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EXSUDACAO DE MALATO E TOLERANCIA AO ALUMINIO TOXICO
EM AVEIA HEXAPLOIDE?

Autor: Cassio Barcellos Hervé
Orientadora: Carla Andréa Delatorre

RESUMO

A presenca de aluminio (Al) reduz o rendimento em solos acidos ou em
areas onde o subsolo possui pH abaixo de cinco. O aluminio limita o
crescimento radicular e, consequentemente, a absorcdo de agua e nutrientes.
Esta pesquisa tem como objeto analisar a exsudacdo de malato como
mecanismo principal de tolerancia ao aluminio toxico em gendétipos de aveia
hexapléide e identificar o grau de toler&ncia ao aluminio em genotipos elite ndo
selecionados diretamente para esta caracteristica. Neste estudo os genotipos
de aveia foram avaliados em solucao nutritiva. Foi utilizado, como parametro de
comparacao da tolerancia ao Al, a média e distribuicdo de frequéncia de
recrescimento radicular apos a exposicdo ao Al. O recrescimento da raiz
principal dos genotipos elite foi comparado com os controles UFRGS 17
(tolerante) e UFRGS 930598-6 (sensivel). Foram avaliadas 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. A amplitude de recrescimento da raiz dentro de
cada gendtipo foi elevada, sendo a menor de 15mm e a maior de 44mm. As
cultivares URS Charrua e URS Guapa demonstraram tolerancia superior a
UFRGS 17. URS Tarimba, apesar da média similar a UFRGS 17, mostrou
distribuicdo de frequéncia mais positiva. URS Torena, UFRGS 057005-1 e URS
Penca classificaram-se como intermediarias, sendo inferiores a UFRGS 17.
Nenhum dos gendtipos elite apresentou médias de recrescimento igual ou
inferior as obtidas pelo controle sensivel, UFRGS 930598-6. A exsudacao de
malato é considerada um mecanismo de tolerancia ao Al, quelando estes ions,
comum em cereais. O genoétipo UFRGS 17, ao contrario de UFRGS 930598-6,
exsudou quantidades mensuraveis de malato na solucdo em resposta ao Al
(49,33nmol/planta). Apesar disso, houve acumulo de Al tanto em raiz, quanto
em parte aérea, havendo quantidade significativamente maior na raiz.
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MALATE EXUDATION AND TOXIC ALUMINUM TOLERANCE IN
HEXAPLOID OAT?

Autor: Cassio Barcellos Hervé
Orientadora: Carla Andréa Delatorre

ABSTRACT

The presence of aluminum (Al) in either acid soils or in areas with low pH
in the subsoil limits crop yield. It reduces root growth therefore, constraining
water and nutrient uptake. Superior oat (Avena sativa L.) genotypes not directly
selected for Al tolerance were evaluated in hydroponic solution in this study.
The root regrowth mean and the frequency distribution after Al treatment were
used to compare the tolerance. UFRGS 17 (tolerant) and UFRGS 930598-6
(sensitive) were used as controls. The lines UFRGS 057005-1 and UFRGS
057022-2, and the cultivars URS Guria, URS Torena, URS Penca, URS Guara,
URS Charrua, URS Tarimba, URS Taura, URS Guapa and URS 21 were
evaluated. The root regrowth amplitude for each genotype was considered high
and varied from 15 mm to 44mm. URS Charrua and URS Guapa were
considered more tolerant than UFRGS 17. URS Tarimba, despite the similar
mean to UFRGS 17, displayed a more positive frequency distribution. URS
Torena, UFRGS 057005-1 and URS Penca fell within the intermediate class,
inferior to UFRGS 17. None of the genotypes showed root regrowth means
equal or inferior to UFRGS 930598-6. By chelating ions, malate exudation is
considered a common mechanism for aluminum tolerance in cereal. UFRGS
17, opposite to UFRGS 930598-6, exsudated mensurable amounts of malate in
the solution in response to Al (49,33nmol/plant). In spite of the exudation, Al
was found in the roots as well as in the shoots, with significantly higher amounts
in the roots.
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1 INTRODUCAO

O aluminio (Al) € um elemento quimico facilmente encontrado na crosta
terrestre que em presenca de solos acidos (pH<5), se solubiliza, assumindo a

forma AIF*

, toxico para as plantas. Diferentes cultivares de espécies vegetais
apresentam diferentes niveis de tolerancia ao Al e diferentes mecanismos
fisiol6gicos em resposta a este elemento.

Em aveia (Avena sativa L.), como nos demais cereais, a presenca de
APP* em solos &cidos tem como efeito primario a inibicdo do crescimento
radicular, podendo ser constatada horas apos a exposicdo, limitando a
absorcdo de agua, e consequentemente restringindo o crescimento. O estresse
causado por Al**, quando mais prolongado, resulta em estresse oxidativo,
peroxidacdo de lipideos e desestabilidade de membranas. Pela série de
estresses resultantes, a presenca de Al em solos &cidos é considerada um
importante fator limitante no rendimento de graos em cereais.

A caracteristica tolerancia ao AI** é geneticamente herdavel, sendo os
mecanismos genéticos e fisioldgicos responsaveis por esta caracteristica ainda
pouco compreendidos. Em alguns cultivares é apontada a possibilidade de uma

detoxificacdo interna, através do metabolismo antioxidante, resultando em

redugcdo do estresse oxidativo. Outro sistema seria de detoxificagdo externa,



através da exsudacao de acidos organicos capazes de formar complexos com
o Al evitando, ou diminuindo, sua interacdo com a planta.

A presente pesquisa busca investigar o desempenho de gendtipos de
aveia quanto a tolerancia ao Al. A identificacdo dos diferentes mecanismos
fisioloégicos capazes de promover a tolerancia ao Al permite que combinando
estas estratégias, seja possivel o desenvolvimento de gendtipos de aveia mais
adaptados a esta condicdo de estresse, assim como outras espécies vegetais.

Devido a méa alimentacdo atual e o continuo aumento populacional, é
estimado um aumento de 40% na demanda alimenticia até o ano de 2030.
Quando sera necessario estratégias que permitam um aumento na producao
de grdos em éareas ja ocupadas, como o aumento de rendimento de plantas
alimenticias em presenca de solos acidos (Julian et al., 2013).

Duas linhas de trabalho foram desenvolvidas nesta pesquisa, uma
buscando quantificar a producao e exsudacao de malato e o contetdo de Al em
tecidos de gendtipos contrastantes, e outra avaliando a tolerancia ao Al em
genatipos elite ndo selecionados diretamente para tolerancia a este estresse e

0 acumulo de Al nas raizes destes.



1.1 Hipdteses cientificas

O mecanismo principal de tolerancia ao Al em UFRGS 17 é apoplastico,
0 qual depende da exsudacao de acidos organicos.

Considerando que ndo houve selecdo direta para tolerancia ao Al
durante o processo de melhoramento, a ocorréncia desta é variada nos

genatipos elite.

1.2 Hipdtese secundaria
A exsudacdo de malato em resposta a exposicdo ao Al é diferenciada
entre genotipos sensiveis e tolerantes de aveia hexapléide, contribuindo para a

tolerancia ao Al.

1.30Objetivo principal

Analisar a exsudacao de malato como mecanismo principal de tolerancia
ao aluminio toxico em gendétipos de aveia hexapldide e identificar o grau de
tolerdncia ao Al em gendtipos elite ndo selecionados diretamente para esta

caracteristica.

1.40bjetivos especificos
Quantificar o acumulo de aluminio nos 6rgaos vegetais de plantas de

UFRGS 17 (tolerante) e UFRGS 930598-6 (sensivel) expostas ao Al.



Verificar a existéncia de malato nas raizes e mucilagem em condi¢cdes
de presenca e auséncia de estresse por aluminio, nos genoétipos UFRGS 17 e
UFRGS 930598-6.

Comparar a liberacdo de malato na solugéo hidroponica, em condicao de
estresse por Al e sem o estresse, e entre 0s genotipos UFRGS 17 (tolerante) e
UFRGS 930598-6 (sensivel).

Fenotipar, quanto a tolerancia ao Al, gendtipos elite de aveia hexapldide
desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento de Aveia da UFRGS.

Visualizar o acumulo de Al nos tecidos de raiz dos genoétipos elite em

decorréncia do incremento da dose de Al.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Al é o terceiro elemento em ordem de abundancia na crosta terrestre
(Clarke & Washington, 1924). As plantas, com suas raizes fixadas ao solo,
comumente se deparam com grandes quantidades deste elemento. No entanto,
para que esta exposicdo cause danos, é necessario que o pH do solo esteja
abaixo de 5, o que é uma caracteristica presente em cerca de 50% dos solos
que permitem a prética agricola por todo o mundo (MA et al., 2001; Pifieros et
al., 2002). O solo acido (pH<5) faz com que o Al presente, se solubilize, na

forma de AP

, toxico. Assim, interagem com a superficie celular ou sao
absorvidos pelas plantas, causando diversas alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas. Tais alteracdes prejudicam diretamente o metabolismo das
plantas, tendo seus efeitos variados de acordo com a espécie vegetal (Delhaize
et al., 2012).

A aveia, juntamente com outros cereais de importancia agrondmica, tem
como fator limitante de rendimento, o solo acido com presenca de Al. Uma
estratégia muito utilizada na agricultura é a aplicacdo de calcario, visando
elevar o pH do solo, diminuindo assim os danos causados devido a acidez do
solo. No entanto, esta pratica quando associada ao sistema de plantio direto

nao € totalmente eficaz, pois tem sua acdo restrita as camadas mais

superficiais do solo. Assim, o desenvolvimento do sistema radicular pode



tornar-se limitante, especialmente se associado a deficiéncia hidrica. A
compreensao de diferentes mecanismos de tolerancia ao Al e o melhoramento
genético ainda sao vistos como a melhor maneira de resolver estes problemas
(Degenhardt et al., 1998; Echart & Cavalli-molina 2001).

