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Tolerancia ao aluminio toxico em germoplasma brasileiro elite de aveia

Aluminum tolerance in elite Brazilian oat germplasm
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RESUMO

A presenga de aluminio (Al) reduz o rendimento em
solos acidos ou em areas onde o subsolo possui pH abaixo de
5, pois limita o crescimento radicular e, consequentemente, a
absorcao de adgua e nutrientes. Genotipos elite de aveia (Avena
sativa L.) ndo selecionados para a tolerancia ao Al foram
avaliados quanto a essa caracteristica em solugdo nutritiva.
Foi utilizada, como parametro de comparagéo da tolerancia
ao Al, a média de recrescimento radicular apés a exposicdo
ao Al. O recrescimento da raiz principal dos genétipos elite
foi comparado com os controles UFRGS17, considerado
tolerante e UFRGS930598-6, sensivel. Foram avaliadas
as linhagens UFRGS057005-1 e UFRGS057022-2, e as
cultivares comerciais ‘URSGuria’, ‘URSTorena’, ‘URSPenca’,
‘URSGuard’, ‘URS Charrua’, ‘URSTarimba’, ‘URSTaura’,
‘URSGuapa’ e ‘URS21’. A amplitude de recrescimento da raiz
dentro de cada genotipo foi elevada, sendo a menor de 15mm e
a maior de 44mm. As cultivares ‘URSCharrua’ e ‘URSGuapa’
demonstraram tolerancia superior a ‘UFRGS17’. URSTarimba,
apesar da média similar a UFRGS17, mostrou distribuicdo
de frequéncia mais positiva. URSTorena, UFRGS0570005-1
e URSPenca classificaram-se como intermediarios, sendo
inferiores a UFRGS17. Nenhum dos gendtipos elite apresentou
médias de recrescimento igual ou inferior as obtidas pelo
controle sensivel, UFRGS930598-6.

Palavras-chave: recrescimento da raiz, Avena sativa, hidroponia,
comparagéo de genotipos.

ABSTRACT

Oat genotypes were evaluated for aluminum (Al)
tolerance in hydroponic solution. The ability of growing after
being exposed to high Al (root regrowth) was used to evaluate
the genotypes. The apical root regrowth for each genotype
was compared to the controls: UFRGS17, Al tolerant, and
UFRGS930598-6, Al sensitive. Two lines UFRGS057005-1 and
UFRGS057022-2 and nine cultivars ‘URSGuria’, ‘URSTorena’,

‘URSPenca’, ‘URSGuard’, ‘URSCharrua’, ‘URSTarimba’,
‘URSTaura’, ‘URSGuapa’ and ‘URS21’ were evaluated. The root
regrowth amplitude inside each genotype was high; the smallest
one was 15mm and the largest one, 44mm. URSCharrua and
URSGuapa showed higher tolerance than UFRGS17. Despite
the similar mean to UFRGS17, URSTarimba regrowth frequency
had a more positive skewness. URSTorena, UFRGS0570005-1
and URSPenca were classified as intermediate, being inferior to
UFRGS17. None of the genotypes showed root regrowth equal or
inferior to the sensitive control, UFRGS930598-6.

Key words: root regrowth, Avena sativa, hydroponics, screening
of genotypes.

INTRODUCAO

O aluminio (Al) é um elemento quimico
abundante na crosta terrestre e, em presenca de solos
acidos (pH<S5), assume principalmente a forma de
cation trivalente (AI**), sendo téxico para as plantas
(KINRAIDE, 1991). Estima-se que cerca de 30% dos
solos livres de gelo no mundo e 50% dos solos com
potencial agrondmico sejam acidos (UEXKULL &
MUTERT, 1995).

