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AVALIACAO DA TOLERANCIA AO ALUMINIO EM Urochloa spp.

RESUMO - O aluminio (Al) € um dos principais responsaveis pela baixa adaptacéo
de plantas em solos acidos, por isso, se faz necessaria a busca por cultivares
tolerantes e a definicdo da dose utilizada no estresse séo alvos para estudos no
capim-braquiaria. O objetivo neste trabalho foi avaliar genétipos de braquiaria
guanto a tolerancia ao Al em solucdo. Realizaram-se dois experimentos, o
primeiro visando auxiliar na escolha de genitores para obtencdo de uma
populagédo segregante para estudos de heranga e mapeamento; e, 0 segundo para
determinar a dose de Al para utilizacdo em estudos de expressdao génica. No
primeiro experimento avaliaram-se cinco genotipos de Urochloa decumbens e
cinco de U. ruziziensis em solugdo contendo apenas calcio (200 uM CaCly) e duas
doses de Al (0 e 200 uM AICl3) em pH 4,2. Medidas do comprimento da raiz (CR)
e didmetro da raiz (DR) foram avaliadas e os genotipos foram classificados pelos
indices de tolerancia relativa (ITR). Os resultados apontaram o genaotipo D62 (cv.
Basilisk) como o Unico tolerante ao Al e 0 R50 o Unico sensivel, os demais
gendtipos apresentaram de média a baixa tolerdncia ao Al. No segundo
experimento, as cultivares U. decumbens cv. Basilisk (tolerante) e U. brizantha cv.
Marandu (sensivel) foram submetidas a quatro doses de Al (0; 200; 400 e 600 uM
AICls, pH 4,2). As variaveis avaliadas foram CR, DR e peso seco (PS) das raizes.
Os resultados evidenciaram que a cv. Marandu foi sensivel a todas as doses e a
cv. Basilisk foi tolerante até a dose 400 uM, perdendo sua tolerancia em 600 pM
de AICls.

Palavras-chave: capim-braquiaria, cloreto de calcio, cloreto de aluminio, estresse

abidtico, método solucéo, solos acidos



EVALUATION OF TOLERANCE TO ALUMINUM IN Urochloa spp.

SUMMARY- Aluminum (Al) is the one of main causes in low adaptation of plants in
acid soils, therefore it's necessary to search for tolerant cultivars and the definition
of the dose of stress are targets for studies on brachiariagrass. The objective was
to evaluate genotypes for tolerance of Al in solution. There were two experiments,
first, seeking help in the choice of parents to obtain a segregating population for
studies of inheritance and mapping, and the second, to determine the dose of Al
for used in studies of gene expression. In the first experiment was evaluated in five
genotypes of Urochloa decumbens and five U. ruziziensis in solution containing
only calcium (200 uM CacCl,) and two doses of Al (0 and 200 uM AICl3) with pH 4,2.
Measurements of length of root (CR) diameter of root (RD) were evaluated and the
genotypes were classified by the indices of tolerance (ITR). The results indicated
the D62 genotype (cv. Basilisk) as the only tolerant to Al and R50 the only
sensitive, the other genotypes showed average to low tolerance to Al In the
second experiment, cultivars U. decumbens cv. Basilisk (tolerant) and U. brizantha
cv. Marandu (sensitive) were subjected at four doses of Al (0, 200, 400 and 600
uM AICl; pH4,2). The variables were evaluated CR, DR and dry weight (PS) of
roots. The results showed cv. Marandu was sensitive to all doses and a cv. Basilisk

was tolerant to the dose of 400 uM AICls, losing their tolerance at 600 uM of AICIs.

Key words: brachiariagrass, calcium chloride, aluminum chloride, abiotic stress,

solution method, acid soils



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéao

O Brasil detém o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca
de 169 milhBes de cabecas, onde a forragem é a base da alimentacdo. As
pastagens ocupam aproximadamente 172 milhdes de hectares das areas
agricultaveis brasileira. Desse total, estima-se que 99 milh6es de hectares séo
cobertos por capim-braquiaria, sendo que 34,9 milhdes estdo na regido centro-
oeste. Aproximadamente 95% da carne bovina produzida no Pais tém origem nos
rebanhos mantidos exclusivamente em pastos, fato que indica quao importantes
S&80 essas areas para a pecuaria e, consequentemente, para a economia nacional
(ANUALPEC, 2008).

A regido dos Cerrados ocupa quase um quarto do territorio nacional. Os
solos predominantes nessa regido sdo os latossolos caracteristicamente acidos,
com baixos valores de capacidade troca catibnica, alta saturacao de aluminio (Al)
e reduzida disponibilidade de fésforo (RADAMBRASIL, 1981).

A acidificacdo dos solos pode ocorrer naturalmente quando cétions séo
lixiviados, mas também pode ser acelerada pelas praticas agricolas ou mesmo
pelas chuvas acidas (KENNEDY, 1986). A elevada acidez pode tornar-se toxica e
causar danos no desenvolvimento das plantas, sendo fator determinante da baixa
produtividade agricola em solos acidos.

Esses problemas podem ser corrigidos através da préatica de calagem, que
consiste na aplicacdo e incorporacdo de calcario no solo. Embora a calagem
possa eliminar os efeitos toxicos do Al solavel, a incorporacdo do calcario em
areas profundas é inviavel, pelos custos elevados, fazendo com que as raizes das
plantas atinjam apenas a camada superficial do solo, tornando-as mais suscetiveis
a oscilagdes na disponibilidade de agua no solo (CANCADO et al., 2001).

A acidificagdo pode reduzir o crescimento de raizes e a absor¢do de
nutrientes essenciais do solo (PERSSON & MADJI, 1995). A insuficiéncia na



guantidade de um determinado elemento quimico essencial para a vida da planta,
ou combinacGes que o tornem pouco disponivel, pode provocar distirbios no
metabolismo, que podem ser evidenciados externamente, através da diminui¢do
do crescimento, clorose foliar ou outras anomalias (EPSTEIN, 1975).

Geralmente é dificil determinar se os efeitos adversos da acidificacdo do
solo no crescimento e desenvolvimento de plantas s&do atribuidos a alta
concentracdo de Al ou de H'. Porém, hipGteses sugerem que os efeitos da
acidificacdo do solo estéo relacionados ao baixo pH, como aos metais fitotoxicos
dissolvidos, como o Al (LOPES et al., 1990).

A identificacdo de material genético tolerante e a definicdo da dose e do
tempo de estresse podem oferecer importantes subsidios aos programas de
melhoramento genético e a recomendacdo de cultivares visando o melhor
aproveitamento dos solos acidos e a busca de genes associados a esse estresse.
Desta forma, trabalhos de expresséo génica sédo de extremo interesse, visto que,
estudos realizados por BUITRAGO et al. (2003) demonstraram que em braquiaria
essa caracteristica tem heranca poligénica.

Com base nos problemas que o Al causa nas plantas se faz necessarios
estudos com essas espécies forrageiras tropicais, de grande importancia para a
pecuaria brasileira. Para tanto, o objetivo foi avaliar gendtipos das trés principais
espécies de Urochloa quanto a tolerancia ao Al, utilizando perfilhos enraizados em
diferentes doses de AICI; em solucdo contendo apenas célcio, caracterizando-os

como tolerantes e sensiveis ao Al toxico.

2. Revisado de Literatura

2.1. Melhoramento genético de Urochloa
Gramineas do género Brachiaria (Trin.) Griseb. constituem as principais

forrageiras distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais. A maioria das



espécies tem como centro de origem o continente africano e sdo encontradas em
“habitats” variados (KELLER-GREIN et al., 1996). Algumas das espécies desse
género, principalmente as de importancia forrageira foram transferidas para o
género Urochloa P. Beauv., como as cultivares comerciais: U. brizantha, U.
decumbens, U. dictyoneura, U. humidicola e U. ruziziensis, que correspondem as
espécies de Brachiaria (GONZALEZ & MORTON, 2005).

Essas forrageiras sdo comumente conhecidas como capim-braquiaria ou
simplesmente braquiéria e alcancaram grande importancia econdmica no Brasil,
nos ultimos 30 anos, viabilizando a atividade pecuéria nos solos fracos e acidos
dos Cerrados e promovendo novos pélos de desenvolvimento e colonizacdo no
Brasil Central (VALLE et al., 2009).

Por apresentar uma adaptacdo excepcional a solos acidos e de baixa
fertilidade natural, alguns poucos ecotipos de braquiaria, introduzidos entre 1965 e
1975, tiveram, nas trés décadas seguintes, ampla expansdo nos Cerrados
brasileiros e savanas da América Tropical. Ao longo desse tempo, a tecnificacdo
da producéo de sementes para suprir esse grande mercado colocou o Brasil como
0 maior produtor e exportador de sementes de forrageiras tropicais do mundo
(VALLE et al., 2009).

