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DIFERENCIACAO EM SOLUCAO HIDROPONICA DE GENOTIPOS DE
TRIGO QUANTO A TOLERANCIA A DEFICIENCIA DE FOSFORO

Autor: Adriano Alves da Silva

Orientadora: Professora Carla Andréa Delatorre

RESUMO

O fésforo (P) € um dos elementos mais criticos para a producdo agricola, pois
apesar de ser requerido em quantidades significativas para o adequado desenvolvimento
das culturas, sua disponibilidade € limitada devido a sua relativa escassez edifica,
elevada retencdo por parte da matriz do solo, falta de reposi¢do natural e a progressiva
escassez das fontes naturais. A utilizacdo de cultivares tolerantes ¢ uma alternativa para
reducdo do custo de produgdo, diminuicdo da contaminagdo do ambiente e maximizagao
da produtividade das culturas. A diferenciacdo de gendtipos quanto a sua tolerincia a
deficiéncia de Pi permitird investigar os mecanismos atuantes neste processo adaptativo
de tolerancia, permitindo no futuro a identificacdo dos genes envolvidos nestes
processos e sua manipulagdo. O objetivo deste trabalho foi diferenciar em solucdo
hidroponica cultivares de trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de P.
Foram realizados trés estudos. No primeiro, avaliou-se o efeito da retirada do
endosperma na resposta de plantulas de trigo a limitagcdo de P. No segundo estudo foram
avaliadas caracteristicas de plantulas submetidas a diferentes doses de P, dos cultivares
de trigo Anahuac, sensivel, e Toropi, tolerante quanto a tolerancia a deficiéncia de P em
solo. No terceiro estudo, repetiu-se a avaliagdo de plantulas a doses de P também em
seis linhagens recombinantes, selecionadas com base nos seus comportamentos em solo.
O endosperma da semente de trigo possui reservas de fésforo que impedem a
observacdo de diferencas morfofisioldgicas em resposta a limitacdo deste no ambiente,
em estddios iniciais de desenvolvimento. Com a remog¢do do endosperma da semente é
possivel diferenciar gendtipos de trigo quanto a tolerdncia a deficiéncia de fésforo em
solucdo nutritiva, aos dez dias apds a germinacdo. A diferenciacdo de gendtipos de trigo
quanto a tolerancia a defici€éncia de fosforo em solucdo nutritiva é possivel de ser
realizada através do célculo da razdo entre a concentracdo de fosfato livre na parte aérea
obtidos nas doses de 10 e 1000 uM de P, sendo que para os gendtipos tolerantes esta
razdo fica préxima a um e nos gendtipos sensiveis proxima a 0,5. A quantidade de
fosfato livre na parte aérea ou total na plantula também podem ser utilizadas. O cultivar
Toropi e os gendtipos NYW 865-016, NYW 865-081 e NYW 865-086 sdo mais
tolerantes a deficiéncia de fésforo em solucdo nutritiva quando comparados ao cultivar
Anahuac e os gen6tipos NYW 865-034 e NYW 865-073.
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DIFFERENTIATION IN HYDROPONIC SOLUTION OF WHEAT
GENOTYPES IN RELATION TO TOLERANCE TO PHOSPHORUS
STARVATION
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ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the most critical elements for the agricultural
production. Besides the high P requirement for adequate crop growth and development,
its availability to plants is limited due to its relative soil starvation, high retention by
soil matrix, lack of natural reposition, and gradual scarcity of the natural sources. Use of
tolerant cultivars is an alternative in reducing production costs, environmental
contamination and increasing crop yield. The differentiation between P deficiency
tolerant and sensitive genotypes is required for further mechanism investigation, which
might allow gene discovery and trait manipulation. This work aimed to differentiate, in
hydroponic solution, wheat genotypes with contrasting Pi deficiency tolerance. Three
studies were carried out. In the first one, the effect of endosperm removal on wheat
seedling Pi response was evaluated. In the second study, two wheat cultivars contrasting
in the response to P starvation in the field, Anahuac (sensitive) and Toropi (tolerant)
were evaluated at different P availability conditions. In the third study, six recombinant
inbred lines selected based on their field performance were evaluated in hydroponics.
The wheat endosperm contains enough P to mask the seedling P response. The
endosperm removal allows differentiation of P tolerance in10 days-old seedlings. The
ratios between shoot free Pi concentration at 10 and 1000 pM Pi doses can identify the
tolerant genotypes. Tolerant genotypes have a ratio around one and sensitive ones have
around 0.5 ratio. The total amount of free phosphate in the shoot or in the whole plant
can also be used. Toropi and the inbred lines NYW 865-016, NYW 865-081 and NYW
865-086 are more tolerant than Anahuac and the inbred lines NYW 865-034 e NYW
865-073.
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum) é uma cultura importante para o estado do Rio Grande
do Sul, tanto como fonte de renda para os agricultores como para estabelecimento e
manutengdo do sistema de semeadura direta, fornecendo grande quantidade de palha,
além de outros beneficios resultantes da sucessio com culturas como a soja, por
exemplo.

Para obtencdo de elevados rendimentos hd necessidade de, entre outros fatores,
disponibilizar nutrientes de forma adequada e na quantidade certa. Dentre os
macronutrientes que interferem no rendimento das culturas de maneira significativa,
estd o fosforo (P). A demanda de P pelas plantas para um crescimento 6timo estd na
faixa de concentracdio de2a5 g kg'1 de matéria seca produzida. Os solos em condi¢des
naturais, em cerca de 80% da América do Sul, apresentam teores de P considerados
baixos para o desenvolvimento da maioria das culturas (Sanchez e Salinas, 1981;
Novais e Barros, 1997), além de possuirem elevada capacidade de fixacdo desse
nutriente (Leal e Velloso, 1973; Gongalves et al., 1997), resultando em baixa eficiéncia
da adubacio fosfatada (Goedert et al., 1998). O P € um dos elementos mais criticos para
a producdo agricola, devido a sua relativa escassez edafica, elevada retengdo por parte
da matriz do solo, falta de reposicdo natural e progressiva escassez das fontes naturais,
sendo sua limitacdo um dos maiores estresses abidticos, afetando o crescimento e o

rendimento das culturas.



As plantas absorvem o P na forma de ortofosfato (Pi), extremamente insolivel em
muitos solos devido a reagdo com outros minerais. Em sistemas intensivos de producio,
usam-se largamente fontes inorginicas e orginicas de fosforo, mas parte deste Pi
aplicado nao € recuperada do solo, pois cerca de 80% torna-se adsorvido ou complexado
na fracdo orgéanica.

Os adubos fosfatados utilizados para suprir a deficiéncia natural de Pi dos solos
sdo origindrios de reservas nio renovdveis. Devido a este fato, busca-se melhorar o
aproveitamento deste nutriente pelas plantas, ou seja, obter rendimentos similares com
menor aporte de Pi. A habilidade de produzir, sob baixa disponibilidade de Pi,
quantidades de massa seca similares as obtidas sob alta disponibilidade € chamada de
tolerancia a deficiéncia de Pi. A utilizacdo de cultivares tolerantes é uma alternativa
para reducdo do custo de producdo, diminuicdo da contaminacdo do ambiente e
maximizacdo da produtividade das culturas. Para isto, é fundamental o conhecimento
dos processos que conduzem a tolerdncia, os quais podem estar relacionados aos
sistemas regulatdrios de aquisi¢cé@o e uso de P.

Para que este entendimento seja alcancado, é necessaria a diferenciacdo de
gendtipos quanto a sua tolerdncia a deficiéncia de Pi para que, a partir deste material,
possa-se investigar os mecanismos envolvidos neste processo adaptativo, permitindo no

futuro a identificagcdo dos genes envolvidos nestes processos e sua manipulacio.

Objetivo geral
Diferenciar em solugdo hidropdnica genétipos de trigo quanto a tolerdncia a

deficiéncia de Pi.



Objetivos especificos

1. Identificar o efeito do endosperma sobre a resposta de plantulas a doses de Pi
em solucfo nutritiva;

2. Definir caracteristicas que possam ser utilizadas nas fases iniciais de
desenvolvimento da planta de trigo para diferenciar gendtipos quanto a tolerancia a
deficiéncia de Pi.

3. Identificar o periodo minimo de crescimento no qual é possivel diferenciar
genotipos em relag@o ao cardter em estudo.

4. Estabelecer uma metodologia para a identificagdo expedita de cultivares de
trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de fésforo no solo.

5. Caracterizar duas variedades de trigo em relacdo ao cariater em estudo,

buscando identificar os possiveis mecanismos envolvidos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O fésforo (P) no solo

A disponibilidade de P no solo € um dos fatores mais limitantes do crescimento
das plantas, na maioria dos ecossistemas naturais. Depois do nitrogénio, o P é o
macronutriente mais limitante. Embora a quantidade total de P no solo possa ser
relativamente alta, na maioria das vezes este nutriente ndao se encontra em sua forma
l14bil ou ao alcance da rizosfera. O transporte de P no solo ocorre essencialmente por
difusdo. A velocidade desse transporte é regulada por diversos fatores, tais como: teor
de dgua no solo, interacdo de P e coldides e distincia a ser percorrida pelo nutriente até
atingir as raizes da planta (Bhadoria et al., 1991). Em geral, este tipo de transporte é
lento e ineficiente.

As aplicacdes de fosfato (Pi) ao solo sdo necessirias nos sistemas de producio
agricola para garantir alto rendimento das culturas. Apesar de receber aplicacdes
macicas de Pi, o solo é, geralmente, deficiente neste nutriente, pois até 80% do total de
Pi aplicado torna-se indisponivel, devido a imobilizacdo por adsor¢do. O restante se
encontra na fracdo orgénica, constituida por mais de 170 tipos de moléculas orgénicas
que possuem P na sua composi¢do (Holford, 1997). Apesar da grande abundéncia de P
na litosfera, o ortofosfato (Pi) encontra-se, portanto, sob baixa disponibilidade, estando

os niveis no solo em torno de 10 uM (Bissani. et al., 2004).



A absor¢do de Pi do solo ocorre através de um processo de co-transporte com
préton (HY), via um gradiente eletroquimico de membrana gerado com consumo de
ATP (Sakano, 1990). Essa teoria baseia-se na despolarizacdo da membrana plasmaética e
na acidificacdo do citosol, provocadas pela reposi¢do de Pi a planta sob deficiéncia de
Pi (Ullrich & Novacky, 1990). Em seguida, a repolarizacdo da membrana plasmatica é
realizada pela H" - ATPase, que bombeia prétons para o meio externo, mantendo o pH

celular interno e gerando a for¢a motriz para absor¢do de Pi (Schachtman et al., 1998).

2.2. O fosforo na planta

O fésforo, absorvido na forma de Pi é crucial no metabolismo vegetal,
desempenhando papel importante na transferéncia de energia celular, na respiragcdo e na
fotossintese. E um componente estrutural de macromoléculas, como 4cidos nucléicos e
fosfolipidios, e da adenosina trifosfato (ATP), sendo um elemento-chave de varias vias
metabdlicas e reacdes bioquimicas, tais como indmeras etapas das vias C3 e C4 dos
ciclos de Calvin e da glicdlise (Almeida, 2002). A fosforilagdo de enzimas por ATP,
GTP ou ADP é um mecanismo de modulagdo da atividade enzimadtica e um fator chave
na transducdo de sinais (Buchanan et al., 2000). O Pi, portanto, € necessario também
para a adequacdo da planta ao seu desenvolvimento e ao ambiente.

A demanda de Pi para o crescimento 6timo das plantas estd na faixa de
concentragio de 2 a S g kg'1 de massa seca (Kerbauy, 2004). Segundo Plaxton (1998),
os valores de Pi livre no citoplasma encontram-se na faixa milimolar, por exemplo,
6mM em milho e 4,2 mM em ervilha, porém estes valores podem cair a 0,2 mM sob
deficiéncia de Pi. Niveis de Pi no cloroplasto em torno de 2 e 2,5 mM, sdo essenciais a
obtencdo de taxas 6timas de fotossintese, concentracdes abaixo de 1mM inibem o

processo. Em condi¢des ndo limitantes de Pi, os vactiolos estocam 85-95% do Pi total



celular, que funciona como tampao para flutuacdes no Pi livre citoplasmatico. Este
mecanismo evita alteracdes no metabolismo e protege a célula de respostas adaptativas
mais caras energeticamente durante as alteracdes de curta duracio nos niveis de Pi no
solo.

Por ser um nutriente mével na planta, os sintomas de deficiéncia de Pi surgem nas
folhas velhas. Sintomas visuais consistem em: redu¢do na expansdo, na 4rea € no
nimero de folhas; coloragdo verde mais escura, porque a expansao da folha é mais lenta
que as formacgdes da clorofila e dos cloroplastos; drastica redu¢do na relagdo parte
aérea/raizes; senescéncia precoce de folhas; atraso na formagdo dos érgdos reprodutivos
e no inicio da floracdo e diminui¢do dos nimeros de flores e sementes.

A deficiéncia de Pi inicia uma série de modifica¢des fisioldgicas e bioquimicas
para aumentar a sobrevivéncia das plantas nessa condi¢do (Raghothama, 2000). Essas
alteracdes, em adicdo a modificacdes na arquitetura, permitem as plantas conviverem

com a deficiéncia deste nutriente (Plaxton & Carswell, 1999).

