitores e as linhagens recombinantes foram analisados
conjuntamente, porém levando em consideragdo o nivel de tolerancia ao aluminio, nas
categorias sensivel e tolerante, diferencas significativas foram observadas apenas para
a estatura de plantas. Enquanto que para ciclo vegetativo, rendimento de graos e peso
do hectolitro, n&o foi detectado diferencas significativas entre as categorias (Tabela 21).

Quando as linhagens recombinantes foram analisadas separadamente dos
genitores, diferencas significativas entre as categorias sensivel e tolerante foram

observadas para os caracteres ciclo vegetativo e estatura de plantas. Porém, as



73
linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes nao diferiram entre si para o rendimento

de graos e peso do hectolitro (Tabela 21).
Ja os genitores foram diferentes quanto ao ciclo vegetativo, estatura de plantas e
rendimento de grdos. Apenas para o0 peso do hectolitro ndo houve diferencas

significativas entre os genitores sensivel e tolerante ao aluminio (Tabela 21).

Tabela 21. Andlise da variancia dos genotipos sob as categorias tolerante e sensivel
ao aluminio, com os valores de probabilidade alcancados para o efeito de
categorias e repeticbes. EEA-UFRGS, 2005.

Linhagens recombinantes + Genitores

Variavel Categoria’ Repeticao CV (%)
Ciclo Vegetativo 0,0648" 0,0426* 3,18
Estatura de plantas <.0001** 0,0415* 10,38
Rendimento de grdos 0,5975" <.0001** 14,71
Peso do Hectolitro 0,7913™ 0,8524 " 7,04

Linhagens recombinantes

Variavel Categoria Repeticao CV (%)
Ciclo Vegetativo 0,0384* 0,0444* 3,18
Estatura de plantas <.0001** 0,0451* 10,44
Rendimento de gréos 0,7172"™ <.0001** 14,76
Peso do Hectolitro 0,8155"™ 0,8261"™ 7,07
Genitores
Variavel Categoria Repeticao CV (%)
Ciclo Vegetativo <.0001** 0,1788" 1,61
Estatura de plantas 0,0006** 0,3300™ 4,45
Rendimento de grdos 0,0087** 0,0889" 12,17
Peso do Hectolitro 0,3361"™ 0,1442" 4,13

"S * e ** N&o significativo, significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente
Categoria de genétipos sensivel e tolerante ao aluminio téxico.

Para as linhagens recombinantes, o ciclo vegetativo variou de 104 a 124 dias

com a amplitude total de variagdo de 20 dias. Pela comparag¢do do ciclo médio das
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linhagens recombinantes com o ciclo médio dos genitores, aproximadamente 57% das

linhagens recombinantes situaram-se entre a meédia de 107 dias observada para o
genitor UFRGS 17 e a média de 112 dias observada para o genitor UFRGS 930598-6.
Cerca de 8% das linhas apresentaram ciclo médio abaixo da média do genitor de menor
valor e em torno de 35% das linhagens recombinantes apresentaram ciclo médio acima

do genitor de maior valor (Figura 2 e Apéndice 3).

Ciclo vegetativo (dias)
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Figura 2. Distribuicdo do ciclo vegetativo médio das linhagens
recombinantes e dos genitores UFRGS 930598-6 e
UFRGS 17. EEA-UFRGS, 2005.

Para a estatura de plantas, a variacdo determinada entre as linhagens
recombinantes foi de 74 a 126 cm, correspondendo a uma amplitude total de 52 cm.
40,5% das linhagens recombinantes situaram-se entre a média de 96 cm e 105 cm
observada para os genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17, respectivamente. Para as
demais linhagens recombinantes, 29,5% apresentaram estatura média abaixo do

genitor de menor valor e 30% das linhagens com média superior ao genitor de maior

valor (Figura 3 e Apéndice 3).
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Figura 3. Distribuicdo da estatura média das linhagens recombinantes
e dos genitores UFRGS 930598-6 e UFRGS 17. EEA-
UFRGS, 2005.

O rendimento de gréos variou de 3268 a 5850 kg/ha entre as linhagens
recombinantes, cuja amplitude total de variacdo observada foi de 2582 kg. Na
comparacao da média entre as linhagens recombinantes e os genitores, 61,1% das
linhagens recombinantes situaram-se entre a média de 4293 kg/ha do genitor UFRGS
930598-6 e a média de 5114 kg/ha do genitor UFRGS 17. Assim, 30,25% das linhagens
recombinantes apresentaram meédia de rendimento de gréos abaixo da média do
genitor de menor valor e 8,6% das linhas alcancaram rendimento superior & média do

genitor de maior valor (Figura 4 e Apéndice 5).
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Figura 4. Distribuicdo do rendimento médio de grdos das linhagens
recombinantes e para os genitores UFRGS 930598-6 e
UFRGS 17. EEA-UFRGS, 2005.