Dentre os estudos basicos necessarios em programas de melhoramento,
como o de braquiarias, a citogenética, mostrou-se crucial, ndo apenas para
auxiliar na selecé@o de genitores compativeis determinando-se o nivel de ploidia e
a auséncia de anormalidades meidticas que comprometam a viabilidade dos
gametas, como, também, para a elucidacdo de problemas de fecundidade e
producdo de sementes viaveis em hibridos selecionados pelo bom
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desenvolvimento vegetativo. A apomixia em Urochloa é a aposporia do tipo
Panicum e ¢é, geralmente, facultativa, isto €, algumas flores exibem
ocasionalmente sacos meidticos passiveis de serem fecundados e originarem
hibridos. Fosse a apomixia obrigatoria, 0 melhoramento genético dessas plantas
seria impossivel, uma vez que ndo permitiria cruzamentos e introgressao de

genes, para gerar nova variabilidade (VALLE et al., 2009).



No programa de melhoramento de Urochloa, s&o reconhecidas algumas
deficiéncias das cultivares utilizadas comercialmente: U. decumbens cv. Basilisk é
apomitica e tetraploide, susceptivel a cigarrinhas-das-pastagens, sendo
persistente aos solos acidos; U. brizantha cv. Marandu € apomitica e tetraploide,
resistente ao inseto, mas susceptivel a “Rhizoctonia” e menos persistente em
solos &cidos, pobres e mal drenados; U. ruziziensis, a Unica espécie sexual,
porém diploide, entre essas, apresenta o melhor valor nutritivo, porém é
susceptivel a cigarrinhas-das-pastagens e nao persiste em solos acidos nem
tolera longos periodos secos (MILES & VALLE, 1996; MILES et al., 2004).

A avaliacdo agronémica de acessos do banco de germoplasma demonstrou
uma variabilidade significativa, permitindo a selecdo de ecotipos promissores e
potenciais parentais apomiticos, tanto no Brasil, como na Colémbia (VALLE &
MILES, 2001; MILES et al., 2004).

A base genética de algumas caracteristicas de interesse em forrageiras séo
conhecidas. Pode-se dizer que para a maioria dos caracteres, os de maior
importancia, a heranca genética € complexa, pouco conhecida e frequentemente
poligénica. Apesar disso, o0 melhoramento tem proporcionado aumento continuo
da produtividade das plantas cultivadas. Entretanto, ganhos adicionais exigiréo,
cada vez mais, melhor conhecimento da biologia das espécies, bem como, da
resposta a selecdo em nivel genotipico (SOUZA, 2001).

A adocéo de cultivares melhoradas podera aumentar a produtividade bem
como contribuir para a diversificagcdo de pastagens no Brasil tropical. A
comercializacdo de cultivares como maior produtividade, resisténcia a estresses

biéticos e abidticos, traz beneficios diretos aos produtores.

2.2. O aluminio téxico no solo

O Al é o terceiro metal mais abundante da crosta terrestre, apos o oxigénio
e o silicio (MA et al., 2001). E encontrado sob diferentes formas, como
aluminossilicatos insolaveis ou Oxidos (FOY et al., 1978; DELHAIZE & RYAN,
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1995; LARSEN et al., 1996). Quando em condi¢des &cidas (pH<5,0), apresenta-se
na forma de Al(H,0)s**, que por convencdo é denominado A", a qual é toxica
para as plantas. Embora existam ainda as formas desprotonadas Al(OH)*",
Al(OH)," e o relativamente pouco soltvel Al(OH)s, o AI** parece ser o ion mais
fitotoxico para monocotileddneas (KOCHIAN, 1995).

Os minerais de argila primarios e secundarios sdo, em grande parte,
estruturalmente formados por Al,O3, juntamente com SiO,. Devido a sua baixa
solubilidade, os teores de Al no lencol freatico atingem geralmente alguns
centésimos ou décimos de mg/L (MATTHESS, 1983). Entretanto, com 0 processo
de acidificacdo dos solos, onde o pH (em H,0) atinge valores inferiores a 5,0, ha
um aumento na dissolucdo de O6xidos ou hidréxidos de Al (SCHEFFER &
SCHACHTSCHABEL, 1989).

Sendo o Al considerado um dos fatores limitantes da producéo agricola em
solos acidos, presente em mais de 50% dos solos cultivaveis no mundo, estando a
maior porcdo localizada nas regibes tropicais e subtropicais (60%) (VON
UEXKULL & MUTERT, 1995).

A associacao das caracteristicas dos solos &cidos e da nutricdo da planta é
complexa e envolve o conhecimento de muitas areas de pesquisa. As maiores
limitagBes dos solos acidos do Cerrado brasileiro podem ser agrupadas em:

(i) altos teores de H' e AI**

ativos na solugéo do solo;

(i) baixa capacidade de troca cationica;

(iii) alta capacidade da fase s6lida em absorver anion, especialmente o ion
fosfato,

(iv) baixa atividade orgéanica e bioldgica na fracao do solo.

Os trabalhos pioneiros sobre a acidez do solo consideravam que o carater
acido era devido apenas a matéria organica e que o H' era o UGnico ion
responsavel pela acidez (QUAGGIO, 2000).

Como a remocdo de céations basicos é maior que sua taxa de liberacdo
pelas intempéries, o pH do solo diminui. A mineralizagdo da matéria organica por

microrganismos do solo resulta na liberacdo de nitrato e de hidrogénio,
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ocasionando a diminuicdo do pH. Em pH baixo, o H* atua sobre os minerais

+
|3

liberando ions Al (AI°") que ficam retidos pelas cargas negativas das particulas de

argila do solo, em equilibrio com o AP** em solucdo. Assim, a quantidade de Al**
em solucdo aumenta com a acidez do solo. Em solos com pH acima de 5,5, o Al
encontra-se em formas precipitadas e ndo tem efeito negativo no crescimento de
plantas (BOHNEN, 1995).

O processo natural de acidificacdo do solo é, muitas vezes, intensificado
por praticas agricolas, pela mineragdo e por praticas de descarte de residuos
(FOY et al., 1978; RAO et al., 1993). No que se refere aos efeitos da agricultura,
pode-se salientar que todos os residuos de plantas organicas, fertilizantes a base
de nitrogénio, fosforo, potassio e materiais nitrogenados sdo fontes de acidez
(BOHNEN, 1995).

Alternativas de manejo vém sendo utilizadas para contornar o problema
causado pela toxidez provocada pelo Al. Essas alternativas se dividem em duas
praticas. Uma seria o processo realizado por meio da calagem, que consiste na
precipitacdo do Al soluvel pela adicdo de calcéario agricola (CaCO3; + MgCQO3) ao
solo. Contudo, a calagem € uma pratica cuja eficiéncia se limita apenas a camada
superficial do solo, pois a incorporacdo de calcario em profundidades maiores &
economicamente e mecanicamente inviavel, devido a baixa mobilidade dos
componentes soliveis do solo. Sendo assim, a calagem favorece o
desenvolvimento radicular apenas nas camadas superficiais do solo, o que
favorece a planta a se tornar mais susceptivel aos periodos de veranicos, que sdo
bastante comuns em regides do Cerrado brasileiro. Além disso, os efeitos da
calagem nas camadas superficiais sdo ainda mais reduzidos sob condicbes de
plantio direto, em que ndo ha utilizacdo de implementos agricolas para revolver o
solo (HARTWIG et al., 2007).

Outra forma de se evitar os efeitos danosos do Al é pelo desenvolvimento
de cultivares mais tolerantes a presenca deste cation. Em milho, a maioria das

variedades comerciais é suscetivel ao Al téxico, sendo a utilizacdo de gendtipos
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tolerantes uma alternativa adequada para elevar a eficiéncia da cultura em regioes
com limitacdo por acidez (PATERNIANI & FURLANI, 2002).

2.3. Toxicidade do aluminio em plantas

Os primeiros sintomas de toxicidade do Al em plantas foram observados por
BECKMANN (1954), que constatou, em trigo e em outros cereais, sintomas de
amarelecimento e de redugdo de crescimento de planta, sintoma o qual
denominou de “crestamento”.

O primeiro sintoma da toxicidade do Al € extremamente rapido. Em apenas
guestdo de minutos, este cation, quando em contato com as raizes, promove,
rapidamente, a paralisacdo do crescimento radicular, resultando em reducédo e
danos no sistema radicular. Outros sintomas conhecidos também sdo de
deficiéncia de nutrientes, como fésforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio
(K) e molibdénio (Mo), devido a interferéncia do Al nos processos de adsorcao,
transporte e uso desses nutrientes (BECKMANN, 1954; SILVA et al., 1984,
JONES & KOCHIAN, 1995; BARCELO & POSCHENRIEDER, 2002).

A deficiéncia de P causa o amarelecimento e a morte das pontas das
folhas; os caules e as folhas ficam de coloracdo roxa. Em outras, plantas as
injurias causadas pelo Al podem aparecer como uma deficiéncia induzida por (Ca)
ou problemas na sua translocacdo que sdo o enrolamento ou encurvamento de
folhas jovens e o colapso dos pontos de crescimento e peciolos (FOY et al., 1978).

Nas raizes, 0s sintomas caracteristicos sdo o0 encurtamento e 0
espessamento das pontas, ndo ocorrendo a formacdo de ramificacbes finas,
levando a ineficiéncia de absorcdo de agua e dos nutrientes (KERRIGED et al.,
1971; FOY, 1976). Estes efeitos provavelmente sdo devido a inibicdo da
alongacéo e divisao celular, diminuindo o volume de solo explorado pelas raizes.