2.3. Tolerancia a deficiéncia de Pi

O termo tolerincia em plantas pode ser definido como a capacidade de suportar
uma condicdo adversa ao desenvolvimento normal, ou seja, a ocorréncia de estresses
abidticos. Um genotipo tolerante a deficiéncia de Pi é aquele que possuiu a capacidade
de, mesmo sob baixa disponibilidade deste nutriente, manter o crescimento e o
desenvolvimento similares aos obtidos em uma condi¢io nutricional considerada ideal.
Um gendtipo sensivel por outro lado, é aquele que em condicio de baixa
disponibilidade de Pi apresenta reducdo no crescimento e desenvolvimento quando

comparado ao seu comportamento sob alta disponibilidade deste nutriente.



A tolerdncia a deficiéncia de Pi pode ser devida a quantidade deste mineral
utilizada para as reagdes bioquimicas da planta, a redistribuicdo para os pontos de
crescimento, a mobilizagdo do P armazenado nos vacuiolos (Gerloff & Gabelman,
1983), ao tamanho do sistema radicular, & capacidade de aquisi¢do ou a taxa de
absorcdo de Pi por unidade de comprimento radicular (Fernandes, 2001). Do ponto de
vista fisioldgico, a tolerdncia se deve a eficiéncia nutricional, ou seja, refere-se a
habilidade do gendtipo em absorver o nutriente do solo, distribui-lo e utilizd-lo
internamente na producdo de massa seca (Goddard & Hollis, 1984). Estas habilidades
sdo definidas por fatores morfolégicos e fisioldgicos e pela demanda nutricional da
planta (Marschner, 1995).

Em termos praticos, quando o suprimento de Pi do solo é baixo, genétipos com
maior capacidade de aquisicdo, absorcdo, translocagdo e conversdo de P a massa seca
sdo de grande interesse. Muitos trabalhos demonstraram a variabilidade existente entre
espécies e entre cultivares com relacdo a tolerancia a deficiéncia de Pi. Diferencas entre
cultivares de trigo, por exemplo, foram determinadas por diversos autores (Miranda,
1985; Rosa & Camargo, 1990; Soon, 1992 e Abichequer e Bohnen, 1998).

Em func¢do da necessidade de aumento da produgdo de graos, visando suprir as
demandas alimentares da crescente populacio mundial, e da crescente escassez das
reservas de fosforo, faz-se necessario o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a
deficiéncia deste nutriente com objetivo de minimizar a necessidade de adubacéo e o
custo de producdo das lavouras sem que haja redu¢do no rendimento (Abichequer e
Bohnen, 1998).

Os fatores envolvidos na tolerancia a deficiéncia de Pi podem ser separados em
trés grupos: a) capacidade de aquisi¢do de P, b) eficiéncias de absorcdo e c) eficiéncia

de uso deste nutriente internamente.



2.3.1 Capacidade de aquisicao de fosforo

A capacidade de aquisi¢cdo de P do solo estd relacionada a habilidade da planta em
modificar seu sistema radicular, aumentando a superficie de contato raiz-solo e o
volume de solo explorado e, em acessar o P que se encontra associado a outros ions ou
imobilizado na matéria orgénica.

Raizes mais longas e finas desenvolvem maior superficie de absorcdo por unidade
e por volume de raiz, explorando maior volume de solo, devido a caracteristica de fluxo
radial dos nutrientes. A redu¢do da disponibilidade de Pi induz alteracdes na arquitetura
de raiz, causando reducdo da raiz principal e maior producdo de raizes laterais. Os pélos
radiculares sdo responsdveis pela absorcdo de cerca de 60% do Pi absorvido em
condicdes de limitacdo deste nutriente (Gahoonia & Nielsen, 1998), quando se observa
aumento no nimero e no comprimento destes.Essas modificagdes aumentam a razdo da
area de superficie de raiz pelo seu volume, produzindo um sistema radicular mais raso e
ramificado (Lynch, 1995; Ma et al., 2001). Tipicamente, a disponibilidade de Pi é maior
na camada superficial de solos cultivados e nos horizontes superficiais de solos nativos
(Lynch & Brown, 1998).

Em algumas espécies, exemplos extremos sao encontrados, como a formagao na
raiz de regides, com alta densidade de radiculas de crescimento determinado e com
grande nimero de pélos (raizes protedides), especializadas na sintese e na secrecio de
dcidos organicos (Tadano & Sakai, 1991).

A associacdo com micorrizas auxilia na aquisicdo de P em solos que apresentam
baixos teores deste e alta capacidade de imobiliza¢do de suas formas soliveis (Rausch

et al., 2001). O micélio externo do fungo se espalha e se ramifica no solo, aumentando a



superficie de absorcdo do sistema radicular (Manjunath & Habte, 1990). No entanto,
nem todas as espécies vegetais sdo capazes de desenvolver estas associagdes.

A aquisicdo de P ligado a fons, como cdlcio, ferro e aluminio é possibilitada pelo
aumento da secrecdo de dcidos orgénicos pelas raizes, os quais ligam-se a estes outros
fons liberando Pi. Acredita-se que o incremento da secrecdo requer aumento na
atividade de enzimas relacionadas com a sintese de 4cidos orgénicos, incluindo a
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), a citrato sintase (CS) e a malato desidrogenase
(MDH) (Watt & Evans, 1999). A sinergia desses eventos incrementou em até 20 vezes a
absorcao de Pi em tremoco (Jones, 1998).

O P presente em compostos organicos no solo pode ser obtido a partir da secre¢dao
de enzimas hidro e nucleoliticas. A principal classe de enzimas envolvida no processo
de quebra de organofosfatos € a das fosfatases acidas, mas ribonucleases e dnases
também sdo secretadas em resposta a deficiéncia de Pi (Green, P.J., 2002) Outra classe
de enzimas nucleoliticas secretadas pelas plantas é a das fosfodiesterases (Abel et al.,
2000).

Estas modificacdes arquitetdnicas e bioquimicas permitem o acesso a P
anteriormente indisponivel no solo, podendo ser uma forma das plantas, com as mesmas
quantidades de Pi no solo, obterem maior quantidade deste nutriente e apresentarem um

fendtipo tolerante.

2.3.2 Eficiéncia de absorc¢ao

A eficiéncia de absor¢do pode ser entendida como a quantidade de Pi absorvido
por unidade de raiz. A quantidade e a cinética dos transportadores de Pi nas células
radiculares sdo os fatores principais no estabelecimento do grau de eficiéncia de um

genotipo. H4 dois tipos de transportadores de Pi com cinéticas bastante diferentes, os de
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alta e os de baixa afinidade com Pi. Os transportadores de Pi de alta afinidade estdo bem
caracterizados em Arabidopsis thaliana, onde entre os transportadores estudados
encontram-se os da familia Pht1 e Pht2 (Bucher et al., 2001). Todos os 17 membros de
Phtl sdo expressos em raizes, sendo 11 expressos exclusivamente nas raizes e pelo
menos, 12 sdo induzidos nas raizes em resposta a limitagdo de Pi (Muchal et al., 1996;
Liu et al., 1998; Daram et al., 1999). Apenas um transportador de Pi com cinética de
baixa afinidade foi identificado até o0 momento, pertencendo a familia Pht2, o qual ndo é
expresso em tecido radicular (Daram et al., 1999). Entretanto, sugere-se que os
transportadores com baixa afinidade permanecem com atividade inalterada, sejam
expressos constitutivamente e operem sob elevadas concentragdes de Pi disponiveis
(Furihata et al., 1992).

E possivel que alguns destes genes estejam sendo expressos ou regulados de forma
mais eficiente, ou que apresentem cinética diferenciada nos cultivares tolerantes a
deficiéncia de Pi, induzindo maior absorcdo deste nutriente pelas plantulas em
condicdes de limitagdo. Maior eficiéncia de absor¢do poder conferir tolerdncia se for
manifestada sob baixa disponibilidade de Pi (Lindegren et al., 1977). Porém, é
necessdrio ressaltar que a maior efici€ncia de absorcdo sob alta disponibilidade de Pi,
nem sempre se correlaciona com maior efici€ncia sob limitac@o, portanto podendo ndo
conduzir a tolerancia.
Outro ponto a ser destacado é que devido a interacdo entre os mecanismos das plantas
envolvidos com tolerancia ao Al téxico e a deficiéncia de Pi, fatores de transcri¢do que
possuam atividade em um destes mecanismos, também podem estar envolvidos no
outro. Em trabalho realizado com a cultivar de trigo Toropi, Boff (2006) identificou
uma seqiiéncia diferencialmente expressa em resposta a exposicao ao Al**, denominada

AluTr13, que apresentou similaridade com o gene que codifica um fator de transcri¢do
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do tipo bHLH (do inglés, basic Helix-Loop-Helix). Como a relagdo entre as respostas
ao AI’* e ao P é muito estreita, existe possibilidade deste gene também estar envolvido
na tolerdncia a defici€éncia de Pi pela plantula.A maioria dos genes identificados por
Boff (2006) corresponde a genes envolvidos em processos fisiologicos ja descritos

como sendo alvo de toxicidade de AI**

ou de processos que levam a tolerdncia, no
entanto, nada se sabe sobre qual seria o “gene gatilho”. Nesse sentido, segundo Boff
(2006), a seqiiencia AluTr13, expressa pelo gendtipo Toropi pode ser considerada como

. . - . 3 ...
o gene candidato para ativacdo dos mecanismos de respostas a Al’", iniciando o

processo aclimatatério.

2.3.3 Eficiéncia de uso de Pi

A eficiéncia de uso de um nutriente pode ser definida como quantidade de massa
seca produzida pela planta por unidade de nutriente no tecido (Lauchli, 1987). A
eficiéncia de uso pode estar relacionada com a capacidade de reciclagem interna deste
nutriente, com o desenvolvimento de rotas alternativas, capacidade de transporte no
xilema e alocacdo do mesmo na planta (Graham, 1984) em condicdes de baixa
disponibilidade do mesmo.

A producdo de fosfatases intracelulares é considerada parte integrante da resposta
bioquimica das plantas a falta de Pi. Estas enzimas liberam Pi de organosfosfatos (Duff
et al., 1994). H4 evidéncias que as ribonucleases vacuolares induzidas pela deficiéncia
de Pi também atuam como enzimas recicladoras (Loffler et al., 1992; Abel et al., 1990).
Com isso, o Pi é remobilizado das folhas mais velhas.

Durante o estresse por deficiéncia de Pi, reduzem-se os niveis de ATP e de
nucleotideos e as enzimas que nao requerem nucleotideos fosfatados ou fésforo como

substrato, sdo ativadas. Severas limitagdes de Pi podem desencadear rotas alternativas
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em reagdes dependentes desse elemento e de adenilato na rota respiratdria (Plaxton &
Carswell, 1999). Os niveis de pirofosfato (PPI) sdo mantidos durante a deficiéncia de Pi
e podem servir como doadores energéticos alternativos. A composi¢do da membrana
lipidica também € alterada sendo os fosfolipidios substituidos por galactolipidios e
sulfolipidios nas membranas celulares (Hértel et al., 1999).

A capacidade de translocacdo de Pi para a parte aérea condiciona seu suprimento
aos sitios fotossinteticamente ativos da planta. Segundo Marschner (1995), essa
translocacdo ¢é influenciada pelo estado nutricional das células da raiz (plantas
deficientes retém mais Pi na raiz), pela taxa de transpiragdo das variedades e pela
tolerdncia ao aluminio (precipita fésforo na raiz). A intensidade da redistribuicdo nos
tecidos vegetais para uso interno pode ser o fator principal na aquisi¢do da tolerincia
(Whiteaker et al., 1976), proporcionando maior sintese de biomassa (Clarkson e
Hanson, 1980).

Nas culturas do sorgo e do trigo tem sido sugerido que a tolerancia a deficiéncia
de Pi é devida a eficiéncia na utilizacdo, estando vinculada & maior capacidade de
redistribuicdo interna (Wieneke, 1990; Horst et al., 1993).

Plantas sob limitagdo de Pi transportam pouco Pi por grama de massa fresca de
raizes para a parte aérea, enquanto plantas com nivel interno elevado de Pi transportam
numa propor¢do bem maior, apesar das Vméax de absorcdo terem sido mais elevadas
para as plantas com estresse de Pi, sugerindo, portanto, um controle regulatdrio

(Martinez et al., 1993).
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2.4. Metodologias para diferenciacio de genétipos quanto a
tolerancia a deficiéncia de Pi

A diferenciacdo de gendtipos de trigo e outros cereais quanto a tolerancia a
deficiéncia de Pi é realizada, atualmente, em solo, seja a campo ou em casa de
vegetacdo (Freitas et al., 1999; Cock et al., 2003; Camargo & Ferreira, 2005; Lana et al.,
2006). As caracteristicas avaliadas neste processo sdo, principalmente, afilhamento,
peso seco de raizes e parte aérea e rendimento de grios. Este método possui duas
limitacdes principais que sdo a complexidade de se encontrar solo adequado para
realizacdo do experimento e o tempo necessdrio para realizar as determinacdes que
diferenciardo os gendtipos quanto a tolerancia a deficiéncia de P.