Gendtipos de aveia tolerantes ao Al e adaptados as condicdes
brasileiras tém sido desenvolvidos (Sanchez-chacon et al., 2000) pelos
programas de melhoramento. No entanto, o mecanismo de tolerancia ainda
nao é conhecido.

A identificacdo dos mecanismos utilizados por cada genaétipo permitiria a
piramidizacdo destes mecanismos, na condicdo de genes aditivos e, por

consequéncia, incrementos no nivel de tolerancia ao Al.

2.1 A importancia da aveia

A aveia pertence a familia Poaceae e, das diversas espécies do género
Avena, duas sdo mais cultivadas, a Avena sativa L., conhecida como aveia
branca e a Avena strigosa K. conhecida como aveia preta, ou vermelha (Suttie
& Reynolds, 2004).

A aveia € um cereal de estacao fria e, portanto sua producdo € maior em
regides de temperaturas mais baixas, como as encontradas no sul do Brasil,
Uruguai, Argentina e Chile. Porém, devido a sua alta variabilidade e adaptacao,
hoje em dia seu cultivo pode ser realizado nas mais variadas regiées do mundo
(Murphy & Hoffman, 1992). A aveia é um cereal que apresenta varias
possibilidades de utilizacdo, como: alimentacdo animal, forragem verde, feno,
silagem ou componente da ragdo animal e na alimentacdo humana, através

dos graos (Marshall et al., 2013). Também sendo utilizada como cobertura e



protecdo do solo, a fim de manter a permeabilidade do solo, diminuir a erosao,
permitir a reciclagem dos nutrientes e aumentar a atividade bioldgica
(Primavesi, 2006). Na regidao Sul e em partes das regides Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil, é cultivada para obtencédo de grédos e palha, para cobertura,
protecdo e preparo do solo para as culturas de verdo, devido a utilizacdo do
sistema de plantio direto (Ceccon et al., 2004; Suttie & Reynolds, 2004).

O cultivo de aveia no Brasil, mais precisamente na regido Sul, iniciou
pela introducédo de variedades desenvolvidas para os ambientes dos Estados
Unidos e Argentina, as quais apresentaram pouca adaptacdo ao clima do
Brasil. Desde o inicio da implantacédo do cultivo de aveia no Rio Grande do Sul,
0 objetivo era primeiramente a utilizagdo como forragem verde e pasto para 0s
animais, e posteriormente para a colheita dos grdos. Como as variedades de
aveia utilizadas ndo estavam totalmente adaptadas ao clima do Brasil, os graos
eram de baixa qualidade e ndo eram utilizados para alimentacdo humana,
inviabilizando sua comercializacdo. Os grdos de aveia tinham que ser
importados, do Uruguai e Argentina. Estas limitagcdes estimularam o inicio dos

programas de melhoramento de aveia (Federizzi, 2002).

2.2 O aluminio no solo

O Al é o metal predominante na crosta terrestre (Kumari et al., 2008),
onde € comumente encontrado em oOxidos ou alumino silicatos, inofensivos as
plantas. Porém, quando em presenca de solos acidos (pH<5), o Al se

solubiliza, assumindo a forma trivalente (AI**

), altamente toxico para as plantas
(Ma & Furukawa, 2003). O AI** é soltvel na 4gua retida no solo, entrando em

contato com as raizes das plantas.



Grande parte dos solos araveis do mundo, cerca de 30%, sao solos
acidos (Uexkill & Mutert, 1995). Dentre os quais, grande parte esta localizada
nas regides tropicais e subtropicais, atingindo paises em desenvolvimento,
onde a quantidade de comida ndo € abundante e o estresse por Al representa
um dos fatores limitantes da producdo de grdos colocando a seguranca
alimentar em risco (Liu et al., 2008; Kochian et al., 2005).

A acidificacdo dos solos € um processo continuo, ocorrendo
naturalmente, e acelerado pela acdo do homem. A liberacdo de contaminantes
na atmosfera pelas industrias e o uso de fertilizantes contendo aménia e amida,
sdo acdes que contribuem para que a acidez do solo aumente. Na América
Latina, os solos acidos, apresentando pouca quantidade de cations, nitrogénio
e fosfato disponiveis para as plantas, em conjunto com a alta quantidade de Al

toxico sao fatores que limitam a producéo agricola (Tabaldi et al., 2009).

2.3 Efeito do aluminio nas plantas

O Al interfere em diversos processos celulares, alguns detectaveis em
minutos apds a exposicado e outros, de longo prazo, levam horas ou até dias
para que possam ser observados. As respostas observadas em longo prazo
podem ocorrer devido a uma cadeia de respostas em decorréncia a exposicao
ao AI**, como o estresse oxidativo (Kochian et al., 2005). O estudo dos efeitos
do Al nas plantas, assim como dos mecanismos de tolerancia, sdo essenciais
para que novos cultivares sejam desenvolvidos com maior tolerancia aos solos
acidos (Nava, 2005).

As principais consequéncias do estresse sdo inibicdo do crescimento

radicular, causando a deficiéncia de nutrientes e limitacdo hidrica (Degenhardt



et al.,, 1998); interacdbes com a parede celular; alteracbes na fluidez da
membrana plasmatica; competicdo por canais idnicos, além de interferéncia no
funcionamento enzimatico e inducédo da planta ao estresse oxidativo (Kochian

et al., 2005).

2.3.1 Inibicédo do crescimento radicular

Um dos primeiros efeitos do Al nas plantas é a inibicdo do crescimento
radicular, podendo ser constatada minutos apos a exposi¢cao. Enquanto a maior
parte do Al interage com a regido apoplastica, aos poucos o Al vai penetrando
as células. De imediato € inibido o crescimento e alongamento das células da
raiz e em exposicbes prolongadas, o Al interage com o nudcleo celular,
resultando na inibicdo da divisdo celular (Hartwig et al., 2007). A inibicdo do
crescimento radicular resulta em raizes menores, prejudicando a absorcédo de
agua e minerais, afetando o crescimento da planta como um todo.

A zona de transicdo entre a regido de divisdo celular e a regido de
alongamento € considerada a mais sensivel ao Al, pois as células desta zona
sdo competentes para o rapido alongamento com a vacuolizacdo e
reorganizacdo do citoesqueleto devido as propriedades mecanicas de suas
paredes (Sivaguru & Horst, 1998; Verbelen et al., 2006).

Recentemente foram identificados em arabidopsis dois genes, ATR-4 e
ALT2, envolvidos na reducéo da raiz na presenca de Al. Esses genes foram
identificados em mutantes onde houve supressao da hipersensibilidade ao Al
do mutante als3 (Rounds & Larsen, 2008; Nezames et al., 2012). Sugere-se
gue o Al atue danificando o DNA, e que a inibicdo do crescimento radicular,

pelo menos em parte, surja a partir da deteccdo e resposta a esse dano por
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TANMEI/ALT2 e ATR. Ambos ativamente impedem a progressdo do ciclo
celular e forcam a diferenciacdo do centro quiescente (Rounds & Larsen, 2008;

Nezames et al., 2012).

2.3.2 Alteracdes na parede celular

Em decorréncia da exposi¢cdo ao Al, foram observadas modificacdes na
parede celular de células radiculares de diferentes cultivares de trigo (Triticum
aestivum L.). A parede celular apresentou uma composicao diferenciada de
polissacarideos na regido de crescimento, resultando em uma parede mais
espessa e mais rigida, embora ndo tenha sido descartada a possibilidade de
uma interacdo direta entre Al e parede celular (Tabuchi & Matsumoto, 2001).
Em cevada (Hordeum vulgare), o Al causou reducdo na sintese de celulose
(Teraoka et al., 2002).

O Al tem alta afinidade por grupos fosfatos, sulfato e carboxilos,
podendo afetar muitos componentes celulares (MacKinnon et al., 2006; Chang
et al., 1999). Parte dos alvos do Al sdo componentes da parede celular, tais
como pectinas, onde afeta negativamente as propriedades mecanicas da
parede celular (Barcel6 et al., 1996; Poschenrieder et al., 2008). Em milho,
observa-se rigidez da parede, causada possivelmente pela troca do Ca*? por Al
(Jones et al., 2006).

O Ca™ em condicdes normais se liga as pectinas auxiliando na
manutencado da estrutura destas. O Al, devido a carga, consegue se ligar com
mais forca as pectinas removendo o Ca*’. E os sintomas de toxidez s&o

amenizados por elevada atividade externa de Ca*? (Rengel & Zhang, 2003).
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2.3.3 Alteracdes na membrana plasmatica

A membrana plasmatica € onde ocorrem 0s primeiros contatos do
simplasto com o Al, podendo resultar em alteracdes na permeabilidade da
membrana. Também é onde os primeiros sinais de tolerancia ao Al podem
aparecer de acordo com a sua constituicdo (Wagatsuma et al., 2005). O Al tem
a capacidade de se ligar fortemente onde ha cargas negativas (grupos
carboxila e fosfatos da membrana plasmatica). Desta maneira, interfere nos
sitios de ligacdo de cations como Ca®**. Resultando em alteracdo das
interacdes ibnicas e fluidez da membrana (Barcel6 et al., 1996; Kochian et al.,
2005), modificando o potencial de membrana e a atividade de canais ibnicos
(Rengel & Zhang, 2003), inibindo a bomba de prétons (H+ -ATPase) (Ahn et al.,
2001) e causando peroxidacao de lipideos (Yamamoto et al., 2001).

