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RESUMO

A toxicidade do aluminio € um fator limitante para a obtencao de
maior produtividade na cultura da aveia (Avena sativa L.). O desenvolvimento
de gendtipos tolerantes a altos niveis de toxidez ao aluminio € uma alternativa
mais barata e viavel para o cultivo em solos com subsolo acidos. Os objetivos
deste estudo foram avaliar gendtipos de aveia quanto a reagdo ao aluminio
toxico em trés solugbes nutritivas, bem como, determinar a agdo génica, o
numero de genes, a herdabilidade do carater e identificar marcadores
moleculares associados a tolerédncia ao aluminio toxico em gendtipos de
aveia. Oito gendtipos foram avaliados em solugdes nutritivas quanto a
tolerancia ao aluminio téxico. A utilizagdo de solugédo nutritiva foi eficiente
para a discriminacdo dos gendtipos de aveia quanto a tolerancia ao aluminio.
Os gendtipos apresentaram variabilidade, sendo classificados como
tolerantes, intermediarios e sensiveis. A acao génica aditiva foi a de maior
importancia, tanto na analise de média de geragcbes de oito cruzamentos,
quanto na anadlise de um dialélico parcial envolvendo quatro gendétipos. Em
oito cruzamentos para determinagdo do numero de genes envolvidos no
carater, através da analise do recrescimento da raiz principal de plantas em
solugéo nutritiva, a segregacao foi de apenas um gene com alelos multiplos,
sendo dois para tolerancia (A1 e Az) e um para sensibilidade (a). A
herdabilidade da caracteristica foi alta, evidenciando que este carater pode
ser selecionado em programas de melhoramento, nas geragdes iniciais. Na
analise por microssatélites e AFLP, considerando as condi¢gdes avaliadas, nao
foram identificados marcadores moleculares associados ao carater.
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ABSTRACT

The aluminum toxicity is a limiting factor to the obtaining of larger
productivity in the oat crop (Avena sativa L.). The development of tolerant
genotypes to the high level of aluminum in the soil is a cheaper and viable
alternative to the crop into soils with acid underground. The objectives of this
study were to evaluate oat genotypes in relation to the toxic aluminum reaction
in three nutrient solutions as well as to determine the genetic action, the
number of genes, heredity from the trait and to identify molecular markers
associated to the toxic aluminum tolerance in oat genotypes. Eight genotypes
were evaluated in nutrient solutions as for the tolerance to the toxic aluminum.
The use of nutrient solutions was efficient to the discrimination of the oat
genotypes as for the tolerance to the aluminum. The genotypes presented
variability, being categorized as tolerant, intermediate and sensitive ones. The
additive genetic action was that of greater importance, as in the analysis of the
generation medium of eight crossings, as in the analysis of a partial diallelic
involving four genotypes. In eight crossings for determining the number of
genes involved in the trait, through the analysis of the main root regrowth of
plants into nutrient solution, the segregation was of only one gene with
multiple alleles, being two for the tolerance (A1 and A2) and one for the
sensitivity (a). The trait heredity was high allowing the selection of the tolerant
genotypes in early generations. Microssatellites and AFLP analysis,
considering the evaluated conditions, were not able to identify molecular
markers associated to the trait.

2 Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
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1. INTRODUGAO

A toxidez de aluminio é um fator limitante para a obtengao de altos
rendimentos em muitos solos do mundo. Na América do Sul,
aproximadamente 500 milhdes de hectares sao subtilizados, por causa da
extrema acidez e baixa fertilidade natural. No Brasil, em mais de 50% dos
solos, a toxidez de aluminio pode provocar perdas significativas no
rendimento das culturas.

Uma alternativa para contornar este problema €& a aplicacdo de
calcario. Entretanto, nas areas distantes das fontes de calcario, os gastos de
corregdo da toxidez tornam-se elevados. Mesmo conseguindo corrigir a
camada aravel, a correcdo do subsolo torna-se inviavel economicamente,
provocando uma menor penetracdo das raizes nesta regido, diminuindo o
suprimento de agua, especialmente em solos cultivados sem irrigagcdo e nos
solos com menor capacidade de retencao de agua.

A opgao mais promissora, neste caso, € a exploracdo do potencial
genético das culturas, pois as espécies e variedades diferem amplamente na
tolerancia ao excesso de aluminio téxico no solo.

O melhoramento genético de plantas para tolerancia a elementos
téxicos no Brasil vem sendo realizado desde 1925 na cultura do trigo, através

da selecdo de plantas tolerantes ao aluminio téxico. Os estudos de tolerancia



em cereais estdo concentrados principalmente nesta espécie, sendo que para
a cultura da aveia sao poucos os trabalhos desenvolvidos. Com o aumento da
utilizacdo do plantio direto e a expansdo da area cultivada de aveia para
novas fronteiras agricolas, a obtengdo de novas cultivares tolerantes ao
aluminio toxico é de grande interesse nos programas de melhoramento. Estes
genotipos podem ser utilizados diretamente pelo agricultor, com economia no
uso de produtos agricolas, ou essa caracteristica pode ser transferida a
cultivares comercialmente desejaveis através da hibridagdo nos programas de
melhoramento.

Trabalhos desenvolvidos no Departamento de Plantas e Lavoura
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), e em outras
instituicbes, demonstraram que o0s gendtipos dos programas de
melhoramento genético de aveia apresentam grande variabilidade quanto a
tolerancia ao aluminio toxico. No estudo da heranga genética estes trabalhos
revelaram que a tolerancia é um carater oligogénico.

A determinagcdo dos mecanismos de heranga da toleréncia a
toxidez do aluminio em aveia, bem como, a identificagdo de marcadores
moleculares associados a este carater € de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novas cultivares.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivos: 1) avaliar
diferentes solugdes nutritivas na discriminacdo de genodtipos quanto a
tolerancia ao aluminio téxico em laboratério; 2) determinar a agcédo génica, a
herdabilidade e estimar o numero de genes, que governam o carater em
aveia; 3) identificar marcadores moleculares associados a(os) gene(s) de

tolerancia a toxidez de aluminio em genotipos brasileiros de aveia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Cultura da Aveia

A aveia é um cereal de inverno originario do oriente médio,
cultivado em diferentes partes do mundo. Seu cultivo esta mais concentrado
em areas de clima temperado e umido, na América do Norte, na Europa e
Russia (Murphy & Hoffman, 1992).

Na América Latina, o Brasil € um dos maiores produtores de aveia,
sendo sua introdugdo atribuida aos imigrantes europeus. A aveia branca
(Avena sativa L.) € uma espécie anual, hexaploide e se destina a produgéo de
graos. Outra espécie cultivada € a aveia preta (Avena strigosa Schreb), anual
diploide, utilizada como forrageira e para cobertura do solo (Floss, 1992).

Na regido sul do Brasil, com a possibilidade de realizar dois cultivos
anuais, um cultivo de inverno e um cultivo de verao, a aveia tem sido muito
utilizada na rotacéo de culturas, devido a sua acao recuperadora da estrutura
do solo, a capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes e a qualidade
nutricional tanto para alimentagdo humana como para a alimentagdo animal
(Federizzi et al., 1995).

A pesquisa de aveia realizada pela UFRGS e outras instituigdes de
pesquisa da regido sul do Brasil, contribuiu para que o pais deixasse de ser
um importador de aveia. A contribuicdo da pesquisa pode ser medida pela

substituicdo de cultivares antigas oriundas principalmente dos EUA,



4
introduzidas no inicio dos anos 60, por cultivares modernas provenientes dos
programas locais de melhoramento genético (Carvalho et al., 1987).

Os cereais diferem amplamente em suas respostas a presenca de
aluminio no solo, sendo que a aveia € mais tolerante a acidez do solo quando
comparada com trigo e cevada, porém, € menos tolerante que o centeio
(Camargo & Felicio, 1984).

Informagdes sobre a tolerancia da aveia ao aluminio toxico sao
escassas. Os primeiros estudos realizados por McLean & Gilbert apud Floss

(1992), relataram que os sintomas da toxicidade do AI**

se manifestavam pelo
encurtamento e injurias causadas as raizes. Estes autores, verificaram que o

AI** acumulava-se na camada cortical da raiz.

2.2. O Aluminio Téxico no Solo

A toxidez de aluminio é mais severa abaixo de pH 5,0, mas pode
ocorrer mesmo com valores maiores que pH 5,5. O valor do pH critico para a
planta no qual o Al** torna-se soltvel e téxico depende de varios fatores, entre
eles o tipo de argila, o teor de matéria organica, a concentragdo de outros
cations e anions e sais totais (Foy et al., 1978; Nodari et al., 1982).

A toxicidade do aluminio € um problema mais sério em subsolos
fortemente acidos, que sao dificeis de calcariar, e nao permitem o
aprofundamento das raizes, diminuindo a tolerancia a seca e interferindo na
absor¢cdo e translocacdo de nutrientes como fésforo (P), calcio (Ca),
magneésio (Mg), potassio (K) e ferro (Fe) (Foy, 1976; Zanatta & Mundstock,
1991).

A presenga de matéria organica nos solos tropicais melhora a

estrutura fisica e biolégica dos mesmos, e € uma importante fonte de



nutrientes como Ca, Mg, K, e P e funciona como regulador da toxicidade do
A®** e outros ions (Fageria et al., 1992).

No sistema de plantio direto ocorre uma concentragao superficial
de matéria organica fazendo com que a presenga de substancia humicas
soluveis e subprodutos da decomposicédo de residuos culturais pela atividade
microbiana sejam maiores (Salet et al., 1994). Segundo Fageria et al. (1992),
os acidos organicos liberados durante a decomposi¢cao da matéria organica,
produzem amidas que tém efeito alcalino os quais complexam-se com formas

téxicas do aluminio.

2.3. O Aluminio na Planta

Os sintomas da toxicidade do aluminio sdo faceis de serem
observados, no entanto, podem ser confundidos com deficiéncias de outros
elementos. Em algumas plantas eles se confundem com a deficiéncia de
fosforo (P) que s&o o amarelecimento e a morte das pontas das folhas; os
caules e as folhas ficam de coloragdo roxa. Em outras, plantas as injurias
causadas pelo AP** podem aparecer como uma deficiéncia induzida de calcio
(Ca) ou problemas na sua translocacdo que sao o enrolamento ou
encurvamento de folhas jovens e o colapso dos pontos de crescimento e
peciolos (Foy & Fleming, 1978).

Nas raizes, os sintomas caracteristicos sdo o encurtamento e o
espessamento das pontas, ndo ocorrendo a formacao de ramificagdes finas,
levando a ineficiéncia de absor¢cado de agua e dos nutrientes (Kerriged et al.,
1971; Foy 1976). Estes efeitos provavelmente sejam devidos a inibigdo da
elongagéo e divisdo celular, diminuindo assim, o volume de solo explorado

pelas raizes. Fleming & Foy (1978), sugerem que a inibigdo do



desenvolvimento das raizes possa ser um indicador biolégico para selegédo de
plantas tolerantes ao aluminio toxico do solo.

O excesso de aluminio fixa o fésforo tornando-o menos disponivel
no solo e na superficie das raizes, 0 que causa uma diminuigdo na respiracao
celular das raizes, interferindo na reagcdo das enzimas, provocando a
deposicdo de polissacaridios na parede celular e interferindo na absorcgao,
translocagao e uso de varios elementos, como Ca, Mg, e P (Foy et al., 1973).

Alguns trabalhos tém demonstrado que em curto espago de tempo,
o crescimento radicular é inicialmente estimulado, em meio de cultura com
alta concentracdo de AI**, mas esta estimulacéo é seguida de uma severa
inibicdo do crescimento radicular e uma irreversivel destruicdo do meristema
apical (Foy, 1984; Aniol, 1995). Segundo Kinraide apud Aniol (1995), o
fendbmeno é causado por cations polivalentes os quais sao rizotoxicos em
baixas concentragdes.

Eckert et. al. (1996) observaram que a inibicdo da divisdo celular é
significativamente menor em uma cultivar de cevada tolerante do que uma
sensivel, sob uma concentragcdo de 2 ppm de aluminio e com um tempo de
exposicao de 6 a 8 dias. Foi confirmado que, de maneira geral, a cultivar
tolerante apresentou uma porcentagem de divisdo celular maior que a

sensivel.

2.4. Mecanismos de Tolerancia ao Aluminio Téxico

As mudangas bioquimicas e fisiologicas associadas aos
mecanismos de tolerancia ao aluminio téxico nao estao bem definidas. Muitos
trabalhos tém sido feitos para determinar quais os mecanismos mais

eficientes para proporcionar tolerancia ao AI** (Foy, 1976; Foy et al., 1978;



Furlani, 1989; Pifieros & Kochian, 2001; Zang, et al., 2001). A dificuldade em
determinar qual o mecanismo responsavel pela tolerancia ao aluminio é
devida aos diferentes mecanismos fisiolégicos e a agao em diferente locais

na planta do AI** (Foy & Fleming, 1978; Baier, 1995; Zeng, et al., 1998).

2.4.1. Mecanismos de exclusiao

O mecanismo de tolerancia, por exclusdo, esta baseado no
aumento do pH na superficie das raizes, provocada pela exsudagao dos
acidos orgénicos, induzida pelo aluminio téxico (Degenhardt et al., 1998).
Entretanto, o processo metabdlico que leva a exsudacido destes acidos
organicos é pouco conhecido.

