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RESUMO - Estudos de melhoramento genético de trevo-branco vém sendo
desenvolvidos no DPFA (Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeorologia) da UFRGS desde a década de 70. O principal objetivo
destes trabalhos tém sido aumentar a produtividade e persisténcia do trevo-
branco focando, principalmente, na tolerancia a deficiéncia hidrica. Sabe-se, no
entanto, que outros fatores como solos acidos e toxidez por aluminio (Al),
assim como doencas, também podem afetar a persisténcia desta espécie.
Neste trabalho, teve-se como um dos objetivos dar inicio ao processo de
selecéo de populagdes de trevo-branco visando tolerancia ao Al. Outro objetivo
foi identificar algumas doencas foliares do trevo-branco causadas por fungos
que ocorrem no Rio Grande do sul e verificar a variabilidade genética existente
para resisténcia a doencas na cultivar Jacui e na linhagem experimental
UFRGS-2004-2. Duas doencas fungicas foliares foram identificadas em plantas
de trevo-branco, sendo causadas por Cymadothea trifolii e Curvularia trifolii.
Curvularia trifolii foi utilizado na inoculacdo das populacdes para verificar a
variabilidade genética. A cv. Jacui mostrou maior resisténcia a doenca e
populacdes selecionadas puderam ser distinguidas, indicando variabilidade
genética. Na selecao para tolerancia ao Al, foram utilizadas 24 populacdes, que
apresentaram alto desempenho agronémico em trabalhos realizados
anteriormente no DPFA, em solugcdo nutritiva contendo 50 uM de Al. Trés
populacées, sendo duas originarias do Brasil apresentaram maior tolerancia ao
Al, podendo ser utilizadas nos proximos trabalhos.Outra metodologia de
selecao utilizando meio gel foi adaptada ao trevo-branco e avaliada em duas
populagbes. O método em meio gel utilizou 1200 uM de Al e possibilitou
separar populacdes selecionadas para tolerancia e sensibilidade ap6s um ciclo
de selecdo. Por meio do trabalho desenvolvido, foi possivel verificar
variabilidade genética do trevo-branco para tolerdncia ao Al e resisténcia a
doenca causada por Curvularia trifolii, nas populacdes estudadas. Mais
trabalhos em ambas as &reas devem ser desenvolvidos com o objetivo de obter
cultivares mais adaptadas as condi¢cdes do Rio Grande do Sul.

! Tese de Doutorado em Zootecnia — Plantas forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (104p.) Fevereiro de 2014.



SELECTION OF WHITE CLOVER POPULATIONS FOR ALUMINUM
TOLERANCE AND RESISTANCE TO FUNGAL DISEASE CAUSED BY
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Author: Raquel Schneider
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ABSTRACT - Studies of genetic improvement in white clover have been
developed at “Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia”
(DPFA), UFRGS since the 70s. The main objective of that work has been to
increase the productivity and persistence of white clover focusing mainly on
drought tolerance. It is known, however, that other factors such as acidic soils
and toxic aluminum (Al) as well as diseases, may also affect the persistence of
this species. This work had as an objective to initiate the process of selection of
white clover populations aiming at tolerance to Al toxicity. Another objective was
to identify some foliar diseases of white clover caused by fungi that occur in Rio
Grande do Sul and verify genetic variability for disease resistance. Two foliar
diseases caused by Curvularia trifolii and Cymadothea trifolii were identified in
white clover. Curvularia trifolii was used to inoculate the populations in order to
verify that there was genetic variability. Jacui showed greater resistance to
disease and selected populations could be differentiated, indicating genetic
variability. In selection for Al tolerance 24 populations that showed high
agronomic performance in work done previously at DPFA were selected in
nutrient solution containing 50 uM de AIClI3;. The three populations that had the
highest Al tolerance should be used in future studies. Another selection
methodology using gel media was adapted to white clover and used to evaluate
two populations. The method in gel media used 1200 uM de AICl3, and allowed
differentiation of the populations selected for tolerance and sensitivity after one
cycle of selection. Through this work we observed genetic variability of white
clover for Al tolerance and resistance to disease caused by Curvularia trifolii in
the populations studied. More work in both areas should be done with the goal
of developing cultivars more adapted to the conditions of Rio Grande do Sul.

! Doctoral thesis in Forage Science. Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (105p.) February,
2014.
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1.1 Introducao

No Rio Grande do Sul, a atividade pecuéaria € desenvolvida
basicamente de forma extensiva, tendo como principal fonte alimentar a
forragem dos campos naturais. O campo nhativo € composto,
predominantemente, de espécies estivais e em funcdo disso ocorre a
paralisacdo do crescimento da pastagem durante periodos de baixas
temperaturas, como no outono e inverno (Nabinger et al., 2000). Para
preencher esta lacuna e manter a producdo durante esse periodo, uma
alternativa € a introducdo de espécies hibernais ao sistema, sendo as
leguminosas uma boa opcdo para o melhoramento de pastagens naturais. Na
pecuaria leiteira, a utilizacdo de pastagens cultivadas de leguminosas é
indispensavel para manter uma producdo rentavel, pois a atividade esta
baseada principalmente no pastejo direto e necessita de pastagens com boa

producédo e 6tima qualidade de forragem.

O trevo-branco (Trifolium repens L.) € uma leguminosa forrageira de
inverno utilizada no Rio Grande do Sul no melhoramento de campo nativo e em
pastagens, principalmente consorciadas com gramineas. Devido a sua alta
producdo de forragem de qualidade, persisténcia ao manejo intensivo e
habilidade para competir com gramineas perenes, esta espécie contribui na
formacdo das melhores pastagens do mundo, principalmente em regides
temperadas (Carambula, 1977).

Apesar de ser utillizada, é conhecida por apresentar baixa
persisténcia durante os meses de verdo (Paim & Riboldi 1994), pode perenizar-
se por meio do desenvolvimento continuo de seus estoldes, no entanto, em
condicBes ambientais ndo favoraveis, a permanéncia na pastagem é devida a
producdo de sementes e capacidade de ressemeadura natural (Reis et al.,
1980). Plantas que sobrevivem ao verdo por meio de seus estoldes
apresentam maior precocidade e produtividade no ano seguinte do que plantas
originadas da ressemeadura natural (Schneider et al., 2011). Devido a isso,
procurar promover a persisténcia do trevo-branco nas pastagens por meio da
reproducao vegetativa tem sido objetivo de trabalhos em todo o mundo (Jones,
1980; Brink et al., 1999; Seker et al., 2003; Bortolini et al., 2006).

O trevo-branco néo se desenvolve bem em solos pobres, acidos ou
arenosos. Adapta-se melhor em locais umidos, com solos férteis, néo tolerando
periodos de déficits hidricos (Carambula, 1977, Gibson & Cope, 1985). No Rio
Grande do Sul, acredita-se que o problema da persisténcia do trevo-branco
seja devido, principalmente, as altas temperaturas do verdo e a baixa
disponibilidade de agua neste periodo (Paim, 1988). No entanto, pode ser

agravado pelos niveis téxicos de aluminio e manganés e, pela deficiéncia de
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fésforo, que caracterizam os solos de grande parte do Rio Grande do Sul
(Nabinger, 1980). A presenca de doencas também é um problema que afeta a
persisténcia, podendo reduzir drasticamente o estande da pastagem (Latch &
Skipp, 1987).

Em um levantamento realizado por Drescher et al. (1995), utilizando
cerca de 60.000 amostras de solos do Rio Grande do Sul, cerca de 70% das
amostras apresentaram pH em agua menor que 5,5. O trevo-branco, apesar
de ser relativamente tolerante a estresses de acidez dos solos, é raramente
encontrado em solos fortemente acidos. Nestes solos com baixo pH, o
estabelecimento inicial das plantulas de trevo-branco é especialmente critico,
afetando também o estabelecimento, a dispersdo e a persisténcia vegetativa,
sendo um fator limitante para a espécie (Voigt et al., 1997).

Trabalhos de melhoramento genético com trevo-branco vém sendo
conduzidos pelo Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia
(DPFA) da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul ha vérios anos. O principal objetivo de grande parte destes trabalhos foi
o de aumentar a producdo e persisténcia do trevo-branco em funcédo de uma
maior adaptabilidade a estresses hidricos, onde grande progresso foi obtido
(Paim & Riboldi, 1994; Viecelli, 2000; Bortolini et al., 2011; Schneider et al.,
2011).

Dentre as cultivares desenvolvidas no DPFA estdo a Guaiba S; e
Jacui S,, que foram obtidas no Rio Grande do Sul no inicio dos anos
1980, selecionadas por suas caracteristicas de persisténcia, producdo de
forragem e de sementes. Estas cultivares tiveram origem a partir de estolhos
que sobreviveram a grande estiagem ocorrida no verdo de 1977/78 e a partir
de material introduzido da Flérida (EUA), de areas experimentais e de areas
antigas com trevo-branco (Paim & Riboldi, 1994). Viecelli (2000) avaliou a
producdo de matéria seca de 39 progénies de trevo-branco, comparando ao
cultivar Jacui na EEA em Eldorado do Sul. Neste trabalho foram selecionados
0S acessos que deram origem a populacdo UFRGS-2004-2. Schneider et al.
(2011) avaliaram progénies de acessos da colecédo nuclear de trevo-branco e
de plantas coletadas apds um periodo de estiagem, em duas regibes
fisiograficas do Rio Grande do Sul. As progénies que apresentaram maior
producdo de MS e persisténcia em ambos locais foram selecionadas para
compor uma nova cultivar sintética de trevo-branco.

Atualmente, diante da continua demanda de genoétipos mais
adaptados as condi¢Oes climaticas do Rio Grande do Sul, procura-se comecar
a investigar e agregar caracteristicas de tolerancia ao aluminio e resisténcia a
doencas as populacdes estudadas e selecionadas anteriormente no DPFA.
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1.1 Trifolium repens L.: Taxonomia, origem e importancia

Trifolium repens L. (trevo-branco) € uma das espécies mais
importantes agronomicamente dentre as cerca de 250 espécies do género
Trifolium. Este género pertence a tribo Trifolieae da subfamilia Papilionoideae
(também conhecida como Faboideae) da familia Fabaceae (Lewis et al., 2005).

O trevo-branco € uma espécie alotetraploide (2n = 4x = 32) de
natureza aldgama obrigatoria (Pederson, 1995). Ellison et al. (2006), através de
andlises filogenéticas, identificaram T. occidentale (Schreb.) e T. pallescens
(Schreb.) como os dois progenitores diploides do trevo-branco.

Originaria dos paises do Leste do Mediterraneo, atualmente faz
parte da flora de todos os continentes (Ball et al., 1991). O cultivo de trevo-
branco por meio do uso da semente aparentemente comecou nos Paises
Baixos por volta da segunda metade do século XVI. A distribuicdo geogréafica
do trevo-branco parece ser limitada apenas pelo frio do Artico, a seca dos
desertos e ao calor e competicdo de plantas das florestas tropicais (Leffel &
Gibson, 1973). Algumas caracteristicas como o pequeno tamanho da semente,
dureza do tegumento que prolonga a vida da semente, o longo periodo de
florescimento e producdo de sementes e a alta palatabilidade da planta s&o
fatores que favorecem a ampla disseminacéo (Hollowell, 1966).

Devido a sua alta producéo de forragem de excelente qualidade, sua
persisténcia com manejos intensivos e a habilidade para competir com
gramineas perenes, esta espécie contribui na formacdo das melhores
pastagens do mundo, principalmente em regides temperadas (Carambula
1977). Geralmente é usada em associacbes com gramineas, fornecendo
nitrogénio (N) a partir da fixacdo bioldgica. Esta transferéncia de N é um
movimento direto de compostos nitrogenados dos nodulos as raizes das
gramineas; uma transferéncia de produtos da decomposicdo dos nddulos,
raizes e parte aérea do trevo-branco; e uma transferéncia de compostos de N
através dos animais em pastejo (Leffel & Gibson, 1973).

Desenvolve-se principalmente em areas de solos férteis, com boa
umidade e quantidades adequadas de fosforo, ndo sendo tolerante a solos
acidos, salinos ou muito alcalinos (Ball et al., 1991).

Esta espécie assume um papel importante no Estado, pois sua
producdo de forragem ocorre na época do ano que o crescimento do campo
nativo esta reduzido, tendo como consequéncia uma queda na producéo de
forragem, tornando-se assim um importante suprimento alimentar aos animais
durante este periodo (Oliveira & Moraes, 1995).

1.2 Caracteristicas da espécie

A plantula de trevo-branco desenvolve inicialmente uma raiz
pivotante e um ramo principal. Passado certo periodo, comeca a produzir
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estoldes que se desenvolvem radialmente produzindo raizes adventicias em
seus noés (Garcia, 1995). Posteriormente, 0os nds destes estoldes atuam como
coroas e de cada um destes podem se desenvolver, de acordo com as
condi¢cdes climéticas, uma folha, raizes adventicias e/ou uma gema axilar
(Carambula 1977). Nédulos estédo presentes nas raizes do trevo-branco como
resultado da simbiose entre a planta hospedeira e Rhizobium trifolii Dangeard
(Leffel & Gibson, 1973).

As folhas desenvolvem-se da coroa e dos nos do estoldo e
geralmente sdo compostas por trés foliolos. Estes variam muito em forma e
tamanho, podendo ser elipticos a obovais ou quase obcordados, pontiagudos
ou entalhados no apice, apresentando ou ndo uma marca branca em “V” na
face superior (Hollowell, 1966). A vida da folha, da gema até a senescéncia, é
cerca de 40 dias, sob condi¢des favoraveis. Na axila da folha, ha uma gema
axilar, que se mantém dormente, desenvolve um estoldo ou uma inflorescéncia
(Leffel & Gibson, 1973).

O florescimento depende de muitos fatores dentro de cada genotipo,
idade e grau de desenvolvimento da planta; temperatura e fotoperiodo sao
proeminentes. O florescimento é muito reforcado por dias longos e
temperaturas 6timas para crescimento apos dias curtos e temperaturas baixas
(Leffel & Gibson, 1973). As inflorescéncias nascem nas axilas das folhas nos
nés dos ramos, compostas de 40 a 100 flores individuais. A vagem de uma
Unica flor pode conter de uma a sete sementes. As flores sdo principalmente
auto-incompativeis e para a producdo de sementes deve haver polinizacdo
cruzada (Hollowell, 1966). A maturacdo da semente € de 22-30 dias apos a
polinizacdo cruzada. As sementes sdo pequenas e duras, podendo passar
intactas pelo trato digestivo dos animais, permitindo assim, a ressemeadura e
disperséo da espécie (Leffel & Gibson, 1973).