O Al também estimula a sintese de calose, depositada no apoplasto,
podendo ser visualizada como uma regidao mais espessa na raiz (Kochian et al.,
2005). A calose € um polissacarideo (polimero de glicose com ligagcédo B-1,3)
sintetizado por uma proteina da membrana, depositado na parede celular e sua
sintese pode ser induzida em resposta a diferentes estresses como baixas
temperaturas, patdogenos e metais (PirSelova & Matusikova, 2013). Comumente
acumulada também em plasmodesmata, seu objetivo € proteger a célula da
entrada do ion. No entanto, acaba por impedir a entrada de outros ions,
causando uma barreira de absorcédo de Al e nutrientes. O Al também altera a
deposicdo de microtubulos e filamentos de actina (Grabski & Schindler, 1995)
no citoesqueleto, interferindo na multiplicacdo celular, crescimento e
alongamento, resultando na formacdo de uma estrutura similar a um calo

(Sivaguru et al., 1999).
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2.3.4 Estresse oxidativo

O estresse por Al, assim como 0 estresse por temperatura, luz,
deficiéncia de agua e outros fatores bioticos e abibticos, pode causar estresse
oxidativo (Devi et al.,, 2003; Panda et al., 2008; Castilhos et al., 2011). O
estresse oxidativo promove um aumento significativo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que sado radicais livres, que em excesso podem causar
diversos danos para as plantas. O Al gera producéo de superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila em raizes (Achary et al., 2012; Achary et al.,
2008; Achary & Panda, 2010; Castilhos et al, 2010) e em folhas (Achary et al.,
2012). No milho (Zea mays L.) foi constatado que o0 estresse oxidativo em
resposta ao Al causa danos sérios as células, inclusive acarretando em morte
celular de células da extremidade da raiz (Boscolo et al., 2003). Em batata
(Tabaldi et al., 2009) e pepino (Pereira et al., 2010) também foram constatadas
alteracdes nas atividades enzimaticas e na severidade do estresse oxidativo
em presenca de Al

As EROs se apresentam em forma de radicais hidroxil, perhidroxi,
superoéxidos, peroxidos de hidrogénio e oxigénio singleto. Estes radicais livres
sdo produzidos normalmente pelas plantas, resultando dos processos de
respiracao e fotossintese, como produto da reducédo do oxigénio. Em equilibrio
com a producdo destes compostos, esta o sistema antioxidante, formado por
enzimas e componentes ndo enzimaticos, com fungéo de controlar os radicais
livres evitando danos as células. Diversos estresses bidticos e abioticos
interferem nesse equilibrio, acarretando no aumento dos niveis de EROs, e
consequentemente, danificando estruturas celulares (Gill & Tuteja, 2010).

Estima-se que 1 a 5% do oxigénio resulta na formacdo de EROs, que em caso
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de nao ser vencida pelo metabolismo antioxidante, pode causar a peroxidacao
de lipidios, gerando danos a membrana plasmatica, proteinas e acidos

nucléicos (Tabaldi et al., 2009).

2.3.5 Dano ao DNA

Uma consequéncia do tratamento de Al € o aumento da fragmentacao
de DNA (Rounds & Larsen, 2008). No solo, a exposicdo ao Al por ser
constante, geraria dano ao DNA suficiente para ativar as rotas mediadas por
ALT2 e ATR, o que causaria eventualmente a diferenciacdo da raiz (Nezames
et al., 2012). Além da fragmentacdo, o Al em eucariotos altera a topologia do
DNA, alterando de B-DNA para a forma intermediaria B-Z e para a
conformacdo Z-DNA. Tais alteracBes sao capazes de alterar as funcbes do
DNA, devido ao fato de o mesmo se apresentar em forma mais ou menos
condensada. Quanto mais condensada, maior dificuldade de expressédo, e
guanto menos condensada maior dificuldade de silenciamento génico.

Em Allium cepa, a exposicdo a elevada concentracdo de AI** induziu
dano ao DNA e morte em células radiculares, onde foi constatada a presenca

de célcio como sinalizador secundario (Achary et al., 2013).

2.4 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Uma das principais maneiras de quantificar a tolerancia ao Al em plantas
€ através de metodologias que medem a inibicdo do crescimento radicular em
resposta ao Al, tomando como medida o comprimento da raiz principal em
presenca e auséncia deste elemento. No entanto, em aveia, resultados mais

consistentes tém sido obtidos com a analise do recrescimento radicular, em
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cultivos hidropdnicos, apds exposicdo ao aluminio. Utilizando este sistema,
com populacdes de linhagens recombinantes, foi possivel descobrir que a
tolerancia ao Al em aveia hexapldide é geneticamente herdavel e controlada
por um par de alelos com acdo génica de tolerancia (Sanchez-chacon et al.,
2000; Nava, 2005; Castilhos et al., 2011). Porém os mecanismos fisiol6gicos

responsaveis pela tolerancia ainda ndo sdo completamente compreendidos.

2.4.1 Fluxo iénico

Foi constatado, que em ecotipos tolerantes de Arabidopsis thaliana,
guando em presenca de Al, ocorria um aumento do pH da superficie da ponta
da raiz por meio de modificacbes no fluxo i6nico, diminuindo a toxidez do Al e
aumentando a tolerancia a este elemento. Verificou-se que este aumento no
pH era devido ao maior influxo de prétons H*, em resposta ao Al, resultando
em aumento do pH na regido da rizosfera, e consequentemente, diminuindo
sua toxidade (Degenhardt et al., 1998). Em trigo, € observado que células de
raiz carregadas negativamente, acumulam cations téxicos, como Al**, e podem
reduzir estes efeitos, através da reducéo do potencial elétrico das células. O
jon H" apresenta a capacidade de se ligar a receptores na superficie celular,
diminuindo o potencial elétrico e diminuindo os efeitos toxicos causados pelo Al

(Kinraide et al., 1992).

2.4.2 Sistema antioxidante
A exposicao ao Al, causa um aumento na producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), levando ao estresse oxidativo. Para evitar os danos

causados devido ao estresse oxidativo, as plantas possuem uma serie de
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enzimas, com funcdo de neutralizar seus efeitos. As enzimas atuantes no
metabolismo antioxidante incluem a catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase
(MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR), além
de compostos ndo enzimaticos como acido ascorbico (ASH), glutationa (GSH)
e carotenoides (Gill & Tuteja, 2010). Analisando a atividade destas enzimas
antioxidantes, em presenca de Al, foi observado, nas mais variadas espécies
vegetais, uma relacdo entre tolerancia ao Al e a atividade das enzimas do
sistema antioxidante (Gill & Tuteja, 2010; Martins et al., 2013). A maior
eficiéncia no sistema antioxidante resulta em menores danos causados pelo
estresse oxidativo em resposta ao Al, possibilitando uma maior tolerancia ao Al.

Em presenca de Al, o estresse oxidativo se mostrou menos severo, em
genadtipos tolerantes, enquanto que em genoétipos sensiveis, 0 estresse
oxidativo foi mais severo. (Boscolo et al., 2003; Tabaldi et al., 2009; Pereira et
al., 2010). Esta relacao foi observada na comparacao entre plantas de Plantago
almogravensis com Plantago algarbiensis, onde o Al foi responsavel pelo
aumento dos niveis de H,0, em P. algarbiensis (sensivel) e diminuicdo dos
mesmos em P.almogravensis (tolerante). A planta sensivel também aumentou
a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT nas raizes, assim como
APX, CAT e guaiacol peroxidade nas folhas, enquanto a atividade da SOD
diminuiu no tolerante, sugerindo que a P. almogravensis apresenta um sistema
antioxidante capaz de neutralizar as EROs e assim reduzir o estresse oxidativo
causado por Al, enquanto P. algarbiensis mesmo com o aumento da atividade
enzimatica, ndo consegue neutralizar as EROs, resultando no acumulo de

H.0,, que ira resultar em oxidacdo de proteinas nas raizes (Martins et al.,
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2013). Comportamento similar foi observado em soja preta (Wu et al., 2013),
batata (Tabaldi et al., 2007), pepino (Pereira et al., 2010), entre outros. Em
aveia, testes realizados com genotipos tolerantes ao aluminio desenvolvidos
por diferentes programas de melhoramento, constatou acumulo de Al nos
tecidos vegetais e verificou menor estresse oxidativo e oxidacdo de lipideos
causados por Al, quando comparado ao genotipo sensivel, sugerindo que a
tolerancia seja, pelo menos parcialmente devida a atuacdo do sistema

antioxidante (Castilhos et al., 2011).

2.4.3 Exsudacdao de &cidos organicos

Um dos principais mecanismos de defesa contra o Al é a exsudacao de
acidos organicos pelas raizes. Estes atuam como agentes quelantes, formando
complexos com o AP**, e assim, diminuindo sua disponibilidade e impedindo
sua interacdo com a planta. Os acidos organicos exsudados variam de acordo
com o0 genotipo e espécie vegetal, sendo o citrato e malato os mais comuns
(Kidd et al., 2001; Ryan & Delhaize 2010). As raizes de trigo (Triticum
aestivum) exsudam principalmente malato, as raizes de milho (Zea mays)
citrato. Em aveia (Avena sativa) inicialmente foi atribuido ao citrato o principal
exsudado (Zheng et al., 1998), posteriormente, foi observada a exsudacao de
ambos, citrato e malato em resposta ao aluminio (Ryan et al., 2009). Mais
recentemente observou-se que apenas a exsudacado de malato é aumentada
pela presenca de Al (Radmer et al., 2012), podendo variar de acordo com a
cultivar estudada. Outras espécies como o trigo sarraceno (Fagopyrum

esculentum) exsudam oxalato (Kochian et al., 2005). Destes, o citrato
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apresenta maior capacidade de detoxificacdo de Al, seguido por oxalato e
malato, respectivamente (Zheng et al., 1998).