A presenca de AP** na rizosfera, na cultura do milho, induz a
exsudacdo de citrato no apice de raizes, causando a redugao da atividade e
quelando o A" téxico na superficie das raizes. A acidificacdo do ambiente
extracelular provocado pelo A** causa a ativacdo de canais de anions. Estes
canais de anions ativados por AI** podem ser permeaveis a acidos organicos,
mediando desta forma a tolerancia ao aluminio (Pifieros & Kochian, 2001).
Kollmeier et al. (2001), observaram que além do citrato, o malato também é
exsudado na mesma cultura.

A tolerancia ao aluminio tem sido associada a mecanismos de
detoxificagdo internos e externos. Zheng et al. (1998), estudando os
mecanismos externos através da secrecédo de acido oxalico induzido pelo Al*",
concluiram que a secrecédo do acido esta associada com a tolerancia. Ma et
al. (1998) também chegaram a conclusdo de que a tolerancia ao AI’* em
raizes e folhas de Fagopirum esta associada a formacdo do complexo néo

fitotoxico Al-oxalato (1:3).



Estudos da absorcédo e distribuicio em apices de raizes de
linhagens quase isogénicas, da cultivar brasileira de trigo Carazinho, que
diferiam na tolerancia ao aluminio por um gene denominado Alt-1, mostraram
que o gene é responsavel pela excregédo de acido malico no apice das raizes.
A funcao do acido malico é encobrir, formar quelatos e excluir o Al das pontas
das raizes (Delhaize et al., 1993).

Na cultura do triticale, Ma et al. (2000) observaram que os genes,
presentes no brago curto do cromossomo 3R induziram a exsudacao de
acidos organicos e que este foi o principal mecanismo de tolerancia ao
aluminio.

Em um mutante de Arabidopsis thaliana tolerante ao AP* a
exsudagao de acidos organicos foi o0 mecanismo de exclusdo do aluminio
(Larsen et al. 1998).

Ja Piferos et al. (2002) observaram que a formagéo de quelatos de
aluminio ligados a acido orgéanicos na rizosfera do apice de raizes € um
importante mecanismo da tolerédncia ao aluminio em inumeras plantas. No
entanto, um segundo mecanismo de tolerancia interno pode estar atuando

baseado na mudanca induzida pelo Al**

na sintese de acidos organicos e sua
compartimentalizagao no interior das células. Resultados semelhantes foram

obtidos por Li et al. (2000b) e Zang et al. (2001).

2.4.2. Formagao de complexos organicos
As diferengas observadas, na resposta a tolerancia ao aluminio de

diferentes gendtipos, podem ser devido ao acumulo diferencial do aluminio na

regido meristematica das raizes ou a translocagao para a parte aérea atraves



da formagéao de quelatos e sua acumulagao nos vacuolos (Foy 1976; Samuels
et al., 1997).

Uma hipodtese bastante discutida € a translocagao de aluminio para
a parte aérea em plantas tolerantes com alta concentracdo de aluminio nos
vacuolos das folhas. Altos niveis de acidos orgéanicos formariam quelatos e
detoxificariam o aluminio na planta. Estes quelatos podem prevenir a
precipitacdo de Al-P, frequentemente notada em plantas com sintomas de
toxidez de AI** (Foy, 1976).

A toleréncia ao aluminio em varias espécies esta relacionada a
habilidade de absorver e utilizar o fésforo na presenca de excesso de APP*. A
detoxificagdo de AIP* por agentes quelantes parece estar associada ao
aumento na absorcdo de P e ao decréscimo na absorcdo de AI** (Foy &
Brown, 1964).

Estudando duas cultivares de trigo, uma sensivel e outra tolerante,
Huang et al. (1996), observaram que a tolerancia ao aluminio toxico foi devido
a exsudacdo de malato para o apoplasto induzida pelo aluminio, o que
permitiu o transporte de calcio na membrana plasmatica das raizes, somente
na cultivar tolerante.

Trabalhando com padrdes de particao e crescimento de raizes para
determinacgao da suscetibilidade e tolerancia de aluminio em trigo, Samuels et
al. (1997), observaram que o mecanismo de tolerancia pode estar baseado na
estratégia de exclusdo do AI’* no meristema das raizes. A acumulagdo
diferencial do aluminio observada nos tecidos de crescimento radicular estava
relacionada a diferengas na tolerancia ao aluminio. Rincon & Gonzales apud

Aniol (1995) obtiveram resultados semelhantes.
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Entretanto, Aniol (1995), avaliando a cultivar brasileira BH1146 de
trigo, observou que este mecanismo é eficiente somente nas concentragdes

muito baixas de AIP*

e que um outro mecanismo de tolerancia seria
responsavel sob altas concentragdes de Al** externas as raizes ou no tecido
radicular. Segundo estes mesmos autores, gene(s) localizado(s) no

cromossomo 2DL (€) s&do responsaveis pelo segundo mecanismo.

2.4.3. Alteragoes do pH na rizosfera

Um dos mecanismos de tolerdncia a toxidez do aluminio € a
mudanga de pH na rizosfera. Variedades tolerantes ao aluminio de trigo,
arroz, cevada e alguns hibridos de milho aumentam o pH do solo ou da
solugdo nutritiva na rizosfera, fazendo com que o aluminio se torne menos
soluvel diminuindo sua toxicidade (Foy, 1988).

Por outro lado, as cultivares sensiveis de algumas espécies
diminuem ou nao tem efeito sobre o pH de suas rizosferas quando essas sao
expostas a altas concentracdes de AI** por longos periodos fazendo com que
as mesmas sofram engrossamento e morte (Baier, 1995). Para algumas
variedades de trigo a maior absorgdo de NO3; causa a liberagdo de anions
(OH e HCO3) que aumenta o pH, causando a indisponibilidade do AI** (Foy,

1976).

2.4.4. Interagao com alguns nutrientes

Outra hipdtese de tolerancia ao aluminio é a interacdo entre o Al**
e os nutrientes P, Ca e Mg, a qual varia de espécie para espécie. Foy (1974)

e Foy et al. (1978), em estudos com trigo e cevada, concluiram que somente
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em alguns casos a interacdo AI-P explica as diferengas entre cultivares
quanto a tolerancia ao Al.

Em outros estudos com arroz, cevada, trigo e triticale, plantas
tolerantes a Al apresentavam teores mais altos de P, Ca, K e Mg (Howeler &
Cadavid, 1976; Mugwira, 1981). Entretanto, a presenca de altos teores destes
elementos nao significa que estas culturas sejam mais eficientes na absorgao
e utilizacdo destes elementos. O maior aprofundamento e crescimento do
sistema radicular nas plantas tolerantes ao AI**, pode explicar aumento no
teor destes nutrientes nos tecidos (Furlani & Furlani, 1991).

Para algumas espécies, a tolerdncia esta associada com a
habilidade de resistir a indugao pelo aluminio da deficiéncia de calcio ou na
reducado do transporte de calcio na planta. Aniol (1995), observou que cations
divalentes, principalmente o Ca®*, sob altas concentracdes de AI** no tecido
radicular, podem exercer um papel importante ndo somente nos processos
que ocorrem na superficie da membrana, mas também, nos mecanismos que
previnem danos celulares.

Muitos autores relacionam a tolerancia ao aluminio a eficiéncia na
absorcéo de fosforo, como caracteristicas geneticamente ligadas. Entretanto,
uma planta tolerante ao A** pode apresentar maior contetido de P, assim
como, todos os demais nutrientes (Furlani & Furlani, 1991).

Nas culturas de trigo e cevada, segundo Foy et al. (1978), somente
em alguns casos a tolerancia ao AI** poderia ser explicada por diferentes
interacdes entre aluminio e fésforo.

Furlani & Furlani (1991), estudando cem linhagens de arroz e
quarenta de milho com o objetivo de verificar se a tolerancia ao aluminio se

relacionava com a eficiéncia na absor¢cao de fésforo, observaram que a
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correlacdo foi muito baixa, indicando independéncia entre os indices de
eficiéncia na utilizacéo de P e tolerancia a AI**.

Outra hipotese que tem sido estudada € a peroxidagao de lipidios
causadas pelo aluminio na presenga de Fe(ll). Yamamoto et al. (1996),
trabalhando em células de tabaco na fase de crescimento logaritmica,
observaram que as células sem fosforo foram mais tolerantes, acumulando 30
a 40% menos AI** e 70 a 90% menos Fe, do que aquelas em solugdo com
fésforo. Estes resultados sugerem que as células sem P mostraram uma
tolerancia ao aluminio, devido suas membranas plasmaticas estarem

protegidas da peroxidagdo de lipidios causada pela combinagdo do APt e

Fe(ll).

2.4.5. Adubacao nitrogenada

A forma da adubagado nitrogenada disponivel as plantas é outro
mecanismo estudado na tolerancia ao aluminio toxico. Plantas tolerantes séo
capazes de absorver o nitrato, mais rapidamente que o amdnio, com reflexos
na modificagdo do pH. Em solos com alta acidez, a nitrificacdo € inibida e
NH," € uma importante fonte de nitrogénio para as plantas. Muitas espécies
que sao adaptadas a solos acidos e, por isso tolerantes ao aluminio, também
sdo tolerantes ao NH;*, em niveis que sdo toxicos para outras culturas. Em
alguns casos, as espécies parecem ter maior afinidade pelo NH4* do que NO3”
(Foy, 1988).

No entanto, Foy & Fleming (1982), observaram que um genaétipo de
trigo tolerante ao aluminio téxico, aumentou o pH da solugdo nutritiva e
apresentou maior atividade da redutase do nitrato que um gendtipo sensivel.

O gendtipo tolerante por ser mais eficiente na absorgao de NOs', devido a sua
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alta afinidade pela redutase do nitrato, talvez seja capaz de manter o pH mais

elevado na rizosfera.

2.4.6. Mecanismos de absorcao e translocagao de aluminio

A assimilagdo e translocagdo do aluminio é outro mecanismo de
tolerancia. Algumas espécies tém a capacidade de manter diferentes
concentracdes de aluminio na parte aérea e nas raizes, fazendo com que na
parte aérea a concentracdo de aluminio seja igual nas plantas tolerantes e
sensiveis ao aluminio, mas as raizes das plantas tolerantes contém menos
aluminio do que as plantas sensiveis. Para outras culturas, o mecanismo de
tolerancia esta associado a restrigdo do transporte do AI** para a parte aérea
e inducéo de excesso do mesmo nas raizes através da formacao de quelatos
com &cidos organicos. Nas culturas do trigo e cevada o acumulo de A** nas
raizes € prejudicial, e esse mecanismo muitas vezes € confundido com a

tolerancia por exclusdo do aluminio (Foy, 1976).

2.5. Métodos para Determinagao do Aluminio Téxico

As caracteristicas utilizadas para avaliacdo da tolerdncia ao
aluminio no solo ou em solucdo nutritiva sdo muitas. Dentre estas estdo, a
capacidade do material alterar o pH do meio (Kochian, 1995); a observacao
visual do desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular (Devine et
al., 1976); o comprimento da raiz mais longa, ou da folha mais longa; o
numero de raizes seminais; o peso dos sistemas radicular e aéreo (Lafever et
al., 1977; Lavefer & Campbell, 1978); comprimento inicial da raiz seminal,
comprimento final da raiz seminal, comprimento final relativo da raiz seminal

(Floss, 1992); a coloracdo das raizes seminais em solugdo aquosa de
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hematoxilina (Polle et al., 1978); recrescimento radicular da raiz principal
(Camargo & Oliveira 1981; Dorneles, 1994; Sanchez-Chacén et al., 2000;
Wagner et al. 2001; Gotuzzo et al., 2001; Oliveira et al., 2002) comprimento
das raizes em baixa concentragdo de AI** em solucdo nutritiva incompleta
(Shuman et al., 1993); e, por fim o rendimento de gréos (Howeler & Cadavid,
1976).

Muitas espécies de plantas mostram diferentes graus de toleréncia
nos diferentes estadios de crescimento e nas estagdes do ano.
Consequentemente, plantas tém sido classificadas como tolerantes ou
sensiveis a estresses minerais usando varios critérios e estadios de
crescimento. Provavelmente, a caracteristica mais comum utilizada para
avaliacdo de plantas para tolerancia do estresse mineral em solos seja o
rendimento vegetativo ou de grao/frutos/sementes (Clark & Duncan, 1993).
Contudo, a avaliagdo de plantas nos estadios juvenis é mais desejavel do que
no estadio de maturidade fisiolégica (Fernandes et al. 1984). Se uma planta
ndo consegue se desenvolver bem no estadio juvenil ou num determinado
estadio de crescimento por causa do estresse mineral, esta pode nao ser
capaz de completar seu ciclo de vida.

A desvantagem da utilizagdo do solo como substrato é que os
niveis de AI’* para selecdo ndo podem ser controlados quantitativamente,
além do que, n3o se pode garantir que somente o AI** é o elemento toxico
presente no solo. A utilizacdo de solugado nutritiva tem superado estas
dificuldades, permitindo uma imediata observacédo da inibicdo da elongacao
das raizes o que é um dos primeiros sintomas da toxidez do A** (Kerridge et

al., 1971).
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A técnica de solugdo nutritiva permite, ainda, o estudo genético da
tolerancia ao AI** porque possibilita a identificagdo de diferentes graus de
tolerancia. Como as medi¢cdes do comprimento da raiz e da parte aérea nao
sdo destrutiveis, apds a selegcdo, as plantas jovens das populagbes
segregantes, podem ser transplantadas em solo para uma possivel avaliagao
e uso no programa de melhoramento (Baier et al., 1995). Camargo & Oliveira
(1981) concluiram que o uso de solugdo nutritiva em condi¢cdes de ambiente
controlado foi eficiente e possibilitou a separagcdo de cultivares de trigo
tolerantes e suscetiveis em aproximadamente sete dias.