Uma vez que as condi¢cdes ambientais favorecem o processo de
floracdo, as gemas axilares deixam de produzir estoldes para produzir
inflorescéncias. Desta forma, a producdo de inflorescéncias se faz em
detrimento da formacdo de novos estoldes e, consequentemente, o
crescimento da planta é detido (Carambula 1977). O aparecimento de estoldes
secundarios provoca, em geral, um enfraquecimento muito intenso nos
estolBes primarios devido a passagem unidirecional de substancias de reservas
para estes estoldes jovens até o ponto que finalmente os estoldes e a raiz
primaria morrem entre o primeiro e segundo ano. A partir desse momento, a
sobrevivéncia da planta depende das raizes adventicias dos estolBes, que
normalmente se concentram nos primeiros 15 cm do solo (Garcia, 1995). Este
comportamento facilita, em ambientes favoraveis, a sobrevivéncia das plantas
por multiplicagcdo vegetativa, ao assegurar o desenvolvimento e crescimento
sucessivo de novos estolbes (Carambula, 1977).

Devido ao seu habito estolonifero, o que é aproveitado pelo animal &
fundamentalmente folhas e pedunculos florais. As desfolhacdes ndo afetam os
seus pontos de crescimento e a qualidade de forragem apresenta um valor
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nutritivo muito alto ao longo do ciclo de producao (Carambula, 1977). O valor
nutritivo, como é expresso pela composicdo, difere extensamente em diferentes
estagios de maturacédo, com diferentes praticas culturais e diferentes locais. No
entanto, o trevo-branco varia menos em valores nutricionais do que outras
leguminosas, nas quais as hastes sao colhidas como parte da forragem
(Hollowell, 1966).

As plantas de trevo-branco recuperam-se rapidamente apés uma
desfolhacédo devido a uma boa capacidade fotossintética dos estoldes e a alta
eficiéncia da area foliar & medida que se desenvolve. Sem duvida, um modelo
ideal de planta forrageira adaptada a pastoreios continuos deveria possuir
grande parte das caracteristicas do trevo-branco. Porte rasteiro, indice de area
foliar 6timo baixo e presenca de folhas maduras no extrato superior, s&o
caracteres que favorecem um manejo intenso (Carambula, 1977).

O trevo-branco é uma leguminosa de ciclo hiberno-primaveril, sendo
mais adaptada a regides com temperaturas amenas e boa umidade (Ball et al.,
1991). De acordo com Paim (1988), a temperatura 6tima para o crescimento do
trevo-branco estd compreendida entre uma faixa de 16 a 24°C durante o dia e
em torno de 12 a 18°C durante a noite. Quando a temperatura baixa de 7—8°C,
ocorre uma acentuada redugédo na taxa de crescimento. As temperaturas
durante o verdo, acima de 30°C, sdo altamente prejudiciais a persisténcia desta
espécie.

A persisténcia € um dos principais problemas desta espécie e este
fator pode ser considerado como o0 mais determinante para a producdo ao
longo dos anos. A época de plantio, florescimento, incidéncia de infecgbes por
doenca e a infestacdo por insetos que se alimentam das raizes podem levar a
morte das raizes e das plantas durante o primeiro ano de producéo (Hollowell,
1966). A formacédo constante de ramos e o0 enraizamento dos novos noés € o
que garante a persisténcia desta espécie (Jones, 1980).

1.3 Solos acidos

A presenca de solos acidos é frequente nas regides tropicais e
subtropicais. Estima-se que cerca de 30-40% dos solos araveis do mundo tem
pH abaixo de 5,5 (von Uexkull and Mutert, 1995). No Rio Grande do Sul 70%,
das amostras de solo apresentaram pH em agua menor que 5,5, em
levantamento que utilizou cerca de 60.000 amostras (Drescher et al., 1995),
atualmente, muitos pontos ja tiveram a acidez parcialmente corrigida,
principalmente, em areas de lavoura. A formagdo dos solos acidos é o
resultado da combinagdo de muitos fatores, tais como tempo, clima, relevo,
material de origem e organismos. Dentre os fatores citados, 0os que apresentam
maior relevancia sdo a presenca de altas temperaturas e a intensidade das
chuvas associadas ao material de origem do solo (Meurer et al., 2010).
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O processo de acidificacdo do solo inicia com a solubilizagcdo da
rocha. Em decorréncia da elevada precipitacdo pluviométrica ocorre uma
lixiviacdo de cations (Na*, K*, Ca?* e Mg®") e anions (cloreto, nitrato e sulfato)
de menor valéncia, associada & retencdo de cations de maior valéncia (AI*"),
nos sitios de troca da argila e da matéria organica (Tedesco & Bissani, 2004).
Por meio de reacfes de hidrolise, o aluminio em solucdo aquosa precipita sob
a forma de AI(OH)s, produzindo fons H*. A medida que os ions de aluminio sdo
solubilizados da rocha, fons H* véo sendo liberados favorecendo ainda mais a
dissolucéo da rocha. Por um lado, esse processo acelera a formacao do solo.
No entanto, o aluminio solubilizado desloca cations importantes para a nutricao
das plantas dos sitios de troca para a solucdo do solo, favorecendo a sua
percolacdo (Bohnen et al., 2000).

Os solos 4cidos determinam fortes limitagfes a producgdo agricola.
Pois, possuem baixa disponibilidade de alguns nutrientes essenciais para as
plantas e favorecem o surgimento de teores toxicos de Al e Mn na solucdo do
solo. O Al em altas concentracdes destaca-se como o principal fator limitante
em solos com pH inferior a 5,5 (Delhaize & Ryan, 1995), afetando muitos
processos fisioldgicos, bioquimicos e metabdlicos nas plantas.

O trevo-branco é raramente encontrado em solos fortemente acidos.
Nestes solos com baixo pH, o estabelecimento inicial das plantulas de trevo-
branco é especialmente critico e afeta também a dispersédo e a persisténcia
vegetativa, sendo um fator limitante para a espécie (Voigt et al. 1997). O
crescimento das raizes e estoldes e a fixacdo de nitrogénio aumentam quando
o pH é maior que 6,0 (Andrew, 1976), sendo estes fatores indispensaveis para
a persisténcia do trevo-branco.

O problema da acidez pode ser contornado por meio da correcao
dos solos acidos, feita pela pratica da calagem. Substancias que geram ions
(oxidrilas e bicarbonato) capazes de neutralizar os jons H* sdo aplicadas ao
solo (Meurer et al., 2010). A pratica da calagem é frequentemente utilizada com
0 intuito de reduzir a acidez do solo, aumentando o pH, calcio (Ca) e
magnésio (Mg) trocaveis, além de diminuir o teor de Al toxico, ferro (Fe)
e Mn, proporcionando ainda maior capacidade de troca catibnica (CTC).
Aumenta a disponibilidade de nitrogénio, enxofre e boro que resultam da
mineralizacdo da matéria organica, melhora o aproveitamento de adubos,
fornece Ca e Mg e estimula a atividade microbiana (Miguel et al., 2010). Os
calcarios agricolas mais utilizados sdo os compostos por carbonato de calcio e
magnésio, que apresentam baixa solubilidade (Meurer et al., 2010). Ao se
aumentar o pH em agua do solo para valores superiores a 5,5, o Al comecga a
ser neutralizado diminuindo a toxidez por esse elemento (Bohnen et al., 2000).
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O uso de corretivos representa um acréscimo nos custos de
producdo, podendo ser, em determinadas situa¢des, economicamente inviavel.
Além disso, a reducao na saturacdo de Al ao longo do perfil do solo, com a
calagem, necessita de muito tempo, devido a baixa solubilidade do calcario. A
capacidade corretiva, em geral, ndo ultrapassa as camadas superficiais. Isto
impossibilita o crescimento normal do sistema radicular das plantas, que
precisam de um maior volume de solo para explorar, principalmente em
profundidade, a fim de garantir a absorcdo de nutrientes e agua. Devido a isso,
o sistema radicular ird se desenvolver, principalmente, na camada superficial
ficando mais vulneravel a estresses hidricos e deficiéncia de nutrientes
(Malavolta et al., 1994; Mascarenhas & Tanaka, 1995; Amaral et al., 2004).

A opcéo que tem sido considerada mais promissora para contornar
este problema € a exploracdo do potencial genético das plantas, uma vez que
espécies, cultivares e variedades diferem amplamente quanto a tolerancia ao
excesso de aluminio no solo (Singh et al., 2011). A identificacéo e a selecao de
genaotipos tolerantes resultam em vantagens, independentemente do grau de
tecnologia utilizado (Ferreira et al., 2006). Essa estratégia € considerada
indispensavel em programas de melhoramento genético, que visam a
identificacdo de plantas mais produtivas que apresentem maior adaptabilidade
em condicOes de estresse (Freitas et al., 2006).

1.4 Toxidez por aluminio e mecanismos de tolerancia

O principal sintoma de toxidez por Al em plantas é a inibicdo do
crescimento da raiz, resultando em reducdo e danos ao sistema radicular,
podendo levar a deficiéncia mineral e estresse hidrico (Degenhardt et al.,
1998). A formacdo de raizes capilares em trevo-branco é reduzida
drasticamente em concentracfes maiores que 20 uM de Al (Care, 1995). A
reducdo no crescimento da parte aérea € um sintoma secundario, onde as
plantas apresentam sinais de deficiéncia de fosforo, devido a falha na sua
translocacao (Tedesco & Bissani, 2004).

O Al afeta as funcdes celulares através de alteraces na membrana
das células da raiz, inibicdo da sintese de DNA e da divisdo celular, inibicdo do
elongamento celular, causando alteragbes na absor¢cdo de nutrientes e no
balanco nutricional (Machado, 1997).

As membranas celulares da raiz sdo tidas como os locais onde
ocorrem as lesdes primarias de toxicidade por Al. Segundo Zhao et al. (1987),
o Al pode alterar as propriedades da membrana plasmatica e vacuolar,
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resultando, assim, numa diminuicdo da permeabilidade para a agua. Outros
sintomas da acgédo toxica do Al sdo a perda de camadas celulares periféricas e
degeneracéo do citoplasma (McQuattie & Schier, 1990).

A inibicdo direta da divisdo celular ocorre pela captura de seccbes
da dupla hélice de DNA por polimeros de Al, através da forte ligacdo entre
fosfato, com carga negativa, e a carga positiva do polimero (Naidoo et al.,
1978; Wallace & Anderson, 1984).

Alteracdes sdo consequéncias do alto acumulo de Al no nucleo das
células (Naidoo et al., 1978). Ha casos em que a reducdao no comprimento das
raizes parece ser acompanhada por um aumento no diametro. Este fenébmeno,
entretanto, ndo compensa a diminuicdo da area superficial das raizes, que €&
funcionalmente mais importante que a massa radicular (Machado, 2007).

No rizébio, a combinacdo acidez e Al produz uma variedade de
efeitos. A reducdo da taxa de multiplicacdo é o efeito mais importante para a
colonizacéo de solos e raizes, sendo inibida em diferentes graus, dependendo
da estirpe do rizobio (Munns & Keyser, 1980). Paudyal et al.(2007) observaram
que o Al, mesmo em pequenas concentracdes, tem efeito negativo sobre a
cinética de crescimento de rizébio em condi¢fes culturais. A nodulacéo é mais
sensivel as condicfes de acidez do solo do que o elongamento da raiz,
estando mais relacionada ao pH do que a concentracdo de Ca (Brauer et al.,
2002).

Algumas espécies dispdem de mecanismos que capacitam as
plantas a tolerarem os efeitos toxicos deste ion (Conceicao et al., 2008). Os
mecanismos de tolerancia ao Al podem ser divididos naqueles que atuam no
sentido de impedir a entrada do Al pela raiz (mecanismos de exclusdo) e nos
gue permitem a planta acumular o Al em locais especificos, tolerando-o dentro
da célula (Hartwig et al., 2007).

A exclusdo do Al no 4pice das raizes € o mecanismo mais comum
de tolerancia ao Al. O mecanismo é baseado na exsudacdo de &acidos
organicos pelas raizes, liberados na rizosfera, atuando como quelantes do Al
(Hoekenga et al.,, 2003). A secrecdo de acidos organicos € altamente
especifica ao Al, ocorrendo no apice da raiz. Esse processo € classificado em
dois padrdes: no padrdo I, ndo existe um atraso perceptivel entre a adicao de
Al e 0 comeco da liberagdo dos acidos orgéanicos; no padréo Il, ocorre uma
marcada fase de espera entre a adicdao de Al e o comecgo da secre¢cdo dos
acidos organicos (Ma, 2000).

O tipo de acido orgénico secretado, assim como o tipo de secrecdao,
varia entre as espécies de plantas (Ma, 2000). Em cultivares tolerantes de trigo,
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a exclusado ocorre pela exsudacado de malato; nas cultivares tolerantes de
feijao, milho e soja, através do citrato. Algumas espécies como triticale, centeio,
canola e aveia liberam malato e citrato (Ma et al.,, 2001). Santos (2009)
verificou a exsudacéo de acido oxalico em populacdes de cornichéo.

Algumas espécies apresentam a capacidade de acumular elevadas
guantidades de Al em seus tecidos, como meio de desintoxicacao interna do Al
nas plantas (Hartwig et al., 2007). A horténsia (Hydrangea macophylla) € um
bom exemplo de mecanismo de desintoxicacao interna. Nesta espécie foi
observado o actimulo de até 15,7 mmol kg™? de Al nas pétalas de coloracdo
azul, complexado com citrato no citosol (Ma et al., 1997). Outras espécies que
apresentam o0 mecanismo de desintoxicagcdo interna sdo o trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum) (Zheng et al., 1998) e brachiaria-peluda (Bracchiaria
ruziziensis) (Wenzl et al., 2001).

1.5.1 Controle genético e métodos de selecao

A tolerancia ao Al € uma caracteristica herdavel, que vem sendo
estudada em diversas culturas de importante valor comercial (Jansen et al.,
2002). Este conhecimento tem permitido o desenvolvimento de novas
cultivares, capazes de se desenvolverem bem em solos acidos. A caracteristica
pode ser controlada por um ou diversos genes. Na cevada, a tolerancia é
controlada por um gene dominante, enquanto que no trigo, no centeio e na soja
o controle é realizado por diversos genes (Foy et al., 1978; Tang et al., 2000).
No arroz, a heranca da tolerancia ao Al é oligogénica, determinada por alelos
dominantes (Ferreira et al., 1995). Em milho, a tolerancia é controlada por um
anico loco, com uma série de alelos multiplos (Ferreira et al., 2006). Um estudo
realizado em mutantes de Arabidopsis thaliana resistentes ao Al demonstrou
gue esta caracteristica € controlada por dois genes distintos. Cada gene
controla um mecanismo de exclusdo do Al: um deles atua liberando acidos
organicos e o outro, aumenta o pH da rizosfera, diminuindo assim a
concentracdo de Al téxico (Larsen et al., 1998).