Estudos realizados com trigo relacionam a tolerancia ao Al com a
exsudacdo de acidos organicos, mais especificamente o malato (Delhaize et
al., 1993). O gene ALMT1 (Aluminum Activated Malate Transporter) é o
principal gene responsavel pela tolerancia ao Al em trigo, codificando um
transportador de malato, que atua no efluxo ativo deste em resposta a
presenca do Al. A perda desse gene resulta na diminuicdo da tolerancia ao Al
(Sasaki et al., 2004).

Foi encontrada correlacdo entre os niveis de tolerancia ao Al e a
expressdo do gene ALMT1 em gendtipos de trigo (Raman et al., 2005). Em
cevada (Hordeum vulgare) transgénica, expressando o gene ALMT1 foi
atingida uma maior tolerancia tanto em condi¢cées de hidroponia quanto em
solos &cidos (Delhaize et al., 2004). Varios outros membros da familia ALMT
foram identificados em cereais (Magalhdes, 2006). A presenca, na maioria dos
gendtipos de trigo tolerantes ao Al**, de alteracées (repeticbes em tandem) no
promotor de TaALMT1 (Sasaki et al., 2006) e a correlagdo com efluxo de
malato (Raman et al., 2008) sugere que as diferencas ndo estdo na proteina
produzida, mas sim na expressdo do gene. O grupo de pesquisas de Plantas
de Lavoura, do Programa de Po6s-Graduacdo em Fitotecnia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, recentemente identificou uma sequéncia
possivelmente ortéloga a esse gene em aveia, sendo um indicio que a
exsudacao de malato que sera testada neste trabalho, possa estar relacionada

com a tolerancia ao Al em aveia (Schneider, 2012).
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E sugerida a exploracdo deste mecanismo para incrementar o
rendimento na producéo de cereais em presenca de solos acidos (Julian et al.,
2013). Em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) e mamao (Carica papaya) ja
existem trangénicos, através da alteracdo da sintese de citrato, com maior
tolerancia ao Al associada a uma maior sintese deste acido organico (Fuente et

al., 1997).

2.4.4 Secrecao de mucilagem

Em soja, foi verificado o efeito da secrecdo de mucilagem quanto a
tolerancia ao Al, resultando em maior concentracdo de Al na raiz onde a
mucilagem foi retirada, obteve-se uma grande quantidade de Al na mucilagem,
sugerindo que o Al se ligue na mucilagem e ela funcione como uma barreira
fisica (Cai et al., 2013). Em um trabalho anterior, realizado com trigo, foi
encontrada uma quantidade de Al maior em raizes onde a mucilagem foi
mantida intacta, quando comparada com as raizes onde esta mucilagem foi
retirada, sugerindo um importante papel da mucilagem na tolerancia ao Al
(Archambault et al., 1996). Vigna unguiculata € outra espécie vegetal onde
maior sensibilidade ao Al foi demonstrada em relagcdo a menor quantidade de

mucilagem (Horst et al., 1982).

2.4.5 Sequestro e redistribuicdo do Al**

Em arabidopsis, através da selecdo de mutantes sensiveis ao Al**, foi
possivel a identificacdo de um gene chamado ALS3, necesséario para a
tolerancia ao Al. Através de analises de imunolocalizacéo foi verificado seu

acumulo na membrana celular das células que expressam este gene. O
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transportador ALS3 € necessario para a movimentacao do Al, possivelmente da
raiz aos feixes vasculares, para sua redistribuicdo e sequestro em tecidos
menos sensiveis. A perda da capacidade de redistribuir o Al presente no
simplasto, leva ao acumulo na raiz, aumentando os efeitos toxicos do Al,
resultando em um fendtipo hipersensivel ao Al conforme observado em als3-1
(Larsen et al., 2005).

E proposto que ALS3 esta associado com outros dois transportadores
conhecidos para tolerancia ao Al, incluindo ortélogos de arroz (Oryza sativa)
Nratl, que € um transportador Nramp responsavel pela entrada de Al no
simplasto das células radiculares (Xia et al., 2010), e em arabidopsis ALS1
(Larsen et al., 2007), que é responsavel pelo sequestro do Al interno para

dentro do vacuolo celular.

2.4.6 Sinalizacao

Varios mecanismos foram sugeridos como sensores ou envolvidos com
a cadeia de transducdo do sinal de Al, por exemplo, a diminuicdo da
elasticidade da parede celular (Gunsé et al., 1997; Ma et al., 2004), alteracao
da fluidez e do potencial da membrana (Sivaguru et al., 2003) efeito da
alteracdo da homeostase idnica (Ahn et al., 2001), inibicdo da via da fosfolipase
C (PLC) (Ramos et al., 2007), trafego por vesiculas de membrana (llIéS et al.,
2006), alteracdo do citoesqueleto (Sivaguru et al., 1999), aumento dos niveis
citoplasmaticos de Ca?* (Rengel & Zhang, 2003), inibicdo do transporte de
auxinas (Kollmeier et al., 2000; Doncheva et al., 2005), alteracdo dos niveis de
oxido nitrico (lllé$ et al., 2006; Tian et al., 2007), entre outras. No entanto, até o

momento esta etapa néo foi elucidada.
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Dois fatores de transcricdo foram identificados e relacionados a
tolerancia ao Al, STOP1 e ART1 (Yamaji et al., 2009). Em mutantes stopl de
arabidopsis, a expressdo do gene AtALMT1, que € responsével por uma
proteina de membrana, transportadora de malato ativada por Al, foi afetada,
deixando de ser expresso, aumentando os efeitos toxicos do Al nas raizes
(luchi et al., 2007). Em outros estudos com STOP1, € sugerida também, sua
atuacdo na expressao de outros genes, como o ALS3, responsavel pelo
sequestro do Al para compartimentalizacdo (Sawaki et al., 2009). J& o fator de
transcricdo ART1, embora essencial para a tolerancia ao Al, ainda ndo esta
totalmente esclarecido quais os genes ele pode estar relacionado, sendo
esperado ou uma relagdo com genes responsaveis pela manutencdo da parede
celular e expansdo celular, ou proteinas de membrana responsaveis pelo

sequestro do Al para o vacuolo (Yamaji et al., 2009).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Para a fenotipagem da tolerancia ao Al via andlises de recrescimento, o
material vegetal constou de genoétipos de aveia hexapléide: 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 (tolerante)
e UFRGS 930598-6 (sensivel). Todos os genotipos foram desenvolvidos pelo
Programa de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS na Estacao
Experimental Agronémica em Eldorado do Sul, RS. A genealogia desses

genaotipos € apresentada na TABELA 1.



TABELA 1. Genealogia dos genotipos elite de aveia hexaploéide.

Gendtipo Genealogia*
URS Guapa UPF 17 Resel. // Guaiba Sel. / CTC 84B993
URS Tarimba UFRGS 987016-1 / UFRGS 19
URS 21 UFRGS 10/ CTC 84B993
URS Taura UFRGS 970216-2 (F3.4) / UFRGS 970461 (F7:)
URS Guria UFRGS 987015-2 / UFRGS 960195-2
URS Torena UFRGS 984111-4 / UFRGS 988109-1
UFRGS 057005-1 UFRGS 984111-4 / UFRGS988109-1
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
"UFRGS 17 Coronado? / Cortez® / Pendek / ME1563 // 76-

29 /76-23/75-28 / CI833
UFRGS 930598-6 UFRGS 15/ UFRGS 881920

*Desmembramento da genealogia:

Guaiba Sel. = sele¢&o dentro de linha Q87 / 28 = CP16CRcpx / C7512 // SRcpx / 74C8014 =
irma da UFRGS 16 e da UFRGS 881920

CTC 84B993 = CI8235 / Ken631 / MN720183

UFRGS 987016-1 = Irma URS Guapa = UPF 850380 Resel. // Guaiba sel. / CTC 84B993
UFRGS 19 = UFRGS 841110/ UFRGS 884021-1

UFRGS 841110 = CRcpx / SRcpx // Barrow 79

UFRGS 884021-1 = Coker 81C72 // Coronado®/ Cortez®/ Pendek / ME 1563

UFRGS 10 =C1217 /] Coronado / BCL

UFRGS 970216-2 = UFRGS 881971 // Pc68 / 5*Starter (F,)

UFRGS 881971 = (Q172/86) = Cocker 81C72 // Coronado?® / Cortez® / Pendek / ME 1563
UFRGS 970461 = UFRGS 15/ UFRGS 14

UFRGS 15 = Coronado’ / Cortez * / Pendek / Me1563 // C16CRcpx / 74C8014

UFRGS 14 = 80SA65 // Coronado” / Cortez® / Pendek / ME 1563

UFRGS 970497-1 = UFRGS 881920 / UFRGS 14

UFRGS 984111-4 = PC68/5*STARTER (F4) / UFRGS 10

UFRGS 988109-1 = UFRGS 884110 / UFRGS 884021 = Irm& da UFRGS 19 e URS 22

22
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UFRGS 995078-2 = UFRGS 10 / PAUL

UFRGS 006054-4 = PC68/5*STARTER (F,) // UFRGS 8
UFRGS 8 = OA338/ X2682-1

UFRGS 984126-1 = Amagalon / 4*Ogle 1543 // UFRGS 881971
UFRGS 984109-7 = UFRGS 881971// PC68/5*STARTER (F,)