Uma das maiores dificuldades das solug¢des nutritivas, no estudo
da toxidez de aluminio, tem sido o inadequado controle do pH e do teor de
fosforo e por conseqiiéncia da concentragdo de AIP*. O controle destes
parametros € necessario para a precisdo dos estudos genéticos. Kerridge et
al. (1971) e Souza (2001), concluiram que a tolerancia diferencial a toxidez de
AI**, em solugdo nutritiva, foi relativamente semelhante aquela obtida quando
as plantas foram cultivadas em solos, além de terem repetibilidade de
resultados devido ao controle da concentragdo de AI** através do
monitoramento do teor de P e do pH.

A solubilidade do AI** pode ser determinada pela concentracdo de
P, causando sua precipitacdo na forma de AI(OH)s;. Deste modo, segundo
Camargo (1985), deve-se evitar a utilizagao de P nas solugdes de tratamento
contendo Al*".

Verificando o pH da solugdo nutritiva para avaliar a toxidez de Al*",
Camargo (1984b) observou que com a elevagao do pH de 4 para 7 diminuiu a
concentracdo do aluminio e por consequéncia a sua solubilidade. Deste

modo, para a selegao de plantas tolerantes ao Al, além da concentragao de
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sais, a temperatura e a concentragdo de AI**, deve-se controlar o pH da
solugdo nutritiva, para que os resultados obtidos possam ser repetidos em
outros trabalhos com a mesma precisdo (Camargo, 1983).

A medi¢cdo do comprimento das raizes no estadio de plantula € um
bom indicador da tolerancia ao AI’*. Baier (1995) comparando este método
com o de coloracdo com hematoxilina, ou o método de recrescimento
radicular, observou que ele foi de duragdo mais curta e mais preciso.
Demonstrando uma correlagdo significativa, entre os resultados obtidos em
solugdo nutritiva e o ranqueamento prévio de gendtipos tolerantes cultivados
a campo.

A solugao nutritiva tem sido usada para discriminar populagdes
tolerantes de ndo tolerantes em varias culturas tais como aveia (Floss, 1992;
Sanchez-Chacén et al., 2000; Wagner et al. 2001; Gotuzzo et al., 2001;
Oliveira et al., 2002), trigo (Camargo & Oliveira, 1981; Camargo, 1984a;
Dornelles et al., 1996), sorgo (Baligar et al., 1995); milho (Prioli et al.,1985;
Lopes et al., 1987; Mazzocato, 2000) cevada (Minella, 1989; Echart, 2001) e
arroz (Howeler & Cadavid, 1976). Os resultados obtidos se equivalem aqueles
obtidos em solo, mostrando claramente que uma avaliagdo em solugao
nutritiva identifica efetivamente niveis de tolerancia para grande numero de
genotipos, sendo recomendada como técnica auxiliar nos programas de
melhoramento.

Um outro substrato estudado para avaliacdo da dinamica do A** na
rizosfera € agarose. A agarose € um substrato relativamente puro destituido
de fosforo e outras substancias complexantes com o Al**, apresentando

fitotoxidade equivalente aquela obtida em solugdo nutritiva. A agarose
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também tem alta capacidade de absorver AP** o que permite medicdo exata
da diminui¢c&o do Al na rizosfera (Calba et al., 1996).

Varios problemas de metodologia causam muitas dificuldades para
explicar os resultados obtidos na selegdo de gendtipos tolerantes ao APt As
técnicas utilizadas para a realizacdo da selecdo normalmente variam nas
concentracdes de nutrientes, nos volumes de solugdes e nos tipos de solos
utilizados, o que dificulta a comparacao dos resultados entre os diferentes
experimentos tornado-os mais complexos. Em vista disto, Fageria et al.
(1988) sugerem procedimentos para padronizar a selegéo:

1. padronizagao do meio de crescimento e condigcbes ambientais;

2. uso de genotipos com ciclo de crescimento igual;

3. parametros de avaliagdo bem definidos;

4. técnicas de selegdo que permitam avaliacdo de um grande
numero de genotipos com razoavel preciséo;

5. uso de local, solo, nutrientes toxicos e/ou elemento em estudos
apropriados;

6. estabelecimento de niveis minimo e maximo dos nutrientes;

7. uso de no minimo trés niveis espagados na extensdo da
resposta esperada;

8. verificagdo de resultados em casa-de-vegetagcdao em condi¢des
de campo e vice-versa,;

9. quando na selecao da eficiéncia para um determinado nutriente,
outros nutrientes devem estar em niveis normais;

10. cultivares tolerantes e suscetiveis devem ser incluidas em
todos os estudos de selegao de gendtipos;

11. todo o material deve ser geneticamente uniforme.
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Para aumentar a aplicabilidade dos resultados da seleg¢do, as
plantas deveriam ser desenvolvidas por pelo menos trés a quatro semanas
em meio de crescimento. Periodos curtos de crescimento somente sao

eficientes para medir o efeito do Al**

na elongagdo e divisdo celular nas
raizes, enquanto que para periodos experimentais longos os resultados
refletem o efeito continuo do AI** no crescimento da raiz, bem como no

crescimento da parte aérea e absorcao de nutrientes.

2.6. Variabilidade e Heranga Genética da Tolerancia ao

Aluminio

Muitos trabalhos tém demonstrado que a tolerancia ao aluminio é
uma caracteristica geneticamente controlada e desta forma pode ser
melhorada. A maioria dos estudos de heranga genética a toxicidade do
aluminio foi realizada em trigo, milho e arroz.

A tolerancia ao aluminio em trigo € uma caracteristica monogénica
com agao génica de dominancia e/ou aditiva (Aniol, 1984; Bona et al., 1994).

I** foi observada em cevada (Minella &

Variagao alélica para tolerancia ao A
Sorrells, 1992). Expressao multigénica de tolerancia pode ser encontrada em
cruzamentos com divergéncia paterna ampla, dando a dispersao dos genes
de tolerancia ao A** no genoma D de trigo hexaploide, particularmente nos
cromossomos 2DL e 4DL (Carver & Ownby, apud Johnson et al., 1997).
Nodari et al. (1982) estudando gendtipos de trigo observaram que a
tolerancia ao aluminio a campo € um carater de alta herdabilidade, permitindo

desta forma a obtengado de expressivo ganho genético através da seleg¢ao por

métodos convencionais no melhoramento de trigo. Concluiram ainda que os
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efeitos da aditividade foram expressivos e os desvios da dominancia foram
insignificantes.

Riede & Anderson (1996), utilizando o método do crescimento
radicular para avaliacdo de uma populacdo obtida do cruzamento entre as
cultivares de trigo BH1146 (tolerante) e Anahuac (sensivel), obtiveram uma
distribuicdo bimodal nas linhas recombinantes, indicando um gene maior para
a tolerancia ao AI** nesta populacéo.

Estudos da expressdo da tolerancia ao AI** transferida do cultivar
Atlas 66 para o trigo duro de inverno demonstraram que a tolerancia ao AP
foi completamente dominante (Johnson et al., 1997). A presenca de duas
classes fenotipicas na geragdo F, ajustada a uma propor¢cdo de 3:1
(tolerante/suscetivel), revelou um gene de dominéncia para a tolerancia ao
A", A transferéncia deste gene da Atlas 66 para as cultivares de trigo duro de
inverno conferiu aumento no crescimento radicular em solos acidos sob
condigdes naturais, mas o impacto foi maior na cultivar suscetivel Century.
Nenhuma das isolinhas tolerantes foi tdo tolerante quanto Atlas 66. Esta
transferéncia incompleta da tolerancia foi provavelmente devido ao complexo
controle genético em Atlas 66 ou porque a expressao foi modificada em trigos
duros de inverno. Outros genes de resisténcia de menor efeito também
podem influenciar no crescimento radicular sob estresse de AI** (Johnson,
1997).

Ja Camargo et al. (1991) observaram que dois genes dominantes
podem conferir tolerancia na cultivar Atlas 66 em baixas concentragdes de
AP’*, mas com o aumento da concentracdo houve uma quebra gradual da
dominancia a medida que a concentracdo de aluminio foi aumentando.

Evidéncias sugerem que diferentes niveis de estresse de AI** podem induzir a

19



20
expressdo de diferentes genes de tolerancia (Camargo, 1984b; Johnson,
1997).

Para Kerridge & Kronstad (1968), a diferenga na resposta a 1,6
mg/litro de aluminio nas cultivares de trigo Druchamp e Brevor foi devido a um
gene dominante para a tolerancia ao AI’*. Os resultados obtidos para a
cultivar Druchamp, a qual nao foi tdo tolerante quanto Atlas 66, sugerem que
mais de um gene poderia estar envolvido na tolerancia ao aluminio.

Em um outro trabalho com trigo Lafever & Campbell (1978), em
solugdo nutritiva com uma concentracdo de 8 mg/litro de aluminio avaliando
populacdes F4, F2 e retrocruzamentos para cultivares tolerantes e sensiveis,
concluiram que a suscetibilidade era devido a um gene recessivo e que a
selecdo de plantas sensiveis para esta concentragdo de aluminio era
eficiente.

Nos programas de melhoramento de trigo, Camargo (1984a)
sugere que, em populagdes de trigo F, de tamanho grande, seria mais
interessante selecionar em altas concentragdes de aluminio (10 mg/litro) na
solugcdo, eliminando desta forma as plantas sensiveis (homozigotas
recessivas e heterozigotas) e selecionando as plantas tolerantes
homozigotas. Entretanto, em F, de tamanho pequeno seria interessante
utilizar concentragdes de AI®* mais baixas (3mgl/litro), pois isso eliminaria
apenas as plantas sensiveis (homozigotas recessivas) e selecionaria as
tolerantes (heterozigotas e homozigotas dominantes). Na geragao seguinte,
com um maior numero de plantas, poderia ser testado a 10 mg/litro para
haver um maior progresso genético no trabalho de melhoramento.

Estudando a heranga da toxidez de aluminio em populagbes de

milho, Lopes et al. (1987) ndo observaram heranca citoplasmatica. No estudo
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dos cruzamentos dialélicos a capacidade geral de combinagé&o foi o parametro
de maior magnitude entre populagdes de milho tolerantes e ndo tolerantes a
toxidez de aluminio. Lima et al. (1995) também para populagdes de milho,
observaram que tanto a capacidade geral de combinagdo como a capacidade
especifica de combinagdo mostraram significancia estatistica, embora os
quadrados meédios da capacidade geral tenham sido maiores que a
capacidade especifica de combinagao, exceto para o rendimento de graos.

Na cultura do arroz, Wu et al. (1997) observaram que a capacidade
geral de combinagdo foi mais alta que a capacidade especifica de
combinacdo, quanto & tolerancia ao AI**, determinada através do indice de
tolerancia radicular, indicando uma maior expressdo aditiva desta
caracteristica.

Ja Ferreira et al. (1997), estudando a tolerancia ao AI** em solugéo
nutritiva, em duas cultivares de arroz, uma sensivel e outra tolerante,
observaram que a tolerancia avaliada pelo carater comprimento da raiz
seminal comportou-se como um carater quantitativo. Transformando os dados
para a escala logaritmica, o modelo aditivo-dominante foi suficiente para
explicar as variagbes no carater estudado.

Na cultura da aveia, Sanchez-Chacoén et al. (2000) concluiram que
o carater tolerancia a toxidez de aluminio € uma caracteristica herdavel,
controlada por um gene e a acao génica observada foi a de dominancia.
Avaliando um numero maior de cruzamentos, Wagner et al. (2001) obtiveram
resultados indicando a presenga de um a dois genes dominantes envolvidos
na tolerancia ao aluminio. A presenca dos alelos A1 e Az levou um maior grau

de tolerancia nos gendtipos estudados.
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2.7. O Uso de Marcadores Moleculares na Localizagao de

Genes Associados a Tolerancia ao Aluminio

Marcadores morfologicos tém sido utilizados a longo tempo no
melhoramento de plantas. Entretanto, a partir de meados da década de
sessenta comegaram a ser utilizados os marcadores isoenzimaticos, os quais
ampliaram o numero de marcadores genéticos. Com as técnicas de biologia
molecular, surgiram diversos meétodos para identificar o polimorfismo genético
diretamente ao nivel de DNA, os marcadores moleculares. Com isto, o
numero de marcadores genéticos tornou-se virtualmente ilimitado (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

Marcadores moleculares tém sido utilizados para determinar a
localizagdo de genes nos cromossomos das espécies, para fins de
melhoramento genético. Os resultados mais promissores tém sido alcangados
para genes de grande efeito no genotipo, como a tolerancia ao aluminio
téxico, em que um ou mais marcadores estdo associados a gene(s) de
interesse (Ma et al., 1993; Riede & Anderson, 1996; Luo & Dvorak, 1996;
Tang et al., 2000).

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism),
assim como, outras técnicas de marcadores moleculares, na etapa de selegao
de gendtipos permitem que seja avaliado um grande numero de gendétipos em
curto espago de tempo, e com alta preciséo na localizagado dos locos génicos
de interesse (Tanksley et al., 1989). Os primeiros trabalhos para tolerancia ao
aluminio foram realizados com esta técnica.