Estudos genéticos sugerem que a resisténcia do trevo-branco ao Al
€ um caractere poligénico e pode ser recessivo (Caradus and Mackay, 1995).
Desta forma, um grande progresso genético pode ser possivel a partir de
selecéo recorrente (Voigt et al., 1997).

Trés abordagens genéticas basicas sdo comumente usadas no
melhoramento para tolerancia ao Al. Estas sao: (I) exploracdo da variacao
genética natural por meio da selecéo direta em ambientes estressados com Al,



23

(I mapeamento de locus de caracteristicas quantitativas (QTLs) e
subsequente selecdo assistida por marcadores, e (lll) desenvolvimento de
plantas transgéncias para introduzir novos genes ou para mudar os niveis de
tolerancia dos genes existentes e melhorar o grau de tolerancia ao Al (Singh et
al., 2011).

Dentre os métodos que consistem na selecdo direta em ambientes
estressados com o0 Al podem ser destacados os que utilizam solo (em
ambientes controlados ou néo), solucdo nutritiva e meio de cultura. Estes sdo
baseados, principalmente, nas caracteristicas das raizes, podendo ser
demorados, trabalhosos e sujeitos a variacdo do ambiente (Khu et al., 2012).

A principal vantagem da selecdo em solo a campo esta na condicao
natural de solo e clima em que a planta serd selecionada. Entretanto, este
método apresenta custos mais elevados e despende um maior periodo de
tempo. Quando a selegdo em solo for realizada em ambientes controlados, 0
principal problema é a obtencédo de solos adequados, pois a toxicidade do Al
ndo é o Unico fator limitante. Além disso, dificulta a observacdo das raizes,
onde ocorrem os primeiros efeitos do Al (Echart & Cavalli-Molina, 2001). A
maioria dos experimentos com trevo-branco para tolerancia ao Al realizados
em solo sdo conduzidos durante maiores periodos de tempo, variando de 45
(Caradus et al., 1987) a 84 dias (Dodd et al., 1992).

Voight & Staley (2004) selecionaram plantas de trevo-branco para
solos &cidos, utilizando uma pequena camada de solo acido, com toxidez de Al,
sobre agar. No entanto, os autores consideraram essa técnica pouco efetiva
comparada com a selecdo convencional de trevo-branco em vasos com
substrato acido.

A selecdo em solucdo nutritiva € um método que vem sendo muito
utilizado na obtencéo de plantas tolerantes ao Al, devido as varias vantagens
que o método oferece, pois € rapido e possibilita uma melhor analise do
sistema radicular, além de permitir um controle rigoroso sobre a disponibilidade
dos nutrientes e do pH (Hede et al, 2001). Por outro lado, muitos métodos com
solucdo nutritiva sdo dificeis de manter e inadequados para uma grande
fenotipagem (Khu et al., 2012). Adicionalmente, ndo se recomenda o método
em plantas que exprimam a tolerancia ao Al apenas na fase adulta ou naquelas
gque apresentam propagacao vegetativa (Samac & Tesfaye, 2003).

Khu et al. (2012) compararam métodos de selecdo em solo e em
meios de cultura em alfafa. O melhor meio de cultura foi o que utilizava apenas
50 uM de Al e 200 uM de CaCl,. Ambos os métodos possibilitaram quantificar o
crescimento da parte aérea e raizes, discriminando a populacao tolerante das
sensiveis. No caso do meio de cultura, é possivel visualizar diferencas na
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arquitetura das raizes. Segundo os autores, o método em solo complementa o
método do meio de cultura, possibilitando avaliar o crescimento das plantas
nas condicdes de solo.

Atualmente, grande parte dos trabalhos desenvolvidos para
tolerdncia ao aluminio visam identificar genes e QTLs ligados a esta
caracteristica. Conforme Singh et al. 2011, muitos avancos tém sido obtidos na
area da genética molecular nos dltimos 15 anos. Estes avangos séao
ferramentas funcionais que ajudam a entender questdes fundamentais
associadas ao estresse. No entanto, na maioria das culturas e espécies
forrageiras ainda ndo substituem os métodos de sele¢do baseados no fenétipo.

1.6 Doencgas no trevo-branco

O trevo-branco pode ser afetado por insetos, nematoéides, fungos e
virus (Jahufer 1991). Sessenta e duas espécies de fungos, a bactéria
Pseudomonas syringae e 14 tipos de virus tém sido registrados atacando trevo-
branco, de acordo com Duke (1981). No entanto, ha um conhecimento limitado
sobre as influéncias destes patdgenos e seus efeitos relativos na produtividade
de pastagens contendo trevo-branco (Jahufer 1991). Coletivamente, as pragas
e doencas que afetam o trevo-branco tém demonstrado um grande efeito no
crescimento e na fixagdo de N, no entanto, como os efeitos séo em grande
parte subclinicos, dificeis de detectar e quantificar, na maioria das vezes nao
sao reconhecidos (Brock et al, 1989). No Brasil, ndo existem informacgdes sobre
0 quanto que as pastagens séo afetadas pela incidéncia de doencas, insetos
ou nematdides e nem quais doencas ocorrem no trevo-branco. De acordo com
Marchi et al. (2011), o conhecimento sobre os agentes etioldgicos, sobretudo
com respeito a influéncia dos mesmos na capacidade de suporte e na
produtividade das pastagens, ainda é limitado no Brasil. Isto tem dificultado o
estabelecimento de medidas especificas para o manejo de doencas em plantas
forrageiras.

As pastagens de trevo-branco possuem varias caracteristicas que
dificultam a quantificacdo e mensuracdo do crescimento das epidemias de
manchas foliares. Entre elas estdo, a origem de polinizacdo cruzada das
populacdes que confere ao trevo-branco alta variabilidade; ocorréncia espacial
das plantas de trevo-branco em manchas e temporalmente variaveis nas
pastagens; e as epidemias foliares compreendem muitas doencas simultaneas
(Nelson & Campbell, 1993a). Conforme 0os mesmos autores, as duas forgcas
competitivas: (1) desfolha causada pela doenca e, (2) rebrote do hospedeiro,
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sd0 mecanismos que resultam na manutencdo de niveis de severidade de
doencas relativamente baixos durante a incidéncia de epidemias de doencas
foliares.

Nelson & Campbell (1992) afirmam que a ecologia do sistema
patolégico das manchas foliares no trevo-branco em pastagens consorciadas
com gramineas € extremamente diversa. Segundo o0s autores, uma tipica
pastagem de verdo, geralmente, hospeda de cinco a seis patdgenos de
manchas foliares, podendo ocorrer de um a dois patdgenos por folha. Estes
patdgenos variam muito no que se refere ao modo de reproducéo e dispersao,
e pouca quantidade de informacéo esta disponivel na ecologia individual ou em
grupo destes patdgenos (Nelson & Campbell, 1993b).

De acordo com Miller (1984), o trevo-branco esta sujeito a danos de
raiz pelo fungo Sclerotium rolfsii e Sclerotinia trifoliorum. Danos as raizes,
estoldes e folhas causados pelos fungos Rhizoctonia, Fusarium, Leptodiscus,
Curvularia e Colletotrichum também foram relatados por este autor. Segundo
Woodfield & Caradus (1996), na Nova Zelandia, a persisténcia do trevo-branco
€ mais afetada por insetos, nematdides e virus, enquanto que doencas
fungicas nédo teriam um efeito significativo.

As limitagdes no crescimento de trevo-branco provavelmente sejam
resultado de uma interacdo complexa de uma ou mais doengas com outras
restricbes, tais como estresse hidrico, fertilidade do solo, presséo de pastejo e
competicdo (Latach & Skipp 1987). Um manejo efetivo deste complicado
sistema patolégico consiste em um melhor entendimento das inter-relacdes
entre organismos, espécies ocorrentes e diversidade no complexo de manchas
foliares (Nelson & Campbell, 1992).

Nelson & Campbell (1992) observaram a incidéncia de espécies
patogénicas e padrdes de associacdo de um complexo de doencgas foliares no
trevo-branco em areas de pastagens na Carolina do Norte-EUA. As doencas
mais prevalentes e destrutivas foram as causadas por Pseudomonas
andropogonis e Rhizoctonia solani. Doencas causadas por Curvularia trifolii,
Cercospora zebrina e Colletotrichum mantiveram uma incidéncia mais baixa e
relativamente constante. Apesar da menor média de incidéncia de Curvularia
trifolii, ocorreu uma severa infestacdo em uma das regides durante o veréo
(Nelson & Campbell, 1992). O microclima dentro de pastagens ou regides pode
afetar a disseminacdo de manchas foliares. Nelson & Campbell (1993b)
indicam quatro fatores — resisténcia do hospedeiro, ecologia do patdgeno,
desfolha e ambiente — como importantes forgas que dirigem o padréo espacial
neste ecossistema complexo.

Mudancas na ocorréncia e diversidade de espécies também podem
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ser atribuidas aos efeitos da atividade dos bovinos (Nelson & Campbell, 1992).
Patdégenos foliares de forrageiras geralmente sdo suprimidos pelo pastejo
(Pratt, 1991), o qual destr6i o denso dossel favoravel para a infeccdo e
reproducdo do patdogeno (Nelson & Campbell, 1993b). Gibson e Cope (1985)
observaram que o acumulo excessivo de vegetacdo é prejudicial ao trevo-
branco, porque a luz reduzida, a umidade do solo e o microclima predispdem
para problemas de doencas e insetos. Conforme Skipp & Lampert (1984), a
maior incidéncia de doencas foliares em pastagens de trevo-branco pouco
pastejadas sao reflexo dos seguintes fatores: (1) aumento no nivel de inéculo
do fungo, devido & menor frequéncia de remocédo de folhas infectadas; (2)
maior tempo de desenvolvimento do sintoma entre desfolhacdes; (3) condicbes
mais favoraveis para doencas foliares em dosséis mais densos e umidos; e (4)
reduzida producao de folhas novas em condicdes sombreadas.

Nelson & Campbell (1993a) observaram maior desfolha e severidade
de doencas durante o verao, provavelmente, devido a atividade associada dos
patégenos que se propagam em altas temperaturas, como por exemplo, R.
solani, P. andropogonis e C. trifolii. Efeitos cumulativos da continua desfolha
causada por doencas em periodos de clima desfavoravel para o crescimento
do trevo-branco (quente e seco) contribuem para a diminuicdo da producéao,
debilidade e morte da planta (Nelson & Campbell, 1993a). As pontas terminais
dos estoldes precisam crescer o mais rapido possivel durante condicdes
favoraveis para permanecer a frente das necroses que se propagam da parte
basal do estoldo. Se a necrose alcanca a ponta do estoldo antes do final do
verdo, aquela porcédo da planta morre. Por outro lado, se a necrose alcanca a
ponta de todos os estoldes, o estande de trevo-branco é eliminado (Pederson
et al, 2000).

Pederson & Pratt (1995) testaram o uso de fungicida durante o verao
em trés cultivares de trevo-branco, sendo uma delas tolerante a seca. O uso de
fungicida aumentou a densidade de estoldes, densidade de pontos de
crescimento e comprimento de estoldes em todas as cultivares. A cultivar
tolerante apresentou maior cobertura de solo, densidade de estoloes e
comprimento de estoldo, no entanto, o uso do fungicida lhe conferiu um menor
aumento do comprimento relativo de estoldo em relagdo as outras duas
cultivares. Segundo os autores, os resultados sugerem gue fungos patogénicos
podem reduzir a sobrevivéncia de estolfes durante a dorméncia no veréo e que
uma maior resisténcia a doencas fungicas pode ser parte do mecanismo de
sobrevivéncia da cultivar tolerante a seca. Pederson et al. (2000) também
verificaram maior resisténcia de uma cultivar tolerante a seca, entre 20 outros
genatipos, quando estas foram inoculadas com Macrophomina phaseolina, um

importante patdogeno que limita a sobrevivéncia dos estoldes do trevo-branco.
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Estratégias de controle sdo precarias em pastagens/forrageiras
comparadas com as empregadas em outras culturas. Incidéncia e severidade
de doencas séo afetadas pelo clima e praticas de manejo da cultura, sendo o
clima um fator primario (Leath et al.,, 1996). Praticas de manejo tém um
pequeno impacto na maioria das pragas e doencas que afetam a persisténcia
do trevo-branco e 0s custos com controle quimico geralmente ndo séo
econdmicos (Woodfield & Caradus, 1996). A solugdo de controle mais pratica a
longo prazo para as doencas em forrageiras é através do aumento dos niveis
de resisténcia genética, podendo melhorar a qualidade e a produtividade de
forragem do trevo-branco durante alguns periodos do ano (Skipp & Lampert,
1984, Leath et al., 1996).

1.6.1 Cymadothea trifolii

O ascomiceto  biotrofico  obrigatério  Cymadothea trifolii
(Dothideomycetes, Ascomycota) € 0 agente causal da fuligem ou mancha preta
do trevo-branco (Simon et al., 2009). Esta doenca pode ser frequentemente
observada em plantas de trevo-branco nos meses seguintes ao inverno no
Estado do Rio Grande do Sul. Embora o fungo n&o seja considerado como um
patégeno agricola sério, tem um impacto significativo em pastagens de trevo-
branco e é frequentemente encontrado em locais naturais (Simon et al. 2009).
O fungo afeta o rendimento pela detencdo do crescimento e desfolhacdo e a
qualidade por aumentar o nivel de estrégeno na planta (France & Guerreiro,
1988).

Cymadothea trifolii € generalizado sobre as espécies do género
Trifolium (Fabaceae), mas também tem sido relatado em alfafa (Medicago
sativa) (Puschner, 2005).

Caracteriza-se por pequenas pustulas negras, o estroma, na parte
inferior dos foliolos do trevo. Dentro da folha, o fungo prolifera
intercelularmente, formando um aparelho de interacdo complexo para obter os
nutrientes de seu hospedeiro (Simon et al., 2004). Manchas verde escuras a
pretas, com textura, e cerca de 1 mm de diametro, ocorrem na parte inferior
das folhas. Se a infeccdo for grave, podem cobrir quase toda a superficie das
folhas, que vém a secar.

Esta doenca € mais prevalente em areas baixas e molhadas,
especialmente no outono e inverno (Clarke, 1999). O fungo permanece em
restos de folhas afetadas durante o inverno, época que ocorre o ciclo sexual,
gerando-se 0s ascosporos durante a primavera, constituindo o inéculo primario.
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Estes afetam a folhagem, produzindo as massas de conidiéforos e conidios
caracteristicos da doenca, que produzem o indcolo secundario e disseminam a
enfermidade durante a primavera e verdo. No outono, se desenvolvem o0s
peritécios que durante o inverno geram o ciclo sexuado, repetindo-se o ciclo
(France & Guerreiro, 1988).