Coronado = Santa Fe / 2*Clinton /3/ Sac // Hajira / Joanette /4/ New Nortex / Landhafer /5/
Black Mesdag / Ab 101 = CI 6671 // New Nortex / Landhafer /3/ Cl 7650

Santa Fe = Selecéo de uma aveia Argentina

Clinton = D69 / Bond (= Richland / Green Russian // Bond)

Sac = lowa No. D69 / Bond (Mesma genealogia de Clinton)

Hajira = Selecéo vinda da Algéria para os Estados Unidos

Joanette = Cultivar introduzida da Franca nos Estados Unidos

New Nortex = Selecdo dentro de Red Rust Proof Appler

Appler = Seleg&o dentro de Red Rust Proof

Red Rust Proof = selecdo dentro de Red Algerian ou introduzida do México nos Estados
Unidos

Landhafer= Selec&o dentro de Red Algerian (Avena sterilis)

Black Mesdag = Selecéo dentro de Black President

Black President = Desconhecida, derivada de variedade obtida dos Paises Baixos, a qual era
derivada de Landrace originaria das Provincias Balticas

Ab 101 = A. abyssinica (CD4549) / A. strigosa (CD3820)

CD3820 = também chamada La Estanzuela

Cl1 7650 = Black Mesdag / Ab 101

Cortez = irméa de Coronado
Pendek=Flamingsgold / Binder

Flamingsgold = Von Lochows Gelb / Blanche de Siberie

Von Lochows Gelb = Selecdo dentro de Markische Landsorte (originaria de Mecklenburg,
Germany)

Blanche de Siberie = Desconhecida, originaria da Russia

Binder = Selecdo dentro de Carstens llI

Cartens Il = Carstens Il / Von Lochow's Gelbhafer

Carstens Il = Cartens | / Ligowo Il

Cartens | = desconhecida, originaria de Schleswig-Holstein, Alemanha

Ligowo Il = Selecéo dentro de Ligowo de Vilmorin

Ligowo de Vilmorin = Sele¢&o dentro da aveia Ligowo, originaria da Russia

Lochow's Gelbhafer = Selecao dentro de Markische Landsorte (variedade da Alemanha)

ME1563 = desconhecida (nome refere-se a Middle East)

CRcpx= uma de vérias combinacdes de linhagens puras de variedades comerciais x A. sterilis
Paul = C19221 / Hudson // RL3038 / Dal /3/ RPB120-73 / RL3038 // Noble /4/ O 2998-22 /5/ O
2557-A-6-100 /3/ RL3038 / Dal // Noble (aonde O 2998-22 = 02998-22, O 2557-A-6-100 =
02557-A-6-100, RL3038 = OT201)

Cl19221 = A. sterilis (Clave 8377) / Kytd
Kytd = selecdo dentro da landrace Kuopio / Guldregn (Originaria da Finlandia)

Hudson = Selecao dentro de Sixty-day
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Sixty-day = ver abaixo

RL3038 = RL3038-76-320-419-2-7-3 = Pendek*2 / CAV2648 /3/ CI3034 // Rodney*4 /| RL2942
/5/ Pendek*2 / CAV5165 /4/ OT183*2 /3/ OT182 /| CAV2647 / 2*Rodney

Amagalon= Avena magna (Cl 8330) / Avena longiglumis (CW 57, coletada 30 km leste de
Rabat em direcdo a Meknes , Marrocos)

Starter = Dal /3/ Garland / Burnett // Diana / Cl 8344 /4/ Noble = Dal /3/ Mn 67231 /2/ Diana /
Cl18344 /4/ Noble

Dal = X660 / Beedee

X660 = Belar / Trispernia

Beedee = Beacon // Hawkeye / Victoria ou Beacon*2 // Hawkeye / Victoria

Belar = Selecdo dentro de Sunrise

Trispernia = Landrace da Roménia

Sunrise = Sele¢éo dentro de cruzamento natural entre aveias da Algéria, encontrada na
Longerenong Experimental Farm, Victoria, New South Wales, Australia

Beacon = Larain // Victory / Legacy /3/ Victory / Black Mesdag /4/ Vanguard ou Gold
Rain / Alaska // Legacy / Victoria /3/ RL452 /4/ Vanguard ou Gold Rain/
Alaska // Legacy / Victoria /3/ Victory / Black Mesdag // Vanguard ou outros

Hawkeye = Richland / Green Russian

Victoria = Desconhecida, selecdo massal sobre trés linhagens de aveia; originaria de La
Estanzuela, Col6nia, Uruguai

Richland = Sele¢&o dentro de Kherson

Green Russian = Desconhecida

Kherson = introduzida do Sul da Russia nos Estados Unidos em 1896

Larain = desconhecida

Victory = selecdo dentro de Milton

Milton = Selec¢édo dentro da Landrace Schleswig-Holstein (originéria da Suécia)

Legacy = Banner / Eighty-Day

Banner = Sele¢do dentro da Silvermine

Silvermine = desconhecida, cultivar dos Estados Unidos

Eighty-Day = desconhecida, relacionada a Sixty-Day

Sixty-Day = linhagem derivada de Kherson

Vanguard = Hajira / Banner

Gold Rain = Selecéo dentro de Milton

Alaska = Selecéo dentro de Tobolsk

Tobolsk = Desconhecida, introduzida da Russia nos Estados Unidos

Garland = Hawkeye / Victoria // Garry /3/ Clintland
Garry = Hajira / Banner // Victoria /3/ Victory
Clintland = Landhafer / 4*Clinton

Burnett = Victoria // Hajira / Banner /3/ Colo

Diana = vérios pedigrees disponiveis:
Purdue 549B3-1-1 / Purdue 543C2-132P = Clintland /3/ Clinton*2 / Ark 674 // Milford /6/
Roxton /3/ Victoria // Hajira / Banner /4/ Ajax /3/ Victoria // Hajira / Banner (Ottawa 3928-
5-8) /5/ Clinton / Bond // Pl 174544-30u
Roxton /3/ Victoria // Hajira / Banner /4/ Ajax /3/ Victoria // Hajira / Banner /5/ Clinton /
Bond // Pl 174544-3 /6/ Clintland /3/ Clinton*2 / Ark. 674 // Milfordou
Roxton / RL 1276 // Ajax / RL 1276 /3/ Clinton / Bond // Pl 174544 /4/ Clintland /3/
Clinton*2 / Ark 674 // Milford (RL 1276 = Victoria // Hajira / Banner)
...entre outros pedigrees

Noble = Tippecanoe /14/ Cl 7676 /13/ Putham*5 / Minn313 /12/ Putnam*5 / Minn313 /10/
Minhafer /9/ MO-2-205 /8/ Clinton*7 / Landhafer /7/ Clinton*7 / Landhafer /6/ Clinton*7 /
Landhafer /4/ RL2105 /3/ Clinton // Boone / Cartier /5/ Clinton*7 / Landhafer /4/ RL2120 /3/
Clinton // Boone / Cartier /11/ Putnam*5 / Minn313*2 // Albion
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Tippecanoe =Mo0.0-025 /6/ Clinton*7 / Landhafer (Purdue 5124)*2 /4/ Clinton /2/ Boone / Cartier
/3/ Canada RL 2105 / 5/ Purdue 5124*3 /4/ Clinton /2/ Boone / Cartier /3/ Canada RL 2105 /5/
Purdue 5124

Putnam = Clinton // Boone / 2*Catrtier

Boone = Victoria / Richland (cruzamento denominado XS1098; originaria de Arlington Farm,
Rosslyn, Virginia, USA)

Cartier = Tobolsk / Early Triumph (ou Alaska / Early Triumph)

Para avaliacdo do acumulo de Al nos 6rgdos vegetais e exsudacdo de
malato pelas raizes, foram utilizados somente os genétipos UFRGS 17 e
UFRGS 930598-6 devido ao seu contraste quanto a tolerancia ao Al. A UFRGS
17 €& uma variedade comercial desde 1996 e registrada na LVEC (List of
Varieties Eligible for Certification) da OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) e UFRGS 930598-6 é uma linhagem do Programa

de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS.

3.2 Preparo das sementes

As sementes utilizadas foram selecionadas de forma a apresentarem
tamanho similar, descascadas (remocédo da lema e palea) e desinfetadas com
hipoclorito de sodio 2% (v/v) com adicdo de 2% (v/v) de Tween 20 por trés
minutos, enxaguadas trés vezes com agua esterelizada, e pré-germinadas em
papel germinador. As sementes foram dispostas sobre tela plastica e as raizes

imersas em solucdo nutritiva, cuja composicdo € apresentada na Tabela 2.

3.3 Recrescimento
Sementes de UFRGS 17 e UFRGS 930598-6, considerados tolerante e

sensivel ao Al, respectivamente, foram selecionadas com tamanho similar e
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preparadas conforme descrito a cima. A germinacdo durou, aproximadamente
48 horas a 23°C, acrescido de 12h a 19°C. ApoOs este periodo, 50 sementes
germinadas de cada genotipo foram selecionadas e transferidas para
recipientes plasticos com capacidade de 3,5 L. Os recipientes foram divididos
em duas partes, cada parte contendo 10 sementes de cada um dos genotipos a
ser testado (UFRGS 17 e UFRGS 930598-6). No total, foram utilizados cinco
recipientes, totalizando 50 sementes de cada genotipo. As sementes foram
dispostas sobre tela plastica e as raizes imersas em solucdo nutritiva, com pH
4,0. A reducdo do pH foi devido a maior quantidade de AF** disponivel na
solucdo em comparacao a estudos anteriores realizados com pH 4,5.