A tolerancia ao aluminio toxico expressa neste trabalho pelo recrescimento da
raiz principal, ndo esta associada fenotipicamente com o ciclo vegetativo e o
rendimento de gréos, de acordo com a analise de correlacdo realizada. Entretanto,
associacéao significativa foi observada entre o recrescimento da raiz principal e estatura

de plantas (Tabela 22).

Tabela 22. Coeficientes de correlagdo entre o recrescimento da raiz principal, ciclo
vegetativo, estatura de plantas e rendimento de grédos. EEA-UFRGS, 2005.

Correlacao r Pr >r]

Recrescimento raiz principal

Ciclo vegetativo 0,05 0,5542"
Estatura de plantas 0,32 <.0001**
Rendimento de gréos 0,06 0,4794 "™

"S e ** N&o significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente

Na comparacdo de médias para os caracteres analisados neste estudo, entre as

linhagens recombinantes e os genitores, as maiores diferengas foram encontradas para
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0 carater estatura de plantas, entre as categorias sensivel e tolerante ao aluminio

toxico. Por outro lado, este carater foi 0 que apresentou a maior similaridade entre as
linhagens recombinantes e genitores, dentro de cada categoria de gendtipos (Tabela

23).

Tabela 23. Valores médios das linhagens recombinantes e dos genitores obtidos dentro
de cada grupo de gendtipos de acordo com a tolerancia ao aluminio téxico.
EEA-UFRGS, 2005.

Variavel Linhagens recombinantes Genitores
Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
Ciclo vegetativo 11la 112a 112 a 107 b
Estatura de plantas 96 b 104 a 96 b 105 a
Rendimento de gréos 4538 a 4561 a 4293 b 5114 a
Peso do hectolitro 54,8 a 549 a 56,15 a 57,25 a

Médias seguidas da mesma letra na horizontal, dentro de cada grupo de genétipos (linhagens
recombinantes e genitores), ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



5. DISCUSSAO

A obtencado de gendtipos com niveis adequados de tolerancia ao aluminio toxico
pelos programas de melhoramento genético, permite que muitas culturas possam ser
exploradas em areas até entdo consideradas inaptas ao cultivo, devido a presenca de
aluminio no solo. Assim, contribui para o estabelecimento e o sucesso das culturas,
com um importante impacto na economia.

Existem diversas formas de identificar gendétipos quanto a tolerancia ao aluminio
toxico. A resposta de cultivares de uma mesma espécie a toxidez de aluminio tem sido
avaliada no campo em solos &cidos, em casa de vegetacdo e em experimentos com
solugéo nutritiva.

Entre os diferentes métodos de avaliagdo da tolerancia ao aluminio, a utilizacéo
de solucéo nutritiva em condi¢cdes de ambiente controlado tem sido atualmente a mais
empregada. Esta técnica permite avaliar a capacidade de tolerancia ao aluminio em um
grande numero de gendtipos, de maneira rapida, simples e econémica. A eficiéncia da
solucéo nutritiva tem sido confirmada para muitas culturas, com resultados semelhantes
a determinacao da tolerancia diretamente no campo em presenca de aluminio no solo.

A tolerancia ao aluminio téxico em aveia (Avena sativa L.) foi avaliada no
presente trabalho, em experimentos realizados em laboratério e a campo. No
laboratdrio, a toler&ncia ao aluminio foi determinada atraves da variavel recrescimento
da raiz principal de plantas mantidas em solucdo nutritiva. No campo, a avaliagdo da

tolerancia ao aluminio foi realizada através de variaveis observadas nas raizes e na
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parte aérea de plantas, submetidas em condi¢cdes de alta concentracéo de aluminio no

solo.

A utilizacdo da variavel recrescimento da raiz principal em laboratorio permite
que as plantas ap0s a exposi¢cao ao aluminio e ao retornarem a solucao nutritiva livre
de aluminio, possam ser medidas a partir de um mesmo ponto, que compreende a
calosidade formada durante a exposi¢cdo ao aluminio. Assim, a variavel recrescimento
da raiz principal, possivelmente torna-se mais eficiente do que outras variaveis como o
crescimento total de raizes ou o volume total de raizes produzidas, pois diferentes
genotipos variam quanto a taxa relativa de crescimento radicular, a qual pode nao estar
associada com a tolerancia ao aluminio.