1.6.2 Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn.

Doencas em leguminosas causadas por Curvularia trifolii foram
identificadas em trevo-branco (Trifolium repens L.), trevo vermelho (Trifolium
pratense L.), Trifolium hybridum L., Trifolium incarnatum L. e Trifolium
subterraneum (Nishihara, 1966). Este patdgeno também foi encontrado
causando severos danos em Agrostis tenuis Sibth. (Falloon, 1976). A doenca
causada por este agente tém sido observada em diferentes municipios do Rio
Grande do Sul, sendo facilmente encontrada apds periodos de chuvas
seguidos por altas temperaturas.

Quanto as caracteristicas morfolégicas, Curvularia trifolii apresenta
conidiéforos macronematosos, mononematosos, isolados ou em grupos,
terminais ou laterais em hifas, simples ou raramente ramificados, comprimento
até 550 um; conidios solitarios, 3-septados, elipséides a fusiformes, base
afunilada, hilo protuberante, frequentemente curvos e com a terceira célula ou
a segunda e a terceira por vezes desproporcionalmente intumescidas, células
uniformemente castanhas a castanho-claras, células 24-37 x 14-16,5 um,
parede por vezes verrugosa; coldnias efusas, feltrosas a cotonosas, densidade
média a forte, cinzento-olivaceas, frente de crescimento lobado, auséncia de
zonagem (Lima e Furtado, 2007).

lida & Takahashi (1967) descreveram 0s principais aspectos do
fungo C. trifoli quanto aos fatores ambientais favoraveis para o
desenvolvimento. Segundo os autores, a germinacdo do esporo acorre entre
15°C e 37,5°C, sendo 30°C a temperatura 6tima. A temperatura ideal para
crescimento do micélio em meio de cultura é de 27,5°C. A germinacédo do
esporo e crescimento do micélio sdo pouco afetados pela luz. A doenga ocorre
em uma ampla escala de temperatura (15°C a 38°C), sendo mais severa entre
25°C e 30°C. A infeccdo é acelerada em uma condicdo escura. A severidade
da doenca foi aumentada mantendo as plantas em alta umidade dois dias
antes da inoculagdo, sendo mais severa em folhas jovens.

Curvularia trifolii é disseminado pelo ar e causa morte rapida das
folhas (7-10 dias) no trevo-branco (Nelson & Campbell, 1993b). Sintomas
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foliares no trevo-branco estendem-se de manchas amarelas a grandes areas
em forma de V nas extremidades dos foliolos, e ocasionalmente, causa a morte
de todo o foliolo. Quando o peciolo € afetado, toda a folha morre. O maior
desenvolvimento desta doenca ocorre com as altas temperaturas apoés
periodos de chuva, ou seja, em clima quente e Umido. O pastejo ou cortes na
pastagem, geralmente, diminuem a severidade desta doenca (Leath, 1985).
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1.7 Hipoteses e objetivos

Hipoteses:

- Existe variabilidade genética dentro e entre populacdes de trevo-
branco para resisténcia a doencas fungicas foliares.

- E possivel realizar selecdo de plantas de trevo-branco tolerantes
ao aluminio em solucao nutritiva e meio gel durante a fase de plantula.

- O comprimento da raiz principal esta correlacionado com o
comprimento total de raiz, podendo ser utilizado na selecdo de plantas
tolerantes ao aluminio.

Objetivos gerais:

Um dos objetivos do trabalho foi dar inicio ao processo de selecéo
de plantas e populacdes de trevo-branco visando tolerancia ao aluminio. Neste
estudo, foram utilizadas populacdes que apresentaram alto desempenho
agrondmico em trabalhos realizados anteriormente no DPFA (Departamento de
Plantas Forrageiras e Agrometeorologia) (Bortolini et al., 2006, Schneider et al.,
2011).

Outro objetivo foi o de identificar algumas doencas foliares do trevo-
branco causadas por fungos, que ocorrem no Rio Grande do Sul e verificar a
variabilidade genética existente para resisténcia a doenca na cultivar Jacui e
na linhagem experimental UFRGS-2004-2.

Objetivos especificos:

- Verificar a existéncia de variabilidade genética em populacdes de
trevo-branco quanto a severidade de doencas foliares e selecionar plantas
resistentes.

- Aprimorar o protocolo de selegdo de plantulas de trevo-branco
tolerantes ao aluminio em meio de cultura, determinando a melhor
concentracéo de AICls.

- Selecionar plantulas de trevo-branco tolerantes ao aluminio com
base no crescimento da raiz em solug&o nutritiva e meio de cultura gel.

- Comparar populagdes selecionadas quanto a tolerancia ao aluminio e verificar
0 progresso genético apos cada ciclo de selecéo.
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Identification of foliar disease caused by Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn and
selection for resistance in two white clover cultivars®

ABSTRACT - In Southern Brazil, there is no information about diseases in
white clover. However, symptoms of fungal diseases can be observed in the field. Due
to the importance of the subject and the limited information available, the objective of
this study was to identify some foliar diseases that occur in white clover in Rio Grande
do Sul and verify genetic variability for resistance in two cultivars. Curvularia trifolii
and Cymadothea trifolli were identified, Curvularia trifolii was used to verify the
variability of white clover for resistance. Plants from the cultivars Jacui and UFRGS-
2004-2 were inoculated and susceptible and resistant plants were selected. The F;
populations and the originals were inoculated and compared. The susceptible
populations were distinguished from the original and resistant populations. This study
was capable to identify the disease caused by Curvularia trifolii and after one cycle of

selection genetic variability for resistance was shown in Jacui and UFRGS 2004-2.

Key words: Trifolium repens, leaf spot, fungi

! Artigo redigido pelas normas da revista Crop Breeding and Applied
Biotechnology-CBAB.
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Introduction

More than 400 diseases caused by fungi, bacteria, viruses, mycoplasmas and
nematodes are known to affect pasture productivity (Haggar et al., 1984) and 62 species
of fungus have been documented in white clover (Duke, 1981). Nevertheless, there is a
limited knowledge about the effects of pathogens on the productivity of pastures
containing white clover (Jahufer, 1991) and relatively little attempt has been made to
investigate variation within or among populations in their response to these pathogens
(Burdon, 1980). Such studies are crucial to understanding the role of fungal and insect
parasites in plant community dynamics and to a rational consideration of the causes of
differences in the incidence of parasite epidemics in artificial and natural ecosystems

(Burdon, 1980).

The limitations on white clover growth are probably the result of a complex
interaction of one or more diseases with other constraints, such as water stress, soil
fertility, grazing pressure, and competition (Latch & Skipp, 1987). Nelson & Campbell
(1993) observed greater disease severity and defoliation during the summer, associated
with pathogens that propagate at high temperatures. The cumulative effects of
continuous defoliation caused by diseases in periods of unfavorable climate for the
growth of white clover (hot and dry) contribute to the decrease in production, decline

and death of the plant (Nelson & Campbell, 1993).

Forage crop disease control strategies are inadequate compared with those used
in other crops (Leath et al., 1996). Management practices have little impact on most
pests and diseases that affect the persistence of white clover, and the cost of chemical

controls are usually expensive (Woodfield & Caradus, 1996). The most practical
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solution for long-term disease control in forage is increasing the levels of genetic
resistance. Developing white clover populations more resistant to disease may increase
persistence through unfavorable conditionsas well as the quality of pastures. Increased
persistance may enhance the productivity of pastures by promoting vegetative

propagation.

In the state of Rio Grande do Sul in Southern Brazil, there is no information
about the diseases that affect white clover. However, in the field, some foliar diseases
are observed, such as "sooty blotch” and "Curvularia leaf blight" caused by the fungi
Cymadothea trifolii and Curvularia trifolii, respectively. Due to the importance of the
subject and the limited knowledge available, the goal was to identify foliar diseases that
occur in white clover in Rio Grande do Sul, and verify genetic variability for resistance
in white clover cultivars developed by the “Departamento de Plantas Forrageiras e

Agrometeorologia (DPFA)” at “Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)”.

Material and Methods
Identification, isolation of the pathogen, and pathogenicity test

White clover leaves containing leaf spots were collected in the field and brought
to the DPFA, Porto Alegre — RS. The leaves contained lesions corresponding to
symptoms caused by the fungi Cymadothea trifolii and Curvularia trifolii. The
structures and spores on the leaves were observed under a microscope, and spores

related to each of pathogens were found.

Cymadothea trifolii is an obligate biotrophic ascomycete, which cannot be

propagated on artificial media. The fungus Curvularia trifolii was used in order to
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verify the variability of white clover for resistance to disease because it was more
feasible to isolate and multiply the inoculum. The leaflets containing lesions caused by
Curvularia trifolii were disinfected by placing them for 30 seconds in 70% alcohol, 1
minute in 1% hypochlorite and two washes in autoclaved distilled water. The leaflets
were placed in a moist chamber for about 48 h. When the presence of cottony white
mycelium was observed a direct isolation of the fungus was performed by passing small
portions of mycelium to Petri dishes containing Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco,

Michigan, USA).

Twelve white clover plants, including two controls, planted in plastic cups, were
used for the pathogenicity test. In five plants the inoculated lefleats were injured using
sandpaper. Small pieces of mycelium from pure colonies were placed on the leaflets
with the aid of a needle. All plants were maintained in a greenhouse in plastic bags to
maintain a moist environment until the appearance of the disease symptoms. Two weeks
after inoculation disease symptoms were observed on inoculated leaflets, confirming the

pathogenicity of the fungus.
Inoculation and selection for resistance and sensitivity

The inoculation was performed on November 23, 2011. Plates containing
colonies that caused the disease in the pathogenicity test were picked and maintained at
25°C. The inoculation suspension was composed of autoclaved distilled water and
Twin. Nineteen Petri dishes were washed twice with 6 mL (total 12 mL) of inoculation
suspension. The suspension was strained through cheesecloth to remove excess

mycelium and kept refrigerated.
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About 120 plants each cultivar (Jacui and UFRGS-2004-2) in the vegetative
phase, arranged in a completely randomized design, were used for inoculation. Two
young leaflets were inoculated per plant. An injury was made on one of the leaflets,
which consisted of needle punctures. The injury was included in case the occurrence of
this disease is mainly related to insect damage, since little information about this disease
is available. Inoculation was performed with a manual plastic sprayer. The plants were
kept in a plastic structure with humidifier for 24h. Fifteen days after inoculation, disease
severity was evaluated. The percentage of leaf area damaged in the inoculated leaflets
was visually estimated, varying from 0 to 100%. Twenty-five plants showing no
symptoms of the disease were selected from each population, forming the disease-
resistant populations. Susceptible populations were composed of 25 plants with the
greatest severity in inoculated leaves, when more than 25 plants had 100% damage on

leaves that were not directly inoculated were compared.

The percentage of leaf damage values from leaves with and without injury were

subjected to an analysis of variance and compared by T-test.

The selected populations were maintained in the greenhouse until flowering. The
25 plants of each population were all randomly crossed by hand to obtain the F;
resistant and susceptible populations. The F; seeds obtained were germinated,

transplanted to pots and maintained in the greenhouse.

Evaluation of selected populations

Selected F; populations were compared with the original cultivars, these being:

Jacui-S and UFRGS-S as susceptible, Jacui-R and UFGRS-R as resistant, and the
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original cultivars, Jacui and UFRGS-2004-2. Fifty plants of each population were used
in a completely randomized design. All plants were cut, leaving only a few leaves that
were not yet expanded, 10 days before inoculation to ensure the presence of only young

leaves.

Curvularia trifolii was again isolated from leaves of white clover and multiplied
on PDA. The inoculum suspension was made as described above at a concentration of
1.6 x 10° spores/ml. Inoculation was performed on November 13, 2013. All the leaves
were inoculated and plants were kept in a plastic structure with high humidity for 24

hours.

The plants were evaluated for disease severity 14 days after inoculation. The
percentage of leaf area damaged was visually estimated for each leaflet. The three
leaflets were averaged to determine the damage percentage for the leaf. All leaves of all
inoculated plants were evaluated. The values for the percentage of leaf damaged were
subjected to analysis of variance and means of all populations were compared to each
other by orthogonal contrasts at 5% probability. Then the means of the two susceptible,
two original and two resistant populations were also compared by orthogonal contrasts
at 5% probability. Statistical analyzes were performed with the aid of R statistical

software (R Core Team, 2013).

Results and Discussion
Selection for resistance and susceptibility

In the first assessment of lesion severity caused by Curvularia trifolii Jacui was
less susceptible to disease than UFRGS-2004-2 in leaves with injury (P <0.001) and in

unwounded leaves (P <0.001) (Table 1). It was observed that few leaves of Jacui
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showed 100% damage in comparison to UFRGS-2004-2. While UFRGS-2004-2 had
large lesions Jacui had minor lesions as if the disease stabilized after infection.

Furthermore, Jacui had more leaves without symptoms.

As expected, the disease occurred with less intensity on leaves without injury,
however, it is not necessary to cause injury to leaves to obtain sufficient symptom
severity to observe variability in the population. Moreover, this practice can indicate a
possible susceptibility in resistant plants that may cause confounding factors in

selection.

Evaluation of selected populations

The populations selected for susceptibility could be distinguished from the
populations selected for resistance after one cycle of selection by orthogonal contrasts
(P<0.05), (Figure 1). These results confirm the affectiveness of the methodology. The
original populations and the resistant populations averaged 34% and 28% damage,

respectively, without differentiating.

Out of all populations evaluated Jacui-S showed the highest susceptibility to
disease with 46.8% diseased leaf area, differentiating from Jacui-R and Jacui (Figure 2).
The populations UFRGS-R, Jacui-R, and Jacui did not differentiate among themselves,
all averaging about 28%. The increased susceptibility of UFRGS-2004-2 in relation to

Jacui corroborates the results obtained in the previous inoculation.

After one cycle of selection, it was verified that there is genetic variability for
this trait in both cultivars. Genetic variability has also been observed in populations of
white clover for resistance to Cymadothea trifolii, Pseudopeziza trifolii (Burdon, 1980)

and Macrophomina phaseolina (Pederson et al. , 2000) .
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Pederson & Pratt (1995) and Pedersen et al. (2000) found that drought tolerant
cultivars showed higher resistance to diseases compared with other genotypes.
According to Pederson & Pratt (1995), pathogenic fungi may reduce the survival of
stolons during dormancy in summer, and increased resistance to fungal diseases may be
part of the survival mechanism of drought tolerant plants. Jacui was evaluated for two
years along with UFRGS-2004-2 and 22 progenies of white clover selected for drought
tolerance (Schneider et al., 2011) and showed greater persistence and productivity in
relation to UFRGS-2004-2 after the summer, greatly increasing its production during
the second year of assessment. The results for disease resistance corroborate with the
findings of Pederson & Pratt (1995), since Jacui had greater resistance. This link
between persistence through drought and disease resistance highlights the importance
of studying white clover diseases in Southern Brazil, since persistence is a major

obstacle for the species.