O primeiro desafio que surge, para a avaliagdo sob condi¢des de solo, é a escolha
da drea a ser utilizada na conducio dos ensaios que visam a diferenciagdo de genétipos.
As dreas selecionadas devem apresentar baixo teor de Pi, o que € relativamente comum,
tendo em vista que aproximadamente 80% dos solos agricultidveis no mundo apresentam
teores considerados baixos para desenvolvimento da maioria das culturas (Sanchez e
Salinas, 1981; Novais e Barros, 1997). No entanto, o solo selecionado deve possuir
baixo teor de aluminio (AI’*) e baixa acidez, para que nao haja complexacdo do Pi

aplicado a0 mesmo. O AI**

afeta a absorcao de fosforo diretamente pela precipitacdo de
fosfato de aluminio no solo, na superficie da raiz (Gerzabek & Edelbauer, 1986) ou no
Espaco Livre Aparente (Wright, 1943; Foy, 1974; Calbo & Cambraia, 1980),
impedindo-o de participar de processos de transferéncia de energia. O Espago Livre
Aparente € constituido pelo Espaco Livre Aquoso, que é facilmente acessado por ions, e

pelo Espaco Livre de Donnan, onde ocorrem a troca catidnica e a repulsdo anidnica

(Machado, 1997).
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Além destes aspectos, o solo deve ser homogéneo, o que € bastante dificil em se
tratando do nutriente P, que devido a baixa mobilidade tem por caracteristica a
formacdo de zonas ricas e outras regides sem a presenca deste nutriente mesmo em
pequenos volumes de solo. Ao se selecionar o solo, este é muitas vezes coletado numa
camada de 20 cm e levado a casa de vegetacdo onde sao realizados testes pilotos para
correcdo e determinacdo de sua adequacdo para realizacdo de experimentos desta
natureza (Ismail, pesquisador do IRRI, Comunicag¢do Verbal, 2006). Quando o solo é
definido, este é utilizado por seis a sete anos e descartado. Todo este processo requer
muita mao-de-obra e tempo, tendo, portanto, custo muito elevado.

Outro ponto importante a ser abordado relaciona-se as caracteristicas avaliadas
nestes experimentos. As caracteristicas como peso seco de raiz e parte aérea e
perfilhamento, entre outras, sdo obtidas em estidios jia bem adiantados no
desenvolvimento da cultura, sendo muito afetadas pelo ambiente.

Apesar da grande complexidade na sua execugdo, a metodologia descrita acima
apresenta resultados satisfatorios na diferenciacdo de gendtipos contrastantes na
tolerancia a deficiéncia de Pi. Entretanto, devido as dificuldades e ao tempo necessario
para obtencdo de dados no sistema atual, faz-se necessirio o estudo e o
desenvolvimento de metodologias que possam diferenciar gendtipos em menor tempo,
utilizando menor médo-de-obra e com menores custos operacionais.

Uma alternativa que surge para minimizar estas dificuldades é o uso da
hidroponia. Esta técnica vem sendo utilizada na identificagdo de gendtipos de aveia
(Sanchez-Chacén et al., 2001, Dornelles et al., 1997) e de trigo (Camargo & Oliveira,
1981) mais tolerantes ao Al téxico e insensiveis ao 4cido giberélico. Ela permite a
imediata observacdo dos danos causados pelo A" pela inibicdo do re-crescimento da

raiz, evitando os inconvenientes de uso do solo onde a intensidade de selecdo ndo pode
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ser quantitativamente controlada. A intensidade do estresse € melhor controlada pois
tanto a forga idnica da solucdo hidropdnica quanto a disponibilidade de fons capazes de
se ligarem ao Al, especialmente o Pi, podem ser controladas.

Alguns grupos de pesquisa como o IRRI (International Rice Research Institute),
das Filipinas, vém procurando desenvolver uma metodologia que permita diferenciar
gendtipos de arroz quanto a sua eficiéncia na aquisicdo de P do solo com uso de
hidroponia. Até o momento, nao foi possivel definir os procedimentos para se alcangar
este objetivo (Ismail, pesquisador do IRRI, Comunicagdo Verbal, 2006).

Para se definir uma estratégia para obtencdo de gendtipos mais tolerantes a
deficiéncia de P é necessdria a identificacdo dos mecanismos especificos utilizados
pelos genotipos tolerantes a deficiéncia de P e dos genes envolvidos na aclimatacdo da
planta a condicdes de baixa disponibilidade deste nutriente no solo. Este conhecimento
facilitard a selecdo de pais no programa de melhoramento, uma vez que mecanismos
diferentes poder@o ser incluidos buscando piramidiza¢do destes em um cultivar.

Para que este objetivo seja cumprido, € necessario, primeiramente, o
desenvolvimento de uma metodologia de identificacdo de genétipos tolerantes a
deficiéncia de Pi e que seja expedita. Com esta ferramenta em maos, a selecdo dos
gendtipos tolerantes a deficiéncia de Pi poderd ser feita de maneira mais répida, em
estadios iniciais de desenvolvimento da planta, facilitando e acelerando todo o processo

de melhoramento, seja pelo método convencional ou pelo uso da biologia molecular.



3. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados nos Laboratérios de Fisiologia Vegetal e Biologia
Molecular Vegetal, do Departamento de Plantas de Lavoura, da Faculdade Agronomia,
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, nos anos de 2005 e 2006.

Para atingir os objetivos propostos foram realizados trés estudos com plantulas de
trigo em solucdo hidroponica. No primeiro, foi testado o efeito da retirada do
endosperma da semente apds a germinagdo sobre o comportamento de plantulas de trigo
sob baixos niveis de P na solu¢éo nutritiva. Além disto, neste mesmo estudo, avaliou-se
duas épocas de coleta das plantulas de trigo. No segundo estudo, foram utilizadas
diferentes doses de P em solucdo nutritiva, e dois cultivares de trigo contrastantes
quanto a tolerancia a deficiéncia de P em condi¢des de campo. No terceiro estudo foi
avaliado o comportamento de linhagens recombinantes oriundas do cruzamento dos pais
contrastantes usando a metodologia do segundo estudo, como forma de testar a
repetibilidade da andlise, uma vez que as linhagens recombinantes contrastam em
relacdo aos mesmos mecanismos de tolerdncia que os pais, mas sdo mais similares para

outras caracteristicas.

3.1. Genétipos testados
O material vegetal utilizado foram os cultivares de trigo Anahuac e Toropi,

contrastantes quanto a tolerdncia a deficiéncia de P no solo, sendo a Anahuac
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considerada sensivel e a Toropi tolerante. Além destes dois cultivares, também foram
utilizadas cinco linhagens recombinantes (Fs) oriundas do cruzamento das mesmas.
Estas foram selecionadas com base no seu comportamento em condi¢des de campo, sob
baixa e alta disponibilidade de P (Apéndice 1), em ensaio realizado pelo Engenheiro
Agronomo, PhD., Euclydes Minella, pesquisador da EMBRAPA-Centro Nacional de

Pesquisa de Trigo.

3.2. Condicoes de crescimento e coleta das plantulas e
determinacoes realizadas

O método empregado para crescimento de plantulas foi o descrito por Camargo &
Oliveira (1981), que foi utilizado em trigo por Dornelles (1994) com poucas
modificacdes.

As sementes de tamanho similar foram levadas a geladeira a temperatura de,
aproximadamente, 8°C, com objetivo de superar a dorméncia e uniformizar a
germinacdo. Na seqii€ncia, as sementes foram colocadas em papel especial para
germinagdo, umedecido com 4dgua destilada e levadas a BOD a 25°C, permanecendo
por, aproximadamente, 72 horas, até a emissdo da radicula.

Dez sementes germinadas, com tamanho similar de radicula, foram distribuidas a
uma distancia aproximada de 2 cm sobre uma tela de plastico adaptada a tampa de um
recipiente plastico de 3,0 L de capacidade, contendo solug@o nutritiva completa ou com
limitacdo de P, cuidando-se para que as raizes ficassem em contato permanente com a
solucdo. Nos Estudos II e III, realizou-se a retirada do endosperma, em todos os
tratamentos, ja no Estudo I, a retirada do endosperma foi realizada apenas em dois dos

quatro experimentos que compuseram este estudo. A retirada do endosperma da



18

semente foi realizada na transferéncia das plantulas do papel germinador para os
recipientes com solucdo nutritiva.

Os recipientes contendo as solugdes foram colocados em tanques banho-maria,
nos quais a agua foi mantida a temperatura de 20°C com auxilio de resisténcias
adaptadas ao tanque e de condicionador de ar. As condi¢des de luz foram mantidas
constantes e os recipientes contendo a solucdo foram ligados a um sistema de
oxigenagao (Figura 1-A e 1C). A solu¢do nutritiva completa foi trocada aos cinco dias
da conduc¢do de cada experimento e foi composta por: Ca (NOs), - 4mM; MgSOy -
2mM; KNOs3 - 4mM; (NH4),SOy4 - 0,435 mM; MnSOy - 2 uM; CuSOy - 0,3 uM; ZnSO4

- 0,8 uM; NaCl - 3 uM; Fe-Geo Fe6 0,9 uM; Na;MoOs - 0,10 uM e H3BOs - 10 uM.

FIGURA 1. Fotos do experimento: a) Visdo geral do controle de temperatura, da
iluminacdo e da aeracdo mantidas constantes durante todo o experimento;
b) plantulas no recipiente de crescimento aos cinco dias apds a
germinacdo; c¢) plantulas aos dez dias apdés a germinagdo sem o
endosperma, na ocasido da coleta.
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Dez plantulas por repeticdo foram coletadas dos recipientes e levadas até uma
superficie azul, onde foram fotografadas com maquina digital (Figura 1-B).

As determinagdes realizadas nos trés estudos foram as seguintes: peso seco de
raizes e parte aérea, razdo peso seco de raizes/parte aérea, teor (concentracdo) e
quantidade de Pi livre nas raizes e na parte aérea e eficiéncias de absorcdo e
translocac¢do de fésforo.

Para a determinacdo do peso seco de raizes e parte aérea as plantulas foram
seccionadas na ocasido da coleta (10 por repeti¢do), foram secas em estufa de ventilagdao
forcada, a 60°C por 48 horas e pesadas em balanca de precisdo. Os valores de peso seco
foram obtidos a partir da média das plantulas coletadas por repeti¢do. A razao peso seco
de raizes/parte aérea foi obtida pela divisdo entre os pesos secos de raizes e parte aérea.
Ja para o célculo do teor fosfato livre (Pi) nas raizes e na parte aérea as plantulas foram
seccionadas em raiz e parte aérea, colocadas em estufa sob temperatura de 60°C até
estabilizacdo do peso, maceradas e pesadas. Para andlise de Pi livre, aplicou-se a
metodologia de AMES (1966). A extracdo de Pi livre foi realizada em 0.5 ml de TCA
10% (écido tri-cloro-acético), durante 30 minutos sob temperatura de 4°C. Aliquotas do
extrato foram retiradas, acrescentando-se a elas um mix oxi-redutor contendo molibdato
de amonio 0,42 % em 1IN de H,SO4 e dcido ascoérbico 15 % (6:1 — v/v). Apds uma hora
sob temperatura de 37°C, avaliou-se a absorbancia em espectrofotometro ultravioleta-
visivel, modelo Spectronic Génesis II, na faixa de 820nm, comparando-se com a curva
calibrada (0-1uM de KH,PO,). As quantidades de Pi livre nas raizes e parte aérea foram
calculadas pela multiplicacdo do teor de Pi livre obtido pelo peso seco respectivo de
cada parte da plantula. A quantidade total de Pi livre foi obtida pela soma das
quantidades de Pi obtidas nas raizes e na parte aérea. A eficiéncia de absorcdo de P foi

obtida pela razdo entre a quantidade de Pi livre total e o peso seco de raizes. A
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eficiéncia de translocacdo de P foi obtida pela razédo entre as quantidades de Pi livre na
parte aérea e a total na plantula.

Nos trés estudos foi utilizado o delineamento blocos completamente casualizados,
sendo que, no segundo estudo, eles foram dispostos em fatorial 2x4 e, no terceiro, em
fatorial 7x4. Nos tré€s estudos utilizaram-se trés repeti¢des. Cada repeticdo constou da
coleta de dez plantulas.

O Estudo I foi composto de quatro experimentos, todos eles seguiram 0 mesmo
delineamento experimental de blocos casualizados e foram analisados de maneira
independente.

Na andlise estatistica, nos trés estudos utilizou-se o programa estatistico SAS
(Statistical Analysis System), sendo os dados obtidos submetidos a analise de variancia
pelo F teste. A comparagdo entre médias foi realizada pelo teste Duncan, em nivel de
5% de probabilidade.

As doses de P utilizadas na solugdo nutritiva, as épocas de realizacdo das coletas e

os gendtipos testados variaram nos trés estudos e serdo descritos a seguir.

3.3. Estudo I - Efeito da retirada do endosperma da semente no
desenvolvimento inicial de plantulas de trigo em resposta a presenca e

auséncia de fosforo em solucio nutritiva
Este estudo constituiu da realizacdo de quatro experimentos, em todos eles foi
contrastado o efeito da auséncia de fosforo e o de baixa disponibilidade deste (10 uM)
sobre as caracteristicas de planta acima descritas. Nos experimentos I e IIl o
endosperma foi removido apds a germinagdo enquanto nos experimentos Il e IV este foi
mantido. Nos experimentos I e Il as andlises foram realizadas cinco dias apés a

transferéncia para a hidroponia, e nos demais aos dez dias (Tabela 1).
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O cultivar de trigo utilizado nos quatro experimentos foi o Anahuac, sensivel a
deficiéncia de Pi em experimentos conduzidos em solo. Este foi escolhido baseado na
premissa de que sendo menos tolerante a deficiéncia de Pi, responderia de maneira mais

evidente a presencga deste nutriente na solugdo nutritiva.

TABELA 1. Gendtipo, concentragdes de fosfato (Pi) na solug¢do nutritiva, manutencéo
ou remog¢do do endosperma e data de coleta e andlise dos dados nos
experimentos I, II, IIT e IV do Estudo L.