Os genotipos de trigo Anahuac (sensivel) e Toropi (tolerante) quando testados
em laboratério com a concentracdo de 20 ppm de aluminio na solucdo, nao
apresentaram recrescimento da raiz principal, portanto, ambos foram sensiveis ao
aluminio téxico. Em trigo, ja foi demonstrado por Camargo & Felicio (1984), que
concentracbes superiores a quatro ppm de aluminio na solucdo paralisam
completamente o crescimento do sistema radicular, mesmo naqueles gendtipos com a
méaxima tolerancia ao aluminio (Tabela 2). Os gendtipos de trigo foram utilizados no
experimento, como padrdes, para confirmar a concentragdo do aluminio presente na
solucado, pois concentracdes de aluminio maiores que quatro ppm ndo permitiriam o
recrescimento das raizes desses genotipos.

Ja os gendtipos de aveia UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 revelaram grandes
diferencas para o recrescimento da raiz principal, sendo que o genoétipo UFRGS 17
exibiu um maior recrescimento, sendo assim, considerado tolerante, enquanto que no
gendtipo UFRGS 930598-6 foi observado um menor recrescimento, o qual € tipico dos
gendtipos de aveia sensiveis ao aluminio téxico (Tabela 2). Estes resultados estdo de

acordo com aqueles determinados por Oliveira (2002), onde o autor demonstra que
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genotipos de aveia tolerantes ao aluminio toxico sdo capazes de suportar altas

concentracbes desse elemento (> 20 ppm). Portanto, se as diferengcas entre os
genotipos parentais forem de origem genética, esta poderd ser observada entre as
linhagens recombinantes desenvolvidas do cruzamento entre estes dois genitores.

Os dados obtidos anteriormente por Sanchez-Chacén (1998), Wagner (1999) e
Oliveira (2002), demonstraram grande variacdo e pouca repetibilidade na resposta de
genotipos de aveia avaliados quanto ao recrescimento da raiz principal, em solucéo
nutritiva no laboratorio.

Desta forma, foram realizadas alteracfes na técnica de avaliacdo da tolerancia
ao aluminio até entdo utilizadas pelo programa de melhoramento de aveia, para tentar
reduzir a variacdo do recrescimento da raiz principal, pela identificacdo e controle das
principais fontes de variacao.

A metodologia proposta neste trabalho para a avaliagdo da tolerancia ao
aluminio, quando testada nos gendétipos parentais UFRGS 930598-6 e UFRGS 17,
revelou uma excelente repetibilidade do recrescimento da raiz principal para o genétipo
sensivel UFRGS 930598-6, ao longo das diferentes épocas de avaliacdo (Tabela 4).
Por outro lado, o gendtipo tolerante UFRGS 17 apresentou uma maior amplitude do
recrescimento da raiz principal, a qual foi observada tanto entre as diferentes épocas,
bem como dentro de cada época individualmente (Tabela 5).

A atual técnica de avaliacdo da tolerancia ao aluminio em aveia, promoveu uma
significativa reducdo na amplitude de variacdo do recrescimento da raiz principal
observada para o genoétipo sensivel UFRGS 930598-6, em relacdo aos resultados
obtidos com as técnicas anteriormente utilizadas pelo programa de melhoramento
(Tabela 6).

A maior repetibilidade de identificacdo do gendétipo sensivel, alcancada neste

trabalho, deve-se aos ajustes promovidos na metodologia de avaliacdo da tolerancia ao
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aluminio. Os ajustes realizados e considerados de maior importancia sob o ponto de

vista de eficiéncia da técnica, referem-se a padronizacdo, germinacao e tratamento das
sementes, selecdo de sementes germinadas com comprimento da radicula uniforme,
disposicdo das sementes na tela plastica, composicdo homogénea das solucgdes,
manutencao constante dos niveis de pH, temperatura e aeracdo da solucédo nutritiva,
intensidade luminosa continua, transferéncia das plantulas entre as solucbes e
determinacao do recrescimento da raiz principal dentro dos periodos pré-estabelecidos.