The first symptoms were observed about six days after inoculation. These
appeared as discolored, yellowish spots, passing after a short time to brown spots with
tissue death (Figure 3). Two weeks after inoculation many leaves were already
completely killed. Although the severity of disease in white clover may be diminished
due to the frequent emergence of new leaves in favorable conditions (Nelson &

Campbell 1993), the occurrence of the disease was severe in the inoculated plants.

In Brazil, there is no information about the occurrence or effects of C. trifolii in
pastures. Nelson & Campbell (1992) described a severe infestation of C. trifolii in
pastures in a region of North Carolina, USA, during the summer. The present study
reports that the pathogen is found infecting white clover in Rio Grande do Sul. In

Southern Brazil, the favorable climate for the spread of this pathogen (hot and humid)
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occurs mainly in late spring and early summer, the period preceding the critical stage
for the persistence of white clover. According to Nelson & Campbell (1993) defoliation
caused by diseases in periods of unfavorable climate for the growth of white clover
contributes to decrease in production, debility, and death of the plant. Therefore, it is
possible that this disease, associated with others, causes harm to the productivity and

persistence of white clover in the pastures of Rio Grande do Sul.

This work represents the first selection for disease resistance in white clover in
Brazil. The results were encouraging, after one cycle of selection resistant populations
differentiated from susceptible populations, showing the high degree of variability that

can be exploited in this species to develop resistant cultivars.

More studies are needed to identify pathogens and to quantifiy damage caused
by them, not only in white clover, but in all major forage species used. Once this
damage is quantified it is likely that more efforts will be made to mitigate the negative
effects through disease control, pasture management and, most importantly, selection of
cultivars with greater resistance. This measure is important to maintain and improve the

quality and productivity of pastures used in Rio Grande do Sul.
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Identificacéo da doenca foliar causada por Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn e
selecd@o para resisténcia em duas cultivares de trevo-branco

RESUMO - No Sul do Brasil, ndo existem informagdes sobre doengas em trevo-
branco. No entanto, sintomas de doencas fungicas podem ser observados a campo.
Devido a importancia do assunto e a limitacdo de informacéo disponivel, o objetivo do
trabalho foi identificar algumas doencas foliares que ocorrem no trevo-branco no Rio
Grande do Sul e verificar a variabilidade genética para resisténcia em duas cultivares.
Curvularia trifolii e Cymadothea trifolli foram identificadas e Curvularia trifolii foi
utilizada para verificar a variabilidade do trevo-branco para resisténcia. Plantas das
cultivares Jacui e UFRGS-2004-2 foram inoculadas e plantas suscetiveis e resistentes
foram selecionadas. As populacdes F; e as originais foram inoculadas e comparadas. As
populacdes suscetiveis puderam ser distinguidas das populacGes resistentes e originais.
Neste estudo foi possivel identificar a doenca causada por Curvularia trifolii e apds um
ciclo de selecdo variabilidade genética para resisténcia foi observada em Jacui e UFRGS

2004-2.

Palavras-chave: Trifolium repens, mancha foliar, fungo
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Table 1. Average severity of lesions on white clover leaves with and without injury of
Jacui and UFRGS-2004-2 inoculated with Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn.

Leaf lesion (%)

With injury Without injury
UFRGS-2004-2 452 a 174 A
Jacui 24,6 b 4 B

*Means within columns with different letters are significantly different (P<0.01) based
on T-test.
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% of leaf area damaged

Susceptible Original Resistant
Populations

Figure 1. Average percentage of leaf-area damaged by disease in white clover
populations selected for resistance (Jacui-R and UFRGS-R), susceptibility (Jacui-S and
UFRGS-S) and the original populations (Jacui and UFRGS-2004-2) inoculated with
Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn, after one cycle of selection.

* Letters indicate differences by orthogonal contrasts (P <0,05).
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Figure 2. Average percentage of leaf-area damaged by disease in white clover
populations Jacui-S, Jacui-R, UFRGS-S, UFRGS-R, Jacui and UFRGS-2004-2
inoculated with Curvularia trifolii ( Kauff. ) Boedijn , after one cycle of selection.

* Letters indicate differences by orthogonal contrasts (P <0,05).

Figure 3. White clover leaf inoculated with Curvularia trifolii (Kauff.) Boedijn. a) The
first symptoms of the disease; b) symptoms after one day.
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Selection in white clover populations for aluminum tolerance using gel media®

ABSTRACT - The objective of this study was to adapt a recently developed method of
selection for Al tolerance in gel media to white clover and use it to select for Al
tolerance in  white clover populations that have been evaluated for agronomic
characteristics in Southern Brazil. In order to determine the most appropriate Al
concentration five different combinations of pH and Al were tested. Pre-germinated
seeds were placed in the media, and root growth was monitored daily. The media
containing 1200 uM of Al made it possible to discriminate seedlings with symptoms of
sensitivity and tolerance more easily. Seedlings of populations 6-Bage and 33-Ireland
were selected for tolerance and sensitivity to Al. The original populations were
compared with the Fis under the same experimental conditions used in selection. After
one cycle of selection, it was possible to distinguish the different populations. The

method used was effective in selecting for Al tolerance.

Key words: Trifolium repens, Al, root length

! Artigo redigido pelas normas da revista Crop Breeding and Applied
Biotechnology-CBAB.
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Introduction

Aluminium (Al) toxicity is one of the major constraints on crop productivity in
acid soils, which occur in up to 40% of the arable lands of the world (Kochian, 1995).
Al is the third most abundant element in the earth’s crust and is toxic to plants when
solubilised into soil solution at acidic pH values (Kochian, 1995). Most Al is chelated
by ligands or is present in non-toxic forms, such as aluminosilicates or precipitates. Al-
induced toxicity can occur through solubilization of Al in soils under highly acidic
conditions (pH below 5.0) (Famoso et al., 2010). Al toxicity is considered a primary
limiting factor in regard to agricultural productivity (Matsumoto, 2000) because it
inhibits root growth and mineral absorption (Liu & Luan, 2001), leading to a stunted
root system that negatively impacts the uptake of water and nutrients. Al toxicity
primarily affects the division and elongation of the root apex. When Al penetrates into
the roots, it binds to the negatively charged phospholipids in the plasma membrane
leading to rigidification, disruption of membrane function and intensification of

oxidative stress (Jones et al., 2006).

Acid precipitation and intensive agricultural practices such as overuse of
ammonia fertilizers accelerate the natural process of soil acidification, especially in
tropical and subtropical regions (Rao et al., 1993). This acid soil problem includes toxic
levels of Al, manganese (Mn), and iron (Fe), as well as deficiencies of several essential
mineral elements, with phosphorus (P) being the major limiting nutrient in acid soils
(Kochian et al., 2004). Although liming of acid soils can ameliorate soil acidity, this is
neither an economic option for poor farmers nor an effective strategy for alleviating

subsoil acidity (Kochian et al., 2004). Fortunately, genetic variation for Al tolerance can
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be exploited in breeding programs to improve sustainable production on acid soils

(Caniato et al., 2011).

White clover (Trifolium repens L.) is used in Southern Brazil mainly in
mixtures with grasses. Despite its use, this species is known to have low persistence
during the summer months in regions where high temperatures and low water
availability occur ( Paim & Riboldi 1994). Most of the soils in the Rio Grande do Sul
(Southern Brazil) have low pH (Drescher et al., 1995), toxic levels of Al and Mn, and P
deficiency, which can further diminish the persistence of white clover (Nabinger, 1980).
Initial establishment is especially critical for white clover in these soils with low pH
(Caradus et al.,1987). Al toxicity also restricts the distribution, growth and vegetative
persistence of white clover making pH a limiting factor for the species (Voigt et al.,

1997).

Tolerant plants can be identified by physiological tests (Ma et al., 2004; Ma et
al., 1997). This approach is inexpensive and generally provides a reliable measure of
tolerance (Wang et al., 2006). White clover has been selected for Al tolerance in soil
(Caradus, et al. 1987; Dodd et al., 1992; Voight & Staley, 2004) and solution (Caradus,
et al., 1987). The selection in soil, usually, takes more time and the main problem is

obtaining adequate soils, because Al toxicity is not the only limiting factor.

Recently, Khu et al. (2012) developed two rapid whole-plant assays, one in
culture media and one in soil, to evaluate acid and Al tolerance in alfalfa. Both methods
produced similar results, consistently distinguishing between Al-sensitive and Al-
tolerant alfalfa genotypes. According to the authors, some advantages of the assay in

media are that it allows visualization of root growth for the duration of the assay and
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because plants are grown in growth chambers, this method permits careful control over
growing conditions, facilitating comparison of phenotypic evaluations. The objective in
this study was to adapt the assay in media developed by Khu et al. (2012) to white
clover and after that, to carry out a screening for Al tolerance in two white clover

populations that have been evaluated for agronomic traits in Southern Brazil.

Materials and methods
Plant material

Seeds from the UFRGS-2004-2 white clover cultivar were used for the
determination of Al concentration appropriate for the tests. This germplasm was
selected by the Department of Forage and Agrometeorology of the “Universidade
Federal do Rio Grande do Sul”, RS — Brazil, and it is adapted to the climate conditions

of Southern Brazil.

The selection for Al tolerance was performed in two accessions, one obtained
from the USDA collection, named 33-Ireland and the other from Brazil, named 6-
Bagé. The 33-Ireland population is from the USDA white clover core collection while
the 6-Bagé population was collected in a pasture that has been used for many years at
EMBRAPA-CPPSUL, RS — Brazil. Both populations have been evaluated in Southern

Brazil showing good agronomic traits (Bortolini et al., 2006, Schneider et al., 2011).
Determination of Al concentration

The CaCl, media used in this work was used to evaluate Al tolerance in alfalfa

as described by Khu et al. (2012). To make the media 200 pM (umol L™) of CaCl,
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(CaCl,.2H,0) was added to 'ultrapure' water “Type 1”(Milli Q). Then the pH was
adjusted using HCI and/or KOH to obtain finished media with pH 4.0 and 7.0 as
described by Khu et al. (2012). Gelzan (product number G3254, PhytoTecnology
Laboratories, Shawnee Mission, KS) was added for solidification before the media was
autoclaved at 120°C for 15 min. Stock AICI3; (AICI3.6H,0) solution with different
concentrations was prepared by filter sterilization and added to the CaCl, media before
solidification. The media was manually dispensed into 500 mL plastic containers,
around 250 mL in each container. The media pH and Al concentrations were: pH 7.0
without Al (pH 7), pH 4.0 without Al (pH 4), pH 4.0 and 400 uM of AICI; (400 Al), pH

4.0 and 800 UM of AICI; (800 Al), pH 4.0 and 1200 pM of AICI5 (1200 Al).

The UFRGS-2004-2 seeds were scarified with 180 grit sand paper and sterilized
using 70% ethanol for 3 min, washed three times for 3 min with sterile double-distilled
water followed by a 30% Clorox bleach solution for 1 min and then washed three times
for 3 min with sterile double-distilled water. After sterilization the seeds were spread in
Petri dishes on moistened paper towel and kept refrigerated for 48 h and then left to
germinate during 24 h in a growth chamber at 25°C. The germinated seeds, having

around 1-3 mm of root, were placed in the CaCl, media for 16 days.

The experiment consisted in five treatments with three replications, containing
16 plants in each replication. The statistical design was completely randomized. All the
plants were labeled and pictures of each plant were taken during the first 15d of the
experiment. After 16d of growth plants were removed from the media, rinsed with water
and gently blotted on paper towels to remove remaining media and moisture. The plants
were scanned using an image scanner (Epson) at 300 dots per inch (DPI). All the plants

from the same replication were labeled and scanned together and images were saved as
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tagged image file format (TIFF) files. The total root length of each plant was
determined using the WinRhizo software (Regent Instruments Incorporation, 1997).
Analysis of variance was performed using SAS software V. 9.1 (SAS Institute, 2007).
Treatment means were separated using Fischer’s protected LSD, with significance

assessed at the 5% probability level.

Selection for Al tolerance

Seeds from both white clover populations (33-lreland and 6-Bagé) were
scarified and sterilized as described before. Around 425-450 germinated seeds each
population were placed to grow in 1200 Al media. There were 25 plants per container
and after 12d of growth two or three plants with the longest roots were visually selected
as tolerant and the plants apparently more sensitive were also selected. Each population
was composed of 36 plants (around 8% selection pressure). The selected plants were
transferred to MS media (Murashige & Skoog, 1962) and later transferred to pots in

the greenhouse.

In another procedure, thirty-six plants of each original population were

germinated and transferred to pots in the greenhouse to increase the amount of seed.

The populations with one cycle of selection for tolerance (6-Bagé-T and 33-
Ireland-T), sensitivity (6-Bagé-S and 33-Ireland-S) and the original populations (6-Bagé
and 33-Ireland) were maintained in the greenhouse until flowering. Each population was
crossed by bees inside of bee-cages for two weeks. The F; seeds were manually

harvested, cleaned and kept for further experiments.
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Evaluating of the selected populations

The six white clover populations (6-Bagé-T, 33-Ireland-T, 6-Bagé-S, 33-Ireland-
S, 6-Bagé and 33-Ireland) were compared for Al tolerance in the same conditions used

for selection.

Germinated seeds from the six populations were placed to grow in the 1200 Al
media. Each treatment (populations) had five replications with 25 plants per replication
in a completely randomized design. The plants were scanned after 10d of growth as
described before. The total root length of each plant was measured using the WinRhizo
software and the values of each population were submitted to analysis of variance. To
verify the efficiency of the method the average values from the tolerant (6-Bagé-T and
33-Ireland-T), sensitive (6-Bagé-S and 33-Ireland-S), and original populations (6-Bagé
and 33-Ireland) were also submitted to analysis of variance and compared. Treatment
means were separated using Fischer’s protected LSD, with significance assessed at the
5% probability level. The statistical analyses were performed using SAS software V. 9.1

(SAS Institute, 2007).