Em um segundo experimento foram avaliadas, quanto a tolerancia ao
aluminio, 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. Foram utilizadas 30 sementes germinadas de
cada genotipo, selecionadas com aproximadamente 2 cm de raiz e transferidas
para recipientes plasticos com capacidade de 3,5 L. Cada recipiente foi dividido
em cinco partes, onde foram colocadas 10 sementes por gendétipo a ser testado
e 5 sementes de cada gendtipo controle (UFRGS 17 e UFRGS 930598-6), com
a finalidade de testar material vegetal suficiente para comparacéo. O total foi de
55 sementes dos gendtipos controle. As sementes foram dispostas sobre tela
plastica e as raizes imersas em solucédo nutritiva com pH 4,5. O maior nimero
de sementes dos genotipos controle se deve a presenca destes em todos os

potes, para maior controle do experimento.
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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 formulacdes de solucdo nutritiva, (i) solucdo completa e
livre de Al, cuja composicao final € apresentada na Tabela 2, e (ii) solucdo
tratamento, com presenca de Al, constituida de um décimo da solugéo nutritiva
completa, com a retirada do elemento fésforo para evitar a precipitacdo do AI**.

A fonte de Al utilizada foi (Alx(SO4)3.18H,0) na concentracgéo final de 740uM.

TABELA 2. Composicao da solucao nutritiva: fontes minerais usadas
(nutriente) e concentracao final

Nutriente Concentracao final
Ca(NO3),.4H,0 4 mM
MgS0O,4.7H,O 2 mM
KNO3 4 mM
(NH4)2S0Oq4 0,435 mM
KCI 0,5 mM
MnSO4.1H,0 2 uM
CuSO, 0,3 uM
ZnS0,4.7H,0 0,8 uM
NaCl 30 uM
NaMo00O4.2H,0 0,1 uM
H3BO3 10 uM
GeoFe-6 0,9 uM

Inicialmente as plantulas foram mantidas em solugéo 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 solugcéo tratamento foi
substituida novamente pela solucdo completa por mais 72 horas. Nas duas
solugbes foram mantidas aeracdo e iluminagdo constantes e a temperatura
ambiente em 20°C. Mediu-se entdo, utilizando um paquimetro eletrénico, o

recrescimento da raiz principal, tomando a medida da raiz a partir da
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calosidade formada na presenca do Al até o apice e o comprimento total da
raiz. A concentracao e atividade das diferentes formas iénicas do Al na solucao
foram estimadas usando o software Visual Minteq 3.0. (Gustafsson, 2012),
software livre de modelo de equilibrio quimico para o calculo de especiacao de
metais). Analises da variancia e da distribuicdo de frequéncia foram realizadas
e as médias dos gendtipos foram comparadas entre si (Tukey P < 0,05) e com

a dos controles (teste-t P < 0,05).

3.4 Malato exsudado na solucao

Para a determinacéo da quantidade de malato exsudado pelas plantulas
de aveia, 200 sementes de cada genotipo, UFRGS 17 e UFRGS 930598-6,
foram preparadas conforme ja descrito. A germinacao durou cinco dias a 23°C.
Foram dispostas em telas, 20 plantulas de cada genoétipo, em potes plasticos
com 40 ml de solucéo nutritiva completa durante cinco dias, para crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular. Apds este periodo, a solucao foi
substituida pela solugdo tratamento, onde o Al estava presente nha
concentracdo final de 740uM. O contato das plantas com o Al presente na
solucéo tratamento durou 24h, sendo a solucao recolhida no final deste periodo
e armazenada a -80°C. Para a analise de malato, a solucao armazenada teve
seu volume reduzido em liofilizador e, através da utilizagdo do kit L-malic acid
enzymatic assay (Megazyme, Wicklow, Ireland), foi realizada a quantificagéo de

malato exsudado pelas plantas na solucao.
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3.5 Acumulo de aluminio nos 6rgaos vegetais

As plantas que foram utilizadas no teste de exsudacdo de malato na
solucdo hidropbnica foram separadas em raiz e parte aérea, secas e
maceradas. As amostras de tecido vegetal ja maceradas, foram enviadas para
analise no laboratoério de Pesquisa e Analises Quimicas do Instituto de Quimica
da UFRGS, através do equipamento ICP-MS. Sendo inicialmente decompostas
em uma mistura de acido nitrico e acido fluoridrico sob aquecimento em
sistema fechado. A etapa de determinacdo de Al foi efetuada empregando a
técnica de ICP-MS (espectrometria de massa de duplo foco com plasma

indutivamente acoplado).

3.6 Malato presente na mucilagem

Apos tratamento de choque de Al (item 3.3) dos genétipos UFRGS 17 e
UFRGS 930598-6, foi feita a lavagem manual das raizes, com agua destilada,
para retirar qualquer substancia presente como residuo da solucdo nutritiva,
porém sem danificar a mucilagem e, em 50 % das plantas, com KCI, afim de
remover a mucilagem (Archambault et al., 1996). Estas raizes foram
congeladas, e posteriormente, maceradas e analisadas para quantificacdo de

malato (item 3.4) com presenca e auséncia de mucilagem.

3.7 Histolocalizacao de Al

Foram utilizadas trés repeticdes de 20 sementes (preparadas conforme
item 3.2), dos genotipos Guapa e UFRGS 17 e colocadas em hidroponia (item
3.3). Ao final deste periodo, as raizes foram imersas em corante hematoxilina,

por trinta minutos e lavadas com agua destilada até o excesso de corante ser
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removido por completo. Posteriormente, as raizes coradas foram emblocadas
em parafina. Foram realizados cortes transversais com 10um de espessura,
utilizando-se um micrétomo. Apoés, foi feito o preparo de laminas para a

visualizacdo em microscopia.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise de recrescimento

A avaliacdo do desempenho dos gendtipos controle UFRGS 17
(tolerante) e UFRGS 930598-6 (sensivel) foi obtida através da utilizacdo da
metodologia de analise do recrescimento da raiz principal em solug¢do nutritiva
(FIGURA 1) e posterior medida do comprimento total da raiz (FIGURA 2).

Tanto no crescimento total da raiz quanto no recrescimento, o genotipo
tolerante apresentou valores significativamente maiores que o0 genotipo
sensivel quando aplicado o test t (p<0,001).

O comprimento maximo de raizes apresentado pela UFRGS 17 foi de
71,15 mm, enquanto na UFRGS 930598-6 foi de 54,27 mm com médias de
49,70mm e 38,99mm, respectivamente (FIGURA 2). No recrescimento radicular
apos exposicdo ao Al, a UFRGS 17 apresentou maxima de 25,51mm, e a
UFRGS 930598-6 maxima de 12,81mm, e médias de 16,45mm e 7,03mm,

respectivamente (FIGURA 1).
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FIGURA 2. Distribuicdo de frequéncia do comprimento total da raiz principal

dos gendtipos de aveia hexaploide UFRGS 17 (tolerante) e
UFRGS 930598-6 (sensivel) apds término do experimento (sete
dias). As plantas foram crescidas por trés dias em solucéo
completa, por outros dois dias na presenca de Al (740uM) e
mais trés dias em solugéo completa livre de Al.
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A razdo da reducdo do crescimento em resposta ao Al ndo é clara,
embora relatado na literatura ser devido a reducdo da divisdo celular e do
alongamento celular, aproximacdo entre a regido de diferenciacdo celular e a
regido meristematica, além do engrossamento do apice radicular, conforme
observado em outras espécies (Sivaguru et al., 1999).

Foi observada a formacdo de um espessamento radicular apds a
exposicao ao Al, cercado por mucilagem (FIGURA 3), condizente com as
respostas a exposi¢do ao Al citadas na literatura (Horst et al., 1982; Cai et al.,
2013). Embora ambos o0s gendétipos apresentassem este comportamento,
visualmente foi possivel verificar um espessamento maior no genaotipo
tolerante, quando comparado ao sensivel.

ApoOs a exposicdo ao Al, as raizes apresentaram uma mudanca de
direcdo no seu crescimento, condizente com a ocorréncia de um rearranjo no
crescimento e forma nas células do &pice radicular, possivelmente pelas
alteracbes na parede celular (Tabuchi & Matsumoto, 2001), membrana

plasmatica (Wagatsuma et al., 2005) e deposi¢do de calose (Kochian et al.,

2005; Pirselova & Matusikova, 2013) (FIGURA 3).

FIGURA 3. Alteragéo de direcado do crescimento da raiz de plantas de aveia e
presenca de mucilagem em resposta a exposi¢céao a 740uM Al.
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4.2 Fenotipagem de gendétipos elite de aveia hexaploide

Utilizando o meétodo de recrescimento, buscou-se discriminar o0s
genatipos elite do Programa de Melhoramento Genético de aveia da UFRGS
guanto aos diferentes niveis de tolerancia ao Al. Para que este método seja
adequado € necessario que a quantidade de Al téxico na solugcdo tratamento
seja suficiente para discriminar os genétipos. Em decorréncia da composicéo
nutricional da solucdo tratamento, da temperatura e do pH utilizado, as
concentracfes e atividades das diferentes formas de Al podem variar, sendo
necessario quantificar essas formas para determinar a real magnitude da forma
toxica. Nas condicbes utilizadas neste experimento, dos 740uM de Al
adicionados, 28% encontrava-se na forma de Al**, considerada a mais toxica,
sendo a atividade de AlI*® equivalente a 54pM. A maior parte do Al (65%)
encontrava-se na forma de AlISO,4’. Nessas condicdes, foi possivel diferenciar
0S genotipos.