Assim, pode-se afirmar que a técnica de avaliacdo da tolerancia ao aluminio foi
precisa em separar 0S genotipos sensiveis dos tolerantes em todos os estudos
realizados. Isto permite que a mesma possa ser aplicada com seguranca em estudos
de avaliacdo de gendtipos, cuja resposta ao aluminio toxico seja desconhecida, bem
como nas analises genéticas da tolerancia ao aluminio em populacdes segregantes.

Uma vez em que a técnica foi ajustada e testada em estudos preliminares
envolvendo gendtipos com resposta conhecida, foram realizados os testes de avaliagéo
da tolerdncia em uma populacdo de linhagens recombinantes de aveia. Como um
grande nuamero de linhagens recombinantes foi envolvido neste estudo, diversas etapas
de avaliacdo foram necessérias para avaliar todas as linhagens. Entretanto, em todas
as etapas, 0s genotipos parentais UFRGS 930598-6 e UFRGS 17 foram avaliados
conjuntamente com as linhagens recombinantes, os quais serviram de controle das
condi¢cOes experimentais. Sempre que, 0 recrescimento da raiz principal observada em
ambos os genitores foi diferente do esperado, todas as plantas daquela unidade
experimental foram descartadas.

As linhagens recombinantes provenientes do cruzamento entre UFRGS 930598-
6 (sensivel) e UFRGS 17 (tolerante) mostraram uma ampla variabilidade quanto ao
recrescimento médio da raiz principal (Tabela 7). Desta forma, a variabilidade

observada entre os genitores quanto ao recrescimento da raiz principal, pode ser
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atribuida em maior proporcdo aos efeitos genéticos do que ambientais. Portanto,

fortemente evidenciando a heranca genética do carater tolerancia ao aluminio em
aveia.

A maior uniformidade e repetibilidade do recrescimento da raiz principal
encontrada no presente trabalho permitiram que o limite de separagdo entre os
genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio fosse menor do que o determinado nos
estudos anteriores. Desta forma, a distribuicdo de freqiéncia do recrescimento da raiz
principal mostrou claramente a formacéo de dois grupos distintos: sensivel e tolerante
ao aluminio.

O grupo sensivel apresentou-se muito mais homogéneo, com um menor namero
de classes formadas do que o grupo tolerante. Também, a distribuicdo de freqiéncia do
recrescimento da raiz principal observada entre as linhagens sensiveis e tolerantes ao
aluminio foi muito similar a distribuicdo de frequiéncia obtida pelos genitores UFRGS
930598-6 e UFRGS 17, na avaliacdo em diferentes épocas (Tabela 8 e Figura 1).
Logo, a variagéo do recrescimento da raiz principal observada dentro de cada um dos
grupos de linhagens recombinantes sensivel e tolerante ao aluminio, foi devido aos
efeitos do ambiente.

Entre os cereais de inverno, a maioria dos estudos do controle genético da
tolerancia ao aluminio concentra-se na cultura do trigo. Poucos estudos foram
desenvolvidos em aveia com o objetivo de determinar a heranca genética do carater
tolerancia ao aluminio toxico. Dos estudos ja realizados, apenas gendtipos em
geragOes segregantes e provenientes de cruzamentos distintos foram avaliados e néao
havendo ainda informacdes de avaliacdo da tolerancia ao aluminio de gendtipos em
geracdes avancadas, com origem em um Unico cruzamento.

A hipétese genética de que a tolerancia ao aluminio téxico em aveia € governada

por um gene de grande efeito com dois alelos, onde a distribuicdo de freqiéncia do
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recrescimento da raiz principal observado nas linhagens recombinantes se ajustaria a

proporcdo de uma linhagem sensivel: uma linha tolerante foi perfeitamente aceita.
Assim, os gendtipos tolerantes ao aluminio toxico sdo portadores do gene de tolerancia
com os alelos Al,Al,, enquanto que, nos gendtipos sensiveis este gene esta presente
com os alelos al,al,. Neste trabalho néo foi realizado o teste da acdo génica, entretanto,
resultados anteriores obtidos por Sanchez-Chacon (1998); Wagner (1999); Oliveira
(2002) demonstraram que existe dominancia para a tolerancia ao aluminio.

Entre as principais consequéncias para o melhoramento genético em funcédo da
tolerancia ao aluminio ser governada por um gene de grande efeito sdo: a facil selecéao
e identificacdo dos genotipos tolerantes ao aluminio tdxico; a selecdo pode ser
realizada em geracdes altamente segregantes e a possibilidade de transferéncia do
gene de tolerancia ao aluminio para os genoétipos sensiveis.