Em plantas, a consequéncia imediata
a exposicdo ao AI** é a inibicdo do crescimento
radicular (KINRAIDE, 1991; HORST et al., 2010),
sendo constatada ap6s minutos ou poucas horas de
exposicao. Essa inibicdo causa um sistema radicular
deficiente, acarretando insuficiente absor¢do de agua
e influxo de ions para o desenvolvimento adequado
da planta e diminuindo a sua produtividade (MA &
FURUKAWA, 2003; PANDA et al., 2009).
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A aveia (Avena sativa L), pertencente a
familia Poaceae, possui ampla adaptacdo geografica,
sendo seu cultivo maior em estacbes de inverno.
Seu provavel centro de origem € a regido do Oriente
Médio. Apesar do centro de origem ndo apresentar
solos &cidos, a aveia é considerada relativamente
tolerante ao AI**. Dentro da espécie Avena sativa,
encontra-se variacdo no grau de tolerancia ao Al¥*
(SANCHEZ-CHACON et al., 2000; RADMER et
al.,, 2012). Os mecanismos genéticos, fisioldgicos
e moleculares da tolerancia ao AI** em aveia ainda
ndo estdo totalmente elucidados. Acidos organicos
exsudados pelas raizes sdo considerados o principal
mecanismo de protecdo dos cereais ao Al, atuando
como agente quelante, complexando o AP* e
evitando, ou diminuindo sua agdo danosa (RYAN
& DELHAIZE, 2010). O &cido organico secretado
varia de acordo com a espécie vegetal, sendo citrato,
oxalato e malato, os mais comuns (MA et al., 2001;
LIGABA et al., 2009; LIU et al., 2009). Em aveia,
ocorre a secregdo de citrato e malato (RADMER
et al., 2012), no entanto, este pode ndo ser o Unico
mecanismo utilizado, uma vez que 0 genotipo
UPF91AI-100-1-4, apesar de tolerante, apresentou
abundante entrada de AI** nos tecidos radiculares
(CASTILHOS et al.,, 2011). Outros mecanismos
tém sido encontrados em milho, como a indugdo do
sistema antioxidante (GIANNAKOULA et al., 2010),
e em arroz, envolvendo transporte de UDP-glicose,
ou absorcéo simpléastica do Al (HUANG et al., 2009;
DELHAIZE et al., 2012).

A selecdo a campo ¢ dificultada pela
heterogeneidade dos solos quanto a concentracdo
de Al e dos ions que interferem na atividade deste,
o que induz a erros na identificacdo dos gendtipos
tolerantes. A analise de recrescimento da raiz em
solucdo hidropbnica, ap6s a exposicdo ao Al¥, tem
se mostrado eficiente na caracterizagdo da tolerancia
a esse estresse em genotipos de aveia branca (NAVA
et al., 2006), sendo uma ferramenta adequada,
especialmente para programas de melhoramento
localizados em regiGes com solos sem Al, ou com
pH ja corrigido, onde é impossibilitada a selecdo para
essa caracteristica em solo.

A utilizacdo de gendtipos com tolerancia
ao Al pode ser vantajosa, mesmo em solos corrigidos,
uma vez que a ndo incorporacdo do calcario no
sistema de plantio direto torna menos eficiente a
correcdo da acidez do solo em profundidade, devido
a lenta solubilidade do calcario (ROSSIELO &
JACOB NETO, 2006). Isso tende a estabelecer um
gradiente de pH no perfil do solo, limitando a zona
de crescimento radicular de gendtipos sensiveis.