. L. Concentracoes Manutencao Data de coleta
Experimento Genétipo . do 1
de Pi e analise
endosperma
I Anahuac 0Oe 10 uM Nao Cinco dias
II Anahuac 0Oe 10 uM Sim Cinco dias
I Anahuac Oe 10 uM Nao Dez dias
1\Y Anahuac 0e 10 uyM Sim Dez dias

3.4. Estudo II - Diferenciacio em hidroponia de gendtipos de
trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de P a campo

Neste estudo, que compreendeu a execucdo de um experimento, foram utilizados
dois cultivares contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de P no solo, Toropi e
Anahuac.

Os tratamentos consistiram de dois cultivares de trigo, trés concentracdes de Pi em
solugdo nutritiva (10, 30 e 1000 uM) e um tratamento controle negativo, sem aplicacdo
de Pi na solucdo nutritiva. A coleta das plantulas foi realizada aos 10 dias apds a
germinagdo, seguindo a metodologia descrita no item 3.2. As condi¢des de crescimento

das plantulas foram as mesmas descritas nesse item.
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3.5. Estudo III - Validacio do uso de hidroponia para
identificacao de gendétipos de trigo contrastantes quanto a tolerancia a
deficiéncia de fosforo em linhagens recombinantes

Neste estudo foram testadas os mesmos cultivares do Estudo II e mais cinco
linhagens recombinantes Fq obtidas do cruzamento dos cultivares Toropi, considerado
tolerante a deficiéncia de P, e Anahuac, sensivel. Estes gendtipos foram selecionados
com base no seu comportamento em solo, sob condi¢des de baixa e alta disponibilidade
de P, em ensaio realizado pelo Engenheiro Agronomo, PhD., Euclydes Minella,
pesquisador da EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Trigo, em Passo Fundo-RS
(Apéndice 1). Destas linhagens, duas foram selecionadas pela similaridade no seu
comportamento em solo com ocultivar Anahuac (NYW 865-034, NYW 865-073) e trés
pela similaridade ao cultivar Toropi (NYW 865-016, NYW 865-081, NYW 865-086). A
similaridade dos gendtipos diz respeito a razdo das caracteristicas peso seco da parte
aérea na antese e na maturagdo, peso seco de raizes na maturacio, sob condi¢des de
baixa e alta disponibilidade de P em solo sob condicdes de casa de vegetacio (Apéndice
1).

Os tratamentos constaram de sete genotipos de trigo (dois cultivares e cinco
linhagens) e de trés concentragdes de Pi em solucdo nutritiva (10, 30 e 1000 uM) e de
um tratamento como controle negativo, sem aplicacdo de Pi. A coleta das plantulas foi
realizadas aos 10 dias apds a germinagdo, seguindo a metodologia descrita no item 3.2.

Neste estudo a temperatura do ar foi mais elevada do que nos outros dois estudos

(20C®), ficando em torno de 26°C.



4. RESULTADOS

Os resultados serdo descritos separadamente para cada um dos trés estudos, sendo

apresentados na ordem cronolégica de sua obtencao.

4.1. Estudo I — Efeito da retirada do endosperma da semente no
desenvolvimento inicial de plantulas de trigo em resposta a presenca e

auséncia de fosforo em solucio nutritiva

4.1.1. Pesos seco de raizes, parte aérea e razio peso seco de
raizes/parte aérea

O crescimento, que representa o incremento de massa seca, pode ser afetado pelos
niveis de foésforo disponiveis a plintula e estd inicialmente relacionado as reservas
existentes nas sementes. Assim, foram avaliados os pesos secos de raizes e parte aérea
em resposta a dois niveis de disponibilidade de fésforo em pléantulas intactas e em

pléantulas nas quais o endosperma da semente foi removido apds a germinacao.
O efeito da presenca de fosforo na solugdo nutritiva no peso seco de raizes e na
razdo peso seco de raizes/parte aérea foi observado apenas no experimento onde se
realizou a retirada do endosperma da semente, na avaliacdo realizada aos cinco dias

apds a germinacdo (Tabelas 2 e 3 e Figura 2). O peso seco de raizes aumentou, no
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experimento com remog¢do do endosperma na dose de 10 uM de P em relacdo ao
tratamento sem aplicacdo de P, aos cinco dias apds a germinagao.

De uma maneira geral, os pesos secos de raizes e parte aérea foram menores nos
dois experimentos em que o endosperma foi retirado, quando comparados aos dois
experimentos em que niao houve remog¢do do mesmo, tanto na avaliacdo realizada aos
cinco como aos 10 dias apds a germinagdo (Figura 2). Nao houve efeito da dose de P
em solucdo nutritiva sobre o peso seco da parte aérea em nenhum dos quatro

experimentos (Tabela 2 e 3).

TABELA 2. Coeficientes de variagdo e probabilidade das varidveis avaliadas no Estudo
I, com e sem fésforo (P) na solugdo nutritiva, nos experimentos com e sem
retirada do endosperma da semente do cultivar de trigo Anahuac, na
avaliacdo realizada aos cinco dias ap6s a germinacgdo. Porto Alegre-RS,

2005.

Varidveis Com retirada do endosperma  Sem retirada do endosperma

CV' (%) DosesdeP(p) CV (%) Dosesde P (p)
Peso seco das raizes 20,6 0.0377* 16,0 0.7671™
Peso seco da parte aérea 15,6 0.1125™ 4,5 0.3337™
Razio peso seco raizes/parte aérea 26,9 0.0477* 12,8 0.7671™
Teor de Pi nas raizes 36,5 0.0460%* 62,0 0.0475*
Teor de Pi na parte aérea 12,2 0.1620™ 35,3 0.1209™
Quantidade de Pi nas raizes 41,2 0.0435™ 70,8 0.2288 ™
Quantidade de Pi na parte aérea 12,8 0.1086™ 38,5 0.1598 ™
Quantidade total de Pi na plantula 10,4 0.0671™ 447 0.1768 ™
Eficiéncia de absor¢io de Pi 29,2 0.9464™ 36,1 0.1116™
Eficiéncia de translocagdo de Pi 18,7 0.3976™ 42 0.3141™

ICoeficiente de variagdo;

Probabilidade;
*Significativo pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade;
"Ndo significativo.



25

TABELA 3. Coeficientes de variagdo e probabilidade das variaveis avaliadas no Estudo
I, com e sem fésforo (P) na solugéo nutritiva, nos experimentos com e sem
retirada do endosperma da semente do cultivar de trigo Anahuac, na
avaliagdo realizada aos 10 dias ap6s a germinagdo. Porto Alegre-RS, 2005.

Com retirada do endosperma  Sem retirada do endosperma

Varidveis CV'(%) DosesdeP(p))  CV (%)  Doses de P (p)
Peso seco de raizes 14,7 0.1946™ 9,0 0.2390™
Peso seco da parte aérea 18,3 0.1430™ 11,8 0.4704™
Razdo peso seco raizes/parte aérea 19,7 0.5685™ 9,3 0.1114™
Teor de Pi nas raizes 39,9 0.0407* 46,12 0.3270™
Teor de Pi na parte aérea 11,6 0.0358* 41,11 0.3795™
Quantidade de Pi nas raizes 36,0 0.0565™ 43,1 0.2378 ™
Quantidade de Pi na parte aérea 3,0 0.0150% 30,8 0.2291™
Quantidade total de Pi na plantula 5,9 0.0306* 29,8 0.3041™
Eficiéncia de absor¢do de Pi 23,2 0.0446* 36,0 0.2408 ™
Eficiéncia de translocagdo de Pi 5,1 0.6639™ 6,1 0.1821™

ICoeficiente de variagdo;

Probabilidade;
*Significativo pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade;
"Ndo significativo.
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FIGURA 2. Peso seco de raizes (branco) e de parte aérea (preto) do cultivar de trigo
Anahuac em quatro experimentos: aos cinco dias apds a germinagdo, com
e sem retirada do endosperma, e aos 10 dias apds a germinagdo, com e sem
retirada do endosperma. Porto Alegre-RS, 2005.

'Nas colunas médias seguidas pela mesma letra maidscula (comparag@o entre niveis de P, sem a
retirada do endosperma da semente) ou pela letra mintscula (comparagdo entre niveis de P, com a
retirada do endosperma da semente) ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de
probabilidade.

A alometria da plantula tende a alterar-se com as modifica¢des na disponibilidade
de P. Em funcio disto, verificou-se se era possivel identificar mudangas neste pardmetro
ap6s curtos periodos de crescimento. Somente no experimento com remog¢do do

endosperma da semente, na coleta realizada aos cinco dias, a razdo peso seco de
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raizes/parte aérea aumentou com a aplicacio da dose de 10 pM em relacdo ao
tratamento sem aplicacdo de P em solug@o nutritiva. Nos outros trés experimentos, nio

houve diferenga para esta caracteristica (Tabelas 2 e 3 e Figura 3).
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FIGURA 3. Razdo entre peso seco raizes/parte aérea no cultivar de trigo Anahuac em
quatro experimentos: aos cinco dias apds a germinacdo, com e sem retirada
do endosperma, e aos 10 dias apds a germinag@o, com e sem retirada do
endosperma. Porto Alegre-RS, 2005.

'Nas colunas, dentro de cada experimento, médias seguidas pela mesma letra maidscula
(comparacdo entre niveis de P, sem a retirada do endosperma da semente) ou pela letra mintscula
(comparacdo entre niveis de P, com a retirada do endosperma da semente) ndo diferem entre si pelo
teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.1.2. Teor e quantidade de fosfato livre (Pi) nas raizes e na parte

aérea
As determinagdes do teor e quantidade de Pi livre nas raizes e na parte aérea sio
necessdrias uma vez que o tempo de desenvolvimento das plantulas € curto e, em funcdo
disto, as diferencgas fenotipicas entre as plantas podem nao se manifestar. Desta forma, o
efeito de doses aplicadas de Pi na solu¢do pode ser mais evidente pelas avaliagdes dos

valores deste nutriente na plantula.
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O teor de Pi livre nas raizes foi alterado significativamente pela aplicagdo de P na
solugdo nutritiva nos dois experimentos com retirada do endosperma da semente e no
experimento sem retirada do endosperma, na avaliag@o realizada aos cinco dias apds a
germinagdo (Tabelas 2 e 3 e Figura 4). De modo geral, o teor de Pi livre na parte aérea
foi superior ao das raizes. Na coleta realizada aos cinco dias, o comportamento das
plantulas quanto ao teor de Pi livre nas raizes foi similar nos experimentos com e sem
remocdo do endosperma da semente, havendo aumento no teor com a aplicacdo da dose
de P de 10 pM na solucdo nutritiva em relagdo ao tratamento sem aplicacdo deste
nutriente. J4 para a coleta realizada aos 10 dias, houve aumento do teor de Pi livre com
a aplicacdo de 10 uM de P na solug¢@o nutritiva apenas no experimento com remog¢ao do
endosperma.

O teor de Pi livre na parte aérea foi afetado pelas doses de P na solugdo nutritiva
apenas quando o endosperma foi retirado e a coleta realizada aos 10 dias apds a

germinagdo (Tabelas 2 e 3 e Figura 4).
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FIGURA 4. Teores de fosfato livre (Pi) nas raizes e na parte aérea no cultivar de trigo
Anahuac em quatro experimentos: aos cinco dias apds a germinagdo, com
e sem retirada do endosperma, e aos 10 dias apds a germinagéo, com e sem
retirada do endosperma. Porto Alegre-RS, 2005.

'Nas colunas médias seguidas pela mesma letra maitscula (comparacdo entre niveis de P, sem a
retirada do endosperma da semente) ou pela letra mintscula (comparacio entre niveis de P, com a
retirada do endosperma da semente) ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Considerando que o teor de Pi nos tecidos relaciona-se indiretamente com o
crescimento, foi calculada a quantidade total de Pi livre nos tecidos.

Nos quatro experimentos, ndo houve diferenca significativa na quantidade de Pi
livrte acumulado nas raizes (Tabelas 2 e 3 e Figura 5). A quantidade de Pi livre
acumulada na parte aérea e a quantidade total de Pi livre na plantula foram maiores com

a aplicacdo de 10 pM de P na solugdo nutritiva apenas quando o endosperma foi
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removido e a coleta das plantulas realizada aos 10 dias apds a germinacdo (Experimento
IV) (Tabelas 2 e 3 e Figura 5). Neste experimento, foi possivel observar aumento de
mais de 200% na quantidade de Pi livre na parte aérea e na total na plantula no
tratamento com aplicacdo de P na solug¢do nutritiva em relacdo ao tratamento com

auséncia deste nutriente.

4.1.3. Eficiéncias de absorcao e translocacao de fésforo

Observou-se efeito da aplicagdo de P na solugc@o nutritiva na eficiéncia de
absor¢do deste nutriente apenas no experimento em que a coleta das plantulas foi
realizada aos 10 dias apds a germinagdo, com remog¢do do endosperma da semente
(Tabelas 2 e 3 e Figura 6). Neste experimento, houve aumento de 150% na eficiéncia de
absorcdo de Pi no tratamento com aplicagdo de P em solucd@o nutritiva em relacdo ao
tratamento sem aplicagéo de P.

Nio foi observada diferenca significativa na eficiéncia de translocacdo de Pi em
funcdo da aplicacdo de P na solucao nutritiva em nenhum dos quatro experimentos deste

estudo (Tabelas 2 e 3 e Figura 6).
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FIGURA 5. Quantidade de fosfato livre (Pi) acumulado nas raizes, na parte aérea e total
plantula no cultivar de trigo Anahuac em quatro experimentos: aos cinco
dias ap6s a germinacdo, com e sem retirada do endosperma, e aos 10 dias
apds a germinacdo, com e sem retirada do endosperma. Porto Alegre-RS,

2005.