O gendtipo UFRGS 17, considerado tolerante (Nava et al., 2006;
Castilhos et al., 2011), apresentou média de recrescimento de 20mm, com
minimo de 6mm e maximo de 45mm, enquanto UFRGS 930598-6 apresentou

média de 8,9mm, com minimo de 3mm e maximo de 27mm (FIGURA 4).
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Distribuicdo da frequéncia da variavel recrescimento da raiz
principal de gendtipos elite de aveia hexaploide apés choque de

Al (740uM). (A) Frequéncia dos genotipos controles e linhas de
tendéncia. As setas representam a média de recrescimento de

cada genotipo. As linhas verticais tracejadas indicam a média do
gendtipo controle sensivel (UFRGS 930598-6) e as linhas

avaliados.

verticais pontilhadas indicam a média do gendtipo controle
tolerante (UFRGS 17). (B-L) Frequéncia dos gendétipos elite
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Em trabalhos anteriores, a amplitude e média de recrescimento obtida
para esse genotipo havia sido menor, 2-10mm, média 6mm (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 razado dessas diferencas € 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),
gue obtiveram as menores amplitude e média, selecionaram plantulas com
0,6cm de radicula. 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 que lcm apresentam menor tolerancia (Schneider &
Delatorre, comunicacdo pessoal). Efeito de condicbes 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, também ja foi relatado.

Variacdo na resposta a tolerancia ao Al dentro de cada gendtipo foi
observada (FIGURA 4). Apesar das causas dessa variacdo no recrescimento
em todos os genoétipos 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 que podem explicar a variacdo no desempenho dos genotipos de aveia
quanto a tolerancia ao Al, como, por exemplo: expressividade do gene de
tolerancia ao Al, a qual pode ser incompleta; interagcdes entre mecanismos
fisioldgicos de exclusdo ou detoxificacdo do AI**; e flutuacdes ambientais

intrinsecas da propria metodologia de avaliagdo que ainda ndo foram
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identificadas e, consequentemente, controladas. Em decorréncia dessa
variacdo, ha necessidade de avaliar um grande numero de individuos de cada
genatipo, a fim de obter maior precisdo na determinacdo do grau de tolerancia
ao Al.

Os gendtipos UFRGS 057005-1, URS Torena e URS Penca
apresentaram menores amplitudes de recrescimento, variando de 6mm a
21mm, 6mm a 24mm e 9mm a 27mm, respectivamente (FIGURAS 4D, 4F e
4J). A maior amplitude foi obtida em URS 21, onde o recrescimento variou de
6mm a 51mm (FIGURA 4B), seguida por URS Taura (6mm a 45mm) e URS
Tarimba (12mm a 51mm) (FIGURAS 4G e 4H).

Através da comparacdo de médias do recrescimento radicular entre os
diferentes gendtipos, verificou-se que URS Charrua foi o mais tolerante,
seguido por URS Guapa e URS Tarimba, que nao diferiram estatisticamente
entre si. UFRGS 057005-1, URS Torena e URS Penca apresentaram 0S
menores niveis de tolerancia, porém ainda foram superiores a UFRGS 930598-
6 (FIGURA 5). URS Charrua e URS Guapa foram superiores ao controle
tolerante UFRGS 17 (FIGURA 5), ambas as cultivares ndo apresentaram

individuos com recrescimento inferior a 15mm (FIGURA 4C e 4E).
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FIGURA 5. Comparacao do recrescimento da raiz principal apds exposicao

ao aluminio entre gendtipos elite de aveia hexaploide. (A) Média
do recrescimento da raiz principal apds exposi¢cdo ao aluminio
(740uM) em comparacéao com os controles tolerante (UFRGS17)
e sensivel (UFRGS 930598). 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 padrdao do controle sensivel.
*Indica diferenca de UFRGS 17 pelo teste-t P<0,05. (B)
Comparacéo de médias do recrescimento da raiz dos genaotipos
elite de aveia pelo teste Tukey P<0,05.

URS Charrua apresentou maior numero de individuos no extremo direito

da curva, indicando tolerancia superior a URS Guapa. Os gendétipos URS

Tarimba, URS Guard, URS 21, UFRGS 057022-2, URS Taura e URS Guria
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nao diferiram do controle tolerante e foram, portanto, consideradas tolerantes
ao Al. Apesar da média nédo diferir de UFRGS 17, os gendtipos URS Tarimba,
UFRGS 057022-2 e URS Guara ndo apresentaram individuos com
recrescimento inferior a 12mm, enquanto UFRGS 17 exibiu individuos com
apenas 6mm de recrescimento. ISSo sugere que esses genoétipos apresentam
nivel superior de tolerancia ao Al, em especial, URS Tarimba, que concentrou o
recrescimento radicular dos individuos entre 24mm e 36mm, demonstrando
uma modificacdo na curva de frequéncia em direcdo a direita. URS Torena,
UFRGS 0570005-1 e URS Penca foram inferiores ao controle tolerante e
superiores ao controle sensivel, sendo consideradas com tolerancia
intermediaria. UFRGS 930598-6, o controle sensivel, diferiu de todos os
demais genaotipos.

Se considerada a genealogia dos genotipos, observa-se que a maioria
dos gendtipos tolerantes tem como ancestral comum a cultivar Coronado,
conhecido por sua boa adaptabilidade aos solos do Sul do Brasil. E possivel
gue os genes de tolerancia ao Al estivessem presentes em Coronado e tenham
sido transferidos a esses gendtipos. A tolerdncia ao Al foi considerada
monogénica para a populacdo UFRGS 17 x UFRGS 930598-6 (Nava et al.,
2006). No entanto, no presente estudo, trés diferentes graus de tolerancia ao Al
foram observados entre os genaétipos tolerantes, sugerindo que estes possuam
diferentes genes ou que 0 gene apresente penetrancia incompleta ou
expressividade variavel.

A partir de analises com hematoxilina, tem sido sugerido que ao
contrario de UFRGS 930598-6, UFRGS 17 é capaz de reduzir a quantidade de

AP** nos tecidos internos da raiz, préximo ao meristema, e limitar o estresse
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oxidativo causado pelo AI** (Castilhos et al., 2011). E possivel que a entrada de
AI** seja restringida pela secrecdo de &cidos 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 genotipos esta
relacionado a expressao desse gene (Delhaize et al., 2012). Genes homélogos
a ALMT1 foram identificados em centeio, Brachipodium distachyon, Brassica
napus e Arabidopsis thaliana (Hoekenga et al., 2006; Ligaba et al., 2006;
Collins et al., 2008). J4 em sorgo, a tolerancia € devida a um transportador de
citrato, SOMATE, (Magalhaes et al., 2007), gene similar também foi encontrado
em trigo, milho, centeio, arroz, feijao 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 nao foi identificada. Recentemente, foram
identificadas sequéncias homoélogas aos genes ALMT1 e STOP1 nos genotipos
UFRGS17 e UFRGS 930598-6, sendo que analises para validacdo destas
como genes ativos devem ser conduzidas.

Ao comparar o recrescimento obtido neste experimento com aquele do
primeiro experimento que utilizou apenas 0s genaotipos controle, observa-se um
maior recrescimento neste Ultimo (FIGURA 1 e FIGURA 4). O provavel motivo
para 0 maior recrescimento neste experimento que no experimento somente
com os genotipos UFRGS 17 e UFRGS 930598-6 é o pH da solucéo nutritiva.
No primeiro experimento o pH foi mantido em 4,0 enquanto neste experimento
o pH da solucao foi mantido em 4,5. Em presenca de pH 4,0 a disponibilidade

de AIP* é maior, assim como sua atividade, resultando em maior toxicidade
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(Kinraide et al., 1992). Nas Tabelas 3 e 4, os valores das formas de Al

disponiveis na solucéo tratamento em pH 4 e pH 4,5 sdo demonstradas.

TABELA 3. Distribuicdo das formas de Al disponiveis na solugéo
hidropdnica em pH 4.0

Componente  Concentracdo % fon Atividade (mol/l)
Al 28,258 Al -
1,163 AIOH* -
0,030 Al(OH),* :
0,014 Aly(OH),™ -
66,457 AISO," -
4,077 Al(SO.), -
AlP* 0,000052812

TABELA 4. Distribuicdo das formas de Al disponiveis na solucao
hidropbnica em pH 4.5

Componente  Concentracdo % fon Atividade (mol/l)
Al 26,837 Al -
3,508 AIOH*? -
0,289 AI(OH)** -
0,021 Al3(OH),* -
0,130 Aly(OH), ™ -
65,120 AISO,* -
4,093 Al(SO.); -
AP 0,000050552

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 UFRGS 17. E possivel que o
gene que confere a tolerancia ao Al esteja associado a outras caracteristicas

de interesse agronémico e, portanto, tenha sido selecionado indiretamente.
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4.3 Histolocalizacéo do Al

Utilizando o método de coloracao de Al via hematoxilina, foi observada a
localizacdo do Al em cortes transversais do tecido radicular dos genétipos
UFRGS 17 e Guapa em diferentes concentracbes de Al (FIGURA 6). O
aumento de 500 para 1000uM de Al na solucéo tende a aumentar a entrada de
Al no tecido radicular, o que pode ser observado pelo maior nimero de
manchas roxas nos tecidos, especialmente em UFRGS 17. Comparando-se
URS Guapa (FIGURA 6B) e UFRGS 17 (FIGURA 6D) em 1000uM percebe-se
que o Al teve um efeito maior, apresentando células com menor tamanho no

cortex, conduzindo a um menor diametro da raiz.

Histolocalizacdo de Al em cortes transversais de raizes de
genotipos de aveia hexaploide, submetidas ao tratamento com
Al através do método de coloragéo via hematoxilina. (A e B)
URS Guapa, (C e D) UFRGS 17 expostos a 500uM e 1000uM
de Al, re respectivamente. Cor roxa localiza Al (aumento 100x).