Gen6tipos com maior tolerancia poderiam produzir
um sistema radicular mais longo, pois a presenga de
AP* em camadas menos superficiais do solo teriam
menor efeito no crescimento das raizes. Isso pode
ser benéfico, especialmente em anos com deficiéncia
hidrica, quando h& necessidade de aprofundar
0 sistema radicular. Dessa forma, é importante
determinar a tolerancia ao Al dos gendtipos
disponibilizados aos agricultores, para que este possa
ser um aspecto considerado quando da escolha da
cultivar. O presente trabalho objetivou avaliar os
niveis de tolerancia ao Al, em solucdo hidroponica,
de gendtipos elite de aveia, desenvolvidos em solos
livres de Al e, portanto, ndo selecionados para essa
caracteristica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em 2011, em
Porto Alegre (RS). Foram incluidas neste estudo as
linhagens UFRGS 057005-1 e UFRGS 057022-2 e
as cultivares comerciais ‘URS Guria’, ‘URS Torena’,
‘URS Penca’, ‘URS Guara’, ‘URS Charrua’, ‘URS
Tarimba’, ‘URS Taura’, ‘URS Guapa’ e ‘URS 21’;
acrescidas dos controles UFRGS 17 e UFRGS
930598-6, considerados tolerante e sensivel ao Al,
respectivamente. A genealogia desses genotipos
¢ apresentada na tabela 1. Sementes de cada
geno6tipo foram selecionadas com tamanho similar,
descascadas e desinfetadas com hipoclorito de sédio
2% (v/v) com adicdo de 2% (v/v) de Tween 20 por
trés minutos, enxaguadas trés vezes com agua estéril
e pré-germinadas em papel germinador, a 25°C
por aproximadamente 36 horas. Trinta sementes
germinadas de cada gen6tipo foram selecionadas com
aproximadamente 2cm de raiz e transferidas para
recipientes plasticos com capacidade de 3,5L. Cada
recipiente foi dividido em cinco partes, onde foram
colocadas 10 sementes por gendtipo a ser testado e
5 sementes de cada genotipo controle (UFRGS17
e UFRGS930598-6), totalizando 55 sementes dos
gendtipos controle. As sementes foram dispostas
sobre tela plastica e as raizes imersas em solucao
nutritiva. O maior nimero de sementes dos genoétipos
controle se deve a presenca destes em todos o0s potes,
para maior controle do experimento.

O método utilizado para quantificar a
tolerancia foi a analise de recrescimento da raiz
principal, conforme descrito por NAVA et al.
(2006). Foram utilizadas duas formulagbes para
solucdo nutritiva, (i) solucdo completa e livre de
Al, cuja composi¢do final foi: Ca(NOs),.4H,0
4mM; MgS0,.7H,0 2mM; KNO; 4mM; (NH,)2S0,
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Tabela 1 - Genealogia dos gendtipos elite de aveia.

Genealogia

UPF 17 Resel. // Guaiba Sel. / CTC
84B993

Genotipo

URS Guapa

URS Tarimba UFRGS 987016-1 / UFRGS 19
URS 21 UFRGS 10/ CTC 84B993

URS Taura UFRGS 970216-2  (F34) / UFRGS

970461 (F75)
URS Guria UFRGS 987015-2 / UFRGS 960195-2
URS Torena UFRGS 984111-4 / UFRGS 988109-1
UFRGS 057005-1  UFRGS 984111-4 / UFRGS 988109-1
URS Penca UFRGS 995078-2 / UFRGS 006054-4
URS Guara UFRGS 987016-1 / UFRGS 970497-1
UFRGS 057022-2  UFRGS 987016-1 / UFRGS 970497-1
URS Charrua UFRGS 984126-1 / UFRGS 984109-7

Coronado® / Cortez / Pendek /
MEI1563 // 76-29 / 76-23 / 75-28 /
CI833

UFRGS 17

UFRGS 930598-6  UFRGS 15/ UFRGS 881920

0,435mM; KCI 0,5mM; MnSO,.1H,0 2uM;
CusO, 0,3uM; ZnSO,.7H,0 0,8uM; NaCl 30uM;
NaMo00,.2H,0 0,1uM; H3;BO; 10uM; KH,PO,
0,5mM; GeoFe-6 0,9mM; (ii) solucdo tratamento, com
presenca de Al, constituida de um décimo da solucéo
nutritiva completa, com a retirada do elemento P para
evitar a precipitacdo do AI**. A fonte de Fe (GeoFe-6)
foi um quelato de alta performace, contendo 6% do
elemento quelado e 92% de um ortoisdmero. A fonte
de Al utilizada foi (Al,(SO,);.18H,0), na concentracdo
final de 740uM. Inicialmente, as plantulas foram
mantidas em solucdo nutritiva completa, por um
periodo de 48 horas, seguido de troca para solucdo
tratamento, onde as raizes ficaram expostas ao Al por
48 horas, entdo a solucdo tratamento foi substituida
novamente pela solucdo completa por mais 72
horas. Nas duas solucdes, o pH foi mantido em 4,5,
e a temperatura ambiente em 18°C, sob aeracdo e
iluminacdo constante. Mediu-se o recrescimento da
raiz principal, tomando a medida da raiz a partir da
calosidade formada na presenca do Al até o apice.
A concentracdo e a atividade das diferentes formas