'Nas colunas médias seguidas pela mesma letra maitscula (comparacdo entre niveis de P, sem a
retirada do endosperma da semente) ou pela letra mintiscula (comparacio entre niveis de P, com a
retirada do endosperma da semente) ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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FIGURA 6. Eficiéncias de absor¢éo e translocacdo de fosforo (P) no cultivar de trigo
Anahuac em quatro experimentos: aos cinco dias apds a germinagdo, com
e sem retirada do endosperma, e aos 10 dias apds a germinagéo, com e sem
retirada do endosperma. Porto Alegre-RS, 2005.
'Nas colunas médias seguidas pela mesma letra maitiscula (comparacio entre niveis de P, sem a
retirada do endosperma da semente) ou pela letra mintscula (comparacio entre niveis de P, com a

retirada do endosperma da semente) ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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4.2. Estudo II - Diferenciacio em hidroponia de gendtipos de

trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de P a campo

4.2.1. Peso seco de raizes e parte aérea e razio peso seco de

raizes/parte aérea

Quanto ao peso seco de raizes houve apenas efeito simples de cultivares (Tabela

4). O cultivar Anahuac, considerado sensivel a deficiéncia de P, apresentou maior peso

seco de raizes em relacdo aoToropi, independente de dose de P utilizada na solucdo de

nutritiva (Figura 7).

TABELA 4. Coeficientes de variagdo e probabilidade das variaveis avaliadas no Estudo
IT em fungdo dos cultivares de trigo e de doses de fosforo aplicadas em
solugdo nutritiva. Porto Alegre-RS, 2006.

7

. p
Varidveis CV! (%) Cultivares Doses de P Interagdo
Peso seco de raizes 23,9 0,0010% 0,5417™ 0,7897™
Peso seco da parte aérea 20,3 0,1085™ 0,2222™ 0,5226™
Razdo peso seco de raizes/parte aérea 10,9 <,0001* <,0001* 0,1045™
Teor de Pi nas raizes 40,6 0,1036™ 0,0005%* 0,3386™
Teor de Pi na parte aérea 21,3 0,1174™ <,0001* 0,0020%*
Quantidade de Pi nas raizes 78,8 0,1010™ 0,0488* 0,2177™
Quantidade de Pi na parte aérea 32,6 <,0001* <,0001* 0,0003*
Quantidade total de Pi na plantula 37,4 0,0225%* 0,0014* 0,0281%*
Eficiéncia de absor¢do de Pi 26,8 0,1123™ <,0001* 0,0203*
Eficiéncia de translocagdo de Pi 18,2 0,6857"™ 0,5938 ™ 0,7385™
'Coeficiente de variagio;

Probabilidade;
*Significativo pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade;
"Ndo significativo

Ja para peso seco da parte aérea, ndo foram significativos os efeitos simples para

os fatores cultivares e doses de P e nem a interacdo entre estes fatores (Tabela 4 e

Figura 7). Para razdo peso seco de raizes/parte aérea foram significativos os efeitos

simples de doses de P na solucdo nutritiva e de cultivares. A razdo peso seco de

raizes/parte aérea diminuiu com o incremento da dose de P na solucdo nutritiva, na

média dos dois cultivares testados. Na comparagdo entre os cultivares, na média de
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doses de P, observou-se que Anahuac apresentou razdo peso seco de raizes/parte aérea

32% superior a verificada em Toropi (Figura 7).
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FIGURA 7. Peso seco de raizes dos cultivares de trigo Anahuac e Toropi, na média de
quatro doses de foésforo (P) utilizadas em solug@o nutritiva (a); peso seco
de parte aérea em funcdo dos cultivares Anahuac (branco) e Toropi (preto)
e de doses de P (c); razdo peso seco de raizes/parte aérea dos dois
cultivares, na média de quatro doses de fésforo (b) e em fungdo das doses
de P na média dos cultivares (d), aos 10 dias apds a germinagdo. Porto
Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade. ™ No significativo

4.2.2. Teor e quantidade de fosfato livre (Pi) nas raizes e na parte
aérea
Quanto ao teor de Pi livre nas raizes foi significativo o efeito simples de doses de
Pi utilizadas na solugdo (Tabela 4 e Figura 8). O teor de Pi livre nas raizes aumentou
com o incremento da dose de Pi na solug@o nutritiva até a dose de 1000 uM, a excecdo

da dose de 30 uM, a qual ndo diferiu da dose de 10 uM, independente do cultivar
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testado (Figura 8). As plantulas cultivadas em solugdo nutritiva com 1000 pM de P,
apresentaram teor de Pi nas raizes 109, 80 e 400% superiores as verificadas nos

tratamentos com 30, 10 uM e sem aplicac@o de P na solugdo nutritiva, respectivamente.
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FIGURA 8. Teor de fosfato livre (Pi) nas raizes de trigo em fun¢do de doses de fosforo
(P) utilizadas na solucdo nutritiva, na média dos cultivares Anahuac e
Toropi (a) e teor de Pi na parte aérea (b) em func¢éo dos cultivares de trigo
Anahuac (branco) e Toropi (preto) e de doses de P, aos 10 dias apds a
germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

"Nas colunas, letras maidsculas comparam o efeito de doses de P dentro de cada cultivar e as letras
mindsculas comparam as cultivares dentro de cada dose de P, sendo que médias seguidas pela
mesma letra ndo entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto ao teor de Pi livre na parte aérea, houve interacio entre cultivares e doses
de P utilizadas na soluc@o nutritiva (Tabela 4). O cultivar Anahuac, considerado
sensivel a deficiéncia de P, aumentou a concentracio de Pi livre na parte aérea com o
incremento da dose de P utilizada na solucdo nutritiva até a dose de 1000 pM (Figura
8). J4 o cultivar Toropi, tolerante & deficiéncia de P, apresentou comportamento
diferente. A concentragdo de Pi livre na parte aérea aumentou até a dose de 10 pM,
sendo que os tratamentos com doses mais elevadas de P ndo diferiram estatisticamente
entre si. O teor de Pi livre na parte aérea na dose de 30 uM de P na solucio nao diferiu
do observado no tratamento sem aplicacdo de P em solucdo nutritiva (Figura 8).

Na comparacdo entre cultivares, observou-se que Anahuac apresentou maior teor

de Pi na parte aérea em relacdo a Toropi nas doses maiores (30 e 1000 uM) (Figura 8).
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Ja com a aplicagio da menor dose (10 pM) observou-se uma inversdo de
comportamento, sendo os maiores valores observados no cultivar Toropi.

Na caracteristica quantidade de Pi livre acumulada nas raizes houve apenas efeito
simples de doses de P na solucdo nutritiva (Tabela 4). A quantidade de Pi livre nas
raizes aumentou na dose de 1000 pM de P utilizada na solucdo nutritiva em relagéo as
demais doses, independente do cultivar analisado (Figura 9).

Em relacdo as quantidades de Pi livre na parte aérea e total na plantula houve
interacdo entre cultivares e doses de Pi utilizadas na solugdo nutritiva (Tabela 4). O
comportamento das plantulas foi similar para estas duas caracteristicas (Figura 9). O
cultivar Anahuac aumentou as quantidades de Pi livre na parte aérea e total na plantula
com incremento da dose de P na solug@o nutritiva até a dose de 1000 pM. Para
quantidade de Pi livre na parte aérea, os valores observados com a aplicacdo da maior
dose foram 41, 109 e 661 % superiores aos obtidos nos tratamentos com dose de P em
solugdo nutritiva de 30 e 10 uM e sem aplicacdo deste nutriente, respectivamente. Ja
para quantidade total de Pi livre na plantula, estes valores foram 54, 100 e 810 %
superiores, respectivamente. J4 o cultivar Toropi novamente apresentou comportamento
diferenciado. Para estas duas varidveis, este aumentou a concentracdo de Pi livre até a
dose de 10 uM, ndo havendo resposta a doses mais elevadas de P (Figura 9). As
quantidades de Pi na parte aérea e Pi total na plantula na dose de 30 pM de P na solugédo
nutritiva situaram-se em niveis intermedidrios entre a dose de 10 uM e o tratamento sem
aplicacdo de P na solu¢do nutritiva.

Na comparacdo entre cultivares na mesma dose de P utilizada na solugdo,
observou-se que Anahuac apresentou maior quantidade de Pi livre na parte aérea em

relac@o a Toropi nas doses de 30 e 1000 uM de P na solug¢@o nutritiva. Para a quantidade
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de Pi livre total na plantula, esta diferenca foi significativa apenas na maior dose de P

(Figura 9).
. 250 .
§ @ ¢
S a0 g
g L
B & 150 A B A
2 g 3
z E 10 B 2
- <
= =
T sy B g
L L g
&

~ 0 . . .

0 10 30 1000

Doses de P na solugido nutritiva (MM}

Quantidade de Fi na plintula

(mmols)

BB
= =

TR
s =

1000

tn
=

=

ol

a

aérea (mmols)

2500
(&)
2000
1500 1

1040

S0

a

B
A
B A
1 AR
| E
Cl
L] 10 30

1000

Doses de F na solugédo nutritiva (MM)

AR

a

1]

10

30

1000

Doses de P na solugdo nutritiva (M)

FIGURA 9. Quantidade de fosfato livre (Pi) nas raizes de trigo em funcdo de doses de
fosforo (P) utilizadas na solucdo nutritiva, na média dos cultivares
Anahuac e Toropi (a) e quantidade de Pi na parte aérea (b) e total na
plantula (c) em funcdo dos cultivares de trigo Anahuac (branco) e Toropi
(preto) e de doses de P aos 10 dias apds a germinacdo. Porto Alegre-RS,

2006.

'Nas colunas as letras maitisculas comparam o efeito de doses de P dentro de cada cultivar e as
letras mindsculas comparam as cultivares dentro de cada dose de P, sendo que médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2.3. Eficiéncias de absorcao e translocacao de fésforo

Para eficiéncia de absorcdo de Pi, houve interacdo entre cultivares e doses de P

utilizadas na soluc¢do nutritiva (Tabela 4). O cultivar Anahuac aumentou a efici€ncia de

absorcdo de Pi com incremento da dose de P utilizada na solucéo nutritiva até a dose de

1000 uM (Figura 10). Ja no cultivar Toropi a eficiéncia de absor¢do de Pi aumentou

com o incremento de Pi na solu¢do nutritiva até a dose de 10 uM, sendo que os
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tratamentos com doses mais elevadas de P ndo diferiram estatisticamente entre si. A
eficiéncia de absorcdo de Pi na dose de 30 uM de P na solugéo ndo diferiu da observada
no tratamento sem aplicacdo de P em solugdo nutritiva.

Na comparagédo entre cultivares na mesma dose de P, observou-se que Toropi
apresentou maior eficiéncia de absor¢do de Pi em relacdo a Anahuac no tratamento com
aplicacdo de 10 uM (Figura 10).

Para eficiéncia de translocacdo de Pi ndo foram significativos os efeitos simples

dos fatores cultivares e doses de P e a interacdo entre estes fatores (Tabela 4 e Figura

10).
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FIGURA 10. Eficiéncias de absorcdo (a) e de translocacdo (b) de fésforo (P) dos
cultivares de trigo Anahuac (branco) e Toropi (preto) em funcdo de doses

de P utilizadas em solucdo nutritiva aos 10 dias apds a germinagdo. Porto
Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas as letras maidsculas comparam o efeito de doses de P dentro de cada cultivar e, as
letras mindsculas comparam as cultivares dentro de cada dose de P, sendo que médias seguidas
pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.ns Nao
significativo.
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4.3. Estudo III -Validacdo do uso de hidroponia para identificacio de
genotipos de trigo contrastantes quanto a tolerancia a deficiéncia de fosforo em

linhagens recombinantes

4.3.1. Peso seco de raizes e parte aérea e razio peso seco de
raizes/parte aérea
Quanto ao peso seco de raizes ndo foram significativos os efeitos simples para os

fatores gendtipos e doses de P e a interacdo entre estes fatores (Tabela 5 e Figura 11).

TABELA 5. Coeficientes de variagdo e probabilidade das varidveis avaliadas no Estudo
IIT em fungdo dos cultivares de trigo e de doses de fésforo aplicadas em
solugdo nutritiva. Porto Alegre-RS, 2006.

I

o p
Varidveis CVZ (%) Genotipos Doses de P Interagdo
Peso seco de raizes 51,1 0.2150™ 0.3993 ™ 0.9583™
Peso seco da parte aérea 26,0 0.0103* 0.2166™ 0.4670™
Razdo peso seco de raizes/parte aérea 120,8 0.6010™ 0.2012™ 0.4828 ™
Teor de Pi nas raizes 53,4 0.0019* <.0001* 0.0492%*
Teor de Pi na parte aérea 42,5 0.0026* <.0001* 0.0147*
Quantidade de Pi nas raizes 61,9 0.0476%* <.0001* 0.4349™
Quantidade de Pi na parte aérea 57,9 0.0041%* <.0001* 0.0345%*
Quantidade total de Pi na plantula 37,3 0.0638™ <.0001* 0.0489*
Eficiéncia de absor¢io de Pi 60,9 0.8359 ™ 0.0007* 0.9002™
Eficiéncia de translocacio de Pi 8,7 0.1737™ 0.1924™ 0.5472"™

"Probabilidade;

Coeficiente de variagdo;

*Significativo pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade;
"Ndo significativo.
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FIGURA 11. Peso seco de raizes do cultivar de trigo Anahuac, de duas linhagens
recombinantes semelhantes a esta quanto a tolerancia a deficiéncia de P
em solo (NYW 865-034, NYW 865-073), do cultivar Toropi e de trés
linhagens recombinantes semelhantes (NYW 865-016, NYW 865-081,
NYW 865-086) em fun¢do de doses de P utilizadas na solucdo nutritiva,
aos 10 dias ap6s a germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

"*N3o significativo pelo teste Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ja para peso seco da parte aérea houve apenas efeito simples de genétipos (Tabela
5). Os maiores valores para peso seco foram observados nos genétipos NYW 865-073,
NYW 865-086, NYW 865-016 e Toropi, sendo que os genétipos Anahuac e NYW 865-
081 apresentaram menor peso seco de parte aérea, mas ndo diferiram estatisticamente
do primeiro grupo (Figura 12). O gendtipo NYW 865-034 apresentou o menor peso

seco de parte aérea, ndo diferindo de Anahuac e NYW 865-081.
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FIGURA 12. Peso seco de parte aérea do cultivar de trigo Anahuac e de duas linhagens
recombinantes semelhantes a este quanto a tolerancia a deficiéncia de P em
solo (NYW 865-034 (34), NYW 865-073 (73)), do cultivar Toropi e de
tr€s linhagens recombinantes semelhantes (NYW 865-016 (16), NYW
865-081 (81), NYW 865-086 (86)) na média de quatro doses de P
utilizadas na solug¢do nutritiva, aos 10 dias apds a germinacdo. Porto
Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade.