O sitio da toxicidade do Al esté localizado no apice da raiz (coifa, meristema

+
|3

e zona de alongac¢do), que acumula mais AlI°" e atrai maiores danos fisicos que 0s

tecidos maduros da raiz. Basta a exposicao, somente de dois a trés milimetros do
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apice de raizes, a esse cation para que seu crescimento seja inibido. Quando o Al
€ aplicado seletivamente a zona de alongamento ou em toda a raiz exceto o apice,
o crescimento nado é afetado (RYAN et al. 1993; DELHAIZE & RYAN 1995).
FLEMING & FOY (1968) sugerem que a inibicdo do desenvolvimento das
raizes possa ser um indicador bioldgico para selec¢do de plantas tolerantes ao Al

toxico no solo.

2.4. Mecanismos de tolerancia ao aluminio toxico

Espécies e cultivares de plantas variam quanto ao grau de tolerancia ao
excesso de Al no meio em que se desenvolvem. BENNET & BREEN (1991)
explicam que o Al possui algumas propriedades inerentes, distintas de elementos
biologicamente importantes, como Ca, as quais sdo de extrema importancia para
as plantas desenvolverem mecanismos de tolerancia ao Al.

As mudancas bioquimicas e fisiolégicas associadas aos mecanismos de
tolerancia ao Al ndo estdo bem definidas. Muitos trabalhos tém sido feitos para
determinar quais os mecanismos mais eficientes para proporcionar tolerancia ao
AP (FOY et al., 1978; FURLANI, 1989; PINEROS & KOCHIAN, 2001). A
dificuldade em determinar qual o mecanismo responsavel pela tolerancia ao Al &
devida aos diferentes mecanismos fisiologicos e a acdo em diferentes locais na
planta (FOY et al., 1978; BAIER et al., 1995; ZHENG et al., 1998a). Sdo duas as
categorias de mecanismos de tolerancia ao Al que tém sido propostas pela
literatura.

A primeira consiste nos mecanismos simplasticos, que sédo decorrentes da
imobilizacdo ou da neutralizagdo do Al dentro da célula.

A horténsia € um exemplo deste mecanismo. Trata-se de uma planta
ornamental cujas pétalas vao do vermelho ao azul quando o solo é acidificado. A
alteracdo na cor é dada pela acumulacdo de complexos de Al nas pétalas. Esta
espécie pode acumular até 3.000 mg/L de Al em suas folhas e pétalas,

complexado com o citrato (MA et al., 1997).
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Em trigo sarraceno, ZHENG et al. (1998b) indicaram que parte da tolerancia
ao Al abrangia exsudacédo de oxalato pelos apices das raizes nesta espécie. Mas,
ao mesmo tempo, elevadas concentracdes de Al nas folhas eram acumuladas (até
15 mg/L), quando cultivado em solos acidos (MA et al., 2001).

O capim Urochloa decumbens, € uma forrageira amplamente difundida nas
regibes tropicais. A espécie € bem tolerante ao Al e um estudo hidropdnico
comparativo mostrou ser consideravelmente mais tolerante do que genotipos
tolerantes de trigo, milho e triticale (WENZL et al., 2001; 2002).

E conhecido que ha apenas uma porcéo de exclusdo de Al pelas raizes de
Urochloa. Em outra espécie, U. ruziziensis, adveio a acumulacdo de duas vezes
mais Al em relacdo a U. decumbens nos apices radiculares. No entanto, ndo foi
examinada a exsudacéo de &cidos organicos na superficie do apice da raiz em
ambas as espécies. Em um estudo seguinte, no intuito de investigar o processo de
desintoxicagéo interna do Al, WENZL et al. (2002) identificaram um incremento
significativo de citrato nas pontas de raizes de U. decumbens e U. ruziziensis,
somente uma pequena fracdo deste acido orgéanico foi secretado pelo apice
radicular. Os autores sugerem que um processo interno de desintoxicagdo e
sequestro do Al através do citrato pode exercer importante papel na tolerancia ao
Al nessas espécies.

Provavelmente, estas espécies dempenham importantes recursos em
mecanismos e genes de tolerancia a esse metal, esta curiosidade levou, nos
ultimos anos, a muitos projetos de investigacao genética e molecular das bases da
tolerancia ao Al, principalmente em U. decumbens.

A segunda categoria de mecanismo seriam 0s mecanismos de exclusao ou
apoplasticos, que consistem na imobilizacdo ou na neutralizacdo do Al
externamente a célula (TAYLOR, 1991; KOCHIAN, 1995).

O &cido organico exsudado na presenca de Al mais comum entre as
especies é o citrato. Aléem disso, é o mais efetivo entre os acidos orgéanicos. Por
ser um anion di e tricarboxilado, ele pode formar quelatos com o AP

extremamente mais estaveis, se comparados com o0s quelatos formados pelo
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malato (&nion dicarboxilado). Dessa forma ficou confirmada a importancia do

citrato como &cido orgéanico associado a tolerancia ao Al toxico (SILVA, 2008).

2.5. Métodos de selecdo para tolerancia ao aluminio

A selecdo de plantas tolerantes ao Al € considerada uma alternativa mais
adequada para aumentar a producdo em solos &cidos com altas concentracdes de
Al. Diferentes métodos de selec¢do tém sido empregados, como cultivos em campo
ou em solugdes nutritivas (hidropdnicas). Ambas as metodologias tém vantagens e
desvantagens distintas.

Técnicas de selecdo a campo selecionam germoplasmas sob condi¢des
climaticas e de solo naturais e os dados finais refletem uma integracdo dos efeitos
do estresse da toxicidade do Al e todas as condi¢bes do solo com o ciclo de
crescimento completo. As desvantagens dos testes a campo s&o: 0 tempo
requerido, geralmente um ciclo completo da cultura; problemas da variabilidade
das caracteristicas do solo; efeitos de resisténcia diferencial a doencas e pragas;
vulnerabilidade do material as intempéries ambientais, como seca ou inundacao e
a inabilidade em interpretar o desempenho das plantas em funcdo da
complexidade das interacdes do meio ambiente, além do que, ndo pode garantir
gue somente o Al é o elemento toxico presente no solo. (KERRIDGE et al., 1971,
FURLANI & CLARK, 1981).

A utilizagdo da solucao nutritiva tem superado estas dificuldades, permitindo
uma imediata observacdo da inibicdo da alongacdo das raizes o que € um dos
primeiros sintomas da toxidez do Al. Uma das maiores dificuldades das solucdes
nutritivas, no estudo da toxidez de Al, tem sido o inadequado controle do pH e do
teor de fésforo (P) por consequéncia da concentracdo de Al. O controle destes
parametros sao necessarios para a precisdo dos estudos genéticos. KERRIDGE
et al. (1971) e SOUZA (2001) concluiram que a tolerancia ao Al em solucéo
nutritiva, foi relativamente semelhante aquela obtida quando as plantas foram

cultivadas em solos, além de terem repetibilidade de resultados devido ao controle
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da concentracdo de Al através do monitoramento do teor de P e do pH. A
solubilidade do Al pode ser determinada pela concentracdo de P, causando sua
precipitacdo na forma de Al(OH)s. Deste modo, segundo CAMARGO (1985), deve-
se evitar a utilizacao de P nas solucdes de tratamento contendo Al.

CAMARGO (1983; 1984) verificando o pH da solucéo nutritiva para avaliar a
toxidez ao Al, observou que com a elevacdo do pH de quatro para sete, diminuiu a
concentracdo do Al por consequéncia a sua solubilidade. Deste modo, para a
selecao de plantas tolerantes ao Al, além da concentracdo de sais, a temperatura,
deve-se controlar o pH da solugdo nutritiva, para que os resultados obtidos
possam ser repetidos em outros trabalhos com a mesma precisao.

WENZL et al. 2006 avaliou o comprimento e diametro das raizes de
gendtipos de Urochloa em solucdo contendo apenas cloreto de célcio (200 uM de
CaCl,) mais o cloreto de Al (200 uM de AICl3). Isso por que o calcio (Ca) € um
nutriente com papel preponderante no crescimento radicular das plantas
(RITCHEY et al.,, 1982), e por isso deve estar presente nas solugbes com a
finalidade de avaliar a toxicidade do Al. Pois quando a saturacdo de Ca no
complexo de troca é inferior a 20%, h& uma forte limitacdo ao crescimento das
raizes no solo ou em solugdo, na maioria das espécies cultivadas (QUAGGIO,
2000).