ibnicas do Al na solugdo foram estimadas usando
o software Visual Minteq 3.0 (software livre de
modelo de equilibrio quimico para o calculo de
especiacdo de metais). O delineamento utilizado foi
de blocos casualizados com trés repetigcdes, cada
repeti¢do contendo 10 plantas. Anélises da variancia
e da distribuicdo de frequéncia foram realizadas e
as médias dos genodtipos foram comparadas entre
si (Tukey P<0,05) e com a dos controles (teste-t
P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando-se a metodologia de analise do
recrescimento da raiz em solucdo nutritiva completa,
buscou-se discriminar os genoétipos de aveia quanto
a tolerancia ao Al. Para tanto, é necessario que
a quantidade de Al toxico na solucdo tratamento
seja suficiente para discriminar os genétipos. Em
decorréncia da composi¢do nutricional da solucdo
tratamento, da temperatura e do pH utilizado, as
concentragdes e atividades das diferentes formas de
Al podem variar, sendo necessario quantificar essas
formas para determinar a real magnitude da forma
toxica. Nas condi¢des utilizadas neste experimento,
dos 740uM de Al adicionados, 28% encontrava-
se na forma de AI*3, considerada a mais tdxica,
sendo a atividade de Al**equivalente a 54uM. A
maior parte do Al (65%) encontrava-se na forma de
AISO,". Nessas condi¢des, foi possivel diferenciar
0s gendtipos. O gendtipo UFRGS17, considerado
tolerante (NAVA et al., 2006; CASTILHOS et al.,
2011), apresentou média de recrescimento de 20mm,
com minimo de 6 e maximo de 45mm, enquanto
UFRGS930598-6 apresentou média de 8,9mm, com
minimo de 3 e maximo de 27mm (Figura 1A). No
caso do genétipo sensivel, UFRGS930598, a maioria
dos individuos encontrou-se no limite esquerdo da
curva, possivelmente por causa do efeito causado
pelo crescimento minimo sobre a curva normal.
Em trabalhos anteriores, a amplitude e média de
recrescimento obtida para esse gendtipo havia sido
menor, 2-10mm, média 6 (WAGNER et al., 2001),
2-12mm, 7mm (SANCHEZ-CHACON et al,,
2000), 2-16mm, 7mm (OLIVEIRA et al., 2005),
2-4mm, 3mm (NAVA et al., 2006) e 3-12mm, 6mm
(CASTILHOS et al., 2011). Uma possivel razdo
dessas diferengas é o tamanho inicial da radicula
quando o experimento foi iniciado. Neste estudo,
as plantulas selecionadas possuiam radicula com
2cm de comprimento, enquanto NAVA et al. (2006),
que obtiveram as menores amplitude e média,
selecionaram plantulas com 0,6cm de radicula.
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Figura 1 - Frequéncia de recrescimento da raiz principal de genétipos de aveia apés exposigéo ao
aluminio em solugéo nutritiva. (A) Frequéncia e linha de tendéncia para os controles
tolerante, UFRGS17, e sensivel, UFRGS930598-6. (B) URS21. (C) URSGuapa. (D)
UFRGS057005-1. (E) URSCharrua. (F) URSPenca. (G) URSTaura. (H) URSTarimba.
(1) URSGuria. (J) URSTorena. (K) UFRGS057022-2. (L) URSGuara. Seta indica
média do gendtipo; a linha tracejada indica a média de UFRGS930598-6; e a linha
pontilhada indica a média de UFRGS17.