Objetivando encontrar marcadores do tipo RFLP associados a
QTLs (locos de caracteres quantitativos) que controlam a tolerancia ao AI**

téxico em milho, utilizando a estratégia de BSA (Bulked Segregant Analysis),
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Torres et al. (1997) observaram que a distribuicdo da frequéncia de 1554
individuos F2 para o comprimento relativo da raiz seminal foi continua,
unimodal com tendéncia a suscetibilidade. Os resultados da BSA indicaram a
existéncia no cromossomo 8 do milho de uma regido envolvida no controle da
tolerancia ao AI** toxico. Brondani & Paiva (1996) também observaram que o
comprimento relativo da raiz seminal teve uma distribuicdo continua na
geragéo F,, indicando que para a cultura do milho, o carater tolerancia ao Al &
controlado quantitativamente.

Na cultura do trigo, analisando o cruzamento entre as cultivares
BH1146 (tolerante) e Anahuac (sensivel), com marcadores de RFLP, Riede &
Anderson (1996), encontraram um marcador com o clone bcd1230 associado
(1.1cM — 2 recombinagdes em 91 linhas recombinantes) ao gene que
controlou a resposta a tolerancia ao Al denominado Altgy pelo método do
crescimento radicular. Um segundo marcador identificado pelo clone cdo1395
também estava associado a este gene, s6 que a 10.2 cM (14 recombinacgdes).
A analise de regressao dos dados demonstrou que bcd1230 explicou 85%
dos resultados obtidos para comprimento da raiz quanto & tolerancia ao Al** e
cdo1395 respondeu por 40%. Os resultados obtidos com bcd1230 em
estoques de trigo chinés de primavera nulissémicos e tetrassdmicos sugerem
que o gene associado a este marcador esta localizado no cromossomo 4DL,
confirmando resultados obtidos por Lagos, et al. (1991).

Luo & Dvorak (1996) estudaram a tolerancia ao AI** em linhas com
substituicbes dissdbmicas, tendo os cromossomos do genoma D do Triticum
aestivum L. cv. Chinnese Spring individualmente substituidos por seus
homodlogos em T. turgidum L. cv. Lagdon. Pelo método da hematoxilina,

observaram que a tolerancia ao AI** foi controlada por um gene dominante
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denominado Alf2 localizado no brago longo do cromossomo 4D. Este loco foi
mapeado com marcadores de RFLP utilizando uma populagdo com
cromossomos recombinantes de recombinagbes homologas do cromossomo
4D da cv. Chinese Spring e o cromossomo 4B do T. turgidum. Este gene Alt2
esta localizado num intervalo de 4 cM delineado pelos marcadores Xpsr914 e
Xpsr1051.

Na cultivar Atlas 66, foi relatado que existe um gene de tolerancia
no cromossomo 5D (Prestes et al., 1975). Contudo, Riede & Anderson (1996)
realizaram uma avaliagcdo com 41 marcadores de RFLP no cromossomo 5D e
nao encontraram evidéncia da presenca deste gene na cultivar BH 1146,
podendo este ser um gene menor presente neste ou em outro cromossomo
que nao foi detectado.

Na cultura de cevada, Tang et al., (2000) mapearam um gene de
tolerancia ao aluminio no brago longo do cromossomo 4H a 2,1 cM do
marcador Xbcd1117, do lado do centrémero, e 2,1 cM no lado oposto, os
marcadores Xwg464 e Xcdo1395. Ja o marcador Xbcd1230 ficou a 33,5 cM
deste gene.

A técnica de RFLP é ainda muito cara para ser usada no
melhoramento de plantas. Uma maneira de se diminuir estes custos seria a
construcao de primers de PCR da sequéncia final dos primers de RFLP e
utiliza-los como marcadores na avaliacdo da presencga deste(s) gene(s) de
tolerancia ao aluminio (Talbert et al. apud Riede & Anderson, 1996).

Em um trabalho realizado com o objetivo de fazer a caracterizagao
fisica e genética do cromossomo 4DL do trigo, Milla & Gustafson (2001),
encontraram varios marcadores e realizaram um trabalho para desenvolver

primers de PCR da sequéncia final do primer bcd1230 e estes foram
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eficientes na discriminagcdo de gendtipos de trigo tolerantes e sensiveis ao
aluminio toxico. Também encontraram marcadores de microssatélite e outros
marcadores de AFLP associados ao cromossomo 4DL com o objetivo de
saturar este cromossomo com marcadores para estudos mais detalhados do
gene de tolerancia ao aluminio presente (Milla & Gustafson, 2001).

Os marcadores moleculares identificados pelo processo de
amplificagdo em cadeia utilizando uma DNA polimerase ou (PCR) como o
AFLP e microssatélites, comparados com as técnicas que envolvem
hibridacdo de DNA (RFLP), sdo geralmente de menor custo, menos
elaboradas, algumas mais faceis de implementar na rotina de programas de
melhoramento e de menor tempo na obteng¢ao dos resultados (Milach, 1998).

A técnica de AFLP, polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados (Vos et al., 1995) envolve quatro etapas, que sdo: clivagem do
DNA gendmico total do individuo com enzimas de restricdo; ligagao de
adaptadores especificos aos fragmentos gendmicos gerados pela clivagem;
amplificacdo seletiva dos fragmentos com iniciadores especificos; e
separagcao dos fragmentos por eletroforese em gel de poliacrilamida. O
polimorfismo obtido esta relacionado com as diferengas entre gendtipos na
distribuicao dos sitios de restricado e na amplificagao diferencial de fragmentos
(Milach, 1998).

A técnica de marcadores por microssatélites ou repeticdes de
sequéncias simples (SSRs) é outro tipo de marcador molecular atualmente
bastante utilizado para construcdo de mapas de ligacado baseados em PCR.
Estes marcadores ocorrem como conjuntos repetidos de 1 a 6 pares de bases
de nucleotideos que se dispdem em tandem por distancias de

aproximadamente 100 pares de bases (pb). A grande quantidade e o alto
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nivel de polimorfismo das sequéncias repetidas simples faz com que as
mesmas sejam marcadores moleculares de DNA ideais para mapeamento
genético e estudos de populacdes (Ferreira & Gratapaglia, 1995; Milach,
1998; Echart, 2001).

Em um trabalho realizado em trigo, para as cultivares HANNO
sensivel e BH 1146 tolerante, Czembor et al. (2001), identificaram
marcadores de microssatélites no brago longo do cromossomo 4D, dois
marcadores moleculares, Xgwm165 e Xgdm125, mapeados a uma distancia
de 8,6 e 3,2 cM respectivamente.

Alguns mapas de ligacao utilizando marcadores de microssatélites
tém sido feitos para estudos de mapeamento em genomas de plantas como
para Arabidopis thaliana (Bel & Ecker, 1994), arroz (Temnykh et al., 2000) e
cevada (Becker & Heun, 1995).

Selegdo assistida por marcadores, pode ser uma valiosa
ferramenta a ser utilizada na transferéncia de genes para tolerancia ao Al"™*"
evitando o efeito do ambiente. Os marcadores moleculares associados a
genes para a tolerancia ao aluminio podem ser usados no monitoramento da
transferéncia destes genes para germoplasmas sensiveis, reduzindo ou
eliminando assim, a necessidade de trabalhos de melhoramento de plantas

muito prolongados (Riede & Anderson, 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em trés etapas. A primeira foi
realizada na Estagdo Experimental Agronémica (EEA) da UFRGS e no telado
do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS, com o objetivo de obter
as geracgdes F até Fs, e alguns retrocruzamentos. A EEA esta localizada no
municipio de Eldorado do Sul, situada a 30° 05’ 27” de latitude Sul e 51° 40’
18" de longitude Oeste, apresentando altitude média de 46 metros acima do
nivel do mar (Bergamaschi & Guadagnin, 1990). O solo da EEA é classificado
como Argissolo Vermelho Distrofico tipico (EMBRAPA 1999).

A segunda etapa foi realizada no Laboratorio de Cultura de Tecidos
do Departamento de Plantas de Lavoura, com os testes de avaliacdo da
tolerancia ao aluminio em solugao nutritiva.

E por fim, a terceira etapa, foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia do Departamento de Plantas de Lavoura com o estudo de
marcadores moleculares associados a gene(s) que regula(m) a tolerancia ao
aluminio em aveia.

Foram incluidos no estudo oito gendétipos de aveia que apresentam
resposta diferencial quanto a tolerancia a toxidez de aluminio (Tabela 1). Sete
gendtipos foram selecionados do Programa de Melhoramento Genético de

Aveia da UFRGS, com base nos dados obtidos por Sanchez-Chacon et al.
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(2000) e Wagner et al. (2001) e um gendtipo proveniente do Programa de

Melhoramento de Aveia da Universidade de Passo Fundo (UPF).

TABELA 1. Genealogia dos gendtipos de aveia utilizados e a resposta a
toxicidade do aluminio. UFRGS, 2002

Gendtipos Genealogia Resposta
ao aluminio

UFRGS 15 Cor?/CTZ3/PENDEK/ME Tolerante
1563//CP16CRcpx/c7512/SRcpx/74C8014

UFRGS 17 Cor’/CTZ/PENDEK/ME1563//76-29/76-23/75- Tolerante
28/C1833

UFRGS 93605 UFRGS 15/UFRGS 881920 Tolerante

UPF 91AI100-1-4 8014/301/SRcpx/CRcps/SRcpx/JHG-8 Tolerante

UFRGS 16 CP16CRcpx/C7512/SRcpx/74C8014 Sensivel

UFRGS 911715 UFRGS 86A 1194-2/UFRGS8 Sensivel

UFRGS 93598-6 UFRGS 15/UFRGS 881920 Sensivel

UFRGS 911740 UFRGS 884087/UFRGS 881517 Sensivel

3.1. Obtencgao das Populagoes Segregantes

A primeira fase foi conduzida entre 1998 e 2001 na EEA. Nos dois
primeiros anos, os gendtipos foram semeados em parcelas com quatro linhas
de trés metros de comprimento espacadas 0,30 metros entre linhas. Trés
épocas distintas de semeadura foram feitas para obtengcao de sincronia de
florescimento. Desta forma, foi possivel ter um periodo maior de cruzamentos
e obtencdo de um bom numero de plantas F4 e retrocruzamentos. Foram
realizados 28 cruzamentos na forma de um desenho dialélico parcial entre os
genotipos (Tabela 2). Parcelas com quatro linhas de dois metros por 0,30

metros entre linhas, também foram semeadas no telado do Departamento de
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Plantas de Lavoura da UFRGS em trés épocas diferentes para realizacao de

cruzamentos.

TABELA 2. Populagdes obtidas a partir de cruzamentos entre oito genotipos
de aveia na forma de dialélico parcial. UFRGS, 2002

Genitores UFRGS UFRGS UFRGS UFRGS UFRGS UFRGS UPF

16 17 911715 911740 93598-6 93605 91AI100-1-4
UFRGS 15 X X X X X X X
UFRGS 16 X X X X X X
UFRGS 17 X X X X X
UFRGS 911715 X X X X
UFRGS 911740 X X X
UFRGS 93598-6 X X
UFRGS 93605 X

UPF 91AI1100-1-4

Nem todos os cruzamentos foram avaliados quanto a tolerancia ao
aluminio téxico. Procurou-se analisar os cruzamentos em que 0s genitores
apresentaram repetibilidade de resultados em diferentes experimentos quanto
a avaliagao da tolerancia em diferentes solugdes nutritivas. Foram analisados
principalmente os cruzamentos contrastantes (tolerantes x sensiveis) na
estimativa da herdabilidade do carater.

No periodo reprodutivo, utilizando-se a técnica de “flor aberta”
descrita por Bertagnoli e Federizzi (1994), as plantas femininas foram
emasculadas no momento da antese e polinizadas 2 a 3 dias apos a
emasculacdo. Na fase de maturacao, as sementes de todos os cruzamentos
foram colhidas, identificadas e guardadas em ambiente climatizado a 8°C.

Nos anos de 1999, 2000 e 2001, para obtencédo das geragdes F,
Fs, F4, Fs, foram semeadas a campo as geragdes genitoras destas,
provenientes dos cruzamentos e multiplicagdes dos anos anteriores. Para
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avanco de geragdo nos meses de verdo (dezembro a abril), as sementes
obtidas na época normal de plantio, foram conduzidas pelo método em SSD
modificado. Neste método, 10 sementes provenientes de uma panicula de
cada planta da gerac&o anterior foram semeadas em uma cova, colhendo-se
novamente uma panicula por cova para avangar a proxima geragao até Fs. Na
geragédo Fs foram conduzidas separadamente quatro plantas originadas de
uma cova da geragéao F4.

As geracbes RC4F1 e RCyF; foram obtidas através dos

retrocruzamentos indicados na Tabela 3.

TABELA 3. Retrocruzamentos realizados na Estacdo Experimental
Agronémica de Eldorado do Sul e telado, nos anos de 1999 e
2000. UFRGS, 2002

Genitores
Fi UFRGS 17 UFRGS UFRGS UPF
911740 93598-6  91AI100-1-4
UFRGS 15 x UFRGS 911740 X
UFRGS 17 x UFRGS 911715 X
UFRGS 17 xUPF 91AI100-1-4 X
UFRGS 911715 x UFRGS 93598-6 X
UFRGS 911715xUPF 91AI100-1-4 X
UFRGS 93598-6xUPF 91AI100-1-4 X X

3.2. Avaliagao da Tolerancia ao Aluminio

A segunda fase do trabalho teve inicio em dezembro de 1999 e foi
realizada no Laboratorio de Cultura de Tecidos da UFRGS. Consistiu da
avaliacdo das diferentes geragdes dos cruzamentos em solugéo nutritiva
quanto a tolerancia ao aluminio toxico. Inicialmente, foram testadas solucdes

nutritivas que melhor avaliassem o recrescimento radicular de oito gendtipos
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quanto a tolerancia ao aluminio. Num segundo momento, a partir da utilizagao
da solucao nutritiva em que se obteve os melhores resultados, foi realizada a
avaliacao genética da tolerancia ao aluminio em aveia.