Results and Discussion

Determination of Al concentration

The statistical analysis indicated differences in white clover root length (P
<0.01) from the second day of growth in media containing different concentrations of
Al and pH (Table 1). Differences between treatments remained throughout the growing
period, where the biggest root growth was observed in pH 7. The intermediate

treatments (400 Al and 800 Al) did not differentiate. The smallest root development
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occurred in media with the highest concentration of Al (1200 Al) and did not

differentiate from at least one of the intermediate treatments on most days.

On the evaluation day (16th day) the treatment with pH 7 still had the largest
root growth with 11.9 cm. The 1200 Al had the lowest root growth (4.7 cm) without

differentiating from pH 4 and 400 Al (Table 1).

The development of the roots after 16 days of growth in four of the tested
treatments can be seen in Figure 1. In the pH 7 treatment almost all seedlings showed
good root development. In the 400 Al and 800 Al treatments the development was
similar, and the root growth of several seedlings appeared to not have been affected by
Al. Finally, in the 1200 Al treatment only four seedlings had above average growth (4.7
cm). Out of these four, three plants had a root length of about 6 cm, the most

pronounced having 15.4 cm, more than twice as large as the other three.

It is known that the primary symptom of toxic Al is the inhibition of root
growth. The faster responses to Al toxicity are cell expansion and elongation, also
inhibition of cell division in periods over 24h (Matsumoto, 2000). In limed acidic soils
the roots of white clover seedlings grew 55 % faster during the first 15 days of growth
than in untreated acidic soils (Brauer et al., 2002). This effect of low pH and Al on root
growth was visible in the white clover seedlings grown in media from the second day.
Caradus et al. (1987) found that white clover germination was relatively insensitive to
Al concentration. However, higher Al concentrations significantly reduced root
elongation on day 4, around 80%. In this study the reduction in root growth after 4 days

was 70% and on evaluation day, 60%, in the 1200 Al treatment.
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After inhibition of root growth is perceived by the plant the formation of new
lateral roots is promoted by a change in cell pattern in the distal elongation zone
(Poschenrieder et al., 2008). This symptom was shown by further branching with lower
seedling root growth. Other typical symptoms of Al toxicity such as swelling and
brownish roots were also observed, particularly in 1200 Al media. The 1200 Al
treatment had the most restricted root growth, making it possible to discriminate
between seedlings with symptoms of sensitivity and tolerance more easily. Root growth
inhibition has become a widely accepted measure of Al toxicity in plants (Alvim et al.,
2013). Because of this, the 1200 Al treatment was selected to perform the selection for

tolerance and sensitivity in the two populations.

Evaluation of selected populations

The statistical analysis showed differences (P <0.05) between the populations
and differentiated populations selected for sensitivity and Al tolerance (Figure 2).
Tolerant populations had an average root length of 5.5 cm, 22% higher than the
sensitive. The original populations did not differ from sensitive and tolerant with an

average root growth of 4.91 cm. The coefficient of variation was 16.84%.

After one cycle of selection it was possible to separate the population 33-
Ireland-T and 33-Ireland from the population 33-Ireland-S (P <0.01) (Figure 3). The
average root length of 33-Ireland-T (5.0 cm) was comparable to 6-Bage and 6-Bage-S.
There were no differences among the populations selected from population 6-Bage.

These populations are apparently more tolerant than 33-Ireland.

The population 6-Bage originates from a collection aimed to select more

persistent plants during the summer. It was taken from a field in Rio Grande do Sul,
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Southern Brazil, after a period of drought. The area where it was collected was being
grazed and white clover had been present for many years. It is likely that this population
was going through a natural selection process for Al tolerance, since much of this state's

soils are acidic (Drescher et al.,1995).

The population 33-Ireland belongs to the USDA core collection and its state of
improvement is considered uncertain (Bortolini et al., 2006). This population is
apparently more sensitive to Al, and showed greater variability when selected for this
feature. Both populations have good agronomic characteristics in the climatic conditions
of the State of Rio Grande do Sul (Bortolini et al., 2006, Schneider et al., 2011) and
would be good choices for use in developing new cultivars with increased tolerance to

Al.

This study aimed to find an effective method of selection for Al tolerance in
white clover during the seedling stage. According to Voigt & Morris (1997) it is
important to assess young plants for Al tolerance because : (1) establishment is a critical
stage in the persistence of plants, (2) seedlings can be evaluated quickly and many
individuals can be evaluated, and (3) less soil or no soil is used, as in the case of
laboratory tests. According to Caradus et al. (1987), there would be little advantage in
the selection and release of white clover cultivars tolerant to Al, if the plants were not

able to establish in an environment with unfavorable conditions.

The other methods used to select and evaluate white clover for Al tolerance are
time consuming, laborious ( Caradus et al., 1987; Dodd et al., 1992; Caradus et al.,

2001) or produce unsatisfactory results (Voight & Staley, 2004)
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The media assay methodology was effective in distinguishing alfalfa genotypes
tolerant and sensitive to Al and it showed the same results as an experiment using soil
(Khu et al., 2012). According to the authors the advantages of this method are that the
root architecture can be observed during growth, it allows for methods of nondestructive
evaluation and it enables strict control of the growth conditions. The advantage over
hydroponics systems would be that the roots grow in a non-liquid media that holds

exudates around the root zone.

The assay was fast (15 days), enabled the evaluation of a large number of
seedlings (400-500) and allowed visualization and maintained the integrity of the roots.
In using this method with white clover it was possible to reach satisfactory results after
one cycle of selection, separating populations selected for tolerance and sensitivity and
presenting variability among populations. This methodology should be used in the
identification and selection of other populations already adapted to conditions in
Southern Brazil, seeking to increase Al tolerance. The ultimate goal being the creation
of cultivars with high yield potential and adaptation to unfavorable environments,

including acid soils.
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Sele¢cdo em populagdes de trevo-branco para tolerancia ao aluminio em meio gel

RESUMO - O objetivo do trabalho foi adaptar para o trevo-branco um método de
selecdo para tolerancia ao Al em meio gel, recentemente desenvolvido. Em seguida,
realizar uma selegéo para tolerancia ao Al em populagdes de trevo-branco que tém sido
avaliadas para caracteristicas agronémicas no sul do Brasil. Para determinar a
concentracdo de Al mais adequada cinco combinagdes de Al e pH foram testadas.
Sementes pré-germinadas foram postas nos diferentes meios e o crescimento radicular
foi monitorado diariamente. O meio contendo 1200 pM de AICI; possibilitou
discriminar pléntulas com sintomas de sensibilidade e tolerdncia mais facilmente.
Plantulas das populaces 6-Bage e 33-Irlanda foram selecionadas para tolerancia e
sensibilidade ao Al. As populages originais foram comparadas com as selecionadas Fis
para toleréncia ao Al nas mesmas condi¢fes experimentais utilizadas na sele¢do. Apds
um ciclo de selecdo, foi possivel distinguir as populagBes divergentes. O método

utilizado foi eficaz na selecdo para tolerancia ao Al.

Palavras-chave: Trifolium repens, Al, comprimento de raiz
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Table 1. White clover root length (cm) in media containing different concentrations of
Al and pH during the first 15 days of growth and evaluation day.

pH 7 pH 4 pH 4 pH 4 pH 4

0 Al 0 Al 400 Al 800 Al 1200 Al

Day 1™ 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3
Day 2** 06 a 04b 04 b 0,4 bc 0,3 ¢
Day 3** 09a 050D 05 b 05 b 03 ¢
Day 4** 13a 070D 0,6 bc 0,6 ¢ 04 d
Day 5** 18a 09b 09 b 0,8 bc 0,6 c
Day 6** 23a 120D 11 b 11 b 0,8 ¢
Day 7** 29 a 140D 1,2 bc 14 b 09 c
Day 9** 42 a 21 Db 1,9 bc 22 Db 13 ¢
Day 10** 50 a 260D 2,2 be 2,7 Db 15 c
Day 11** 57a 30b 2,7 bc 33 Db 18 ¢
Day 12** 65a 380D 3,3 bc 40 b 19 c
Day 13** 72 a 45 b 3,9 bc 46 b 25 ¢
Day 14** 80a 540b 4,7 bc 57 Db 28 ¢C
Day 15* 87a 59b 5,3 bc 6,3 ab 33 ¢
Evaluation Day** 119 a 83 hc 7,9 bc 10,2 b 4,7 C

NS = No significant. *Significant P<0.05. **Significant P<0.01. Means within rows
with different letters are significantly different at P<0.05 based on LSD.
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1200AI

Figure 1. White clover seedlings after 16 days of growth in media at ph7 without Al, pH
4 with 400uM of AICl3, pH 4 with 800uM of AlCl3, and pH 4 with 1200uM of AlCls.
*These plants are from the third replication.
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Figure 2. Average root length of white clover populations selected for tolerance
(6-Bagé-T and 33-Ireland-T) and sensitivity (6-Bagé-S and 33-Ireland-S) to Al and the
original populations (6-Bagé and 33-Ireland) after 10 days of growth in 1200 Al media.
*Letters indicate differences based on LSD (P <0.05).
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Figure 3. Average root length of white clover populations 6-Bage-S, 6-Bage-T, 6-Bage,
33-Ireland-S, 33-Ireland-T and 33-Ireland after 10 days of growth in 1200 Al media.

* Letters indicate differences based on LSD (P<0.05).
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Selection of white clover populations for aluminum tolerance in nutrient solution®

ABSTRACT - The search for cultivars tolerant to toxic aluminum (Al) has been
the most effective option to mitigate the problems brought on by acidic soils in
agricultural production. Selections for Al tolerance in nutrient solution have been
successfully used in birdsfoot trefoil and alfalfa in work carried out at “Departamento
de Plantas Forrageiras ¢ Agrometeorologia” (DPFA), UFRGS. The objective of this
work was to select white clover populations for aluminum tolerance in nutrient solution.
Seeds of 24 populations that had high agronomic performance in previous work at
DPFA were selected in nutrient solution containing AICI3 (AICI3.6H,0) and crossed to
obtain Fis. Six F; populations and six original populations were compared in culture gel
media. The analysis divided the populations into two groups. Two F; populations from
Brazil and an original population from Argentina performed the best and should be

further studied.

Key Words: Trifolium repens, Al, tolerance, root length

! Artigo redigido pelas normas da revista Crop Breeding and Applied
Biotechnology-CBAB.
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Introducéo

Os solos acidos determinam fortes limitacbes na producdo agricola, pois
diminuem a disponibilidade de alguns nutrientes essenciais para as plantas e favorecem
0 surgimento de teores toxicos de aluminio (Al) e manganés (Mn) na solucéo do solo
(Delhaize & Ryan, 1995). No Rio Grande do Sul, 70% das amostras de solo
apresentaram pH em agua menor que 5,5, em levantamento que utilizou cerca de 60.000
amostras (Drescher et al., 1995). E provavel, que atualmente muitos pontos tenham sido
corrigidos, principalmente em areas de lavoura, no entanto a acidez continua sendo um
problema nas pastagens. O AI** em altas concentracdes destaca-se como maior fator

limitante em solos com baixo pH (Delhaize & Ryan, 1995).

O principal sintoma de toxidez por Al em plantas € a inibicdo do crescimento da
raiz, resultando em reducdo e danos ao sistema radicular, podendo levar a deficiéncia
mineral e estresse hidrico (Degenhardt et al., 1998). Este problema pode ser contornado
por meio da correcdo dos solos acidos, feita pela pratica da calagem (Meurer et al.,
2010). Entretanto, o uso de corretivos representa um acréscimo nos custos de producao
e muitas vezes ndo é eficaz, pois, a capacidade corretiva, em geral, ndo ultrapassa as
camadas superficiais do solo (Mascarenhas & Tanaka, 1995; Amaral et al., 2004). A
opcdo que tem sido considerada mais promissora para contornar este problema é a
exploracdo do potencial genético das plantas, uma vez que espécies, cultivares e
variedades diferem amplamente quanto a tolerancia ao excesso de aluminio no solo

(Singh et al., 2011).

O trevo-branco (Trifolium repens L.) é uma leguminosa forrageira de inverno
utilizada no Rio Grande do Sul no melhoramento de campo nativo e em pastagens,

principalmente consorciadas com gramineas. Entretanto, é conhecida por apresentar
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baixa persisténcia durante os meses de verdo (Paim & Riboldi 1994). Acredita-se que o
problema da persisténcia do trevo-branco seja devido, principalmente, as altas
temperaturas do verdo e a baixa disponibilidade de agua neste periodo (Paim, 1988). No
entanto, pode ser agravado tanto pelos niveis tdxicos de Al e Mn como pela deficiéncia
de fosforo, que caracterizam o solo de grande parte do Rio Grande do Sul (Nabinger,
1980). Em solos com baixo pH, o estabelecimento inicial das plantulas de trevo-branco
é especialmente critico, afetando também o estabelecimento, a disperséo e a persisténcia
vegetativa, sendo um fator limitante para a espécie (Voigt et al. 1997; Caradus et al.,

1987).

Plantas tolerantes podem ser identificadas avaliando caracteristicas
morfoldgicas, como crescimento radicular em ambientes contendo Al. Estes métodos
sdo baratos e geralmente fornecem medidas confidveis de tolerdncia (Wang et al.,
2006). O trevo-branco tem sido selecionado em solo (Caradus, et al. 1987; Dodd et al.,
1992; Voight & Staley, 2004) e solucdo nutritiva (Caradus, et al. 1987). A selecdo em
solo, geralmente, é mais demorada e o principal problema é a obtencdo de solos

adequados, pois a toxidez por Al ndo é o Unico fator limitante.

O método em solugdo nutritiva vem sendo utilizado com sucesso em trabalhos
realizados no Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA) da
UFRGS — RS, visando a selecdo de plantas tolerantes ao Al em outras leguminosas
forrageiras como cornichdo (Santos, 2009; Janke et al., 2010) e alfafa (Saraiva, 2011;
Caetano, 1998). O método oferece varias vantagens, pois é rapido, mantém as raizes
integras, possibilitando uma melhor analise do sistema radicular, além de permitir um

controle rigoroso sobre a disponibilidade dos nutrientes e do pH (Hede et al., 2001).
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O objetivo do trabalho foi selecionar populagdes de trevo-branco tolerantes ao
Al em solucdo nutritiva, baseando-se no comprimento da raiz principal das plantulas.
Neste estudo foram utilizadas populacdes de trevo-branco que ja haviam sido avaliadas
e que apresentaram alto desempenho agronémico em trabalhos desenvolvidos

anteriormente no DPFA da UFRGS.
Material e Métodos
Local e material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Analises Genéticas e nas
casas-de-vegetacdo do Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, localizada no

municipio de Porto Alegre — RS.