Os resultados determinados pela andlise genética no presente estudo estdo
plenamente de acordo com os resultados anteriores da avaliacdo de genétipos de aveia
quanto a tolerancia ao aluminio, obtida por Sanchez-Chacén (1998), onde o autor
demonstra que o carater tolerdncia ao aluminio toxico em aveia é controlado por um
gene; Wagner (1999), que sugere a existéncia de um a dois genes dominantes e por
Oliveira (2002) que determinou que o carater tolerdncia ao aluminio € controlado por
um gene dominante, com alelos multiplos e acdo génica de aditividade.

O mapeamento comparativo tem produzido evidéncias convincentes da
existéncia de uma extensiva sintenia ou conservacdo do conteldo genético entre
genomas de espécies afins (Gale & Devos, 1998). Entre os cereais de inverno como
trigo, cevada e centeio, Magalhdes et al., 2004, comprovou a existéncia de regides
gendmicas conservadas ou sinténicas que controlam a tolerancia ao aluminio téxico.

Em trigo, os trabalhos indicam que um gene é responsavel pela tolerancia ao

aluminio toxico, em cevada, um gene simples com multiplos alelos confere a tolerancia
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ao aluminio e em centeio, o maior loco de tolerdncia ao aluminio, também esta

localizado no brago longo do cromossomo 4, como ocorre em trigo e cevada.

Embora em aveia o gene maior de tolerancia ao aluminio toxico ndo tenha sido
ainda mapeado, acredita-se que esteja localizado no grupo de ligacdo correspondente
ao braco longo do cromossomo 4 de um dos trés genomas possivel (AA,CC ou DD) e
com forte homologia ao gene Altgy do trigo, Alp da cevada e Alt; do centeio.

As causas da maior amplitude do recrescimento da raiz principal observada para
o genitor UFRGS 17 e entre as linhagens tolerantes, ndo sdo ainda compreendidas.
Porém, alguns fatores podem ser atribuidos a estas causas, entre estes: i) a presenca
de genes de menor efeito, que contribuem para modular a maior ou a menor
expressividade do gene de tolerancia ao aluminio toéxico em aveia; ii) a expressividade
do gene de tolerdncia ao aluminio em aveia ndo é completa; iii) diferengcas na
constituicdo genética residual (background), que ndo estdo relacionadas ao gene de
tolerdncia ao aluminio; iv) o envolvimento de um ou mais mecanismos fisiolégicos de
exclusdo ou detoxificacdo do aluminio toxico presente entre o genitor e as linhagens
tolerantes, bem como, possiveis interacdes entre estes mecanismos; V) variacdes
ambientais intrinsecas da prépria técnica ou metodologia de avaliacdo dos gendétipos
tolerantes que ainda néo foram identificadas e consequentemente controladas.

Dos trabalhos anteriormente realizados pelo programa de melhoramento de
aveia da UFRGS, nenhum deles comparou os dados obtidos no laboratério em solucéo
nutritiva com os dados obtidos diretamente no campo, na presenca de aluminio no solo.
Neste sentido foi selecionada uma amostra aleatéria de linhagens recombinantes
sensivel e tolerante ao aluminio, com base nos dados do recrescimento da raiz
principal, para a avaliagdo no campo.

Quando os genotipos foram testados em um ambiente com alta concentracao de

aluminio no solo, a avaliacdo visual dos gendtipos quanto a reacdo ao aluminio
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presente no solo, estimada através dos danos provocados a parte aérea das plantas

permitiu identificar e separar os genotipos de acordo com o seu nivel de tolerancia
(Tabela 14). Portanto, a avaliacdo dos efeitos toxicos indiretos do aluminio produzidos
na parte aérea das plantas pode ser perfeitamente utilizada na avaliacdo da tolerancia
ao aluminio téxico a campo.

Por outro lado, na avaliacdo dos efeitos toxicos provocados pelo aluminio ao
sistema radicular, ndo foram observadas diferencas entre 0os genotipos sensiveis e
tolerantes ao aluminio (Tabela 14). Assim, o0s resultados demonstraram-se
completamente divergentes aos resultados esperados e os determinados por outros
autores, tanto para a cultura da aveia como para outras culturas de importancia
econdmica, como arroz, cevada e trigo (Howeler, et al., 1976; Nodari, 1982; Furlani &
Furlani, 1991).