O método utilizado para determinacao da tolerancia foi o proposto
por Camargo & Oliveira (1981), que é constituido de uma solugdo completa e
uma solucéao tratamento.

A solugédo completa é a solugdo que contém nutrientes necessarios
para o desenvolvimento normal da planta, na qual foram semeados os
genotipos avaliados, e para onde retornaram apos serem submetidos a
solugédo tratamento. Ja, a solugdo tratamento constou de um décimo da
solugcao completa, mais a fonte de aluminio.

Por este método, os gendtipos sdo primeiramente semeados na
solugdo completa, onde permanecem por 48 horas. A seguir, sdo transferidos
para solucdo tratamento contendo o aluminio téxico, onde permanecem por
mais 48 horas. Na sequéncia, os genotipos retornam a solugdo completa
permanecendo por outras 72 horas. Nesta ultima fase, para alguns
experimentos, 0os genotipos permaneceram algumas horas a mais devido a
dificuldades em realizar a avaliagdo exatamente nas 72 horas previstas.

3.2.1. Preparo das sementes

Os gendtipos e populagbes segregantes permaneceram por 10
dias na geladeira, sob temperaturas de até 8°C, para a quebra de dorméncia
e a uniformizagdo da germinacéo.

As sementes utilizadas foram previamente descascadas e
desinfetadas com hipoclorito de sédio a 7%, por 5 minutos, posteriormente
lavadas seis vezes em agua destilada estéril. Apds, as sementes foram
colocadas em papel germinador, molhadas com agua destilada, e levadas a
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BOD a 25°C, permanecendo por aproximadamente 48 horas, até a emissao
de radiculas com aproximadamente 5mm. As sementes dos gendtipos e
populagdes segregantes, foram padronizadas, quanto ao tamanho, para
minimizar o provavel efeito sobre o erro experimental.

Para as trés solugdes nutritivas testadas, as sementes germinadas
foram colocadas inicialmente na solugdo completa e seguiu-se o método
proposto por Camargo & Oliveira (1981). Durante todo o tempo, as plantulas
ficaram sobre telas plasticas adaptadas a tampas de potes em contato
constante com a solugao nutritiva.

Os potes com solugao nutritiva foram colocados em tanques com
banho-maria, nos quais a agua foi mantida a 20°C com o auxilio de
resisténcias adaptadas ao tanque e ar condicionado. A luz foi mantida
constante em todos os experimentos, e os potes contendo solugdo nutritiva
foram ligados a um sistema de oxigenacéao.

A avaliagcao foi realizada pela medi¢cdo do recrescimento da raiz
principal de cada plantula quando elas foram retiradas da solugdo completa
apoés as ultimas 72 horas. O recrescimento foi medido a partir da calosidade
causada quando as plantas foram colocadas na solugdo contendo aluminio,
que provoca um engrossamento das raizes e diminuigdo ou paralisagao do
crescimento. As plantas tolerantes, quando colocadas novamente em solugao
sem aluminio, voltam a se desenvolver normalmente, ja para as plantas
sensiveis 0 desenvolvimento é mais lento e ocorre o engrossamento das

raizes.
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3.2.2. Avaliagao das solugdes nutritivas

A avaliacdo das solugbes nutritivas para discriminacado de
genotipos de aveia quanto a tolerancia ao aluminio téxico foi realizada
comparando-se trés solugdes diferentes e a resposta dos oito gendtipos fixos

utilizados nos cruzamentos.

3.2.2.1. Solugao proposta por Camargo & Oliveira 1981

A primeira solugao utilizada foi a descrita por Camargo & Oliveira
(1981), e adaptado para aveia por Sanchez-Chacon et al. (2000).

A solugao completa consistiu de: Ca (NOs3), - 4mM; MgSO4 - 2mM,;
KNO3 - 4mM; (NH4),SO4 - 0,435 mM; KH,PO4 - 0,5 mM; MnSO4 - 2 uM;
CuS0Oy4 - 0,3 uM; ZnS0O,4 - 0,8 uM; NaCl - 3 uM; Fe-EDTA - 10 uM; Na;MoOy, -
0,10 uM; H3BO3 - 10 uM.

A composicdo da solucdo tratamento foi um décimo da solucao
completa, exceto o fosforo que foi omitido, para evitar uma possivel
precipitacdo do AI**. O aluminio foi acrescentado na solucdo na concentracéo
de 20 ppm na forma Al,01,S3 1sH20 . Para ambas solugdes, o pH foi ajustado
previamente para 4,0 com H,SO, 1N e no decorrer do experimento foi
ajustado diariamente. Tal procedimento se justifica porque nesse nivel de

acidez aumenta a disponibilidade de AI**, que é a forma tdxica.

3.2.2.2. Solugao proposta por Polle et al. 1978

A segunda solugao utilizada foi a proposta por Polle et al. (1978)
para avaliagcao da tolerancia pelo método da coloracdo por hematoxilina e
adaptado por Oliveira et al. (2002), para avaliagao do recrescimento radicular

em aveia.
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A solugao nutritiva completa, neste caso, consistiu de 5mM CaCly,

6,5 mM KNO3, 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM (NH4)SO4, 0,4 mM NH4NOs3:
A solucao tratamento constou de um décimo da solugdo completa,
mais 20ppm de AP** na forma de AICl;. O pH das solugdes foi ajustado
previamente para 4,0 com HCI 0,1N e corrigidos diariamente para este, no

decorrer do experimento.

3.2.2.3. Solugao proposta por Rhue & Grogan 1976

A terceira solucgédo utilizada foi a proposta por Rhue & Grogan apud
Prioli et al. (1985), para avaliacdo da tolerancia ao aluminio em milho,
adaptado por Gotuzzo et al. (2001) para avaliagdo em aveia.

A solucao nutritiva completa constou apenas de 60 ppm de calcio
na forma de CaCl,. Adicionou-se o ion Ca na solugdo, para evitar a
desestabilizaggo do pH, acelerar o alongamento radicular e,
consequentemente, aumentar a absorcéo de Al.

A solugado tratamento constou também de um décimo da solugao
completa mais 20ppm de Al** na forma de AICl;. Novamente, o pH foi
ajustado para 4,0 com HCI 0,1N e no decorrer do experimento corrigido

diariamente.

3.2.2.4. Experimentos realizados

Os experimentos foram realizados para avaliagdo individual e
conjunta das trés solugbes nutritivas, sob diferentes condicbes de pH e
concentragédo de sais e Al (Tabela 4). Para cada experimento, o numero de
repeticoes foi variavel, dependendo da disponibilidade de sementes e de
espago nos tanques. Cada repeticdo constou da determinagdo do
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recrescimento da raiz principal de cinco a dez plantulas, dependendo do
numero de plantulas disponiveis para cada gendétipo. Os experimentos foram
conduzidos através do delineamento inteiramente casualizado. O arranjo

fatorial foi utilizado quando mais de um fator foi analisado.
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TABELA 4. Experimentos realizados na avaliagao de trés solugdes nutritivas
sob diferentes doses de Al, pH e concentracdo das solucoes.

UFRGS, 2002
Experimentos Solugao Nutritiva Dose de Al pH Concentragao da Solugéo
ppm Nutritiva (%)
01 Camargo & Oliveira 20 4.0 100
1981
02 Camargo & Oliveira 20 4.0 100
1981
03 Camargo & Oliveira 20 4.0 25, 50, 75 e 100*
1981
04 Polle et al. (1978) 15 e 20* 4.0 100
05 Polle et al. (1978) 15 e 20* 4.0 100
06 Polle et al. (1978) 20 40e5.0* 50 e 100"
07 Rhue e Grogan apud 10,15e 4.0 100
Prioli (1985) Gotuzzo 20*
08 Rhue e Grogan apud 20 4.0 100
Prioli (1985)
09 Camargo & Oliveira 20 4.0 100
1981, Polle et al
(1978), Rhue e

Grogan apud Perioli
(1985) *

* Arranjo fatorial dos tratamentos.

3.2.3. Analises genéticas

Na andlise genética a avaliagcdo da tolerdncia ao aluminio foi

realizada pela avaliacdo do recrescimento da raiz principal na solucdo

nutritiva proposta por Polle et al. (1978) com 20 ppm de aluminio.

3.2.3.1. Distribuicdo de frequéncia

A determinagcdo do numero de genes foi realizada através de uma

analise qualitativa, com base na distribuicdo de frequéncias do recrescimento

da raiz principal da geracdo F, de 16 cruzamentos dos 28 realizados,

principalmente dos cruzamentos contrastantes quanto a tolerdncia ao

aluminio. Para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 93958-6 foram avaliadas
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as geragdes F4 e F5 e para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 911715 a
geragédo Fs. As geragcdes RCiF{ e RC,F{ também foram avaliadas quando
obtidas. Os intervalos de classe foram determinados baseados na férmula:

i=AK

K =1n

i = intervalo de classe;

A = amplitude de variagao entre o numero maximo e o minimo;

K = nuamero de classes;

n = numero de observagdes.

Uma hipoétese genética, quanto ao numero de genes segregantes,
foi testada para cada populacdo, com base nas distribuicdes de frequéncias
obtidas nas geracgdes e testadas pelo teste de y? (P > 0.05) (Steel & Torrie,

1960).

3.2.3.2. Média de geragbes

Os dados de recrescimento da raiz principal foram analisados de
forma quantitativa, onde foram estimados os efeitos génicos pelo método da
média de geragdes para oito cruzamentos (UFRGS 17 x UFRGS 911715,
UFRGS 17 x UFRGS 93598-6, UFRGS17 x UPF 91AI100-1-4, UFRGS
911715 x UFRGS 93598-6, UFRGS 911715 x UPF 91AI100-1-4, UPF
91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6, UFRGS15 x UFRGS 93598-6 e UFRGS 15 x
UFRGS 911740).

Os efeitos génicos da meédia, aditividade e dominéncia foram
estimados a partir dos dados das geragdes de cada cruzamento e testados
através de analise das médias de geragdes, segundo Cavalli, apud Mather &

Jinks, (1982) no qual:
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Pi=m+a
P,=m-a
Fi=m+d
Fo=m+7%d

RCiFi=m+’2a+’~d

RCFi=m-'2a+72d

onde: m = média geral,

a = efeitos aditivos;
d = efeitos de dominancia;

Sendo P4, Py, Fy, F2, RC1F1 e RC,F4 as geragdes parentais e
segregantes de cada populacéo.

Este método permite estimar um numero de parametros inferior em
uma unidade ao numero de geragdes disponiveis. Para cada cruzamento foi
testado o modelo com trés parametros: média (m), aditividade (a) e
dominancia (d). A adequagédo do modelo foi feita pelo teste y? com n graus de
liberdade (P > 5%), que correspondem a diferenga entre o numero de

geragdes disponiveis e o numero de parametros estimados.

3.2.3.3. Variancias e herdabilidade

As variancias ambiental (Vg), genética (Vg), aditiva (Va) e fenotipica
(Vp), bem como as herdabilidades no sentido amplo (h,) e restrito (h;) foram
estimadas das geragbes P4, P, Fq, F2, RC4F4, RC,F4, conforme a obtencao
das mesmas nos diferentes cruzamentos, utilizando as formulas propostas
por Allard(1960):

Ve = (VP4 + VP, + VF)/3

VG = VF2 - VE
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Va=(2*Vg) - (VRC4F1 + VRCoF1 )

Vp = VFz
ha = VG/VP
hr = VA/VP

Através da andlise de um delineamento dialélico parcial
desbalanceado (Griffing, 1956), contendo quatro genitores (UFRGS 17,
UFRGS 911715, UFRGS 93598-6 e UPF 91AI100-1-4) e as F4 sem os
reciprocos, foram estimadas a capacidade geral de combinagdo (CGC), a

capacidade especifica de combinagao (CEC).

3.3. Localizagao de Genes Associados a Tolerancia ao

Aluminio Toxico através de Marcadores Moleculares

A populagao de linhas recombinantes F5 do cruzamento UFRGS 17
x UFRGS 93958-6 foi escolhida para o mapeamento molecular por ser
provavelmente os genitores mais contrastantes para a caracteristica.
Marcadores moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphic ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) e
microssatélites foram utilizados no estudo. A analise de grupos de DNA
segregante para tolerancia ao Al ou Bulked Segregant Analysis — BSA, foi
utilizada para verificar a existéncia de marcadores moleculares associados a
genes de tolerancia ao aluminio toxico.

A extragdo do DNA genbmico foi feita em larga escala com o
protocolo proposto por Nelson (1993), a partir das folhas mais jovens de
plantas de aveia, obtidos 20 dias apdés o transplante para o solo. O DNA
extraido foi quantificado com o espectofotdbmetro de UV da marca Génesis 2
(Spectronic Intruments, Inc. Rochester, N.Y.), com variagdo do comprimento

39



40

de onde de 200 a 1100nm, e diluido em solu¢des de trabalho conforme o
método empregado.