Na caracteristica razdo peso seco de raizes/parte aérea ndo foram significativos os
efeitos simples para os fatores cultivares e doses de P e a interacdo entre estes fatores

(Tabela 5 e Figura 13).
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FIGURA 13. Razdo peso seco de raizes/parte aérea do cultivar de trigo Anahuac, de
duas linhagens recombinantes semelhantes a este quanto a tolerincia a
deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW 865-073), do cultivar
Toropi e de trés linhagens recombinantes semelhantes (NYW 865-016,
NYW 865-081, NYW 865-086) em funcdo de doses de P utilizadas na
solugdo nutritiva, aos 10 dias apés a germinagao. Porto Alegre-RS, 2006.

N3o significativo pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.2. Teor e quantidade de fosfato livre (Pi) nas raizes e na parte
aérea

Quanto ao teor de Pi livre nas raizes, houve interacéo entre genétipos e doses de P
utilizadas na solug@o nutritiva (Tabela 5). De uma maneira geral, houve aumento no teor
de Pi livre nas raizes com o incremento da dose de P na solugéo nutritiva, com excecdo
dos gendtipos NYW 865-034 e NYW 865-081 (Figura 14). O genétipo NYW 865-034
apresentou maior teor de Pi livre nas raizes na dose de 1000 pM de P na solugdo
nutritiva, sendo que este valor ndo diferiu significativamente do valor obtido na dose de
10 uM de P. J4 o gendtipo NYW 865-081 ndo apresentou diferenca significativa entre
doses de P utilizadas em solu¢@o nutritiva para esta caracteristica.

Em relacdo ao teor de Pi livre na parte aérea, foi observada interacdo entre
cultivares e doses de Pi utilizadas na solucdo nutritiva (Tabela 5). O cultivar Anahuac
manteve o comportamento observado no Estudo II, aumentando o teor de Pi livre na
parte aérea com incremento da dose de P utilizada na solucdo nutritiva até 1000 uM
(Figura 15). Este mesmo comportamento foi observado nos outros dois gendétipos
(NYW 865-034 e NYW 865-073) selecionados pela similaridade a cultivar Anahuac em
experimento realizado em Passo Fundo-RS em solo, sob alta e baixa disponibilidade de
P. No cultivar Anahuac, os teores de Pi livre na parte aérea na dose de 1000 uM foram
96, 147 e 894 % superiores aos obtidos nos tratamentos com doses de P em solucdo
nutritiva de 30 e 10 pM e sem a presenca deste nutriente, respectivamente. Para os
outros genétipos similares a Anahuac, NYW 865-034 e NYW 865-073, estes valores

foram 124, 88 e 246% e 82, 140 e 1119 % superiores, respectivamente.
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FIGURA 14. Teor de fosfato livre (Pi) nas raizes do cultivar de trigo Anahuac, de duas
linhagens recombinantes semelhantes a este quanto a tolerdncia a
deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW 865-073), do cultivar
Toropi e de trés linhagens recombinantes semelhantes (NYW 865-016,
NYW 865-081, NYW 865-086) em funcdo de doses de P utilizadas na
solugdo nutritiva, aos 10 dias apds a germinacao. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao
nivel de 5% de probabilidade. ™Nao significativo
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O cultivar Toropi também manteve o comportamento observado no Estudo II, ndo
havendo diferenca estatistica entre as doses 10 e 1000 pM de P na solucdo nutritiva
(Figura 15). Comportamento similar foi observado nos trés genétipos selecionados pela
similaridade a cultivar Toropi na resposta a deficiéncia de P sob condi¢des de solo
(NYW 865-016, NYW 865-081 e NYW 865-086). Houve redugdo no teor de Pi livre na
parte aérea na dose de 30 pM de P na solug@o nutritiva no cultivar Toropi (18 %) e na
linhagem NYW 865-081 (140 %), quando comparada a dose de 10 pM.

Para quantidade de Pi livre acumulada nas raizes foram significativos os efeitos
simples de doses e gendtipos de trigo (Tabela 5). As maiores quantidades de Pi livre nas
raizes, na média de doses de P utilizadas na solucdo nutritiva, foram observadas no
cultivar Toropi e na linhagem NYW 865-016, selecionada pela similaridade a este
cultivar. Por outro lado, o menor valor foi observado na linhagem NYW 865-081,
também selecionada pela similaridade a cultivar Toropi. Os demais genétipos
apresentaram comportamento intermedidrio (Figura 16).

A quantidade de Pi livre nas raizes aumentou com incremento da dose de P na
solugdo nutritiva até 1000 uM, na média dos genétipos de trigo (Figura 16).

Para as quantidades de Pi livre acumulada na parte aérea e total na plantula, houve
interacdo entre gendtipos de trigo e doses de Pi utilizadas na soluc@o nutritiva (Tabela

5).
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FIGURA 15. Teor de fosfato livre (Pi) na parte aérea do cultivar de trigo Anahuac, de
duas linhagens recombinantes semelhantes a este quanto a tolerdncia a
deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW 865-073), do cultivar
Toropi e de trés linhagens recombinantes semelhantes (NYW 865-016,
NYW 865-081, NYW 865-086) em funcdo de doses de P utilizadas na
solugdo nutritiva, aos 10 dias apds a germinacao. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 16. Quantidade de fosfato livre (Pi) nas raizes em trigo na média dos
cultivares Anahuac e Toropi e das linhagens recombinantes NYW 865-
034 (34), NYW 865-073 (73), NYW 865-016 (16), NYW 865-081 (81),
NYW 865-086 (86) em funcdo de doses de fésforo (P) utilizadas na
solucdo nutritiva (a) e na média de doses de P (b), aos 10 dias apds a
germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao nivel
de 5% de probabilidade.

O comportamento das plantulas quanto as quantidades de Pi livre na parte aérea e
total na plantula foi similar (Figuras 17 e 18). Para estas duas caracteristicas, os dois
genotipos (NYW 865-034 e NYW 865-073) similares ao cultivar Anahuac em solo,
comportaram-se de modo similar ao observado no cultivar Anahuac, ou seja, a
quantidade de Pi livre na dose de 1000 uM de P aumentou em relagédo a dose de 10 pM.
Apesar de Anahuac ter mantido o comportamento observado no Estudo II, observou-se
que a quantidade de Pi livre acumulada no Estudo III foi sempre menor que a do Estudo
II (Figuras 9, 17 e 18).

O menor actimulo de Pi livre na parte aérea das plantulas no Estudo III em relagao
ao Estudo II ndo permitiu observar diferenca significativa entre doses de P utilizadas na
solu¢do nutritiva no cultivar Toropi (Figura 17). Este mesmo comportamento foi

observado na linhagem NYW 865-086, similar a Toropi quanto a tolerincia a
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deficiéncia de P no solo. Ja os outros gendtipos (NYW 865-016 e NYW 865-081),
similares a Toropi, aumentaram a quantidade de Pi livre na parte aérea somente até a
dose de 10 uM de P na solugdo nutritiva, ndo havendo resposta a doses mais elevadas.
A quantidade de Pi livre total nas plantulas do cultivar Toropi e da linhagem
recombinante NYW 865-081 nas doses 30 uM e 10 pM de P ndo diferiram

estatisticamente entre si (Figura 18).
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FIGURA 17. Quantidade de fosfato livre (Pi) acumulado na parte aérea do cultivar de
trigo Anahuac, de duas linhagens recombinantes semelhantes a este
quanto a tolerancia a deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW
865-073), do cultivar Toropi e de trés linhagens recombinantes
semelhantes (NYW 865-016, NYW 865-081, NYW 865-086) em funcdo
de doses de P utilizadas na solug@o nutritiva, aos 10 dias apds a
germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao
nivel de 5% de probabilidade. ™Nao significativo
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FIGURA 18. Quantidade total de fosfato livre (Pi) acumulado na plantula do cultivar de
trigo Anahuac, de duas linhagens recombinantes semelhantes a este

quanto a tolerancia a

deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW

865-073), do cultivar Toropi e de trés linhagens recombinantes
semelhantes (NYW 865-016, NYW 865-081, NYW 865-086) em funcdo
de doses de P utilizadas na solug@o nutritiva, aos 10 dias apds a
germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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4.3.3. Eficiéncias de absorcao e translocacao de fésforo
Para eficiéncia de absor¢do de Pi, houve apenas efeito simples de doses de P
utilizadas na solucao nutritiva (Tabela 5), aumentando com o incremento da dose de P
utilizada na solucdo até a dose de 1000 uM, na média dos genétipos de trigo utilizados

(Figura 19).
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FIGURA 19. Eficiéncia de absorcdo de fosfato livre (Pi) pelas plantulas de trigo em
fungdo de doses de fosforo (P) utilizadas na solucdo nutritiva, na média de
sete gendtipos, aos 10 dias apds a germinagdo. Porto Alegre-RS, 2006.

'Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade.

J4 para eficiéncia de translocacdo de Pi, ndo foram significativos os efeitos
simples dos fatores cultivares e doses de P e a interacdo entre estes fatores (Tabela 5 e

Figura 20).
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FIGURA 20. Eficiéncia de translocagio de fésforo (P) pela plantula do cultivar de trigo
Anahuac, de duas linhagens recombinantes semelhantes a este quanto a
tolerancia a deficiéncia de P em solo (NYW 865-034, NYW 865-073),
do cultivar Toropi e de trés linhagens recombinantes semelhantes (NYW
865-016, NYW 865-081, NYW 865-086) em fungdo de doses de P
utilizadas na solucdo nutritiva, aos 10 dias apds a germinagdo. Porto

Alegre-RS, 2006.

"*N3o significativo pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.



5. DISCUSSAO

O primeiro ponto a ser destacado nos trés estudos realizados neste trabalho diz
respeito aos coeficientes de variacdo (CV) obtidos na andlise estatistica dos dados
obtidos (Tabelas 2 a 5). Os coeficientes variaram de 3,0 a 120,8%, a grande maioria
ficando abaixo de 40%, muitos destes valores sdo considerados altos para a maioria dos
experimentos realizados a campo. No entanto, em se tratando de hidroponia, estes CVs
sdao considerados aceitdveis e satisfatérios. Outros trabalhos realizados utilizando esta
mesma técnica obtiveram CVs superiores aos encontrados no presente trabalho e os
resultados obtidos foram satisfatorios (Nava, 2005 e Sanchez-Chacén, 1998). Valores
elevados de CV sdo intrinsecos a metodologia de crescimento de plantulas sob
hidroponia, ja que apesar do ambiente ser considerado mais controlado que o campo, as
plantas sdo submetidas had varios estresses e em intensidade varidvel devido a
manipulagdo intensa.

O primeiro fator avaliado no trabalho foi o efeito da remocdo do endosperma da
semente na caracterizacio de um cultivar de trigo (Anahuac) sensivel & deficiéncia de P.
Este cultivar foi selecionado partindo do principio de que sendo pouco tolerante a
deficiéncia de P, responderia de maneira mais expressiva ao incremento da dose deste
nutriente na solug¢ao hidropdnica, sendo sensivel a pequenas alteracdes na dose. Com a
remocdo do endosperma das plantulas, foi possivel observar diferencas significativas no
peso seco das raizes (Figura 2) e na razdo entre peso seco das raizes e da parte aérea ja
na avaliacdo realizada aos cinco dias apds a germinagdo (Figura 3). Porém, a maioria

das alteragdes observadas com a remocdo do endosperma e que ndo poderiam ser
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percebidas com a presenca do mesmo, se deu na avaliagdo realizada aos 10 dias apds a
germinagdo (Figuras de 2 a 6). As caracteristicas que responderam significativamente a
presenca de Pi na solucdo, apenas nas plantas com endosperma removido na anélise aos
10 dias, foram teores de Pi livre nas raizes e na parte aérea (Figura 4), quantidade de Pi
livre na parte aérea e na plantula (Figura 5) e eficiéncia de absorcdo (Figura 6).