Segundo QUAGGIO (2000) a absorcédo de Ca ocorre apenas nhas partes
mais novas, ainda ndo suberizadas das raizes, havendo assim necessidade de
absorcao continua desse nutriente para assegurar o desenvolvimento do sistema
radicular, o que implica que o Ca deve estar distribuido adequadamente no solo e
ou em solucdo. E importante acrescentar que estes fatores quimicos que afetam o
crescimento radicular s8o muito importantes nas areas tropicais, tendo em vista
gue grande parte dos solos desta regido apresenta reacdo acida, com alta
concentragdo de Al toxico e baixo contetdo de Ca. Portanto, a presenca de Ca na
solucéo do solo, em contato com o sistema radicular € essencial a sobrevivéncia
das plantas, pois esse nutriente ndo se transloca da parte aérea para as por¢oes

novas das raizes em crescimento (CAIRES et al., 2001).
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S&o varias as caracteristicas utilizadas na avaliacdo da tolerancia ao Al no
solo ou em solucéo nutritiva. Dentre estas, a capacidade do material alterar o pH
do meio (KOCHIAN, 1995), a observacdo visual do desenvolvimento da parte
aérea e do sistema radicular (DEVINE et al., 1976); o comprimento da raiz mais
longa; ou da folha mais longa; o nimero de raizes principais; o peso do sistema
radicular e aéreo (LAFEVER et al.,, 1977; LAFEVER & CAMPBELL, 1978); o
comprimento inicial da raiz principal; comprimento final da raiz principal,
comprimento final relativo de raiz principal (FLOSS, 1992); a coloracao das raizes
principais em solu¢do aquosa de hematoxilina (POLLE et al. 1978); recrescimento
da raiz principal (CAMARGO & OLIVEIRA, 1981; DORNELES, 1994; SANCHEZ-
CHACON et al., 2000; WAGNER et al., 2001; OLIVEIRA, 2002);

2.6. Controle genético da tolerancia ao aluminio em gramineas

A tolerdncia ao Al € geneticamente controlada e o padrdo de heranca
depende da espécie estudada, podendo ser monogénica ou poligénica, mas, para
a maioria das espécies, isso ainda nado esta completamente esclarecido.

Estudos de mapeamento molecular para genes de tolerancia ao Al em
gramineas cultivadas da tribo Triticeae (trigo, cevada e centeio) tém sugerido que
um ou poucos genes explicam a maior parte da variagao fenotipica para tolerancia
ao Al (GARVIN & CARVER, 2003).

Em trigo (Triticum aestivum L.) os principais genes estao localizados no
braco curto do cromossomo 5 do genoma A e nos bracos longos dos
cromossomos 2 e 4 do genoma D (ANIOL & GUSTAFSON, 1984; ANIOL, 1990;
LAGOS et al., 1991).

DELHAIZE et al. (1993) associaram o loco Altl com grande parte das
diferencas de tolerancia ao Al entre cultivares de trigo e, recentemente, o gene
Almt-1, que codifica um transportador de malato ativado por Al em trigo, foi
clonado por SASAKI et al. (2004).
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GALLEGO & BENITO (1997) estudando dois cultivares de centeio (Secale
cereale), um altamente tolerante e o outro medianamente tolerante ao Al,
propuseram a existéncia de trés genes Alt controlando a tolerancia ao Al,
concordando com ANIOL & GUSTAFSON (1984) que haviam localizado trés
genes de tolerancia ao Al nos cromossomos 3, 4 e 6 do genoma R dessa espécie.

Em cevada (Hordeum wvulgare), STOLEN & ANDERSEN (1978)
encontraram um gene, designado Pht, que controla tolerancia a solos com pH
baixo, no loco K do cromossomo 4. O gene que controla a tolerancia ao Al em
cevada, denominado Alp (REID, 1969) ainda nao foi mapeado, mas parece estar
fisicamente associado com o gene Pht no mesmo cromossomo (MINELLA &
SORRELLS, 1997).

Evidéncias apontam a existéncia de uma série alélica de locos ortélogos
controlando a tolerancia ao Al entre os membros dessa tribo (GARVIN & CARVER
2003) baseadas na conservacdo da localizacdo dos genes nos cromossomos
homedlogos 4DL em trigo, gene Altgy (RIEDE & ANDERSON, 1996); 4H em
cevada, gene Alp (TANG et al., 2000) e 4RL em centeio, Alt3 (MIFTAHUDIN et al.,
2002).

Recentemente, em sorgo (Sorghum bicolor L.) foi mapeado um gene de
tolerancia ao Al (Altsg) localizado na porgdo terminal do cromossomo 3. Os
resultados apontam que, nessa espécie, essa caracteristica também parece ser
controlada por um ou pouco genes (MAGALHAES et al., 2004).

Em milho (Zea mays) a tolerancia ao Al apresenta heranca quantitativa
(MAGNAVACA et al., 1987; LIMA et al., 1995). SIBOV et al. (1999) identificaram
dois QTL associados com a tolerancia ao Al nos cromossomos 6 e 10, enquanto
que NINAMANGO-CARDENAS et al. (2003) mapearam cinco QTL nos
cromossomos 2, 6 e 8.

Em arroz (Oryza sativa) estudos de QTL identificaram locos de tolerancia
ao Al em todos os 12 cromossomos (NGUVEN et al., 2002; 2003; WU et al.,
2000), sugerindo uma heranca complexa para a caracteristica. O genoma do arroz

estd completamente sequenciado e estudos recentes dessas sequéncias
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revelaram um gene que codifica para uma proteina de resisténcia ao Al,
0s0490636300, esta localizado no cromossomo 4 (OHYANAGI et al., 2006).

Entre as gramineas forrageiras tropicais, U. decumbens se destaca pela
elevada tolerancia ao Al, mesmo quando comparada aos genétipos de trigo,
triticale e milho, tolerantes ao Al, enquanto, U. ruziziensis é muito sensivel
(WENZL et al., 2001; 2002).

BUITRAGO et al. (2003) avaliaram uma populacdo segregante de 282
hibridos de U. ruziziensis x U. decumbens para a tolerancia ao Al e observaram
uma variacdo continua, sugerindo uma heranca poligénica. Esforcos tém sido
feitos para a descoberta de genes associados a essa caracteristica (ARANGO et

al., 2003), porém nenhum gene foi ainda descrito.

2.7. Sintenia entre genomas de gramineas

A conservacdo na estrutura, sequéncia e ordem dos genes nos
cromossomos, do genoma de espécies de plantas filogeneticamente proximas,
denominada sintenia, podem prover a base para a interpretacdo da informacéo
genética entre as espécies. Se as relacbes de ligagdo sdo conservadas, a
informacdo genética, genes e marcadores moleculares identificados em uma
espécie, podem ser explorados em outras especies (SAGHAI-MAROOF et al.,
1996).

Com base nas relacdes de ancestrais comuns € possivel a identificagédo de
genes ortélogos presentes em regides gendmicas conservadas (sinténicas) em
diferentes espécies. De acordo com esta hip6tese, genes com ancestrais comuns
podem ser considerados como alelos interespecificos, possibilitando a
identificacdo de alelos superiores entre as espécies de gramineas para serem
utilizados em programas de melhoramento.

Em gramineas, muitos estudos de mapeamento genético comparativo
mostram a presenca de grupos de ligacdo conservados (AHN et al., 1993; DEVOS
et al., 1993; SHERMAN et al., 1995; SAGHAI-MAROOF et al., 1996). Apesar dos
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eventos de especiacdo que deram origem as espécies modernas, como o milho e
sorgo, terem ocorrido por volta de 16 milhdes de anos atras (GAUT et al., 2000), o
conteudo e a ordem dos genes no cromossomo ancestral foram mantidos
significativamente conservados entre as gramineas (BONIERBALE et al., 1988;
HULBERT et al., 1990).

Deste modo, as espécies de gramineas tém sido consideradas como um
sistema genético unico (BENNETZEN & FREELING, 1997), existindo um mapa
consenso com o alinhamento dos cromossomos de arroz, milho, sorgo, milheto,
trigo, aveia e centeio (GALE & DEVOS, 1998). PATERSON et al. (1995)
mostraram que genes envolvidos na domesticacdo estdo localizados em regibes

conservadas nos genomas de arroz, milho e sorgo.
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CAPITULO 2 - TOLERANCIA DE GENOTIPOS DE CAPIM-BRAQUIARIA AO
ALUMINIO

RESUMO - Neste trabalho objetivou-se avaliar a tolerancia ao aluminio (Al) de
cinco gendétipos de Urochloa decumbens (D24, CD24-2, CD24-27, CD24-45 e
D62) e cinco de U. ruziziensis (R30, R44, R46, R50 e R125) em -cultivo
hidropdnico. Desses gendtipos foram coletados perfilhos uniformes que foram
transferidos para duas solugbes: Solugéo 1 (200 uM CacCl,, pH 4,2) e Solugéao 2
(200 uM CaCl, + 200 uM AICls3, pH 4,2). Apos 21 dias, as plantas tiveram suas
raizes separadas, coradas e digitalizadas para analise do comprimento da raiz
principal (CR) e diametro da raiz principal (DR). Este experimento foi distribuido
em fatorial (gendtipos x doses) com base no delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes. A ANOVA revelou que existe interacdo
significativa (p<0,01) entre os fatores Genétipo e Dose de Al para CR e DR. Os
resultados revelaram diferenca significativa (p<0,01) para a maioria dos genotipos
para CR e DR. As médias de CR na auséncia e na presenca de Al ndo foram
significativas para D62 (U. decumbens cv. Basilisk), CD24-45 e R46. Para DR as
médias nao foram significativas para CD24-2, CD24-27 e D62. O gendtipo D62 foi
0 Unico classificado como tolerante ao Al e o0 R50 o Unico sensivel. A maior parte
dos gendtipos avaliados apresentou de média a baixa tolerancia ao Al. Essa
classificacéo foi baseada nos intervalos de confianca (I1.C. 99%) para a média dos
indices de tolerancia relativa (ITR) estimados para CR e DR. Estes resultados
podem ser utilizados na escolha de genitores visando o desenvolvimento de
populacbes segregantes para estudos de heranca e mapeamento de genes e

QTLs relacionados a tolerancia ao Al em Urochloa.