FIGURA 6.
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4.4 Malato exsudado na solucéo

Apoés tratamento com Al durante 24h, plantas do gendtipo UFRGS 17
exsudaram valores significativamente maiores (p<0,001) em comparacdo ao
tratamento sem Al, com média de 49,33nmol/planta + 9,45. Este valor é
préximo ao encontrado em outro estudo, onde, embora as plantas tenham sido
submetidas a condicbes de crescimento diferentes, o mesmo método de
quantificacdo de malato foi utilizado e os genotipos tolerantes de aveia apos
24h de exposicdo ao Al secretaram na solucdo de 52 a 68nmol/planta,
enquanto o gendtipo sensivel secretou 29nmol/planta (Radmer et al., 2012). No
tratamento sem Al, assim como no gendtipo UFRGS 930598-6 em tratamento
com e sem Al, ndo foi possivel mensurar a quantidade de malato presente na
solucéo, possivelmente devido a sensibilidade do equipamento, ndo diferindo
do branco. Indicando que a exposicdo ao Al induz a secrecdo de malato em
gendtipos de aveia tolerantes, provavelmente devido a acdo de um
transportador de malato como o TaALMT1, similar ao que ocorre em trigo
(Sasaki et al., 2004). Esta inducdo nédo foi observada no gendétipo sensivel, o
gue sugere que, ou a percepcao do Al estd afetada ou o transportador de
malato neste gendétipo nao é funcional.

Os dados obtidos sugerem que o principal &cido organico exsudado em
presenca de Al no genotipo de aveia testado € o malato, em concordancia com
as linhas de pesquisa mais atuais (Radmer et al., 2012), e contrastando com a
afirmacdo de que citrato € o principal exsudado (Zheng et al., 1998). Assim

como em trigo, existe a possibilidade em aveia da exsudacao de citrato como
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um mecanismo secundario de tolerancia ao Al (Ryan et al., 2009) e que a
guantidade de exsudado varia de acordo com 0 genotipo.

Devido a pequena quantidade de malato encontrada na solugcdo e
relatos da presenca de Al na mucilagem em outras espécies (Archambault et
al., 1996; Cai et al.,, 2013), surgiu a hipotese de que parte dos exsudados
ficasse retida em torno da raiz, conforme observado em Eriophorum
angustifolium apds exposicdo a elementos toxicos (Javed et al., 2013),
imobilizando o Al na mucilagem e assim diminuindo sua toxicidade. Essa
hipétese € atrativa ao se considerar que em diversos trabalhos anteriores
(Nava et al., 2005; Limberger, 2006; Castilhos et al., 2011), bem como no atual,
genaotipos sensiveis e tolerantes foram fenotipados em solu¢do compartilhada.
Se a exsudacdo de malato para a solucdo e consequente ligacdo com o Al
fosse a razado principal da tolerancia, esperar-se-ia que ndo fosse observada
diferenca entre gendtipos contidos em mesma solucdo. Além disso, como
discutido por Limberger (2006), quando utilizados grandes volumes (8L) de
solucdo com elevada concentracdo de Al (740uM) e sob constante
movimentacdo da solucdo, as plantas deveriam mostrar maior reducdo do
crescimento geral, pois maiores quantidades de malato precisariam ser
exsudadas para reduzir o Al em contato com a raiz. Esta maior exsudagao
causaria reducéo de esqueletos de carbono para o crescimento.

Para testar esta hipotese, foi realizado um experimento para medir o
malato em raizes com remocao de mucilagem e sem sua remocao, conforme
(Archambault et al., 1996), buscando quantificar os teores de malato na
mucilagem. Esperava-se que a manutencédo de malato na mucilagem, portanto

proximo as raizes, mesmo que em pequenas quantidades fosse mais eficiente
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na protecdo das mesmas quanto ao contato com o Al do que a liberacdo do
malato livremente na solucdo. Porém, provavelmente devido as baixas
concentracbes de malato na mucilagem, ao pequeno volume de mucilagem e
aos limites de deteccdo da metodologia utilizada, ndo foi possivel mensura-lo,

nao descartando esta hipoétese.

4.5 Acumulo de aluminio nos 6rgaos vegetais

Foi verificada a presenca de Al nos tecidos de aveia mesmo no
tratamento onde o Al estava ausente (TABELA 5) através do ICP-MS. Da
mesma maneira, no método de espectrofotometria de absorbancia atémica,
utilizando os mesmos gendtipos, tem sido observado Al nos tecidos de plantas
crescidas em solucdo controle (Pereira et al., 2011). Sabe-se que a
quantificacdo exata de baixas concentracbes de Al torna-se dificil,
principalmente devido a contaminag¢do, podendo ocorrer por causa dos
reagentes, po, vidraria e objetos utilizados durante o experimento (Garcia et al.,
1997).

A presenca de 740 uM de Al na solugcdo causou um aumento na
concentracdo interna de Al, tanto na raiz quanto na parte aérea das plantas de
aveia (TABELA 5).

Em ambos os gendétipos, no tratamento sem Al, quando aplicado o teste
t, ndo foi observada diferenca significativa entre a concentracéo de Al no tecido
radicular e na parte aérea (TABELA 5). Quando expostos a 740 uM de Al, o
genotipo UFRGS 17 apresentou um acumulo significativamente maior de Al no
tecido radicular, apresentando média de 616,25 pg.g™, quando em comparacéo

a parte aérea, média de 113,00 pug.g™ (p<0,05). O gendtipo UFRGS 930598-6,
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guando exposto a mesma concentragdo, também demonstrou maior acumulo
na raiz, com média de 1001,63 pg.g™, enquanto na parte aérea a média de
acumulo foi de 209,07 pg.g* (p<0,05). O maior acimulo de Al na raiz em
relacdo a parte aérea também foi observado em outros trabalhos, nos
genadtipos UFRGS 17, UFRGS 930598-6 e UFRGS 280, que é um genatipo de
comportamento intermediario quanto a tolerancia ao Al e derivado do
cruzamento entre UFRGS 17 E UFRGS 930598-6 (Pereira et al.,, 2011). A
maior concentracdo de Al nas raizes em comparacdo a parte aérea, sugere
gue a acao de genes como 0 ALS1 e ALS3, expressos na raiz em arabidopsis,
relacionados com o sequestro e redistribuicdo de Al para partes menos
sensiveis da planta (Larsen et al., 2005; Larsen et al., 2007), ndo aparenta ser
uma estratégia utilizada para a tolerancia ao Al em aveia, havendo pouca

translocacao para parte aérea.

TABELA 5. Concentracdo de Al nas raizes e parte aérea dos genétipos
UFRGS 17 e UFRGS 930598 ap0s 24 horas de exposicdo ao Al

Concentraco de Al (ug g™)

Genotipo Concentracdo Al na solucéo Raiz Parte Aérea
UFRGS 17 740uM 616,25 £ 213,15* 113,00 + 74,23
UFRGS 17 ouMm 100,30 +50,94 31,57 + 30,01

UFRGS 930598-6 740uM 1001,63 + 449,35* 209,07 + 52,55
UFRGS 930598-6 ouM 407,65 + 350,08 136,03 + 98,77

Médias seguidas por * na linha diferem entre si estatisticamente (p<0,05)

N&o foi observada diferenca estatistica entre a quantidade de Al
encontrada no genotipo UFRGS 930598-6 em comparacdo a UFRGS 17,
diferindo de resultados encontrados em outros estudos, onde o gendtipo

UFRGS 17 acumulou menos Al que os genotipos menos tolerantes (Pereira et



47

al., 2011). No entanto, isto ndo descarta a hipétese de que UFRGS 17
apresenta um mecanismo de reducdo da entrada deste metal, uma
detoxificagdo externa (Castilhos et al., 2011), possivelmente através da
exsudacao de 4cidos organicos como em outros gendtipos de aveia (Radmer et
al., 2012). A nédo obtencéo de diferenca estatistica entre os genoétipos se deveu
a grande variacdo encontrada entre as amostras. E necessario aumentar o
namero de amostras avaliadas, sendo que neste experimento apenas trés
repeticbes foram utilizadas. H& necessidade também de melhorar a
metodologia de lavagem das amostras para garantir que o Al da solu¢do nao

permaneca como residuo no tecido ao se fazer o congelamento.



5 CONCLUSOES

Os genotipos UFRGS 17 (tolerante) e UFRGS 930598-6 (sensivel)
continuam sendo genoétipos muito importantes em estudos buscando elucidar e
diferenciar mecanismos de tolerancia ao Al presente no solo. O presente
trabalho permite a inferéncia de que um dos mecanismos capazes de promover
determinado incremento quanto a tolerancia ao Al no gendétipo UFRGS 17 é a
exsudacao de malato, ausente no UFRGS 930598-6. Em ambos os gendtipos,
o Al foi encontrado em maior parte, no tecido radicular, demonstrando que a
translocacdo do Al para a parte aérea, ndo € uma estratégia presente em
aveia.

Através do trabalho realizado, também foi possivel concluir que as
cultivares URS Charrua, URS Guapa e URS Tarimba apresentam maior
recuperacdo do crescimento radicular apds o estresse de Al em condicao
hidropdnica, podendo estas serem mais adequadas para cultivo em locais onde
h& presenca de Al toxico no perfil do solo. Andlises genéticas futuras, a partir
do cruzamento dessas cultivares com UFRGS 17, permitirdo confirmar se a
tolerancia se deve a acdo do mesmo gene. A identificacdo de genes diferentes
permitiria a piramidizacdo destes, resultando em genoétipos capazes de
combinar diferentes mecanismos de tolerancia ao Al e assim, permitindo

incrementos nos niveis de tolerancia ao Al.
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