Foram avaliados 24 acessos de trevo-branco (Tabela 1). Dentre estes, 20 acessos
sdo oriundos da colecdo nuclear de trevo-branco do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA). Estes acessos foram escolhidos por apresentarem maior
producdo de matéria seca em avaliacdo realizada por Bortolini et al. (2006). Os demais
quatro acessos tém origem na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — CPPSUL,
localizada em Bagé, na regido fisiografica da Campanha do Rio Grande do Sul. Estes
acessos foram coletados apds um periodo de estiagem, em pastagens que haviam sido

implantadas ha varios anos.
Selecdo em solucgédo nutritiva

A selecdo foi realizada entre os meses de outubro e novembro de 2010. A

solugdo nutritiva utilizada era composta de 4gua destilada, contendo 50 uM (pmol L™)
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de Al (AICI3) e 200 uM de Ca (CaCl,). A concentracdo 50 uM de Al (AICI3) foi
utilizada por ser intermedidria entre as concentracdes utilizadas para a selecdo de alfafa
(8 UM de Al) e cornichdo (100 uM de Al) (Saraiva, 2011; Janke et al., 2010), uma vez
que o trevo-branco possui tolerancia ao Al intermediaria a estas duas espécies (Baligar

et al., 1988, Caradus et al., 2001).

Apos serem escarificadas com lixa n°180, cerca de 200-300 sementes de cada
acesso foram postas para germinar em caixas do tipo “gerbox”, sobre papel toalha. As
sementes foram umedecidas desde o primeiro dia com solucdo contendo 50 uM de Al.

As caixas foram mantidas em temperatura ambiente, sob luz natural.

As plantulas de trevo-branco foram mantidas nas caixas com solucdo contendo
Al até o aparecimento da primeira folha trifoliolada. Neste estadio, foi avaliado o
comprimento da raiz principal de cada plantula, onde foram selecionadas as 32 plantulas
com maior comprimento de raiz de cada acesso. As plantulas selecionadas foram
repicadas para bandejas de isopor contendo o substrato organico comercial (Carolina

Soil do Brasil) e, posteriormente, colocadas em vasos.
Obtencéo das sementes F;

As populacdes de plantas selecionadas foram mantidas em casa-de-vegetacdo
durante o desenvolvimento vegetativo e floracdo, sob iluminacdo artificial, com o
objetivo de estimular e manter o florescimento das plantas. A iluminacdo foi feita com
lampadas alégenas de 150 W de poténcia, que permaneciam ligadas 16 h por dia.
Algumas populagdes comecaram a florescer em fevereiro de 2011 e o apice de
florescimento ocorreu entre maio e junho de 2011. Os cruzamentos foram realizados

manualmente dentro de cada populagao.
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As inflorescéncias contendo as sementes comecaram a ser coletadas no fim do
més de julho de 2011, quando estavam totalmente senescentes. Estas foram secas,
limpas e as sementes F; foram identificadas e mantidas sob refrigeracdo até a proxima

etapa de avaliacdo.
Comparacéao das populacdes selecionadas F; e populacgdes originais

O experimento foi desenvolvido durante os meses de outubro e novembro de
2013. Foram comparadas 12 populactes sendo 6 populacdes originais e seis populacdes
F1 (Tabela 2). Nao foi possivel comparar todas as popula¢Ges que passaram pelo
processo de selecdo em solucdo, pois muitas destas ndo floresceram ou floresceram
pouco, produzindo namero insuficiente de sementes. Muitos dos acessos originais (ciclo
0) também possuem um numero limitado de sementes, sendo necessario produzir mais

sementes destes acessos antes de utiliza-los em mais avaliagdes.

Sementes de cada acesso foram escarificadas e esterilizadas em alcool, agua e
hipoclorito de sddio a 3%. As sementes esterilizadas foram postas em placas de Petri
umedecidas com agua destilada autoclavada e mantidas refrigeradas por 48 h. Apds este
periodo, foram colocadas em cdmaras BOD com temperatura de 25 ° C e 16 h de luz por

dia, para germinar durante 24 h.

Para o estudo de comparacdo das populacbes, a solucdo nutritiva usada na
selecdo foi substituida devido a dificuldade de manter a integridade das raizes no
momento de serem retiradas das caixas para serem avaliadas. Neste experimento, foi
utilizado um meio de cultura gel de CaCl,, descrito por Khu et al. (2012) contendo 1200
UM de Al (AICI3.6H,0) e 200 uM de célcio (CaCl,.2H,0). A composi¢cdo do meio de

cultura utilizado era agua destilada, 1200 uM de Al (AICI3.6H20), 200 uM de célcio
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(CaCl,.2H,0), e o produto Gelzan (Sigma-Aldrich) para solidificar o meio. As sementes
pré-germinadas, possuindo radiculas entre 1-3 mm, foram colocadas para crescer em

potes plasticos com 10 cm de didmetro contendo o0 meio gel.

O delineamento do experimento foi completamente casualizado com trés
repeticdes e em torno de 7-10 de dez plantulas por repeticdo. Houve variagdo no niumero
de plantas por repeticao, pois algumas populac6es apresentarem baixa germinacao e ndo

foi possivel obter-se 10 plantas em todas as repeticdes.

Os potes contendo as plantas foram mantidos em camaras BOD, a uma
temperatura de 25°C e 16 h de luz diaria, durante dez dias. Apds este periodo as raizes
das plantas foram avaliadas, medindo-se o comprimento da raiz principal (CRP) e o
comprimento das ramificacdes (CR) com o auxilio de uma folha milimetrada. O
comprimento total de raiz (CTR) foi obtido somando-se o comprimento da raiz

principal e das ramificacdes.

Foi realizada a analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis de
comprimento comprimento de raiz principal, comprimento de ramificacdes e
comprimento total de raiz. Os valores para comprimento total de raiz foram submetidos
a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Scott-Knot a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas no aplicativo computacional

GENES (Cruz, 2001).

Resultados e Discussao

Selecdo de populagdes de trevo-branco em solugdo nutritiva

Os valores médios obtidos para comprimento da raiz principal (CRP) das

populacbes avaliadas e das 32 plantulas selecionadas em solucdo contendo Al sdo
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apresentados na tabela 3. O CRP médio das plantas selecionadas foi de 5,9 cm, 61%

maior que a média das populacbes originais que apresentaram 3,7 cm de CRP.

A maior populagdo analisada possuia 194 plantulas e a menor 45, obtendo-se
uma meédia de 134 plantulas por populagdo. Somente foram contabilizadas as plantulas
em que foi mantida a integridade da raiz para a mensuragdo. As plantulas de trevo-
branco possuem radiculas muito finas que facilmente quebravam no momento que eram
retiradas do gerbox, pois penetravam no papel toalha utilizado para manter a solucdo

contendo Al.

O baixo numero de plantulas por populagdo acarretou em uma baixa pressdo de
selecdo (Tabela 3) com média de 27 %. Saraiva (2011) e Janke et al. (2009) utilizaram
uma pressao de selecdo de 10% para selecdo de alfafa e cornichdo, respectivamente, em
solugéo nutritiva, enquanto que Santos (2009) selecionou 1% das plantas de cornichéo
na selecdo em solo para tolerdncia ao Al. O progresso de selecdo de plantas esta
intimamente ligado ao diferencial de selecdo, isto é, a diferenca entre a média do grupo
selecionado e a media da populacdo original. Portanto, numa sele¢do, quanto maior a
pressdo de selecdo, maior serd o diferencial (Paterniani & Miranda Filho, 1987). O
nimero de plantas selecionadas foi estabelecido em torno de 30 para manter a
variabilidade genética nas populacbes. O trevo-branco é de natureza alégama e
altamente suscetivel a depressao endogamica (Woodfield & White, 1996), ndo sendo

possivel diminuir o numero de plantas selecionadas para a formacao das populacées F.
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Avaliacdo das populacbes selecionadas e populagdes originais para

tolerancia ao Al

No estudo de comparacdo das populagdes selecionadas com as populagdes
originais, a andlise estatistica indicou diferencas significativas (P<0,01), possibilitando

a formacéo de dois grupos pelo teste de Scott-Knot (Tabela 4).

O grupo com as maiores médias compreendeu duas populac@es F; originadas do
Brasil (17-Bagé-F,, 74-Brasil-F;) e a populacdo original 69-Argentina. As demais
populagbes formaram o segundo grupo com médias de comprimento total de raiz
variando entre 3,7-6,5 cm. Segundo a analise, pode-se dizer que dentre as populacdes
analisadas, a selecdo foi eficiente para as populacdes 17-Bagé e 74-Brasil. No entanto,
ndo foi eficaz para a populagdo 69-Argentina, onde a original apresentou maiores
valores de CTR do que a selecionada e nas populagbes 20-Uruguai, 6-Bagé e 75-
Uruguai, que ndo se diferenciaram. Conforme Caradus et al. (1987), rigidos critérios
devem ser utilizados na primeira selecdo para ser possivel diferenciar plantas com
superior tolerancia ao Al de plantas com maiores taxas de crescimento de raiz. Os
autores ndo obtiveram éxito na selecdo de trevo-branco para tolerdncia ao Al em
solucdo, sendo necessario um segundo ciclo de selecdo para separar 0s grupos. Neste
trabalho, além da baixa pressdo de selecdo, é possivel que algumas plantas tolerantes
ndo tenham sido selecionadas, devido a quebra das raizes que ndo permitiu a avaliacdo,

apesar do grande cuidado empregado no momento de remové-las das caixas.

A andlise indicou um coeficiente de correlacdo de 0,76 entre CRP x CTR
(Tabela 5), enquanto que o comprimento de ramificagdo (CR) x CTR possui um

coeficiente de correlacdo de 0,86. Apesar de o CRP estar altamente correlacionado com
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CTR, plantas com maior ramificacdo nas raizes tém maior correlacdo com o CTR e
maior capacidade de exploracdo do solo, sendo uma caracteristica importante a ser

avaliada (Lynch, 1995).

O método de selecdo em solugdo nutritiva tem sido utilizado na selecdo de alfafa
(Saraiva, 2011) e cornichdo (Janke et al., 2010) em trabalhos desenvolvidos no DPFA
da UFRGS. Janke et al. (2010) obtiveram aumento de crescimento da raiz em solugéo
contendo Al de até 10% apds um ciclo de selecdo e 16% ap6s o segundo ciclo de
selecdo na populacdo que apresentou maior tolerancia ao Al. Saraiva (2011) obteve
resultados positivos na selecdo de alfafa tolerante ao Al em solucdo, sendo possivel
diferenciar as populagdes progenitoras das progénies ap6s um ciclo de selecdo. No
entanto, nestes trabalhos, além da selecdo ter ocorrido em grandes populagdes, as
plantas foram mantidas em bandejas plasticas contendo 8 L de solucéo, sustentadas por
telas coladas em isopor, o que possibilitou manter a integridade das raizes (Janke et al.,
2010). Em futuras selecBes no trevo-branco, em solucdo nutritiva, deveria ser testado
outro material inerte com pequenas particulas para sustentar as plantulas, como plastico

ou vidro.

Considerando os resultados obtidos na comparacdo das populagdes selecionadas
com as originais, poderia ser vantajoso investir na selecdo para tolerancia ao Al nas
populacdes 17-Bagé F1, 74-Brasil F1 e 69-Argentina, que se destacaram em relacédo as
outras populacdes quanto o desenvolvimento das raizes em ambiente contendo Al. As
duas populagdes originadas da cole¢do nuclear de trevo-branco (74-Brasil e 69-
Argentina) estiveram entre os 20 acessos mais produtivos em estudo realizado por
Bortolini et al. (2006). J& a populacdo 17-Bageé foi coletada a campo ap6s um periodo

de estiagem, sendo provavel que apresente caracteristicas de maior tolerancia a seca. As
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demais populacdes que passaram pelo processo de selecdo também devem ser
comparadas quanto a tolerancia ao Al, visando identificar as populacbes com maior
aptiddo para continuarem neste trabalho. A utilizacdo de populagBes com alto
desempenho agrondmico na busca por tolerancia ao Al torna possivel a unido de
importantes caracteristicas que podem aumentar a persisténcia e producdo do trevo-
branco em pastagens. A disponibilidade de cultivares mais eficientes e adaptadas é uma
importante alternativa para manter a produtividade sem aumentar oS custos com

insumos.
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Selecdo de populagdes de trevo-branco tolerantes ao aluminio em solucéo nutritiva

RESUMO - A busca de cultivares mais tolerantes a toxidez por aluminio (Al)
tem sido a opcdo mais eficaz para amenizar os problemas que o0s solos &cidos trazem
para a producdo agricola. Sele¢des para tolerancia ao Al em solucédo nutritiva tém sido
utilizadas com sucesso em cornichdo e alfafa em trabalhos desenvolvidos no DPFA
(Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia) da UFRGS. O objetivo do
trabalho foi selecionar populacbes de trevo-branco para tolerdncia ao aluminio em
solucdo nutritiva. Sementes de 24 populacdes que apresentaram alto desempenho
agrondmico em trabalhos desenvolvidos anteriormente no DPFA foram selecionadas em
solucdo nutritiva contendo AICI; (AICI3.6H,0) e cruzadas para obter Fis. Seis
populacdes F; e seis originais foram comparadas em meio de cultura gel. A analise
separou as populacdes em dois grupos. Duas populagdes F 1 do Brasil e uma populacdes
original da Argentina obtiveram o melhor desempenho e podem ser utilizadas em

trabalhos futuros.

Palavras-chave: Trifolium repens, Al, tolerancia, comprimento de raiz
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Tabela 1. Identificacdo e origem dos acessos de trevo-branco.

N° Identificacéo Origem
1 02 Bage CPPSUL
2 02 Israel USDA
3 03 USA USDA
4 06 Bagé CPPSUL
5 07 Etidpia USDA
6 07 Bagé CPPSUL
7 13 Espanha USDA
8 17 Bageé CPPSUL
9 17 Camardes USDA
10 19 Costa Rica USDA
11 20 Uruguai USDA
12 28 Australia USDA
13 33 Irlanda USDA
14 48 Israel USDA
15 58 india USDA
16 59 Libano USDA
17 62 Franca USDA
18 67 Portugal USDA
19 68 Jamaica USDA
20 69 Argentina USDA
21 73 Pol6nia USDA
22 74 Brasil USDA
23 75 Uruguai USDA
24 78 Marrocos USDA

Tabela 2. Populages de trevo-branco avaliadas para toleréncia ao Al.

N° Populagdo Ciclo de selecao
1 06 Bagé ciclo0
2 17 Bagé ciclo0
3 20 Uruguai ciclo0
4 69 Argentina ciclo0
5 74 Brasil ciclo0
6 75 Uruguai ciclo0
7 06 Bagé F1

8 17 Bagé Fi

9 20 Uruguai F1
10 69 Argentina F1
11 74 Brasil F1

12 75 Uruguai F1
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Tabela 3. Nimero de plantas por populagédo, pressdo de selecdo, média do comprimento
da raiz principal (CRP) das populacGes originais e selecionadas e porcentagem de
acréscimo no CRP.