Palavras-chave: estresse abiotico, forrageiras, solos acidos, Urochloa

decumbens, Urochloa ruziziensis
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INTRODUCAO

Diversas espécies de gramineas forrageiras tropicais se apresentam como
opcOes para a formacdo de pastagens no Brasil. As espécies do género Urochloa
P. Beauv. spp. (syn. Brachiaria (Trin.) Griseb. spp.) tém-se firmado pela
capacidade de adaptacdo as diversas condicdes ambientais e de manejo da
pastagem (MONTEIRO et al.,, 1995). Sdo mais de 70 milhdes de hectares de
pastagens com braquiarias, a maioria na regido dos Cerrados (RAO et al., 2005)
que, em geral, possui solos de baixa fertilidade natural, caracterizados por elevada
acidez e associados a metais toxicos, principalmente aluminio (Al)
(RADAMBRASIL, 1981).

Niveis elevados de Al impedem o crescimento radicular das plantas e,
aliados a periodos de deficiéncia hidrica (veranicos), reduzem drasticamente sua
produtividade, inviabilizando, as vezes, o cultivo em area de solos acidos (LIMA et
al., 1995). Estudos relatam que o Al fixa o fosforo (P) em formas menos
disponiveis as plantas; diminui a respiracdo da raiz; interfere na divisdo celular;
interfere nas enzimas responsaveis pela deposicado de polissacarideos na parede
celular; aumenta a rigidez da parede celular; interfere na absorgéo, transporte e
uso de alguns elementos quimicos (Ca, Mg, P e K) e 4gua; e tem a capacidade de
precipitar os acidos nucléicos (FOY et al., 1978; TAYLOR, 1991; RYAN et al.,
1995).

Entre as alternativas para amenizar os problemas de acidificacdo do solo
est4 o uso da calagem, que neutraliza os fons H* e A**. Entretanto, a aplicacéo de
calcario na superficie do solo ndo soluciona o problema de acidez nas camadas
inferiores e a grandes profundidades ndo é exequivel por apresentar problemas
técnicos e econdémicos (ECHART & CAVALLI-MOLINA, 2001). Portanto, a
obtencéo de cultivares tolerantes ao Al é de grande importancia para a producéo
agricola nesses solos.

Neste contexto, é importante o desenvolvendo de populacdes segregantes
para estudos de heranca e de mapeamento de genes e QTLs relacionados ao Al,

Uteis aos programas de melhoramento, o que torna necessario o reconhecimento
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de genitores contrastantes compativeis, com a mesma ploidia e sendo pelo menos
um genitor sexual, pois, em Urochloa a apomixia € o modo de reproducao
predominante.

O objetivo neste trabalho foi avaliar genétipos de Urochloa spp. quanto a
tolerancia ao Al em cultivo hidropénico, visando a selecdo de genitores para o
desenvolvimento de uma populacdo segregante para estudos de heranca e

mapeamento dessa caracteristica.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados dez genotipos de Urochloa provenientes do banco de
germoplasma e do programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte.
Foram eles: D62 (B. decumbens cultivar Basilisk, apomitica e tetraploide); D24 (B.
decumbens, acesso sexual e dipléide); CD24-2, CD24-27 e CD24-45 (B.
decumbens, plantas sexuais e tetraploidizadas por colchicina); R124 (B.
ruziziensis, sexual e dipléide); R30, R44, R46 e R50 (B. ruziziensis, sexuais e
tetraploidizadas por colchicina). O genétipo D62 foi utilizado como referéncia
tolerante ao Al e 0 R44 como referéncia sensivel, de acordo com os resultados de
WENZL et al. (2006).

Desses genotipos foram coletados dez perfilhos, os quais foram enraizados
em vasos contendo solo previamente adubado segundo WENZL et al. (2006)
mantidos em casa de vegetagcdo. Quarenta e cinco dias depois, uma poda foi
realizada nessas plantas para estimular o perfilhamento e apds 15 dias, perfilhos
jovens foram retirados e transferidos para uma mesa de hidroponia contendo
solucdo de enraizamento preparada segundo HOAGLAND & ARNON (1950).
Todo esse procedimento foi realizado para padronizar a idade dos perfilhos
utilizados no cultivo hidrop6nico com solugbes sem e com Al.

Apos 11 dias de enraizamento foram selecionadas plantas uniformes para
serem, em pares, transferidas para duas mesas de hidroponia, contendo
diferentes solucdes: Solugéo 1 (200 uM CacCly; pH 4,2) e Solucéo 2 (200 uM CacCl,
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+ 200 uM AICl3; pH 4,2), seguindo a metodologia proposta por WENZL et al.
(2006). O pH dessas solugdes foi monitorado diariamente por 21 dias e, quando
necessario, ajustado pela adicdo de HCIl 10% ou NaOH 20%. Foram utilizados 20
L de cada solugéo e corre¢bes no volume foram realizadas quando este baixava
entre 0,5 a 1,0 L pela adicdo de agua destilada.

Passado esse periodo, as plantas tiveram suas raizes separadas e coradas
em solugéo de azul de metileno e vermelho neutro 0,1%, durante 24 horas. Depois
foram lavadas com agua destilada e as imagens foram obtidas por meio de
scanner de luz (HP Photosmart 1200), com resolucdo da imagem de 300 dpi, para
avaliagdo do comprimento da raiz principal (CR) e diametro da raiz principal (DR)
das plantas submetidas as solugbes 1 e 2. Para tanto, foi utilizando o programa
Image J, disponivel em <http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html>.

O delineamento experimental utilizado inteiramente casualizado (DIC), com
trés repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo
teste F (1%), distribuido em fatorial (10 genoétipos x 2 doses de Al), com a
finalidade de identificar os efeitos simples dos fatores dose de Al e gendtipo e da
interacdo genotipo x doses de Al. As médias de CR e DR de cada genotipo
crescidos na auséncia e na presenca de Al foram comparadas pelo teste de Tukey
a 1% de significancia.

A partir de CR foi estimado a porcentagem de inibicdo de crescimento das
raizes (ICR) da seguinte forma: ICR = [1 — (CR+Al / CR-Al)] x 100 (HORST et al.
1997). Fez-se 0 mesmo com os dados de DR para estimar a porcentagem de
engrossamento do diametro das raizes (EDR): EDR =[1 — (DR+Al / DR-AI] x 100.

A fim de confrontar os resultados referentes ao CR e DR, estimou-se
também o indice de tolerancia ao aluminio (ITR), segundo FURLANI & FURLANI
(1991), utilizando a seguinte formula: ITR= { [(VX-Vs)/(Vt-Vs)][*4}+1

Onde V é a variavel em estudo, podendo ser ICR e EDR. O subindice x
representa o valor obtido para o material em estudo, s é a referéncia sensivel et é

a referéncia tolerante utilizada no experimento. Os gendtipos foram classificados
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como tolerantes, intermediarios e sensiveis ao Al com base nos intervalos de
confianca (1.C.) de 99% obtidos para ITR-CR e ITR-DR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre os fatores genotipo e doses de Al para as duas variaveis
analisadas, CR e DR foi significativa (p<0,01), além disso, foram detectadas
diferencas significativas para essas duas variaveis em relacao a doses de Al e ao

genotipo (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para as variaveis: comprimento da raiz
principal (CR) e diametro de raiz principal (DR), nos dez gendtipos de
Urochloa submetidos as solu¢cdes com e sem aluminio (Al) em cultivo

hidrop6nico.
Fontes de variagdo  GL F
CR DR
Dose de Al 1  275,5277* 362,0613**
Genotipo 9  83,8009** 79,9127**
Gendtipo x Dose de Al 9 22,1392** 25,3549**
Residuo 40 - -
Média geral 15,9450 0,1674
Desvio padréao 2,0120 0,0102
CV (%) 12,61 6,08

GL = Graus de liberdade; CV = Coeficiente de variacao;
**significativo pelo teste F (1%).

Com base nos resultados da tabela 1, ficou evidente que houve
modificacbes no CR e DR pela adicdo de Al na solugdo. Esses resultados
corroboram os evidenciados na literatura de que a acao fitotoxica do Al € um
fendbmeno que influencia o meristema apical das raizes e a regido de alongacéo
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celular, com inibicdo da mitose, apresentando reflexos imediatos no sistema
radicular (ALMEIDA et al., 2000).

A interacdo significativa (p<0,01) para as duas variaveis indicou
dependéncia entre os fatores genoétipo e dose de Al. Portanto, foi importante
avaliar o comportamento de cada gendtipo através da comparacdo de suas
médias .

Para a maioria dos genétipos analisados houve diferenca significativa
(p<0,01) entre as médias de CR obtidas nas solu¢bes sem e com Al, exceto para
CD24-45 e D62 de U. decumbens e R46 de U. ruziziensis (Figural).