Os principais aspectos que podem estar relacionados a falta de diferenciacdo
entre as variaveis determinadas no sistema radicular dos genoétipos sensiveis e
tolerantes sdo: i) a desuniformidade de distribuicdo do aluminio trocavel ao longo da
area experimental; ii) a presenca de outros elementos téxicos no solo, principalmente
manganés e ferro, que possivelmente atuaram mascarando o efeito do aluminio
(Apéndice 2); iii) as diversas variaveis avaliadas no sistema radicular foram
determinadas a partir de plantas coletadas em posicdes especificas dentro de cada
parcela, independentemente das plantas apresentarem sintomas de toxidez por
aluminio. Provavelmente, este Ultimo aspecto seja o principal responsavel.

Os componentes avaliados na parte aérea das plantas, tanto dos genétipos
sensiveis como nos genotipos tolerantes, apresentaram valores médios diferenciados
entre os experimento com alta concentracdo de aluminio e baixa concentracdo de

aluminio (Tabela 15). As variaveis comprimento da parte aérea e estatura de plantas
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foram os componentes mais fortemente afetados pelo aluminio, mesmo nos genétipos

tolerantes.

Consequentemente, a reducdo observada na parte aérea dos genotipos
tolerantes ao aluminio, implica na necessidade de selecionar plantas tolerantes com
porte mais elevado, quando serdo exploradas em solos acidos, a fim de obter uma
biomassa adequada para a manutencdo dos niveis de produtividade desejados.
Entretanto, a selecdo de genoétipos de porte alto deve ser realizada com alguns
cuidados, em funcéo dos riscos de acamamento, especialmente quando os objetivos do
programa de melhoramento sdo de lancar cultivares comerciais que possam ser
explorados em ambientes diversos, com ou sem aluminio no solo.

O rendimento de grdos também pode ser utilizado na identificacdo e
quantificacdo dos efeitos toxicos do aluminio as plantas. Porém, esta variavel nao foi
utilizada neste estudo, devido a falta de uniformidade existente entre os tratamentos, a
qual comprometeria a qualidade dos resultados a serem extraidos e conduzindo a
interpretacdes errdneas.

A aveia por apresentar tolerancia ao aluminio toxico superior as demais espeécies
como trigo e cevada apresenta maiores dificuldades na identificacdo do nivel de
tolerancia dos diferentes genétipos no campo. Também, as diferencas em termos de
parte aérea entre os genotipos dificultam na identificacdo dos efeitos da toxidez do
aluminio no solo e conseqientemente na separacdo dos gendtipos sensiveis e
tolerantes ao aluminio (Tabela 19).

A comparacgdo dos resultados obtidos no laboratorio com aqueles determinados
no campo demonstraram que a técnica de avaliacdo da tolerancia ao aluminio, via
solucdo nutritiva no laboratorio permitiu identificar corretamente os genotipos sensiveis

e tolerantes mesmo no campo.
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Assim, a avaliacdo da tolerancia ao aluminio em laboratorio por ser mais facil,

rapida e econdmica pode ser utilizada na selecdo de gendtipos tolerantes ao aluminio
pelo programa de melhoramento genético de aveia.

Os solos da Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS nao contém elevados
teores de aluminio, impossibilitando que genoétipos tolerantes de aveia possam ser
selecionados neste ambiente. Desta forma, a identificacdo de caracteres morfoldgicos
de importancia agronémica, associados a tolerancia ao aluminio proporcionaria uma
alternativa de selecionar de forma indireta gendtipos tolerantes a campo.

No entanto, nenhum dos caracteres agrondmicos avaliados no presente estudo
apresentou alta associagdo com a tolerancia ao aluminio téxico (Tabela 10).
Conseqientemente, a auséncia de associagdo entre a tolerancia ao aluminio toxico
com os demais caracteres avaliados, sugerem que as chances de sucesso na selegéo
indireta baseada em marcadores morfol6gicos de genoétipos superiores, com alto nivel
de tolerancia ao aluminio téxico sejam muito baixas.

Embora o teste de contingéncia para os caracteres habito de crescimento
vegetativo e ciclo vegetativo (Tabela 11 e 12) tenha indicado a existéncia de uma
relacdo de dependéncia genética com a tolerancia ao aluminio toxico, duas possiveis
causas podem estar envolvidas nestes resultados: a) a existéncia de pequenos desvios
de avaliacdo dentro de cada classe que compde o teste, conduzindo para a
significancia do modelo; b) a possibilidade dos genes que controlam a tolerancia ao
aluminio téxico, habito de crescimento vegetativo e ciclo vegetativo estarem localizados
em um mesmo grupo de ligacao, porém distantes entre si.