A ndo remocdo do endosperma da semente faz com que o efeito da deficiéncia de
P ndo seja observado em estddios iniciais de desenvolvimento da plantula. Isto ocorre
porque a semente possuiu grande quantidade de P armazenada nas células do
endosperma, que € utilizado pela plantula nestes estddios. Segundo Grant et al. (2001), o
suprimento externo de P tem pouco efeito no crescimento de plantulas e o periodo de
tempo requerido para a deficiéncia de P mostrar efeito nos processos de crescimento da
plantula depende da quantidade de sua reserva na semente. Boatwright & Viets (1966)
trabalhando em casa de vegetacdo com sementes de trigo de mesmo tamanho, porém
com teores crescentes de P (0,14 a 0,37%), observaram que as plantulas cresciam até 35
dias apds a germinacgfo apenas com o P presente na semente. Os dados obtidos por estes
autores corroboram com os observados neste trabalho e em um experimento piloto
realizado na Faculdade de Agronomia da UFRGS com aveia, sem retirada do
endosperma da semente, em que até aos 25 dias apds a germinagdo ndo foi possivel
observar diferenca entre gendtipos contrastantes quanto as eficiéncias de absorcao e uso
de Pi em funcdo de doses utilizadas em solucdo nutritiva (0, 10, 50, 100 e 1000 uM)
(Dados ndo publicados). Desta forma, a partir dos resultados obtidos neste primeiro
estudo definiu-se que a retirada do endosperma seria um ponto crucial para que o efeito
de doses de P pudesse ser observado em estddios iniciais do desenvolvimento da

plantula de trigo cultivada sob hidroponia.
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O segundo ponto a ser definido na metodologia refere-se as doses de fésforo a
serem utilizadas na diferenciacdo de gendtipos. Foi realizado um experimento piloto
com sementes de aveia, das quais se retirou o endosperma apds a germinacdo. Foram
testadas cinco doses de P em solugdo nutritiva (0, 10, 50, 100 e 1000 uM). Foi possivel
observar que, a partir de 50 uM, ndo houve diferenca significativa entre doses de P para
nenhuma das caracteristicas avaliadas. Isto quer dizer que concentra¢des de P limitantes
para a aveia estdo abaixo de 50 pM. Portanto, nos experimentos seguintes com trigo
foram utilizadas as doses de 10 e 30 puM, além dos controles negativos (0 uM) e
positivo (1000 uM). A dose de 10 uM aproxima-se das quantidades encontradas em
solos naturais (Bissani et al., 2004). Espécies silvestres, como a planta modelo
arabidopsis, iniciam respostas de resgate da deficiéncia de Pi apenas em doses menores
que 50uM.

A partir da defini¢do destes dois pontos, ou seja, a retirada do endosperma e as
doses de P a serem utilizadas, testou-se esta metodologia em pais contrastantes quanto a
tolerdncia a deficiéncia de P em solos. Toropi e Anahuac sdo cultivares bastante
distintos, Toropi possui maior estatura e ciclo mais longo e, em condi¢des naturais de
solo mostra-se tolerante a acidez, ao aluminio toxico e a baixo fosforo. Ao analisar a
tolerincia ao aluminio destes materiais em solucdo hidrop6nica remove-se qualquer
traco de P para impedir a ligacdo destes (Boff, 2006). Sugere-se, portanto que o
mecanismo de tolerdncia ao aluminio possa estar relacionado ao mecanismo que confere
tolerancia a deficiéncia de P.

As primeiras caracteristicas avaliadas foram os pesos secos de raizes e de parte
aérea. Nado foi possivel realizar a diferenciagdo entre os gendtipos com estas

caracteristicas. Como citado anteriormente, houve grande variabilidade entre
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experimentos e dentro dos mesmos, fazendo com que o comportamento dos genotipos
nao mantivesse um padrdo nos trés estudos (Figuras 7, 11 e 12).

No primeiro experimento (Figura 2), o cultivar Anahuac, considerado sensivel a
deficiéncia de P, aumentou o peso seco da raiz na presenca de P no tratamento com
remo¢do do endosperma, ja aos cinco dias apds a germinagdo (Tabela 4). Este mesmo
comportamento ndo foi observado aos 10 dias apds a germinacio e nem nos Estudos Il e
III nos quais este cultivar também foi testado aos dez dias apds a germinagdo. Nos
demais experimentos, houve grande variagdo nas respostas, caracterizando baixa
repetibilidade para esta caracteristica.

De uma maneira geral, o cultivar Anahuac apresentou maiores pesos secos de
raizes e parte aérea quando comparado ao cultivar Toropi. Poderia-se supor que
Anahuac apresente maior estatura de planta que a Toropi, caracteristica dependente do
“background” genético do cultivar. No entanto, este dado ndo corrobora com o obtido
em casa de vegetacdo por Minella (Apéndice 1), em que o cultivar Toropi apresentou
maiores pesos secos de raizes e parte aérea, independente de dose de P utilizada. As
diferencas podem ser devidas ao pouco tempo de crescimento das plantulas no
experimento de hidroponia e a caracteristica de precocidade de Anahuac. No
experimento em casa de vegetacdo, ndo foi realizada amostragem nos estddios iniciais
de crescimento, ndo sendo possivel comparar com os resultados obtidos em hidroponia.
Observou-se que, no experimento em solo, com alta disponibilidade de P, a diferenca
entre o peso seco da parte aérea entre os cultivares Toropi e Anahuac aumenta com a
evolucdo do desenvolvimento das plantas (Apéndice 1). Isto pode sugerir que esta
diferenca seja bem menor em estddios iniciais ou que, até mesmo, o cultivar Anahuac
apresente maior peso seco no inicio do seu desenvolvimento que o Toropi, como foi

observado sob hidroponia.
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Grandes diferencas no peso seco de plantula sdo dificeis de serem observadas nos
estadios iniciais de desenvolvimento. A resposta da planta a limitacdo de P demora
alguns dias para ser externada na forma de raizes laterais ou em varia¢des no peso seco
de raizes e parte aérea. Em tremoco, que é uma espécie muito sensivel a deficiéncia de
P, comeca-se a observar alteracdes em nivel microscépico na emergéncia de raizes
laterais aos oito dias apds a supressdo deste nutriente da solugdo nutritiva (Allan et al.,
1996). Em Arabidopsis thaliana, que é uma espécie de crescimento extremamente
rdpido e que completa seu ciclo de vida em apenas seis semanas, Leyser et al. (2002)
observaram alteragdes em termos de comprimento de raiz principal em funcdo de doses
de P aos 8 dias apds a germinagdo. Sanchez-Calderén et al. (2005) observaram nesta
espécie esta mesma diferenca ja aos seis dias apds a germinacdo. Além do pouco tempo
de crescimento até o inicio de coleta de dados, o alto coeficiente de variagdo (CV)
inerente ao uso da hidroponia dificulta a observacdo de diferengas nestas caracteristicas
entre os genoétipos testados.

Quando se analisa a razdo peso seco de raizes/parte aérea, observa-se 0 mesmo
comportamento, ou seja, o CV € alto e a repetibilidade € baixa. No primeiro estudo, esta
razdo aumentou na dose de 10uM no tratamento com retirada do endosperma em
relac@o ao tratamento sem aplicacdo de P, aos cinco dias apds a germinacdo (Figura 3).
No segundo estudo, o comportamento foi diferente, havendo reducdo na razdo com o
incremento da dose de P, na média de dois cultivares (Figura 7), similar ao encontrado
na literatura para outras espécies, onde a raiz € menos afetada que a parte aérea pela
limitag@o de Pi. Ja no terceiro estudo, a razdo peso seco de raizes/parte aérea nao diferiu
estatisticamente para nenhuma varidvel analisada. Esta inconsisténcia nos resultados é

devida a grande variag¢do encontrada nos dados de pesos seco de raizes e parte aérea.
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Ja as caracteristicas teor e quantidade de fosfato livre acumulada na pléantula
mostraram-se medidas consistentes. Nos trés estudos, foram analisados os teores € as
quantidades de Pi livre nas raizes e na parte aérea e a quantidade total de Pi livre na
plantula, obtendo-se grande repetibilidade dos resultados (Figuras 4, 5, 8, 9, 14, 15, 16,
17 e 18).

Os teores de Pi livre obtidos nas raizes foram, aproximadamente, trés vezes
inferiores aos obtidos na parte aérea (Figuras 4 e 8). Esta grande diferenca entre os
6rgdos nos teores de Pi livre também foi observada por Delatorre (2002) e Pinto (2005)
em trabalhos realizados com Arabidopsis thaliana. No entanto, o teor e a quantidade de
Pi livre nas raizes ndo foram bons parametros para diferenciar Toropi e Anahuac, pois
apresentaram comportamento similar em todos os estudos (Figuras 8, 9, 14 e 16).

O teor e a quantidade de Pi livre na parte aérea e total na plantula apresentaram
comportamento distinto entre Toropi e Anahuac, sendo possivel diferencia-los (Figuras
8 € 9). Foi possivel separar os demais genotipos com similaridade a estas duas cultivares
quanto a sua tolerancia a deficiéncia de P usando estas caracteristicas (Figuras 15, 17 e
18), e corroborando os resultados obtidos por Minella em solo (Apéndice 1).

Os cultivares Anahuac e Toropi apresentam comportamento diferente quanto a
tolerancia a deficiéncia de P em solo, segundo os dados obtidos por Minella (Apéndice
1). O cultivar Toropi € mais tolerante a deficiéncia de P que o cultivar Anahuac, sendo
que o primeiro nio responde em termos de rendimento de massa seca, a utilizagdo de
doses elevadas no solo, enquanto Anahuac acumula mais massa seca com maior
disponibilidade de P. Isto pode ser melhor observado quando se calcula a razdo entre as
caracteristicas avaliadas, sob baixa e alta disponibilidade de fésforo (Apéndice 1). O
cultivar Toropi apresenta valores proximos a 1,0, enquanto o Anahuac possui sempre

valores menores (Apéndice 1). Este mesmo comportamento pode ser observado em
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hidroponia na avaliacdo realizada aos 10 dias apds a germinagdo, ndo em relacdo a
massa seca, mas em relacdo ao teor e quantidade de Pi livre na parte aérea e total na
plantula. Nos Estudos II e III, o cultivar Anahuac aumentou os valores destas
caracteristicas da menor (10 pM) para maior (1000pM) dose de P na solugdo
hidroponica (Figuras 8, 9, 15, 17 e 18). Quando se comparam as doses de 10 e 1000
UM, observam-se aumentos de mais de 100% no teor e na quantidade de Pi livre na
parte aérea das plantulas de Anahuac nos estudos realizados. Desta forma, dividindo-se
os valores encontrados na menor dose pelos valores da dose maior, obtém-se razao
menor que 0.5 (Figuras 8, 9, 15, 17 e 18). J4 o cultivar Toropi apresenta teores e
concentragdes de Pi livre na parte aérea e total na plantula similares entre as doses de 10
e 1000 uM (Figuras 8, 9, 15, 17 e 18), ou seja, possivelmente na dose de 10uM de P, a
pléantula j4 consegue manter seu metabolismo funcionando plenamente. N3o estd clara a
forma com que o teor de Pi livre na parte aérea, aos dez dias apés a germinacio,
relaciona-se a quantidade de massa seca acumulada na antese ou na maturacdo. Talvez,
os teores de Pi livre na parte aérea sejam reflexo da regulagdo que determina maior
eficiéncia no uso de Pi pela plantula.

Os dados obtidos sugerem que as diferencas na tolerancia a deficiéncia de Pi
nestes gendtipos podem estar relacionadas a maior habilidade de regular o transporte de
Pi das raizes para a parte aérea. Toropi parece ser capaz de manter constantes os teores
de Pi livre na parte aérea, apresentando concentracdo de Pi livre superior a Anahuac na
dose de 10 uM e inferior nas doses de 30 e 1000 uM (Figura 8). As concentracdes de Pi
livre na parte aérea ndo sido conseqiiéncia somente da habilidade de translocag¢do da
planta, mas também da capacidade de extracdo e absor¢do e principalmente da

eficiéncia de uso de Pi.
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A limitacdo de P € percebida por dois tipos de sensores, um local, no sistema
radicular avaliando o meio externo, € outro ‘“sist€émico”, avaliando o status de Pi da
planta como um todo (Abel et al., 2002). Este sistémico possivelmente avalia a
manutengdo dos teores de Pi livre no citossol ou no cloroplasto e define o transporte de
Pi para a parte aérea, além de induzir mecanismos de resgate da limitacdo. Se a planta
for eficiente no uso de Pi possivelmente os teores de Pi livre sdo mantidos apesar do
menor aporte de Pi do solo. Sabe-se que o transporte para a parte aérea € regulado,
como comprovam os mutantes de arabidopsis pho2 (Dong et al., 1998) e A4 (Shin et
al., 2006), ambos acumulando Pi livre em excesso na parte aérea e sendo incapazes de
tolerar a limitagc@o de Pi no solo. Estes defeitos devem alterar a percepcao e a regulacéo
do nivel de Pi na parte aérea (Hamburguer et al., 2002 e Dong et al., 1998). Pho2 pode
ser algum sensor indireto ou membro da cadeia de transducdo dos niveis de Pi na parte
aérea, envolvido na regulacdo do transporte de Pi da raiz a parte aérea. Proteinas com
esta fungdo e expressas de forma diferencial ou com caracteristicas cinéticas diferentes,
podem estar envolvidas no comportamento diferencial observado entre Toropi e
Anahuac.

Uma das hipéteses que pode ser levantada a respeito de Toropi refere-se a maior
eficiéncia de uso de Pi, a qual ndo foi avaliada neste trabalho diretamente. No entanto, a
estabilidade da concentracdo de Pi livre na parte aérea nas doses de 10 e 1000 uM a
sugere. Andlises de contetido de P total, bem como da atividade de enzimas de rotas
alternativas, ou composi¢cdo dos lipideos de membrana, poderiam auxiliar na
confirmacdo desta hipdtese, andlises estas bem mais complexas.