45,0
40,0
35,0 A
30,0 +
25,0
20,0 ~
15,0 ~

10,0 +

Comprimento da raiz (cm)

5,0 1

0,0 -
D24** CD24- CD24- CD24- D62 R30** R44** R46 R50** R124**

2** 27** 45 _
Genotipos B sem Al O com Al

Figura 1. Médias do comprimento da raiz principal (CR) dos dez gendétipos de
Urochloa crescidos nas solucbes sem e com aluminio (Al).
**Significativo pelo teste de Tukey (1%).
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As porcentagens de ICR foram calculadas para todos os gendétipos. O
menor valor de ICR (6,93%) foi observado para o gendétipo D62, referéncia
tolerante. Trabalhos realizados por WENZL et al. (2001; 2002) ja apontavam esta
cultivar como o gendtipo mais tolerante ao Al comparado a outros genoétipos do
género Urochloa e também a outras gramineas como trigo, triticale e milho. Por
outro lado, o maior ICR (59,99%) foi observado no genétipo R50 de U. ruziziensis,
gue apresentou uma sensibilidade superior ao gendétipo R44 a referéncia sensivel.
Os demais gendtipos apresentaram ICR variando de 19,2% a 51,45% (Figura 2).

70% -

60% -

50% -

40% -

30% A

20% +

10% - I
0% -

D24 CD242 CD24- CD24- D62 R30 R124
27 45

Inibicdo (%) do comprimento de raiz

Genotipos

Figura 2. Inibicdo, em porcentagem, do comprimento das raizes (ICR) observado
nos dez gendtipos de Urochloa estudados quando submetidos ao Al.

Os resultados denotam que 0s gendtipos estudados apresentam diferentes
niveis de tolerancia e sensibilidade ao Al. A variabilidade para tolerancia a toxidez
do Al ja foi observada em outra espécie de graminea forrageira, Panicum
maximum, por SILVA (1997), ALMEIDA et al. (2000) e OLIVEIRA et al. (2000).
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Nesses trabalhos foram observadas diferencas no crescimento da raiz principal de
genadtipos submetidos a solugdes com e sem Al.

A inibicdo do crescimento de raizes € considerada a principal consequéncia
da fitotoxidez do Al, resultando em menor volume de solo explorado pela planta e
reduzindo, consequentemente, a nutricdo mineral e a absorcdo de agua. Essa
reducdo de crescimento ocorre, basicamente, em funcdo da acdo danosa do Al ao
se ligar aos componentes das membranas celulares reduzindo sua
permeabilidade, também pode ocorrer reducdo da atividade de replicacdo e
transcricdo, devido a ligacdo do Al ao grupo fosfato do acido desoxirribonucléico
(FAQUIN, 1997; MALAVOLTA et al., 1997).

Analisando os dados de CR pode-se observar que os genétipos de U.
ruziziensis apresentaram raizes mais longas quando comparados com o0s
gendtipos de U. decumbens. Isso foi devido as diferencas entre as espécies no
tempo de estabelecimento das raizes, sendo que U. ruziziensis foi a primeira a se
estabelecer. Em outro trabalho realizado com U. decumbens cv. Basilisk e U.
brizantha cv. Marandu, tratadas com ANA (acido naftaleno acético), também foi
constatada uma baixa taxa de inducdo de enraizamento de raiz na cultivar Basilisk
em comparacdo ao Marandu (DUTRA et al., 2005). A caracteristica decumbente
de U. decumbens justifica, em parte, essa variacdo, pois a planta ndo possui
muitas reservas nos perfilhos produzindo uma quantidade inferior e menor
tamanho de raizes. Por esse motivo, ndo se pode comparar 0s genétipos dessas
duas espécies em estudo e, portanto, as comparac¢des foram realizadas dentro de
cada gendtipo.

Nas analises de DR as médias obtidas para os dez gendétipos nas solucdes
sem e com Al diferiram significativamente (p<0,01) em sete deles: D24, CD24-45,
R30, R44, R46, R50 e R124. Os gendtipos que ndo apresentaram diferenca
significativa em suas médias foram CD24-2; CD24-27 e D62 (Figura 3).
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Figura 3. Médias do diametro da raiz principal (DR) para os dez gendtipos de
Urochloa crescidos nas solugbes sem e com aluminio (Al).
**Significativo pelo teste de Tukey (1%).

O engrossamento do didmetro das raizes (EDR) foi calculado e as
porcentagens obtidas variaram de 0 a 119,2%, sugerindo que a resposta para
essa caracteristica foi muito mais visivel que para CR. O genoétipo com menor
valor de EDR foi a referéncia tolerante (D62). Para os demais genotipos de U.
decumbens o EDR variou de 0,29 a 50%. Nos gendtipos de U. ruziziensis os
valores de EDR variaram de 14,6% a 119,2% (Figura 4).
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Figura 4. Engrossamento, em porcentagem, do diametro das raizes (EDR)
observado nos dez genétipos de Urochloa estudados quando
submetidos ao Al.

O engrossamento do didmetro de raizes de plantas, € uma consequéncia
da acédo toxica do Al, que foi descrita anteriormente em genétipos sensiveis de U.
ruziziensis, entre eles R44, referéncia sensivel (WENZL et al., 2006). Na célula, o
Al altera as propriedades da parede e da plasmalema, pois afeta o sistema de
carregadores de nutrientes, resultando na inibicdo da alongacao celular do eixo
principal, tornando as raizes mais grossas e pouco funcionais (RYAN et al., 1993;
KOCHIAN, 1995).

Para classificacdo dos genétipos em tolerante, intermediarios e sensiveis foi
estimado o indice de tolerancia ao Al para CR (ITR-CR) e o indice de tolerancia ao
Al para DR (ITR-DR). Segundo FURLANI & FURLANI (1991), gendtipos com
valores de ITR superiores ao intervalo de confianca (I.C.) podem ser considerados
tolerantes, enquanto aqueles com valores inferiores podem ser classificados como
sensiveis e gendtipos com valores de ITR entre o limite maximo e o minimo do I.C.

como intermediarios.
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A média e o I.C. do ITR-CR foram 2,2 e 0,9 a 3,5, respectivamente. Dessa
forma, os gendtipos tolerantes ao Al foram: CD24-45, D62 e R46. Os de moderada
tolerancia foram: D24, CD24-2, CD24-27, R30, R44 e R124. O Unico gendtipo
classificado como sensivel ao Al foi R50. Os resultados de ITR-DR foram um
pouco diferentes para os genotipos tolerantes e intermediarios. A média e o I.C.
foram 2,1 e 0,1 a 4,2, respectivamente. Sendo assim 0s genoétipos tolerantes
foram: CD24-2, CD24-27 e D62. Os de moderada tolerancia foram: D24, CD24-45,
R30, R44, R46 e R124. E novamente o Unico gendtipo classificado como sensivel
foi 0 R50 (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas dos indices de tolerancia relativa (ITR) para as
caracteristicas comprimento de raiz principal (CR) e diametro da raiz
principal (DR) e classificacdo dos genoétipos de Urochloa quanto a
tolerancia ao Al.

Genodtipos ITR-CR Classe ITR-DR Classe Classificacdo

Conjunta

D24 1,0 I 1,74 I I
CD24-2 2,27 I 4,56 T I
CD24-27 1,81 I 4,98 T I
CD24-45 3,81 T 1,75 I I
D62 50 T 50 T T
R30 2,18 I 0,30 I I
R44 1,0 I 1,0 I I
R46 3,90 T 4,04 I I
R50 0,18 S -2,75 S S
R124 1,0 I 0,75 I I
Média 2,2 2,14

DP 1,56 2,50

I.C. 0,9-3,5 0,1-4,2

DP= desvio padrdo da média; I.C.= intervalo de confianca; T=
tolerante; I= intermediario; S= sensivel.
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Segundo SIVAGURU & PALIWAL (1993), diferentes genoétipos da mesma
espécie podem comportar-se de maneira distinta quanto a reacdo ao Al, tanto no
campo COmo em vasos.

Avaliando, de forma conjunta, os resultados de ITR-CR e ITR-DR (Tabela
2), 0s genodtipos classificados igualmente pelos dois indices foram reunidos em
diferentes grupos: tolerante (D62), intermediarios (D24, CD24-2, CD24-27, CD24-
45, R30, R44, R46 e R124) e sensivel (R50).

Apesar dos genotipos D24, R30, R44 e R124 terem sido classificados como
intermediarios quanto a tolerancia ao Al pelos dados de ITR, ambos apresentaram
diferencas significativas quando submetidos ao estresse por Al tanto para CR
quanto DR. O mesmo n&o ocorreu com CD24-2, CD24-27, CD24-45 e R46. Se
levarmos em consideracdo os resultados das variaveis CR e DR, poderiamos
classificar esses acessos em dois niveis de tolerancia intermediaria: média
tolerancia (CD24-2, CD24-27, CD24-45 e R46) e baixa toleréncia (D24, R30, R44
e R124).

Esses resultados sdo relevantes para a escolha de genitores visando o
desenvolvimento de populacdes segregantes para tolerancia ao Al, Uteis aos
estudos de heranca e mapeamento de genes e QTLs para essa caracteristica que
possam auxiliar o melhorista na selecdo assistida nos programas de
melhoramento genético do género Urochloa.