O tamanho da radicula, no momento em que esta
entra em contato com o Al, parece afetar o nivel de
tolerancia, de forma que plantulas com radicula menor
gue 1cm apresentam menor tolerancia (SCHNEIDER
& DELATORRE, comunicacdo pessoal). Efeito de
condicBGes ambientais, como temperatura, durante o
desenvolvimento das sementes (LISITSYN, 2000), e
durante a exposicdo ao Al (CAMARGO, 1983; LIU et
al., 2007), sobre o grau de tolerancia, ja foi relatado.

Variagdo na resposta a tolerancia ao Al
dentro de cada gendtipo foi observada (Figura 1).

Apesar das causas dessa variacdo no recrescimento
em todos o0s genétipos testados ndo serem
conhecidas, estas ja foram previamente reportadas
em outros estudos (SANCHEZ-CHACON et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2005; NAVA et al., 2006;
CASTILHOS et al., 2011). Existem alguns fatores
gue podem explicar a variacdo no desempenho dos
gendtipos de aveia quanto a tolerancia ao Al, como,
por exemplo: expressividade do gene de tolerancia
ao Al, a qual pode ser incompleta; interacdes entre
mecanismos fisiologicos de exclusdo ou detoxificagdo
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do AI**; e flutuagdes ambientais intrinsecas da propria
metodologia de avaliagdo que ainda ndo foram
identificadas e, consequentemente, controladas.
Em decorréncia dessa variagdo, ha necessidade de
avaliar um numero de individuos de cada genotipo
para determinacdo do grau de tolerancia ao Al.
Os genotipos UFRGS057005-1, URSTorena e
URS Penca apresentaram menores amplitudes de
recrescimento, variando de 6 a 21mm, 6 a 24mm e
9 a 27mm, respectivamente (Figuras 1D, 1F e 1J).
A maior amplitude foi obtida em URS21, onde o
recrescimento variou de 6 a 51lmm (Figura 1B),
seguida por URSTaura (6 a 45mm) e URS Tarimba
(12 a 51mm) (Figuras 1G e 1H).

Através da comparagdo de médias do
recrescimento radicular entre os diferentes genétipos,
verificou-se que URSCharrua foi o mais tolerante,
seguido por URSGuapa ¢ URS Tarimba, que ndo
diferiram estatisticamente entre si. UFRGS057005-1,
URSTorena e URSPenca apresentaram 0s menores

niveis de tolerancia, porém ainda foram superiores
a UFRGS930598-6 (Figura 2). URSCharrua e
URSGuapa foram superiores ao controle tolerante
UFRGS17 (Figura 2), ambas as cultivares ndo
apresentaram individuos com recrescimento inferior
a 15mm (Figura 1C e 1E). URSCharrua apresentou
maior nimero de individuos no extremo direito da
curva, indicando tolerédncia superior a URSGuapa.
Os gendtipos URSTarimba, URSGuara, URS21,
UFRGS057022-2, URSTaura e URSGuria ndo
diferiram do controle tolerante e foram, portanto,
consideradas tolerantes ao Al. Apesar da média nédo
diferir de UFRGS17, os genétipos URS Tarimba,
UFRGS057022-2 e URSGuard ndo apresentaram
individuos com recrescimento inferior a 12mm,
enquanto UFRGS17 exibiu individuos com apenas
6mm de recrescimento. Isso sugere que esses
genotipos apresentam caracteristicas de tolerancia ao
Al mais desejaveis, em especial, URSTarimba, que
concentrou o recrescimento radicular dos individuos
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Figura 2 - Comparagdo do recrescimento da raiz ap6s exposi¢do ao aluminio