Inicialmente, foram avaliados 19 oligonucleotideos iniciadores

(primers) de microssatélite existentes no Laboratério de Biotecnologia do

Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS. Os primers utilizados, foram

aqueles publicados por Li et al. (2000a) e suas respectivas sequéncias se

encontram na Tabela 5.
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TABELA 5. Primers de microssatélite utilizados

Primers Seqliéncias Sequliéncias repetidas
AM 1 5GGATCC TCCACGCTGTTG A (AG)21(CAGAG)s
5CTC ATC CGTATG GGC TTA
AM 2 5TGA ATT CGT GGC ATA GTC ACA AGA (AG)24
5'AAG GAG GGC ATAGGG AGG TATTT
AM 4 5GGT AAG GTT TCG AAG AGC AAA G (AG)34
5'GGG CTATAT CCATCC CTC AC
AM 5 5TTG TCA GCG AAA TAA GCA GAG A (AG),7
5GAA TTC GTG ACC AGC AAC AG
AM 6 5'AAT GAA GAA ACG GGT GAG GAA GTG (AG)20
5'CCA GCC CAG TAG TTAGCC CATCT
AM 14 5 GTG GTG GGC ACG GTA TCA (AC)21
5TGG GTG GCG AAG CGA ATC
AM 15 5'GTG ACC GTA AAC GAT AAC AAC (AC)14
5'AAG CAA GAC GCG AGA GTA GG
AM 17 5'CGA GAT TTC GGT GTA GAC (AC)43
5'CCG GGA ATT AAC GGA GTC
AM 19 5’ATA GAA CGG CAT GAT AAC GAAATA  (AC)3..(AC)..(AC)s..(AC);
5GCG CGA CAACAG GACCTTC
AM 22 5ATT GTATTT GTAGCC CCAGTTC (AC)a2
5'AAG AGC GAC CCAGTT GTATG
AM 23 5TCT TTA AGG ATT TGG GTG GAG (AC)4g
5 AAT CTT CGA GGG TGA GTT TCT
AM 24 5GTT ATT GAT TTC CTG ATG TAG AGA (AAG)s..(TCA)s
5'AGA GCC AAG AAA GCAACTG
AM 25 5AGC CTG GAC ATG TAATCT GGT (AC)s..(AC)4(CT),
5'AGC CCT GGT CTT CTT CAACA
AM 27 5'CAA AGG CCA AAT GGT GAG (AAG)10
5'CCG CAA AGT CAT ATG GAG CAT
AM 28 5'GAC CTC TTG AGT AAG CAA CG (GAA)s
5TGG TCT TCC TAT CCACAATG
AM 31 5'GCA AAG GCC ATA TGG TGA GAA (GAA)2;
5 CAT AGG TTT GCC ATT CGT GGT
AM 35 5'CGT GAC CTT TAT ATC ACC ACT (GAA)14
5'GTG GCT CGT GAT ATT GGC AC
AM 40 5CTC TGG GGG TGG TAG TTC CT (GAA);
5'GAA AGA CAG GCC TCC ACA AAT
AM 42 5GCT TCC CGC AAATCATCAT (GAA)6

5GAG TAA GCA AAG GCC AAAAAGT

O DNA extraido foi diluido para uma solugao trabalho de 25ng/ml.
As reacdes de amplificacdo de DNA foram realizadas conforme o protocolo

de Li et al. (2000), e constaram de 25ul cada contendo 50ng de DNA
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gendmico, 200uM de dNTP, uma unidade da enzima Tac polimerase, tampao
da enzima 1x, 1,5mM de MgCl e 25ng da combinacédo de iniciadores de
microssatélites. As amplificacbes foram conduzidas em termociclador PTC-
100"™ (MJ Resarch Inc.) utilizando os seguintes ciclos: 18 ciclos para a
desnaturagcdo a 94°C por 1 min, e para extensdo a 72°C por 1 min. As
temperaturas de anelamento foram diminuindo progressivamente por 0,5°C
em todos os ciclos de 64°C a 55°C. A reacdo de PCR continuou por mais 30
ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 1min e 72°C por 1min. O final da reacao foi
com a extensao por 10min a 72°C.

Os fragmentos de amplificagcdo de DNA foram separados em gel de
poliacrilamida 5% (19:1 - acrilamida:bisacrilamida), a 80w, durante
aproximadamente duas horas. As etapas de fixagao, coloragao e revelagao
das bandas em gel seguiram o protocolo “Silver Sequence™ da “Promega
Corporation” (1996). A analise visual das bandas foi realizada em mesa com
luz fluorescente.

Para este método foram testados os gendtipos parentais UFRGS
17 e UFRGS 93598-6, e um grupo de DNA de plantas de 15 linhas F5 com o
maior recrescimento radicular (tolerantes) e um grupo de DNA de plantas de
15 linhas Fs com menor recrescimento radicular (sensiveis), avaliadas
previamente em solucao nutritiva.

Na analise de marcadores por AFLP utilizou-se o protocolo de Voz
et al. (1995) com algumas adaptagdes. Os fragmentos de amplificagdo de
DNA foram separados em gel de poliacrilamida 5% (1911 -
acrilamida:bisacrilamida), a 80w, durante aproximadamente duas horas. As

etapas de fixagdo, coloracdo e revelagdo das bandas em gel seguiram o
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protocolo “Silver Sequence™ da “Promega Corporation” (1996). A analise
visual das bandas foi realizada em mesa com luz fluorescente.

Para a nomenclatura dos marcadores utilizou-se a letra P,
indicando o primer Pst1, seguido dos dois nucleotideos do primer. Logo apos
utilizou-se a letra M, indicando o primer Mse1, seguido dos dois ultimos
nucleotideos do primer.

Foram avaliadas 24 combinagdes de oligonucleotideos iniciadores
(primers) (Tabela 6). Inicialmente, foram analisadas as combinagdes primers
para comparar o0s genotipos e os bulks contrastantes, apds foram
selecionados os primers que apresentaram maior polimorfismo para a

tolerancia ao aluminio.

TABELA 6. Combinagbes de oligonucleotideos iniciadores (primers)
utilizados para amplificagdo seletiva seguindo o protocolo de
AFLP, para mapeamento da tolerancia ao aluminio na populagao
UFRGS 17 x UFRGS 93598-6. UFRGS, 2002

Numero Primer Pstl Primer Mse|l Numero Primer Pstl Primer Mse |

1 P-AAG M-CTA 13 P-ATG M-CTA
2 P-AAG M-CAG 14 P-ATG M-CAG
3 P-AAG M-CGC 15 P-ATG M-CGC
4 P-AAG M-CCA 16 P-ATG M-CCA
5 P-AAG M-CGG 17 P-ATG M-CGG
6 P-AAG M-CTT 18 P-ATG M-CTT
7 P-AAT M-CTA 19 P-AAA M-CTA
8 P-AAT M-CAG 20 P-AAA M-CAG
9 P-AAT M-CGC 21 P-AAA M-CGC
10 P-AAT M-CCA 22 P-AAA M-CCA
11 P-AAT M-CGG 23 P-AAA M-CGG
12 P-AAT M-CTT 24 P-AAA M-CTT
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O passo seguinte foi avaliar os pares de primers que apresentaram
polimorfismo para tolerancia ao aluminio para 90 plantas de linhas Fs

individualmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica utilizada para a germinagao das plantulas dos genotipos
permitiu uma germinagdo uniforme e que fossem obtidas plantulas com
crescimento radicular inicial similar.

A técnica de germinacdo utilizada foi mais eficiente que as
anteriormente utilizadas por Sanchez-Chacén et al. (2000) e Wagner et al.
(2001), porque permitiu a obtencdo de um maior numero de plantulas por
repeticdo, menor incidéncia de doengas e maior rapidez no enraizamento (36
a 48 horas).

O gendtipo UFRGS 911740 apresentou germinagdo mais tardia
provavelmente, devido a diferenca de temperatura 6tima requerida por este
gendtipo, quando comparado com os demais. Uma avaliagdo da temperatura
ideal, para cada gendtipo, poderia ser feita para verificar as diferengas que

podem ocorrer entre 0s mesmos.

4.1. Andlise das Solugoes Nutritivas

A solugdo nutritiva, para determinagcdo da tolerancia ao aluminio
téxico ainda ndo esta bem definida, para a cultura da aveia. Trabalhos
anteriores demonstraram uma variagdo significativa nas respostas dos

genotipos de aveia, quanto a tolerancia ao aluminio (Wagner, 1999). Tendo
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em vista esta dificuldade foram realizados varios experimentos para
determinar a melhor solucéo, concentragcao de sais e pH.

A primeira solugéo nutritiva testada foi a proposta por Camargo e
Oliveira (1981), adaptada e utilizada para verificar a tolerédncia ao aluminio
toéxico em aveia por Sanchez-Chacon et al. (2000). A solugdo contém como
fonte de aluminio, o sulfato de aluminio. Os gendtipos avaliados foram
UFRGS 17, UFRGS 93605, e UFRGS 15, por apresentarem reacado de
tolerancia e os genotipos UFRGS 911715, UFRGS 911740, UFRGS 16 e
UFRGS 93598-6 por apresentarem reacdo de sensibilidade em trabalhos
anteriores (Sanchez-Chacoén et al., 2000; Wagner et al., 2001). Também foi
analisado o genadtipo UPF 91AI100-1-4 por apresentar tolerancia ao aluminio
a campo.

Os resultados (Tabela 7) dos experimentos 1 e 2, demonstram que
os genotipos UFRGS 17, UPF 91AI100-1-4 e UFRGS 911740 apresentaram
um maior recrescimento radicular, sendo tolerantes. O gendtipo UFRGS
911715 um recrescimento intermediario e os genoétipos UFRGS 15, UFRGS
16, UFRGS 93605 e UFRGS 93598-6 um recrescimento menor, sendo

sensiveis.
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TABELA 7. Efeitos da dose de 20 ppm de aluminio, sobre o recrescimento
médio da raiz principal de oito genétipos de aveia e a sua reagao
ao aluminio téxico, em dois experimentos com a solug&o nutritiva
proposta por Camargo & Oliveira. UFRGS, 2002

Experimento 1 Experimento 2
Genotipos Recrescimento Reacao dos Recrescimento Reacgao dos
(cm) Gendtipos (cm) Gendtipos
UFRGS 17 1.61 a T 1.11 bc T
UPF 91AI100-1-4 1.42 ab T 1.59 ab T
UFRGS 911740 1.07 bc T 1.78 a T
UFRGS 911715 0.78 cd I 0.76 cd I
UFRGS 16 0.50 de S 0.38 de S
UFRGS 15 0.29 e S 0.15 e S
UFRGS 93605 0.26 e S 0.12 e S
UFRGS 93598-6 0.21 e S 0.15 de S
Médias 0.79 £ 0.30 0.73+0.37
CV (%) 42.30 51.17

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia de

5%. T=tolerante, | = intermediario e S= sensivel.

Os resultados diferem dos obtidos anteriormente para o gendtipo
UFRGS 93605, o qual havia sido relatado como tolerante (Sanchez-Chacén,
1998 e Wagner, 1999). O gendtipo UFRGS 15 havia se comportado como
tolerante (Wagner, 1999) ou apresentado uma resposta intermediaria
(Sanchez-Chacon, 1998). Ja o gendtipo UFRGS 911715 apresentou um
recrescimento inferior (Sanchez-Chacén, 1998).

Como os resultados obtidos diferiram dos resultados obtidos
anteriormente realizou-se um terceiro experimento para avaliar as
concentracdes de 25, 50, 75 e 100% da solugcdo nutritiva proposta por

Camargo e Oliveira (1981) (Tabela 8).
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Neste experimento foram avaliados sete gendtipos, devido a uma
certa instabilidade na resposta a tolerancia ao aluminio do gendtipo UFRGS

911740, ja observada por Wagner et al. (2001), este foi retirado desta analise.

TABELA 8. Efeito principal da concentragdo da solugdo nutritiva e da
interacdo genodtipos x concentragdes da solugdo sobre o
recrescimento médio da raiz principal de aveia, apdés o
tratamento com 20 ppm de aluminio na solugdao nutritiva
proposta por Camargo & Oliveira. UFRGS, 2002

Gendtipos Concentragéo da Solugao Nutritiva (%)
25 50 75 100

UFRGS 17 244 b 350 a 212 bcd 231 b
UPF 91AI100-1-4 160 cde 2.08 bcd 193 bcd 218 bec
UFRGS 911715 1.56 de 1.11 ef 1.64 cde 1.64 cde
UFRGS 16 0.77 f 0.89 f 087 f 0.70 f
UFRGS 15 0.64 f 0.45 f 071 f 0.61 f
UFRGS 93605  0.47 f 0.34 f 0.28 f 0.27 f
UFRGS 93598-6 0.60 f 0.37 f 034 f 0.27 f

Médias 1.15 A 125 A 113 A 114 A

CV (%) 32.24

Médias seguidas pela mesma letra (nas colunas em minudsculo e na fila em maiusculo), ndo diferem entre si pelo

teste Duncan a um nivel de significancia de 5%.