Sao varias as metodologias utilizadas para selecionar gendtipos tolerantes
ao Al em solucdes e ambientes controlados, a maioria delas utilizando pléantulas
cultivadas solucdo nutritiva. Efetuando estudos de toxicidade de aluminio em
gramineas, PAPERNIK & KOCHIAN (1997) e SILVA (1997) utilizaram o cultivo das
plantas em contéineres com solugcdo nutritiva. Ja MIYAZAWA et al. (1993)
emergiram em agua destilada solos de oito localidades brasileira, extraido a
solucdo, a qual recebeu concentracdes diferentes de tipos téxicos de aluminio,
determinado por potenciometria com eletrodo seletivo de fluoreto. Neste estudo,

optou-se pelo método descrito por WENZL et al. (2006) que utiliza perfilhos e,
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portanto, pode ser perfeitamente aplicado aos hibridos da populacdo segregante.
Esse método foi eficiente considerando as duas variaveis CR e DR.

Baseando-se nesta metodologia e nos genoétipos estudados, sugere-se a
utilizacdo de D62 (U. decumbens cv. Basilisk — apomitico e tetraploide), que foi
tolerante ao Al, como genitor masculino, e R50 (sexual de U. ruziziensis que foi
tetraploidizado por colchicina), que se mostrou o mais sensivel ao Al, como genitor
feminino. Também foram analisados dois gendtipos sexuais diploides, D24 e
R124, pois esses seriam excelentes opcdes para o mapeamento. No entanto,
ambos apresentaram-se como intermediarios com baixa tolerancia ao Al,

descartando esta possibilidade.

CONCLUSOES

A metodologia usada foi eficiente na discriminacdo dos gendtipos de U.
decumbens e U. ruziziensis analisados. Existe variabilidade quanto a tolerancia ao
Al nesses genotipos, observada pela analise de CR e DR, indicando que o
melhoramento genético de Urochloa é factivel. A maior parte dos gendtipos
apresentou de média a baixa tolerancia ao Al. Apenas o genétipo U. decumbens
cv. Basilisk foi tolerante. O gendtipo R50 de U. ruziziensis foi o Unico sensivel ao
Al. Os resultados podem ser utilizados na escolha de genitores visando o
desenvolvimento de uma populacdo segregante para estudos de heranca e

mapeamento de genes e QTLSs relacionados a tolerancia ao Al em Urochloa.
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CAPITULO 3 - Avaliacado da tolerancia de duas cultivares de capim-braquiéria

a diferentes doses de aluminio

RESUMO - A busca por cultivares tolerantes ao aluminio (Al) e a definicdo da
dose e do tempo de estresse sdo alvos para estudos de expressdo génica em
capim-braquiaria. Neste trabalho objetivou-se avaliar a tolerdncia ao Al de
Urochloa decumbens cv. Basilisk e Urochloa brizantha cv. Marandu submetidas a
guatro doses desse elemento (0; 200; 400 e 600 uM AICl3) em solugao contendo
apenas calcio (200 uM CacCl,) em pH 4,2, por 21 dias. As analises de variancia e
regressao polinomial demonstraram que o crescimento relativo de raiz (CRR) e
peso seco (PS) de Marandu foram inibidos nas doses de 200, 400 e 600 pM,
comparados a auséncia de Al. Em Basilisk foi observado diminuicdo no CRR e PS
nas doses de 200 e 400 puM. No entanto, na dose de 600 uM o CRR e o PS

diminuiram, revelando que nesta concentracdo esta cultivar perde sua tolerancia.

Palavras-chave: estresse por aluminio, forrageiras, solos acidos, Urochloa

decumbens, Urochloa brizantha.

INTRODUCAO

Diversas sdo as espécies de gramineas forrageiras que se apresentam
como opc¢des para a formacgéo de pastagens nas savanas tropicais. No Brasil, as
espécies do género Urochloa P. Beauv. spp. (syn. Brachiaria (Trin.) Griseb. spp.)
constituem a porgao mais significativa, cobrindo uma area de cerca de 70 milhdes
de hectares, a maioria na regido dos Cerrados, caracterizada por solos de baixa
fertilidade natural, elevada acidez (pH<5) e altos niveis de Al (RAO et al., 2005).

Em solos acidos o Al torna-se soluvel, assim como outros elementos como

0 manganés (Mn) e o ferro (Fe), e podem atingir niveis toxicos (KOCHIAN, 1995).
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O efeito toxico do Al manifesta-se, primeiramente, pela limitacdo do crescimento
radicular, bem como a interferéncia na absorcdo, transporte e utlizagdo de
nutrientes e agua pelas raizes das plantas, prejudicando seu desenvolvimento
(SILVA et al., 1984).

Estudos demonstram que o sitio da toxicidade do Al estd localizado no
apice da raiz, provocando uma resposta rapida com a inibicdo da expansédo e
alongacao das ceélulas do eixo principal das raizes e, depois, a divisdo celular
também passa a ser inibida, tornando as raizes mais curtas, grossas e pouco
funcionais (RYAN et al., 1993; KOCHIAN, 1995; MATSUMOTO, 2000).

A despeito da adaptagdo a solos &cidos, U. decumbens cv. Basilisk foi
apontada como a cultivar comercial de braquiaria mais adaptada, e, resultados de
trabalhos indicam que essa adaptacdo esta relacionada a sua alta tolerancia ao Al
(RAO et al., 2005). Foi constatado que o nivel de tolerancia desta cultivar € muito
superior as variedades tolerantes de outras culturas, tais como milho e trigo
(WENZL et al., 2001; 2002). Portanto, ela pode ser considerada uma excelente
fonte de genes de tolerancia a esse importante estresse abioético.

Para estudos de expressdo de genes envolvidos com a resposta de plantas
a tolerancia ao Al ou outro estresse abidtico torna-se necessario a identificacao de
genatipos tolerantes e a definicdo da dose e do tempo de exposicdo da planta ao
estresse.

WENZL et al. (2006) avaliando perfilhos enraizados de alguns gendétipos de
Urochloa, incluindo U. decumbens cv. Basilisk, submetidos a duas solugbes
contendo calcio (200 uM CacCl,) e Al (0 ou 200 uM de AICI3) em pH 4,2, durante 21
dias, verificaram que esta cultivar foi altamente tolerante a esta dose de Al.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a tolerancia de U. decumbens cv.
Basilisk e U. brizantha cv. Marandu a quatro doses de Al em solugdo contendo
apenas célcio, utilizando perfilhos enraizados, para determinar a dose de Al a ser

utilizada em estudos de expressédo génica.
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MATERIAL E METODOS

Dez perfilhos, com aproximadamente 20 cm, foram coletados de plantas
maduras de duas cultivares de braquiaria: U. decumbens cv. Basilisk (acesso D62)
e U. brizantha cv. Marandu (acesso B30), mantidas em vasos na casa de
vegetacao da Embrapa Gado de Corte.

Esses perfilhos foram enraizados em uma mesa de hidroponia contendo
solucdo nutritiva preparada segundo HOAGLAND & ARNON (1950),
permanecendo por 11 dias. ApGs esse periodo, o comprimento inicial das raizes
(CRI) foi avaliado e os perfilhos foram transferidos para quatro mesas de
hidroponia, cada uma conectada a um recipiente contendo 15 L de uma das
seguintes solugdes: Solucdo 1 (200 uM CaCl, e 0 uM AICl3); Solucdo 2 (200 uM
CaCl, e 200 uM AICl3); Solucédo 3 (200 uM CaCl, e 400 uM AICI3) e Solucéo 4
(200 uM CacCl, e 600 uM AICI3); todas com pH 4,2 ajustado com HCI 10%. Este
experimento durou 21 dias e foi realizado em casa de vegetacéo. O pH e o volume
das solucdes foram monitorados diariamente e, quando necessario, ajustados pela
adicdo de HCI 10% ou NaOH 20% e agua destilada, respectivamente. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com sete
repeticoes.

Para avaliagdo da tolerAncia ao Al foram utilizados 0s seguintes
parametros: crescimento relativo de raizes (CRR), obtido pela formula: CRR =
[(CRF-CRI)/CRI], na qual CRF é igual ao comprimento final das raizes e CRI 0
comprimento inicial; diametro médio da raizes (DR); e matéria seca das raizes
(MS). As avaliacdes de CRF, DR e MS foram realizadas ao final dos 21 dias. As
raizes foram separadas, coradas em solucdo de azul de metileno e vermelho
neutro 0,1% durante 24 horas, lavadas com agua destilada e digitalizadas em
scanner de luz (HP Photosmart 1200), com resolucdo da imagem de 300 dpi, para
analise do DR, utlizando o programa Image J, disponivel em
<http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html>. Por Ultimo, as raizes foram secas em estufa
a 70 por 72 horas para avaliagdo do MS, realizada em balanca eletrénica digital

com preciséo de 0,001g.
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Os dados foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) (teste F,

1% e 5% de probabilidade) para doses de Al e andlise de regressao polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo para dose de Al nas variaveis: CRR para cv.
Basilisk (p<0,01) e cv. Marandu (p<0,05) e MS para cv, Marandu (p<0,05).
Entretanto, para a variavel DR nao foi observado efeito significativo para doses de
Al em nenhuma das cultivares analisadas. A anélise de regressdo enquadrou-se
em um modelo de regressao quadratica significativo para CRR (p<0,01) e MS
(p<0,05) na cv. Basilisk; e regressao linear na variavel CRR (p<0,01) e cubica para

MS significativo (p<0,05) na cv. Marandu (Tabela 1).

Tabela 1. Analise de variancia para (CRR) crescimento de raiz, (DR) diametro de
raiz e (MS) matéria seca de raiz para duas cultivares de Urochloa
submetidas a quatro tratamentos com Al.