A maior tolerdncia de um genétipo estar relacionada ao melhor controle de
transporte de Pi para a parte aérea e maior eficiéncia de utilizacdo na parte aérea faz

sentido quando se considera que é na parte aérea que ocorre a fotossintese e a defini¢ao
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da alocag@o de carboidratos que mantém o crescimento da plantula. Quando existe
limitag@o e exaustdo do Pi acumulado nos vacuolos, as plantulas passam a armazenar
praticamente todo o Pi livre no citoplasma e nos cloroplastos (Marschner, 1995). A
regulacdo no transporte de Pi para a parte aérea condiciona o suprimento, deste
nutriente, aos sitios fotossinteticamente ativos da plantula, mantendo o crescimento e o
desenvolvimento adequados.

Possivelmente, outros gendtipos possam basear sua tolerdncia em maior
capacidade de extracdo de P do meio. Este mecanismo ndo pdde ser avaliado no
presente trabalho, pois em hidroponia nao € possivel analisar o efeito de modificacdes
arquitetdnicas das raizes, devido ao fluxo de massa que se estabelece pela aeracdo
constante. O efeito de quelantes e de enzimas secretadas também fica reduzido devido a
possibilidade de dilui¢do no grande volume liquido.

Além disto, o fésforo disponibilizado na solug¢do hidropdnica encontrava-se na
forma inorganica, que pode ser prontamente absorvida pelas plantulas, fazendo com que
o efeito de enzimas, como as fosfatases acidas, e de quelantes como os dacidos
organicos, seja ainda menor. Este problema poderia ser contornado se o P fornecido na
solucdo nutritiva estivesse na forma organica, como 4cidos nucléicos, por exemplo.
Porém, o processo de purificacdo de 4cidos nucléicos é extremamente dispendioso e
seria necessaria grande quantidade destes 4cidos, ja que para se atingir a dose de 1 mM
de Pi sdo necessarios 0,6 mg de dcidos nucléicos por ml de solucao (Chen et al., 2000).
Outra opg¢do para solucionar este problema seria a utilizacdo de fitato. No entanto, o
fitato comercial disponivel apresenta grande quantidade de fosfato livre e a separacéo
deste é extremamente complexa.

Assim, a metodologia testada na presente pesquisa, diferencia os individuos com

base nas eficiéncias de absorcdo e/ou de uso de Pi.
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O mesmo comportamento quanto ao teor e as quantidades de Pi livre na parte
aérea e total foi observado nas linhagens recombinantes selecionadas pela similaridade
de comportamento em solo com os dois pais (Anahuac e Toropi). Em outras palavras, as
linhagens NYW 865-034 e NYW 865-073 apresentaram resultados similares aos do
cultivar Anahuac e as linhagens NYW 865-016, NYW 865-081 e NYW 865-086 foram
similares ao Toropi (Figura 15, 17 e 18), corroborando com os resultados obtidos em
solo por Minella em relacao a massa seca (Apéndice 1).

Este comportamento diferenciado entre os dois grupos de genétipos pode estar
ocorrendo devido a maior eficiéncia de transporte de P das raizes para a parte aérea, que
pode estar relacionada a quantidade e ao tipo de transportadores de fosfato presentes em
cada cultivar nos tecidos que dao acesso ao transporte de longa distancia.

Existem dois sistemas de transporte de Pi nas células, o de baixa e o de alta
afinidade (Bieleski, 1973). O sistema de baixa afinidade parece ser expresso de maneira
constitutiva, enquanto o sistema de alta afinidade tem membrosinduzidos em condi¢des
de baixa disponibilidade de Pi no sistema (Raghothama, 1999; Daram et al., 1999).
Sendo assim, pode-se hipotetizar que, o cultivar Toropi e as linhagens recombinantes
semelhantes a este na resposta ao P, possuam maior capacidade de regulacdo destes
sistemas, principalmente o de alta afinidade, fazendo com que, mesmo numa condi¢io
de baixa disponibilidade de P, elas transportem e absorvam mais Pi e por conseqiiéncia
apresentem rendimento similar ao obtido sob alta disponibilidade deste nutriente.

Seguindo esta hipdtese, os genodtipos mais tolerantes a deficiéncia de P estariam
induzindo a expressao de genes que codificam transportadores de alta afinidade de Pi e,
desta forma, teriam maior capacidade para transportar este nutriente. Isto também
poderia explicar o cultivar Toropi apresentar maior teor de Pi livre na parte aérea que o

Anahuac nas doses mais baixas de P (Figura 8). Esta hipétese poderia ser testada
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comparando a expressdo de transportadores de Pi de alta afinidade nos dois gen6tipos
sob limitagdo de P, porém em trigo estas proteinas ainda ndo foram identificadas. Outra
forma de testar a hipdtese seria quantificar a taxa de transporte nos cultivares usando Pi
radioativamente marcado. Esperaria-se que Toropi possuisse maior numero de
transportadores de alta afinidade e, por conseguinte maior taxa de transporte de Pi em
comparacgdo a Anahuac.

Como discutido anteriormente, os resultados obtidos nos trés estudos sugerem que
o fator que determina maior tolerancia a deficiéncia de P em Toropi esteja relacionado a
eficiéncia de uso de Pi, a qual engloba também o transporte de Pi das raizes para a parte
aérea, através de transportadores de Pi envolvidos no carregamento deste nutriente para
o xilema para que seja conduzido a parte aérea e no descarregamento deste nas células.
Hamburguer et al. (2002) identificaram em Arabidopsis thaliana, através do estudo de
mutantes, um gene denominado Phol que codifica justamente uma proteina de
carregamento de P para o xilema.

Outra caracteristica analisada neste trabalho foi a eficiéncia de absorcdo de Pi pela
plantula, que indica a quantidade de Pi que a plantula consegue absorver da solugdo
nutritiva por mg de peso seco de raizes. Foi observada diferenca entre Toropi e Anahuac
na eficiéncia de absor¢do de Pi apenas na dose de 10 uM , onde Toropi foi superior
(Figura 10). Este dado suporta a hipdtese do mecanismo de tolerancia também envolver
maior capacidade de absor¢do em baixa disponibilidade de P. No Estudo III, o
comportamento do cultivar Anahuac se confirmou, maior eficiéncia de absor¢do em
maiores doses, € 0 mesmo ocorreu nas linhagens recombinantes similares a este (Figura
19). Ja o cultivar Toropi ndo respondeu da mesma maneira observada no Estudo II,
houve diferenca significativa entre as doses de 10 e 1000 uM de P na solugdo nutritiva

z

(Figura 19). Umas das hipéteses para a mudanca de comportamento é o efeito da
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temperatura mais elevada durante o desenvolvimento das plantulas no tltimo estudo.
Uma temperatura 5 a 8 graus mais alta pode ser suficiente para causar estresse em um
cereal de inverno como o trigo. Este segundo estresse provavelmente interferiu na
aclimatacdo a Pi, além de alterar outras caracteristicas da plantula, como a alometria
(Figuras 7 e 13), por exemplo. O aumento na temperatura fez com que as diferencas
entre os tratamentos diminuissem, ja que a plantula estava submetida a outro estresse,
além da deficiéncia de P per se. Reducdo na tolerancia a um estresse em decorréncia do
aumento da temperatura do ar foi também observada por Limberger (2006) quando
avaliou a tolerdncia ao Al* em aveia.

A eficiéncia de absor¢do de Pi no cultivar Toropi foi menor na dose de 30 pM do
que em 10 pM (Figura 10), como observado em outras das caracteristicas analisadas.
Comportamento similar também foi observado nos outros genétipos similares a cultivar
Toropi. Este efeito sugere que a dose limite de P que desencadearia o processo de
resposta a deficiéncia de P, seja inferior 30 uM de P. Na dose de 30 uM , os genotipos
tolerantes avaliados apresentam redug@o nas caracteristicas teor e quantidades de Pi
livre na parte aérea e total na plantula (Figuras 8, 9, 15, 17 e 18 ). Isto pode estar
ocorrendo devido ao fato de que nesta dose nao ocorra indugdo de genes que codificam
transportadores de alta afinidade, por exemplo, e o transporte de Pi esteja sendo feito, na
sua maioria, por transportadores de baixa afinidade ou por um menor nimero de
transportadores de alta. Sendo assim, a quantidade de Pi na solugéo € baixa para que o
transporte por este tipo de transportadores seja eficiente, reduzindo os valores das
caracteristicas citadas acima. Apesar da dose de 10 pM representar menos Pi disponivel
na solugdo, os transportadores de alta afinidade estariam sendo expressos e isto
aumentaria a efici€éncia no transporte de Pi, apresentando valores superiores nestas

mesmas caracteristicas. Sob deficiéncia de P, os transportadores de alta afinidade
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conseguem capturar maiores quantidades de Pi da solugdo em comparacdo aos
transportadores de baixa afinidade. Sob condicdo de alta disponibilidade de P, os
transportadores de baixa afinidade teriam maior capacidade de absorver este nutriente,
pois haveria grande quantidade deste no meio e a velocidade de absorcao de Pi por estes
transportadores € superior quando comparada a dos transportadores de alta afinidade.
Outro tipo de regulagdo transcricional pode estar envolvida, como a inducdo de genes
que codificam fatores de transcri¢do, que poderiam afetar varios passos do processo de
aclimatacdo a limitagdo de Pi. Os fatores de transcri¢gdo sdo proteinas que, quando
expressas, se ligam ao DNA de células eucaridticas para permitir que haja uma ligacdo
entre a enzima RNA-polimerase e o DNA, permitindo assim a transcricdo e a futura
traducdo de uma ou muitas proteinas. Nesse sentido, alguns genes que codificam fatores
de transcricdo foram identificados como causa da tolerincia a deficiéncia de P em
arabidopsis (Rubio et al., 2001) e em arroz (Yi et al., 2005). A superexpressio do fator
de transcrigdo isolado em arroz, OsPTF1, altera a expressdo de 158 genes e aumenta o
ndmero de afilhos, a quantidade de Pi acumulado na plantula, o peso de paniculas e os
pesos seco da parte aérea e raizes (Yi et al., 2005). Durante a realizacdo do presente
trabalho, desenhou-se primers baseados na seqiiéncia de nucleotideos descrita por Yi et
al. (2005) e se testou com o DNA gendmico do cultivar de trigo Toropi, mas o resultado
da reacdo de amplificacdo foi negativo. Diferengas nos nucleotideos no local de
pareamento das seqiiéncias iniciadoras podem ser a causa da nao amplificagcdo, sendo
que as técnicas de hibridizacdo podem ser mais eficazes na identificacdo de genes
ortélogos.

Em resumo, usando a metodologia aqui apresentada e avaliando o teor ou a
quantidade de Pi livre na parte aérea e total da plantula nas doses de 10 e 1000 uM foi

possivel diferenciar os gendtipos considerados contrastantes quanto a tolerdncia a
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deficiéncia de P no solo. Entre estas duas doses, os cultivares mais tolerantes nao
apresentam diferenca estatistica (razdo proxima a 1,0) enquanto os cultivares sensiveis a
deficiéncia de P seguem aumentando os valores de teor e quantidade de Pi livre na parte

aérea e na plantula até a maior dose (razdo menor que 0,5).



6. CONCLUSOES

O endosperma da semente de trigo possui reservas de fosforo que impedem a
observacdo de diferencas morfofisioldgicas em resposta a limitacdo deste no ambiente,
em estddios iniciais de desenvolvimento.

Com a remocd@o do endosperma da semente € possivel diferenciar gendtipos de
trigo quanto a tolerancia a deficiéncia de fésforo em solucdo nutritiva, aos dez dias apds
a germinacdo.

A diferenciacdo de gendtipos de trigo quanto a tolerancia a deficiéncia de fésforo
em solucdo nutritiva é possivel de ser realizada através do cdlculo da razdo entre os
valores de teor e quantidade de fosfato livre na parte aérea ou quantidade total deste na
plantula obtidos nas doses de 10 e 1000 pM de P, sendo que para os genotipos
tolerantes esta razdo fica proxima a um e nos genétipos sensiveis proxima a 0,5.

O cultivar Toropi e os gendtipos NYW 865-016, NYW 865-081 e NYW 865-086
sdo mais tolerantes a defici€ncia de fésforo em solucdo nutritiva quando comparados ao

cultivar Anahuac e os genétipos NYW 865-034 e NYW 865-073.
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APENDICE 1. Peso seco da parte aérea de gendtipos de trigo na antese (PSA) e na

maturacdo (PSM), peso seco de raizes na maturacdo (PSR), sob
condi¢des de baixa e alta disponibilidade de fésforo (P) a campo e
razdo entre baixa e alta disponibilidade de P para cada parametro
analisado. Passo Fundo'.

Disponibilidade de P o
Genétipo Baixa Alta Razao baixo P/ alto P

PSA PSM PSR PSA PSM PSR PSA PSM PSR
Anahuac 104 10,5 15 137 144 24 08 0,7 0,6
Toropi 152 216 74 148 19,1 1773 1,0 1,1 1,0
NYW 865-016 15,6 151 50 152 153 43 1,0 1,0 1,1
NYW 865-034 10,0 93 0,7 11,5 139 22 09 0,7 0,3
NYW 865-073 10,8 9,7 2,7 11,5 141 26 09 0,7 1,0
NYW 865-081 154 139 24 147 166 46 10 0,8 0,5
NYW 865-086 143 159 69 168 172 86 09 0,9 0,8

'Dados obtidos por Minella, pesquisador da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), em solo sob condi¢des de casa de vegetagcdo, em Passo

Fundo-RS.
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