No entanto, as chances de que a heranca genética entre a tolerancia ao aluminio
toxico, hébito de crescimento vegetativo e ciclo vegetativo seja geneticamente
dependente sdo muito pequenas. Pois, somente 4% da variacdo na tolerancia ao

aluminio foi explicada pela variacdo no habito de crescimento e menos de 4% pela
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variacdo no ciclo vegetativo, o que torna a utilizacdo destes caracteres na selecédo de

genotipos tolerantes ao aluminio extremamente ineficiente. Portanto esta associacéo
em termos praticos no programa de melhoramento pode ser ignorada.

Pela investigacdo do efeito do gene de tolerancia ao aluminio sobre outros
caracteres de importancia agronémica, foi possivel determinar que o gene de tolerancia
ao aluminio presente nos genotipos tolerantes, ndo causou nenhuma perda para as
plantas, tanto para o rendimento de gréos quanto para a qualidade dos graos expressa
através do peso do hectolitro, quando cultivadas em solo sem aluminio e em um ano
em que as condicbes ambientais a obtencdo de altos rendimentos foram excelentes.
Isto possibilita a obtencdo de variedades com excelente potencial de rendimento e
qualidade de graos, associada com a tolerancia ao aluminio téxico. Assim, permite que
uma mesma variedade lancada comercialmente com alto potencial de rendimento e
tolerante ao aluminio téxico possa ser utilizada em ambientes distintos, em solos sem
aluminio, bem como em solos &cidos (Tabela 21).

Por outro lado, gendtipos portadores do gene de tolerdncia ao aluminio
apresentaram uma média de estatura de planta superior aos genétipos sensiveis, cuja
razdo ndo € atribuida aqui, a existéncia de uma associa¢do genética entre esses
caracteres, mas ao fato de que o genitor UFRGS 17 (tolerante) apresenta uma estatura
média superior ao genotipo UFRGS 930598-6 (sensivel). Um outro fator que pode estar
relacionado € que 0s gendtipos tolerantes ao aluminio apresentam um sistema radicular
mais desenvolvido e com maior habilidade na extracdo de agua e nutrientes, mesmo
em um ambiente livre de aluminio no solo (Tabela 23).

O desenvolvimento de trabalhos direcionados a compreensdo dos mecanismos
envolvidos com a tolerdncia ao aluminio toxico em aveia, é de grande relevancia
cientifica e econémica. Assim, as principais sugestfes de continuidade dos estudos

nesta linha de pesquisa séo: a) avaliagdo da tolerdncia ao aluminio em outras
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populacdes segregantes de aveia, oriunda de cruzamentos entre genitores

contrastantes e ndo contrastantes quanto a tolerancia ao aluminio toxico; b) avaliacédo
da tolerancia ao aluminio de cruzamentos entre as linhagens recombinantes sensiveis,
intermediarias e tolerantes ao aluminio empregadas no presente trabalho, permitindo
avaliar a presenca de genes de menor efeito para tolerdncia ao aluminio; c)
mapeamento molecular do gene responsavel pela tolerancia ao aluminio, através do
emprego das técnicas de marcadores moleculares como microssatélites e AFLP que
permitem associar marcadores a genes especificos no genoma; d) mapeamento
comparativo, o qual pode fornecer informagdes complementares sobre a conservacéo
de genes e de mecanismos de tolerancia ao aluminio entre espécies relacionadas como
trigo e cevada; e) prospecc¢do de genes induzidos pelo aluminio, através de técnicas de
andlise de expressao diferencial de genes, como microarrays e RT-PCR que auxiliam
na identificacdo de genes, cuja expressdo € alterada por estresses ambientais; f)
clonagem e sequenciamento dos genes responsaveis pela tolerancia ao aluminio,
permitindo a identificacdo da proteina codificada por este gene; g) transferéncia dos
genes de tolerancia ao aluminio toxico da aveia para outras espécies mais sensiveis ao
aluminio, através de técnicas de transformacao genética.

Este conjunto de estudos e técnicas, certamente podera permitir que, no futuro, a
presenca de aluminio téxico no solo, ndo seja um fator limitante & expressdo do

potencial genético em aveia e mesmo em outras espécies cultivadas, permitindo a sua

expansao para novas fronteiras agricolas.



6. CONCLUSOES

Os ajustes promovidos na metodologia permitiram aumentar a eficiéncia na
discriminacdo dos gendtipos quanto a tolerancia ao aluminio, especialmente para os
genotipos sensiveis.