Fontes de G.L. cv. Basilisk cv. Marandu
varnacao CRR DR MS CRR DR MS
Aluminio (Al) (3) 14,5778* 0,1427 2,4166 3,2842* 0,9130 4,1170*
FneegarreSSéO 1 9,3411** 0,2549 1,8934 8,2054** 0,6073 5,2756*

i

Regressao 1 34,2877** 0,0050 4,2234* 0,1910 0,5624 0,2515
guadrética

Regressao 1 0,1047 0,1683 1,1331 11,4561 1,5694 6,8239*
clbica

Residuo 24

Média geral 21,1893 0,4043 0,495 12,8457 0,6614 0,1160
Desvio Padrao 3,0977 0,0536 0,0163 6,1747 0,1714 0,825
C.V. 14,61 13,24 32,85 48,06 2590 71,12

*significativo (p<0,05); ** significativo (p<0,01) pelo teste F.
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O modelo de regressdo para determinar a resposta de inibicdo do
crescimento das raizes em doses crescentes de Al foi determinado. Observou-se
um aumento significativo no CRR da cv. Basilisk quando esta foi submetida as
doses de 200 e 400 uM de AIClz. Outros trabalhos, citados por ROUT et al. (2001),
gue analisaram a tolerancia ao Al em diferentes espécies também relataram que
baixas concentracbes de Al podem muitas vezes estimular o crescimento das
raizes das plantas. A analise de regressao polinomial indicou que o ponto maximo
estimado para CRR foi de 25,7 cm (R?= 0,9976), alcancado numa dose estimada
de 250 pM de AICl;. Apenas na dose de 600 pM de AICI; observou-se inibi¢gdo do
CRR, indicando que nessa dose houve perda da tolerancia dessa cultivar ao Al
(Figura 1).

Ainda na Figura 1 observa-se que para a cv. Marandu o maior CRR foi
obtido na auséncia de Al na solucdo e que ocorreu um decréscimo quando ela foi
submetida ao Al, mesmo nas menores doses. O decrescimo no CRR observado
nessa cultivar foi constante até a maior dose de Al utilizada (600 pM), mostrando

gue essa cultivar é sensivel ao Al (Figura 1).

A Basilisk gMarandu
30,0 "

25,0

y = -9E-05x? + 0,0435x + 20,155

20,0 R? = 0,9976; Dose: 250; Pmax:25,7 cm

Crescimento relativo de raiz (cm)

15,0
- [ |
10,0
y =-0,015x + 17,33
5,0 1 R? = 0,8327
0,0 T T 1
0 200 400 600

Doses de Al

Figura 1. Crescimento relativo de raiz (CRR) para duas cultivares de braquiaria
(cv. Basilisk e Marandu) nas quatro doses de AICl3 (UM).
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Muitos estudos tém mostrado que a inibicdo do crescimento da raiz € o
sintoma mais facilmente reconhecido da toxicidade do Al em plantas, o que resulta
na reducdo e em danos no sistema radicular, podendo levar a deficiéncia mineral
e estresse hidrico (DEGENHARDT et al.,, 1998). ALMEIDA et al.,, (2000) e
OLIVEIRA et al., (2000) avaliando diferentes genoétipos de Panicum maximum,
observaram decréscimo significativo no CRR quando os genétipos foram
submetidos a doses crescentes de Al.

O Al em niveis toxicos ndo s6 inibe o crescimento da raiz, mas também
induz um aumento no didmetro das raizes, pois altera propriedades da parede
celular e da plasmalema, resultando na inibicdo da alongacéo e divisédo celular do
eixo principal (TAYLOR 1991, RYAN et al. 1993, KOCHIAN 1995). Entretanto, ndo

foi observado efeito significativo do Al no DR, nas duas cultivares (Figura 2).

0,8 A Basilisk  mMarandu

0,7
0,6 u y = 0,6614

0,5

0,4 —hA— —— A
y = 0,4043

0,3 -

Diametro de raiz (mm)

0,2 A

0,1

0 200 400 600
Doses de Al

Figura 2. Diametro de raiz (DR) para duas cultivares de braquiéria (cv. Basilisk e
Marandu) nas quatro doses de AICI; (uUM).

A variavel MS também indicou que houve estimulo no crescimento da raiz

da cv. Basilisk no ponto estimado de 250 uM de AICl3;, com a matéria maxima de
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0,05 g, sendo significativamente maior quando comparada a auséncia de AICls,
similar ao CRR. Entretanto, o estimulo ndo pode ser comprovado quando a
cultivar foi submetida a 400 pM de AICI; e o efeito téxico também nao foi
detectado a 600 uM de AICl;, como ocorreu com 0 CRR, pois os valores néao
foram significativos em relacdo a auséncia do metal. Para a cv. Marandu houve
efeito significativo (p<0,05) em funcdo do aumento da dose de AICl3, provocando
um decréscimo no MS comparado a auséncia de Al (Figura 3).

Trabalhos realizados por WENZL et al. (2001; 2002) e RICAURTE et al.
(2007) ja apontavam U. decumbens cv. Basilisk como um dos gendétipos mais
tolerantes ao Al do género Urochloa e também comparado a outras gramineas

como trigo, triticale e milho.
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2 .
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R? = 1; Dose: 250; Pméax: 0,05g
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o
=
L

0’05 /—

Figura 3. Matéria seca de raiz (MS) para duas cultivares de braquiaria (cv. Basilisk
e Marandu) nas quatro doses de AIClz (LM).

Pelos resultados apresentados de CRR e MS pode-se concluir que as duas
cultivares analisadas sofreram com a presenca do Al na solugdo. A cv. Marandu

mostrou-se sensivel ao Al por apresentar inibicio do CRR e MS nas doses de
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200, 400 e 600 uM de AICI; em comparagdo com a auséncia de Al. Entretanto,
esse efeito foi positivo (aumento) para cv. Basilisk quando submetida as doses de
200 e 400 pM de AICI; comparadas a auséncia desse elemento. Somente na dose
de 600 uM de AICI; foi observado um decréscimo no CRR e MS em comparacédo
com a auséncia de Al, revelando que nessa concentracdo ocorre perda da
tolerancia ao Al dessa cultivar.

E importante destacar que houve um decréscimo no CRR e MS para a cv.
Basilisk na dose de 400 uM de AICI; comparada a dose de 200 uM e que os

maiores valores de CRR e MS foram estimados a uma dose de 250 uM de AICls.

CONCLUSAO

A cultivar Basilisk mostrou-se tolerante as doses de 200 e 400 uM de AICl;
e a cv. Marandu foi sensivel sempre que o Al estava presente. Os maiores valores
de CRR e MS foram estimados a uma dose de 250 uM de AICl3, sugerindo que
esta deve ser a dose ideal para estudos de expressdo de genes relacionados a

esse estresse abidtico, quando o tempo de estresse foi de 21 dias.
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CAPITULO 3 - IMPLICACOES

A identificacdo de material genético tolerante e a definicdo da dose e do
tempo de estresse ao aluminio (Al) podem oferecer importantes subsidios aos
programas de melhoramento genético de espécies de Urochloa. Trabalhos
anteriores apontaram o genétipo D62 (U. decumbens cv. Basilisk) como tolerante
(Wenzl et al. 2001; 2002), este estudo reforca esse achado, sugerindo sua
utilizacdo como genitor masculino em cruzamentos com plantas sexuais sensiveis
ao Al com o intuito de obter uma populacdo segregante para estudo desta
importante caracteristica e para mapeamento de genes e QTLs relacionados a
tolerancia ao Al.

Este estudo testou esta cultivar tolerante em doses mais elevadas de Al, do
gue a descrita nos trabalhos ja citados, para deteccdo do momento em que a
planta esta em seu maximo de divisdo celular, sintetizando acidos nucléicos que é
0 ponto ideal para a extracdo desses, possibilitando a realizacdo de estudos
visando a busca de genes que controlam esta caracteristica em Urochloa.

Os resultados revelaram que em altas doses (até 400 uM) nenhum sintoma
de perda de tolerancia foi observado, pelo contrario, na dose de 200 uM ocorreu
uma melhora nas caracteristicas analisadas em relacdo as mesmas
caracteristicas em plantas ndo submetidas ao aluminio. Portanto, ela pode ser
considerada uma excelente fonte de genes de tolerancia a esse estresse abidtico.
Genes identificados e isolados nessa forrageira podem ser utilizados em
programas de melhoramento de braquiaria, na selecdo assistida, ou
introgredidos/introduzidos em outras espécies, oferecendo importantes
alternativas para o desenvolvimento de novas variedades mais adaptadas aos
solos &cidos com altos teores desse elemento. Neste trabalho, também foi
possivel detectar a dose de aluminio necessaria para a perda da tolerancia desta

cultivar, dado ainda ndo disponivel na literatura.
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Recomenda-se a complementacdo dos testes com ensaios em campo para
confirmar se ha correlacdo entre a metodologia utilizada e a tolerancia ou a
sensibilidade dos materiais ao Al e, indiretamente, a solos acidos, visto que o
objetivo maior deste € a determinacdo de metodologia para a identificacdo de
genaotipos promissores para a obtencdo de bons niveis produtivos em condi¢des

de solos acidos.
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