l

entre gendtipos elite de aveia. (A) Média do recrescimento da
raiz principal apés exposi¢do ao aluminio em comparagdo com
os controles tolerante (UFRGS17) e sensivel (UFRGS930598-6).
Apresentadas médias e erro padrdo. Linha continua e hachurado
cinza claro indicam, respectivamente, média e erro padrdo do
controle tolerante; linha tracejada e hachurado cinza escuro indicam,
respectivamente, média e erro padrdo do controle sensivel. * indica
diferenga de UFRGS17 pelo teste-t P<0,05. (B) Comparagdo de
médias do recrescimento da raiz dos gendtipos elite de aveia pelo
teste Tukey P<0,05.
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entre 24 e 36mm, demonstrando uma modifica¢do na
curva de frequéncia em direcdo a direita. URSTorena,
UFRGS0570005-1 e URSPenca foram inferiores ao
controle tolerante e superiores ao controle sensivel,
sendo consideradas com tolerancia intermedidria.
UFRGS930598-6, o controle sensivel, diferiu de
todos os demais gendtipos.

Se considerada a genealogia dos
genotipos, observa-se que a maioria dos genoétipos
tolerantes tem como ancestral comum Coronado,
conhecido por sua boa adaptabilidade aos solos do
Sul do Brasil. E possivel que os genes de tolerancia
ao Al estivessem presentes em Coronado e tenham
sido transferidos a esses gendtipos. A tolerancia ao
Al foi considerada monogénica para a populacdo
UFRGS17xUFRGS930598-6 (NAVA et al., 2006).
No entanto, no presente estudo, trés diferentes
graus de toleréncia ao Al foram observados entre o0s
genotipos tolerantes, sugerindo que estes possuam
diferentes genes ou que o gene apresente penetrancia
incompleta ou expressividade variavel.

Ao contrario de UFRGS930598-6,
UFRGS17 é capaz de reduzir a quantidade de AlI**
nos tecidos internos da raiz, proximo ao meristema,
e limitar o estresse oxidativo causado pelo Al
(CASTILHOS et al., 2011). E possivel que a
entrada de Al seja restringida pela secregcdo de
acidos organicos, como observado em variedades
cultivadas nos Estados Unidos (RADMER et al.,
2012). Em trigo, acredita-se que a tolerancia depende
do gene TaALMT1, que codifica um transportador
de malato, e que o grau de tolerancia dos gendtipos
esta relacionado a expresséo desse gene (DELHAIZE
et al,, 2012). Genes homdlogos a ALMT1 foram
identificados em centeio, Brachipodium distachyon,
Brassica napus e Arabidopsis (HOEKENGA et al.,
2006; LIGABA et al., 2006; COLLINS et al., 2008).
J& em sorgo, a tolerancia é devida a um transportador
de citrato, SOMATE, (MAGALHAES et al., 2007),
gene similar também foi encontrado em trigo,
milho, centeio, arroz, feijdo e Arabidopsis (LIU et
al., 2009; RYAN et al., 2009; ETICHA et al., 2010;
MARON et al., 2010; YOKOSHO et al., 2011). Em
aveia, a grande maioria desses genes ainda ndo foi
identificada. Recentemente, foram identificadas
sequéncias homologas aos genes ALMT1 e STOP1
nos genétipos UFRGS17 e UFRGS930598-6, sendo
que analises para validagdo destas como genes ativos
estdo em andamento.

Apesar da auséncia de selecdo direta
para o carater tolerancia ao Al, todos os gendtipos
elite avaliados apresentaram tolerancia, inclusive
com caracteristicas superiores ao controle tolerante

UFRGS17. E possivel que o gene que confere
a tolerdncia ao Al esteja associado a outras
caracteristicas de interesse agrondmico e, portanto,
tenha sido selecionado indiretamente.

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-
se que as cultivares ‘URSCharrua’, ‘URSGuapa’
e ‘URS Tarimba’ apresentam maior recuperagao
do crescimento radicular apds o estresse de Al
em condi¢do hidropbnica, podendo estas mais
adequadas para cultivo em locais onde ha presenca
de Al toxico no perfil do solo. Analises genéticas
futuras, a partir do cruzamento dessas cultivares com
UFRGS17, permitirdo confirmar se a tolerdncia se
deve a agdo do mesmo gene. A identificacdo de genes
diferentes permitiria a piramidizag8o destes, podendo
incrementar o nivel de tolerancia ao Al.
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