. N° plantas/ Pressa(z de Média CRP (cm) Acréscimo

Popu|agoes sele(;ao no CRP
Populacao (%) Populacdo  Selecionadas (%)
02 Bagé 97 33 2,7 4,1 49
02 Israel 65 49 55 7,0 28
03 USA 109 29 3,8 6,4 68
06 Bagé 139 23 3,5 5,6 61
07 Etidpia 142 23 4,1 6,5 58
07 Bagé 177 18 3,8 6,8 81
13 Espanha 141 23 4,9 8,5 73
17 Bagé 108 30 2,5 4,1 66
17Camardes 182 18 3,1 5,2 67
19 C. Rica 45 71 3,1 4,2 35
20 Uruguai 146 22 54 8,2 52
28 Australia 152 21 3,2 6,1 92
33 Irlanda 103 31 59 8,7 46
48 lIsrael 194 16 4,8 7,3 51
58 india 175 18 4,2 6,7 59
59 Libano 105 30 2,7 45 67
62 Franca 130 25 3,7 6,0 64
67 Portugal 145 22 3,5 6,1 76
68 Jamaica 66 48 2,9 4,1 41
69 Argentina 193 17 3,6 59 66
73 Pol6nia 122 26 3,1 5,2 68
74 Brasil 182 18 2,7 4.8 78
75 Uruguai 135 24 2,2 3,5 60
78 Marrocos 165 19 3,5 53 53

Media 134 27 3,7 5,9 61
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Tabela 4. Médias de comprimento total de raiz (CTR) de populag¢bes de trevo-branco
avaliadas em meio de cultura contendo 1200 uM de Al.

Populacéo Ciclo de selegéo CTR (cm)
17 Bagé Fi 9,7 A
74 Brasil F1 96 A
69 Argentina Ciclo 0 78 A
74 Brasil Ciclo 0 6,5 B
75 Uruguai Ciclo 0 59 B
6 Bage Ciclo 0 59 B
20 Uruguai F1 56 B
75 Uruguai F1 52 B
17 Bagé Ciclo 0 44 B
20 Uruguai Ciclo 0 44 B
69 Argentina F1 38 B
6 Bagé Fy 37 B

*Médias seguias de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,
(P<0,05).

Tabela 5. Coeficiente de correlacdo entre as variaveis de comprimento de raiz principal
(CRP), comprimento total de raiz (CTR) e comprimento de ramificacdes (CR).

Variaves Correlagédo
CRP xCTR 0,76**
CRxCTR 0,86**
CRP xCR 0,31**

** * Significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t.



CAPITULO V






90

5.1 Consideragdes Gerais

Duas doencas fungicas foliares, causadas por Cymadothea trifolii e
Curvularia trifolii, foram identificadas em plantas de trevo-branco. Variabilidade
genética para resisténcia e susceptibilidade a doenca causada por Curvularia
trifolii pode ser verificada na Jacui e na linhagem UFRGS-2004-2. A cv. Jacui
apresentou maior resisténcia do que a linhagem UFRGS-2004-2 e, apdés um
ciclo de selecdo foi possivel diferenciar as populacdes divergentes.
Levantamentos devem ser realizados na identificacdo e na quantificacdo dos
efeitos das doencas que afetam o trevo-branco presente nas pastagens do Rio
Grande do Sul, visando aumentar o conhecimento e direcionar os estudos na
selecdo de cultivares mais resistentes as doencas.

No método de avaliacdo para tolerancia ao Al utilizando meio gel, foi
possivel observar a inibicdo do crescimento das raizes de trevo-branco apos
dois dias de crescimento em meios contendo baixo pH e Al. A concentragdo de
1200 pM de AICI; foi a que mais restringiu o crescimento das raizes sem
prejudicar a visualizacdo da variabilidade genética existente entre as plantas,
sendo a mais apropriada na selecdo de plantulas tolerantes e/ou sensiveis ao
Al. A metodologia utilizada em meio gel foi eficaz na selecdo de populacdes
divergentes de trevo-branco, possibilitando o diferimento de popula¢cdes
sensiveis e tolerantes apos um ciclo de selecéo.

O comprimento da raiz principal apresentou correlacao significativa de
0,76 com o comprimento total de raiz, sendo que pode ser aplicada na selecao
de plantulas com maior comprimento de raiz. No entanto, o comprimento de
ramificacBes apresentou correlacdo significativa de 0,86 com o comprimento
total de raiz, estando mais relacionada com esta variavel. Devido a maior
correlacdo e a importancia das ramificacbes na arquitetura da raiz, o
comprimento de ramificacdes deve ser incluido na sele¢cdo de plantas mais
tolerantes ao Al.

O trabalho de selecao de trevo-branco visando tolerancia ao Al deve ser
continuado com as populacdes que apresentaram maiores médias de CTR no
ensaio de comparacdo e as demais populacbes selecionadas devem ser
avaliadas para verificar quais as mais promissoras para esta caracteristica.
Estas populacdes tém demonstrado alto desempenho agronémico em relacao
a persisténcia e producdo de matéria seca em trabalhos realizados no Rio
Grande do Sul, sendo boas opc¢des na formagdo de novas cultivares ainda
mais adaptadas as condi¢bes edafoclimaticas do Estado.
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5.3 Apéndices

Apéndice 1. Normas de acordo com a revista cientifica Crop Breeding and
Applied Biotechnology — CBAB, utilizadas para escrever os Capitulos II, Il e IV
desta tese.

CBAB - CROP BREEDING AND APPLIED BIOTECHNOLOGY
Instrugcdes aos Autores
Politica geral e escopo da revista

A CBAB - CROP BREEDING AND APPLIED BIOTECHNOLOGY (ISSN 1518-
7853, versdo impressa, ISSN 1984-7033, versdo on line) - é a revista trimestral
oficial da Sociedade Brasileira de Melhoramento de Plantas
(http://lwww.sbmp.org.br). O nome internacional abreviado € CROP BREED
APPL BIOTECHNOL. A revista est4d indexada nalSI Thomson Reuters,
Scopus, AGRIS, CAB |International Abstracts, Biosys, Latindex,
Periodica, Chemical Abstracts Service, Agricola, Agrobase, Wilson, Ebsco,
DOAJ, Acervo Documental da Embrapa and Portal da Capes e destina-se a
publicacdo de artigos cientificos originais que possam contribuir para o
desenvolvimento cientifico e tecnologico do melhoramento e da agricultura. Os
artigos deverdo contemplar as pesquisas basica e aplicada em melhoramento
de plantas perenes e anuais, nas areas de genética, conservacao de
germoplasma, biotecnologia, gendmica, citogenética, estatistica experimental,
sementes, qualidade de alimentos, estresse bi6tico e abibtico, e areas
correlatas. O artigo deve ser inédito, sendo vetada a submissdo do mesmo a
outro periddico. As opinides e conceitos emitidos sdo de exclusiva
responsabilidade dos autores, ndo refletindo necessariamente as idéias da
Editoria. A Editoria, porém se reserva o direito de sugerir ou solicitar as
modificagdes que se fizerem necessarias. A reproducdo completa ou parcial
dos artigos € permitida, desde que citada a fonte.

Artigo

A CBAB publica artigo exclusivamente em inglés, porém faculta ao autor a
possibilidade de submeté-lo em portugués para, apés o aceite, providenciar a
sua traducdo. O 6nus da traducdo € de responsabilidade do autor, porém
a CBAB recomenda que ela seja feita por seu tradutor oficial. Contribuicbes
séo submetidas via WEB acessando
http://Iwww.sbmp.org.br/cbab/siscbab/index.php, clicando Submission. O
sistema de gerenciamento de artigos solicitardA o e-mail do autor
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correspondente e a geragcdo de uma senha. Os manuscritos deverdo ser
inseridos sem os nomes dos autores e seus enderec¢os, 0S quais deverao
ser disponibilizados em um formulario a parte. Como a CBAB opera com
revisdo do tipo duplo cego, autores ndo devem revelar suas identidades no
manuscrito. Com seu e-mail e sua senha pessoal, o autor podera acompanhar
toda a tramitacdo do seu artigo. A avaliacdo do artigo sera feita por
revisores ad hoc especialistas, para auxiliar a Editoria quanto a deciséo final de
aceite, modificacdes ou rejeicao do mesmo.
O artigo completo devera conter, preferencialmente, a seguinte sequéncia: title,
abstract, key words, introduction, material and methods, results and discussion,
acknowledgements, titulo, resumo, palavras-chave, references, and tables and
black-and-white figures. llustracbes coloridas serdo permitidas, porém com
onus para o autor correspondente. A digitacdo devera ser feita em Word for
Windows versdo 6.0 em diante, em fonte times new roman, tamanho 12,
espacamento duplo, formato A4, com margens de 20 mm e paginacao
consecutiva no topo a direita. O artigo ndo deveria exceder a 18 paginas,
incluindo tabelas e figuras digitadas em paginas separadas (uma por pagina)
ao final do texto. Todas as equacdes, modelos e simbolos devem ser inseridos
via Microsoft Equation. O Titulo devera ser claro, conciso e refletir a esséncia
do artigo. Escrito com a inicial mailscula e posto a esquerda, ndo deve conter
mais de 15 palavras digitadas em times new roman 14, bold. O Abstract, tanto
guanto o Resumo, ndo deve exceder a 150 palavras. Um maximo de cinco
palavras-chave, diferentes do titulo, sera permitido. A introducdo deve incluir
uma breve revisdo de literatura sobre o tema e os objetivos da pesquisa. O
Material e Método deve ser redigido de modo que outro pesquisador possa
repetir a experiéncia. Preferencialmente, Resultados e Discussao devem ser
apresentados em conjunto, para maior dinamica de leitura. Os agradecimentos
devem ser sucintos, limitados a colaboradores efetivos e agéncias
financiadoras. O Resumo deve ser precedido do titulo do artigo em portugués.
Cuidado com as Referéncias. N&o citar resumos de eventos, teses e nem
artigos nao publicados. Esses cuidados dardo maior credibilidade ao artigo e a
revista. As citacOes feitas no texto pelo sobrenome do autor e ano (por
exemplo, Liu 1998, Pereira and Amaral Junior 2001, William et al. 1990)
deverdo ser ordenadas alfabeticamente no item Referéncias, seguindo os
exemplos abaixo:

Artigos em periddicos:
Pereira MG and Amaral Janior AT (2001) Estimation of genetic components in

popcorn based on the nested design. Crop Breeding and Applied
Biotechnology 1: 3-10.
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Livro:
Ramalho MAP, Ferreira DF and Oliveira AC (2000) Experimentagcdo em
genética e melhoramento de plantas. Editora UFLA, Lavras, 326p.

Capitulo de livro:

Sakiyama NS, Pereira AA and Zambolim L (1999) Melhoramento do café
arabica. In: Borém A (ed.) Melhoramento de espécies cultivadas. Editora
UFV, Vigosa, p. 189-204.

Congresso:

Frey KJ (1992) Plant breeding perspectives for the 1990s. In: Stalker HT and
Murphy JP (eds.)Proceedings of the Symposium on Plant Breeding in the
1990s. CAB, Wallingford, p. 1-13.

A CBAB publica ainda outras modalidades de trabalhos, todos submetidos ao
crivo de revisores ad hoc, do mesmo modo que 0s artigos.

Revisdes

As Revisfes, também limitadas a 18 paginas digitadas, serdo solicitadas pela
Editoria a(os) autor(es) consolidados nas pesquisas que envolvem o tema da
revisdo. Elas serdo elaboradas com o objetivo de lancar luz a um tema
instigante que merega uma analise aprofundada sobre o seu estado-da-arte.

Notas

As Notas sdo limitadas a 12 paginas digitadas e destinadas a informar
pesquisas ou observacdes novas, para as quais as ferramentas analiticas nao
se aplicam. Elas podem focar tema de amplo interesse; relato curto de uma
pesquisa original; relato de pesquisa participativa; observacfes de especial
interesse nas areas de pesquisa, ensino, extensao; lancamento de um novo
software relacionado com a area de melhoramento.

Programas de melhoramento - Programas de melhoramento inovadores ou
que se destaquem pela eficiéncia, impacto e/ou continuidade poderdo ser
retratados na CBAB, limitados a 18 paginas digitadas.

Lancamento de cultivares

Os novos cultivares merecerdo uma sec¢do especial pela importancia que
representam para o melhoramento e, por conseguinte, para a agricultura
nacional. A secdo Lancamento de novos cultivares devera conter abstract,
limitado a 50 palavras, palavras chaves, introducéo, métodos de melhoramento
utilizados, caracteristicas de desempenho, producdo de sementes basicas e
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um minimo de referéncias, tabelas e figuras. Todo o texto ficara limitado a 12
paginas digitadas.

Resenha de livro

Esta nova secdo foi criada para anunciar novos livros relacionados ao
melhoramento de plantas. A contribuicdo para essa secdo se dara mediante
envio, pelo autor, de dois exemplares da obra. O livro sera encaminhado para
um revisor especializado, escolhido pela Editoria, para elaborar a resenha.

Pontos de vista - Pontos de vista, assim como as revisdes, serdo elaborados
para a CBAB a convite da Editoria, para retratar temas de interesse dos
melhoristas e da sociedade.

Cartas

Cartas breves, também de interesse geral, serdo aceitas para publicacdo. A
Editoria se reserva o direito de editar as cartas por limitagcbes de espaco e
clareza de exposicao.
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5.4 Vita

Raquel Schneider, filha de Bruno Schneider e Ruth Schneider,
nasceu em 16 de dezembro de 1985 no municipio de Bagé - RS.
Concluiu o ensino fundamental e ensino médio na Escola Estadual Manuel
Lucas de Oliveira.

Ingressou na Universidade Estadual do Rio Grande do Sul, no
curso de Tecnologia em Agropecuaria, em 2004, graduando-se em 2007.
Durante o periodo de junho de 2005 a fevereiro de 2008 atuou como
bolsista de iniciacdo cientifica na Embrapa Pecuaria Sul, no setor de
plantas forrageiras.

Em marco de 2008, iniciou o Mestrado em Zootecnia, Area de
concentracdo Plantas Forrageiras, no Programa de Pdés-Graduacdo da

Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Em 2010, ingressou no curso de Doutorado em Zootecnia ha mesma
instituicdo, realizando estagio de doutorado em 2012/2013 como bolsista
Capes, na The Samuel Roberts Noble Foundation, Oklahoma-USA, no
Departamento de Melhoramento de Forrageiras.