O carater tolerancia ao aluminio toxico em aveia € governado por um gene de
grande efeito.

A tolerancia ao aluminio apresentou pequena associacdo com 0S caracteres
agrondmicos avaliados.

A identificagdo de genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio em laboratorio foi
confirmada pela avaliagdo realizada a campo em solo com alta concentragdo de
aluminio.

O gene que confere a tolerancia ao aluminio toxico em aveia nao esta associado
a efeitos negativos em caracteres de importancia agronémica e econdmica, quando

avaliados em um ambiente livre de aluminio no solo.
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Apéndice 1. Dados de referéncia dos genitores UFRGS 17 e UFRGS930598-6, para

os diversos caracteres envolvidos neste trabalho.

Caréter UFRGS 17 UFRGS 930598-6
Recrescimento da raiz principal (cm) 2,29 0,26
Estatura de planta (cm) 112,4 100,6
Comprimento da panicula (cm) 19,2 20,14
Numero de nés da panicula 51 4,7
Peso da panicula (g) 3,93 2,77
Dias semeadura ao florescimento (dias) 102 111
Habito de crescimento semi-prostrado (5) prostrado (7)
Pilosidade presente ausente
Tipo de panicula compacta laxa

Apéndice 2. Laudo de analise de solo para os experimentos 1 e 2 , realizados
na area experimental do CNPT-Embrapa, Passo Fundo — RS.

Experimento Argila pH indice P K M.O. Aliroc.
(%) H,O SMP mg/dm®  mg/dm?® (%) cmolc/dm?
1 >56 4.3 52 13 134 2,8 4,1
2 >56 4.7 5,6 9,6 157 2,7 1,7
Experimento Cayoc. M0troc. Al +H CTC % SAT da CTC
cmolc/dm®  cmolc/dm®  cmolc/dm®  cmolc/dm?® BASES Al
1 0,8 0,6 10,9 12,7 14 32,3
2 2,6 1,3 6,9 11,2 38 15,1
Experimento RELACOES S Zn Cu B Mn
CalMg CaK Mg/K mg/dm® mg/dm® mg/dm® mg/dm®  mg/dm?®
1 1,3 2,3 1,7 6,1 0,8 2,3 0,5 19
2 2,0 6,0 3,2 6,9 0,4 1,7 0,5 20

Argila determinada pelo método do densimetro; pH em agua 1:1; Pe K determinados pelo método Mehlich
I; M.O. por digestdo Gmida, Ca, Mg, Al, Mn e Na trocaveis extraidos com KCI 1 mol L™; S-So, extraido
com CaHPO, 500 mg L™ de P; Zn e Cu extraidos com HCI 0,1 mol L™}; B extraido com agua quente.
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Apéndice 3. Distribuicdo de frequéncia para o ciclo vegetativo (dias), estatura de plantas (cm) e rendimento de
graos (kg/ha), das linhagens recombinantes sensiveis e tolerantes ao aluminio toxico, avaliadas em
um ambiente sem aluminio no solo. EEA-UFRGS, 2004.

Ciclo vegetativo Estatura de plantas Rendimento de gréos
(dias) (cm) (kg/ha)
Classe Freq. Freq. Classe Freq. Freq. Classe Freq. Freq.
(%) (%) (%)

104 - 105 7 4,29 74 —-78 2 1,23 3250 — 3450 2 1,23
106 — 107 12 7,36 79 — 82 7 4,29 3451 — 3650 4 2,47
108 — 109 32 19,63 83 - 86 11 6,75 3651 — 3850 11 6,79
110-111 37 22,70 87 -90 11 6,75 3851 — 4050 14 8,65
112 -113 36 22,08 91-94 13 7,98 4051 — 4250 18 11,11
114 - 115 22 13,50 95 -98 16 9,82 4251 — 4450 17 10,49
116 - 117 11 6,75 99 — 102 36 22,08 4451 — 4650 22 13,58
118 - 119 4 2,45 103 - 106 24 14,72 4651 — 4850 23 14,20
120 -121 1 0,62 107 -110 18 11,04 4851 — 5050 21 12,96
122 - 123 0 0 111 - 114 14 8,59 5051 - 5250 16 9,88
124 - 125 1 0,62 115-118 6 3,68 5251 — 5450 5 3,08
- - - 119 - 122 4 2,45 5451 — 5650 5 3,09

- - - 123 -126 1 0,62 5651 — 5850 4 2,47

Freq. = Freqliéncia
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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