O recrescimento das raizes, na média de todos os genotipos, nas
diferentes concentragdes da solugcdo nutritiva, ndo apresentou diferenca
significativa (Tabela 8). A interacdo entre os genotipos e as doses foi
significativa, entretanto, de modo geral os gendtipos UFRGS 17 e UPF
91AI100-1-4, independente da dose, se comportaram como tolerantes. O
genotipo UFRGS 911715 teve um comportamento intermediario e os demais
genotipos se comportaram como sensiveis. Estes resultados confirmam os
obtidos quando foram avaliados os mesmos genotipos somente com a dose

de 100% da solucao nutritiva.
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Os experimentos conduzidos com esta solugdo nutritiva
apresentaram uma baixa precisdo. Os coeficientes de variagdo foram maiores
que 20%, devido provavelmente, ao comportamento diferencial dos genadtipos
nesta solugdo nutritiva, onde o0s genotipos mais sensiveis apresentaram
menor amplitude de variagdo que os genotipos tolerantes, o que ja havia sido
observado por Sanchez-Chacon (1998) .

A divergéncia entre os resultados obtidos e os anteriormente
encontrados (Sanchez-Chacon et al.,, 2000 e Wagner et al., 2001) para a
cultura da aveia, determinaram que fossem testadas outras solucdes
nutritivas.

A segunda solugao nutritiva avaliada foi a proposta por Polle et al.
(1978) e adaptada por Oliveira et al. (2002), para avaliagdo do recrescimento
radicular em aveia. Foram realizados dois experimentos (4 e 5) em que foram
avaliadas duas doses de aluminio 15 e 20 ppm e os oito gend6tipos. Como a
interacdo entre gendtipos e doses de aluminio ndo foi significativa, analisou-
se cada fator separadamente (Tabela 9).

Os gendtipos avaliados com esta solugdo, em dois experimentos,
apresentaram respostas muito préximas aquelas obtidas com a solugao
anterior. Entretanto, foi obtida uma melhor separagdo entre gendtipos
tolerantes e sensiveis, e a precisdo dos experimentos foi maior (coeficientes

de variagao 13.2 e 12.4%).
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TABELA 9. Efeito médio de duas doses de aluminio (15 e 20 ppm) sobre o
recrescimento médio da raiz principal de oito gendtipos de aveia,
em dois experimentos (4 e 5) com solugao nutritiva proposta por
Polle et al. UFRGS, 2002

Experimento 4 Experimento 5
Genotipos Recrescimento Reacdo do Recrescimento Reacao do
(cm) Gendtipos (cm) Gendtipos
UPF 91AI100-1-4 3.65 a T 212 a T
UFRGS 17 3.02 ab T 1.58 b T
UFRGS 911740 2.67 bc I 0.97 d I
UFRGS 15 2.28 cd I 0.96 d I
UFRGS 911715 1.75 de I 1.26 c I
UFRGS 16 1.22 ef S 0.83 d I
UFRGS 93605 1.09 ef S 0.58 e S
UFRGS 93598-6 0.94 f S 0.52 e S
Médias 2.08 +0.27 1.10+0.14
CV (%) 13.2 124

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia de
5%. T=tolerante, | = intermediario e S= sensivel.

A diferenca no valor do recrescimento das raizes principais de um
experimento para outro foi devido a uma maior permanéncia das plantulas no
tanque, na ultima fase, no experimento 4. No entanto, esta diferenca de
tempo nao interferiu na classificagdo dos gendtipos quanto a tolerancia ao
aluminio, apenas a UFRGS 16 passou de sensivel para intermediaria.

Para as diferentes concentragdbes de aluminio n&o foram
detectadas diferengas significativas em nenhum dos experimentos (Tabela
10), indicando que poderia ser utilizados 15 ppm como dose de aluminio para
a discriminagdo da tolerancia em aveia, para os gendtipos utilizados neste

trabalho.
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TABELA 10. Efeito de duas doses de aluminio, 15 e 20 ppm, sobre o
recrescimento médio da raiz principal de genétipos de aveia, em

dois experimentos com a solugédo nutritiva proposta por Polle et
al. UFRGS 2002

Experimento 4 Experimento 5
Dose (ppm) Recrescimento Recrescimento
(cm) (cm)
15 2.18 a 1.14 a
20 1.98 a 1.07 a
Médias 2.08 +0.27 1.10+£0.14
CV (%) 13.2 12.4

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de
significancia de 5%.

Com os resultados positivos para a solugao nutritiva proposta por
Polle et al. 1978, foi avaliado o comportamento dos gendtipos em diferentes

concentracdes de nutrientes e pH, no experimento 6.
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TABELA 11. Efeitos da interagdo entre gendtipos, concentragdo de sais da
solucao nutritiva e pH, no recrescimento médio da raiz principal
de gendtipos de aveia, em solugdo nutritiva proposta por Polle
et al. UFRGS, 2002

Gendtipos Concentragdo pH  Recrescimento
(cm)

UPF 91AI100-1-4 50 4.0 3.89 a
UPF 91AI100-1-4 100 4.0 3.86 a
UFRGS 17 100 4.0 2.61
UFRGS 17 100 5.0 2.51
UPF 91AI100-1-4 50 5.0 2.32 bc
UFRGS 17 50 4.0 2.13 c
UFRGS 17 50 5.0 1.69 d
UFRGS 16 50 5.0 1.29 e
UFRGS 16 50 4.0 1.22 ef
UFRGS 16 100 5.0 1.21 ef
UFRGS 16 100 4.0 1.07 ef
UFRGS 93598-6 50 4.0 0.98 efg
UPF 91AI100-1-4 100 5.0 0.85 fgh
UFRGS 93598-6 100 4.0 0.71 gh
UFRGS 93598-6 100 5.0 0.57 hi
UFRGS 93598-6 50 5.0 0.24 [

Médias 1.67

CV (%) 21.4

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia de 5%.

A interacao entre pH e dose da solugao nutritiva foi significativa e
de modo geral, os gendtipos UPF 91AI100-1-4 e UFRGS 17, apresentaram
maior recrescimento que os demais em ambas concentragcdes e pH testados.
Apenas na concentragdo 100% da solugao nutritiva e pH 5.0 para UPF
91AI100-1-4 apresentou um recrescimento menor. Por outro lado, o gendtipo
UFRGS 16 apresentou um recrescimento intermediario e UFRGS 93598 um

recrescimento menor (Tabela 11).
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O efeito simples da concentragcdo de solugado nutritiva demonstrou

nédo haver diferenga significativa entre uma concentragdo de 50% e 100% dos
sais que compdem esta solugdo. Ja quando o pH foi elevado de 4.0 para 5.0

houve uma diminuic¢ao significativa do recrescimento radicular (Tabela 12).

TABELA 12. Efeitos individuais do pH (4.0 e 5.0) e da concentragcdo de
nutrientes da solugéo nutritiva (50 e 100%), no recrescimento
médio da raiz principal de gendtipos de aveia, na solugéo
nutritiva proposta por Polle et al. UFRGS, 2002

Concentragdes Recrescimento pH Recrescimento
(%) (cm) (cm)
50 1.73 a 4.0 2.01 a
100 1.59 a 5.0 1.27 b
Média 1.67+0.36
CV (%) 21.39

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia de
5%.

A terceira solucdo utilizada, para avaliacdo da tolerancia ao
aluminio toxico, proposta por Rhue & Grogan (1976), na qual somente CaCl,
€ fornecido como nutriente das plantulas e a fonte de aluminio o AICls, foi

avaliada, no experimento 7 (Tabela 13).
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TABELA 13. Avaliacédo do efeito principal, genotipos e doses de aluminio
(10, 15 e 20 ppm), e da interagcdo destes fatores no
recrescimento da raiz principal de genodtipos de aveia, na
solugdo nutritiva proposta por Rhue & Grogan. UFRGS, 2002

Gendtipos Doses Al (ppm) Médias
10 15 20

UPF 91AI100-1-4 1.51 a 1.36 ab 121 bec 1.36 a
UFRGS911715 121 bec 1.17 c 0.91 d 110 b
UFRGS911740 0.63 efg 0.68 e 0.69 e 066 c
UFRGS16 0.65 ef 0.48 g 0.62 efg 0.58 cd
UFRGS17 0.45 hij 0.56 efgh 0.36 ij 045 de
UFRGS15 0.42 hij 0.37 ij 0.49 fghi 043 de
UFRGS93605 0.38 ij 034 ij 0.30 j 0.34 e
UFRGS93598-6 0.34 ij 034 ij 0.29 j 0.32 e

Médias 0.70 A 0.66 A 0.61 A

CV (%) 12.96

Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas colunas e mailsculas na fila, ndo diferem entre si pelo teste

Duncan a um nivel de significancia de 5%.

Para o gendtipo UFRGS 17 a resposta ndao foi a mesma que a
observada para as solugdes nutritivas anteriormente empregadas, tendo uma
reacao de sensibilidade. Os demais gendtipos responderam de forma muito
proxima ao observado nas solugdes anteriores. O recrescimento, no entanto,
foi bem menor que nas outras solu¢gdes empregadas, fazendo com que erros
de medicao do recrescimento possam ser mais importantes na analise dos
dados. Na comparacdo das doses de aluminio ndo houve diferenca
significativa entre 10, 15 e 20 ppm de Al, indicando a possibilidade de se
utilizar doses mais baixas de Al para comparacgao da tolerancia.

No experimento oito foram comparados os gendtipos parentais na
dose de 20 ppm de aluminio, na solugdo nutritiva proposta por Rhue &
Grogan (Tabela 14). O gendtipo UPF 91AI100-1-4 apresentou um

recrescimento médio bem superior aos demais que se comportaram como
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sensiveis. O gendtipo UFRGS 17 apresentou um recrescimento da raiz
principal similar aos gendtipos sensiveis indicando que a solugéo influenciou
na resposta deste genotipo quanto a tolerancia, e neste caso nao foi eficiente

na discriminag&o dos gendtipos quanto a tolerancia ao aluminio.

TABELA 14. Efeito da dose de 20 ppm de aluminio, sobre o recrescimento
da raiz principal de oito gendtipos de aveia, na solugao nutritiva
proposta por Rhue & Grogan. UFRGS, 2002

Genatipos Recrescimento (cm)

UPF 91AI100-1-4 3.34 a
UFRGS 911715 0.73 b
UFRGS 15 0.59 bc
UFRGS 16 0.46 bc
UFRGS 93598-6 0.42 c
UFRGS 911740 0.36 c
UFRGS 93605 0.33 c
UFRGS 17 0.31 c

Médias 0.74 £ 0.97

CV (%) 24.59

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia
de 5%.

No experimento nove foram comparados os genoétipos nas
diferentes solugbes com 20 ppm de aluminio em pH 4,0 (Tabela 15). A
interacdo entre gendtipos e solugéo nutritiva ndo foi significativa, deste modo
foram analisados os fatores principais (gendtipos e solugdo nutritiva)

separadamente.

TABELA 15. Avaliacao do efeito dos gendtipos e solugbes nutritivas no
recrescimento da raiz principal de gendtipos da aveia na dose
de 20ppm de aluminio. UFRGS 2002
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Gendtipos Solugdo Nutritiva Médias

Camargo & Oliveira Polle etal.  Rhue & Grogan

UPF 91A1100-1-4 213 2.09 0.78 167 a
UFRGS 17 1.87 1.70 0.47 135 ab
UFRGS 911715 1.35 1.22 0.23 110 abc
UFRGS 911740 1.37 1.58 0.36 093 bc
UFRGS 16 0.97 1.04 0.30 077 bec
UFRGS 93605 0.87 0.87 0.19 0.64 c
UFRGS 93598-6 0.45 0.56 0.26 0.42 c

Média 128 A 129 A 037 B

CV (%) 52.78

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e minuscula na fila, ndo diferem entre si pelo teste Duncan a

um nivel de significancia de 5%.

A solucéao, contendo somente o calcio (Rhue e Grogan, 1976), com
dose de 20ppm de aluminio foi inferior as demais (Tabela 15) e o gendtipo
UPF 91AI100-1-4 ndo teve a mesma resposta que nos dois experimentos
anteriores, onde foi tolerante. A interagcao entre fontes e gendétipos néo foi
significativa, indicando que o efeito dos fatores principais fontes e gendtipos,
neste caso, foram mais importantes.

Os gendtipos UPF 91AI100-1-4 e UFRGS 17 foram os mais
tolerantes, e UFRGS 93605 e UFRGS 93598-6 os mais sensiveis. A precisao
do experimento foi baixa (52,78%) devido ao fato de terem sido avaliadas
duas repeticdes de cada solugao nutritiva, pela falta de espaco fisico para a
comparacgao das diferentes solucbes ao mesmo tempo.

A solugdo de Camargo & Oliveira (1991) foi eficiente para
discriminar os gendtipos quanto a tolerancia ao aluminio toxico, entretanto, a
precisdo dos resultados foi menor que as demais solugdes. Esta menor
precisdo pode ser causada pela fonte de Al que neste caso foi sulfato de Al.

Pequenas mudangas no pH da solugdo podem provocar precipitagcao do Al
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diminuindo a sua disponibilidade para as plantas provocando variacdes
significativas.

Para a solugdo de Rhue & Grogan (1976) houve variagdo na
resposta dos genotipos quanto a tolerancia ao Al. Outro fator a ser
considerado € que o recrescimento observado foi bem menor que os demais
métodos. Este menor recrescimento pode ser provocado pela menor
disponibilidade de nutrientes ja que apenas calcio é fornecido na solu¢ao para
as plantas, para manter o pH mais estavel, acelerar a elongagao radicular e
consequentemente, aumentar a absorcdo do Al. Apenas os nutrientes da
reserva das semente das plantulas ndo foram suficientes para promover um
bom desenvolvimento radicular. Este menor recrescimento faz com que
pequenos erros de medida do recrescimento possam provocar aumento do
erro experimental e por consequéncia maior variagdo nos resultados obtidos.

Ja para a solugao de Polle et al. (1978) os resultados foram mais
consistentes e a precisdo dos resultados obtidos foi maior do que para as
outras solugdes. A fonte de aluminio para esta solugao € o cloreto de Al que
apresenta uma maior estabilidade que o sulfato de aluminio. Provavelmente,
mudancas de pH da solucdo afetaram menos a disponibilidade do Al na
solucao fazendo com que a variagao fosse menor.

A analise do recrescimento da raiz principal de plantulas de aveia
em solugao nutritiva, mostrou ser uma forma eficiente na diferenciagao de
gendtipos de aveia tolerantes e sensiveis. O emprego de solugéo nutritiva na
discriminagao de gendtipos tolerantes e sensiveis ao aluminio téxico tém sido
eficiente na cultura da aveia, (Floss, 1992; Sanchez-Chacén, et al., 2000;

Wagner et al.,, 2001; Gotuzzo et al., 2001; Oliveira, 2002), e em outras
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gramineas tais como, trigo (Camargo & Oliveira, 1981; Camargo, 1984a;
Dornelles et al., 1996), sorgo (Baligar et al., 1995); milho (Rhue e Grogan
apud Prioli et al. (1985); Lopes et al., 1987; Mazzocato, 2000), cevada
(Minella, 1989; Echart, 2001) e arroz (Howeler & Cadavid, 1976). Desta forma,
foram avaliadas milhares de plantas em um curto periodo, evidenciando a
vantagem da solugdo nutritiva em relagdo a avaliagcdo em solo acido. Esta
vantagem é citada por varios autores em diferentes culturas (Kerridge et al.,
1971; Camargo et al., 1984a; Camargo et al., 1990; Li et al., 2000b; Souza,
2001).

Para a determinacdo dos parametros genéticos utilizou-se a
solugédo proposta por Polle (1978) adaptado por Oliveira et al. (2002), para
avaliacdo da tolerancia ao aluminio toxico em aveia, pela maior consisténcia

dos resultados obtidos.

4.2. Analise Genética

4.2.1. Distribuicao de frequéncia

A determinagcdo do numero de genes envolvidos na tolerancia ao
aluminio téxico, foi analisada, para 16 cruzamentos, através da distribuicdo de
freqUéncia do recrescimento radicular, nas geragdes obtidas nos cruzamento
envolvendo gendtipos tolerantes, intermediarios e sensiveis. Para alguns
cruzamentos n&o foi possivel diferenciar os gendtipos quanto a tolerancia
porque o recrescimento observado foi muito pequeno ou um dos genitores
apresentou recrescimento variavel (UFRGS 911740), ndo permitindo assim a

separacao de gendtipos tolerantes e sensiveis (Apéndices 1, 2, 3, 4 e 5).
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A amplitude de distribuicdo do recrescimento da raiz principal,
variou de cruzamento para cruzamento fazendo com que o numero de
classes por cruzamento fossem diferentes. No entanto, os intervalos de
classes foram de 0,2 cm para todos os cruzamentos.

Uma maior precisdo foi obtida quando foi utilizado um maior
numero de plantas na avaliagdo do recrescimento radicular, como nos
cruzamentos UFRGS 17 x UFRGS 911715, UFRGS 17 x UFRGS 93598-6, ,
UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6, UFRGS 17 x UPF 91AI100-1-4 e
UFRGS 911715 x UFRGS 93598-6 (Tabelas 17, 18, 19, 20, 21 e 22).

O recrescimento da raiz principal apresentou valores distintos entre
0s genodtipos estudados. O gendtipo sensivel (UFRGS 93598-6) apresentou
uma amplitude de 0.1 a 1.6 cm, o genadtipo intermediario (UFRGS 911715) 0.2
a 1.9 cm e os gendtipos tolerantes (UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4) um
recrescimento de 1.6 a 3.4 cm.

Os limites de classificacdo das plantulas tolerantes e sensiveis
para cada geragao e cruzamento, quanto a resposta a toxicidade do aluminio,
sao apresentados na Tabela 16. Este limite diferiu nos cruzamentos entre
UFRGS 911715 x UFRGS 93598-6 e UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6
(geracao RC+F1), no entanto, a amplitude de variacdo dos genétipos parentais

foi utilizada como definidor destes limites.

TABELA 16. Limites de recrescimento das raizes de plantulas por
cruzamento, para a classificacdo das plantulas de aveia,
quanto a toxicidade do aluminio. UFRGS, 2002

Recrescimento radicular em cm

Cruzamentos ~ ~
Geracdo Fo Geracao Fs Geragéo RC,F4 Geragéo RCoF4

Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante Sensivel Tolerante
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UFRGS 17 x <14 >14 <14 >14
UFRGS 911715

UFRGS 17 x <14 >14 <14 >14 <14 >14
UFRGS 93598-6

UFRGS 911715 x <0.7 >0.7 <0.7 >0.7
UFRGS 93598-6

UPF 91AIM100-1-4 <14 >1.4 <14 >1.4
x UFRGS 911715
UPF 91AIM00-1-4 <14 >14 <12 >1.2 <14 >1.4

x UFRGS 93598-6

No cruzamento entre UFRGS 17 x UFRGS 911715 os genitores
foram contrastantes quanto ao recrescimento da raiz principal tendo um limite
de recrescimento entre 1.6 e 1.8 cm, indicando diversidade fenotipica. Nas
geracgdes segregantes F, e F5 uma distribuicdo bimodal € observada no limite
entre 1.4 e 1.6 cm de recrescimento. O teste de xz para a hipotese da
diferenca de um gene entre estes genitores, para o carater, foi aceita em
todas as geracbes testadas (Tabela 17). As propor¢des observadas de uma
planta sensivel para trés tolerantes na geragéo F, e 30 plantas sensiveis para
34 tolerantes na geracdo Fs indicam a acdo de dominancia no sentido da
tolerancia ao aluminio toxico.

As geragoes F1 e RC1F4 apresentaram uma segregagao proxima a
do pai tolerante, confirmando a agdo de dominancia no sentido da tolerancia
para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 911715 e a segregacgao de apenas
um gene.

No cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 93598 (Tabela 18),
novamente os genitores foram contrastantes com um limite de recrescimento
entre 1.4 e 1.6 cm. Na geracédo F, a segregagcédo um planta sensivel para trés
plantas tolerantes nao foi confirmada pelo teste Xz_ A maioria das plantas

apresentou um recrescimento muito préximo a 1.4 e 1.6 cm dificultando a
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determinacao do limite de classificacdo. Se o limite fosse deslocado para 1.2
cm a relagao 1:3 seria satisfeita (p > 0.30). No entanto, foi respeitado o limite
de recrescimento obtido pelos genitores.

Foram avaliadas para este cruzamento as geracdes F, e F5 e a
segregacao esperada de 7 plantas sensiveis para 9 plantas tolerantes na
geracédo F4 e na geracao Fs a segregacdo 34 plantas tolerantes para trinta
plantas sensiveis demonstram a existéncia de um gene de tolerancia ao
aluminio no genotipo UFRGS 17, com agdo de dominéncia no sentido da
tolerancia em geragdes avangadas.

No cruzamento UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 911715, os genitores
apresentaram recrescimento contrastante com um limite entre 1.6 e 1.8 cm.
Nas geracgdes F, e RC+F; foi testada a hipétese de um gene de diferencga,
tendo sido aceita (Tabela 19) Estes resultados revelam que a UPF 91AI100-1-
4 tem um gene de tolerancia ao aluminio téxico diferente da UFRGS 911715
como ja havia ocorrido com a UFGRS 17.

Em outro cruzamento UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6 (Tabela
20) os genitores apresentaram um recrescimento contrastante com um limite
maximo de 1.2 cm para o genitor sensivel e minimo de 1.6 cm para o genitor
tolerante. O teste de xz para a hipétese da diferenga de um gene entre estes
genitores, para o carater, foi aceita em todas as geragdes testadas (F,, RC1F4
e RC4F;). Estes resultados novamente revelam que a UPF 91AI100-1-4
apresenta um gene de tolerancia ao aluminio téxico diferente da UFRGS
93598-6, também observado para a UFRGS 17.

No cruzamento entre os dois genitores tolerantes UFRGS 17 e

UPF 91AI100-1-4 (Tabela 21), o comportamento nas geracdes parentais, Fq e
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RC,F4, foi muito semelhante, indicando ndo haver gene segregando entre os
dois genitores, para o carater em estudo, e que o gene de tolerancia presente
nestes dois gendtipos € o mesmo ou € muito similar. No entanto, na geragao
F, observa-se algumas plantas com um recrescimento menor que os pais
indicando a possibilidade de genes com efeito menor estarem atuando ou
uma segregacao transgressiva para a caracteristica.

No cruzamento entre UFRGS 93598-6 x UFRGS 911715 os
genitores apresentaram recrescimento contrastante, tendo uma sobreposi¢cao
entre 0.9 e 1.1 cm (Tabela 22). Na geracéo F, a segregacao de uma plantula
sensivel para 3 tolerantes novamente esta presente, somente o limite de
classificagdo quanto a tolerdncia foi menor (entre 0.7 e 0.9), devido
provavelmente, a menor expressividade do gene de tolerancia ao aluminio
presente na UFRGS 911715. Na geracdo RCF; a segregacéo esperada seria
um gene de tolerdncia para um gene de sensibilidade, no entanto, as

plantulas se comportaram como o pai sensivel.
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TABELA 17. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geracoes,
para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 911715 e avaliacdo da segregacdo pelo teste y. UFRGS,

2002
UFRGS 17 x UFRGS 911715
Geragbes Recrescimento (cm) . .. Desvio .
Total Media pyqr50 Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 3.2
P 6 21 27 25 18 7 7 6 117 232 0.334 0.1113
P, 1 12 19 61 54 40 1 188 125 0.23 0.0527
F4 1 2 3 2 6 6 4 2 26 218 0.392 0.1538
F, 4 16 44 47 25 36 71 75 61 25 10 5 7 4 430 1.90 0.536 0.2869
RC+F4 1 2 1 4 6 6 4 1 25 276 0.342 0.1167
Fs 5 9 18 22 26 19 5 24 30 17 6 2 183 143 054 0.2950
Numero de Plantas Observadas Total Proporcao Esperada Valor de x2 Probabilidade (P)*
Sensivel Tolerante
Fo 111 319 430 1:3 0.15 0.70
RC+F4 0 26 26 0:1 0.00 1.00
Fs 99 84 183 30:34 3.70 0.10-0.05
*P>0.05
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TABELA 18. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geracoes,
para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS 93598-6 e avaliacdo da segregacédo pelo teste y?. UFRGS,

2002
UFRGS 17 x UFRGS 93598-6
Geragbes Recrescimento (cm) . .. Desvio .
Total Media pyqr50 Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34
P, 1 6 17 27 27 19 8 4 3 112 2.31 0.329 0.1086
P, 22 65 17 22 28 16 5 3 178 0.60 0.358 0.1279
F4 1 2 3 3 3 12 213 044 0.1933
F, 1 14 19 18 34 38 31 32 59 47 47 46 35 22 16 5 3 467 1.76 0.704 0.4956
F4 1 1 5 9 18 23 25 9 14 15 18 18 13 4 2 1 176 1.64 0.631 0.3979
Fs 6 9 9 117 23 11 10 17 22 14 16 10 6 3 2 175 1.61 0.682 0.4649
Numero de Plantas Observadas Total Proporgéo Esperada Valor de xz Probabilidade (P) *
Sensivel Tolerante
F, 155 312 467 1:3 16.47 <0.01
F4 82 94 176 7:9 0.57 0.50-0.30
Fs 75 100 175 30:34 1.13 0.20-0.30
*P>0.05
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TABELA 19. Distribuicdo de freqiéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geracgoes,
para o cruzamento entre os gendtipos UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 911715 e avaliagdo da segregacao
pelo teste . UFRGS, 2002

UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 911715

Geracgoes Recrescimento (cm) Desvio
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 Total Média Padrédo Variadncia
P, 1 7 13 18 14 11 3 1 1 69 242 0315 0.0992
P, 1 3 12 15 11 11 3 56 1.22 0.290 0.0843
F4 5 13 21 14 8 5 0 3 69 1.85 0.315 0.0995
F, 10 12 34 30 19 39 59 46 38 15 5 5 3 1 316 1.84 0.525 0.2751
RC,F;4 2 4 3 5 4 1 2 2 23 2.38 0.452 0.2045
Numero de Plantas Observadas Total Proporcao Esperada Valor de Xz Probabilidade (P) *
Sensivel Tolerante
F, 86 230 316 1:3 0.83 0.50-0.30
RC+F4 0 23 23 0:1 0.00 1.00
*P>0.05
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TABELA 20. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geragdes,
para o cruzamento entre os gendtipos UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6 e avaliagao da segregacao

pelo teste y?. UFRGS, 2002

UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6

Geragbes Recrescimento (cm) . .. Desvio .
Total Media pyqr50 Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34
P, 1 15 12 9 5 2 1 2 47 206 0.389 0.151
P, 4 18 11 12 8 1 54 0.56 0.264 0.0699
F, 12 8 7 1 1 29 1.76 0.258 0.0668
F, 9 12 11 12 17 21 16 56 41 29 20 7 14 4 4 273  1.72 0.6341 0.4021
RC+F4 5 9 6 2 1 23 1.66 0.3245 0.1053
RC,F4 3 1 1 2 3 5 2 17 142 0.4019 0.1615
Numero de Plantas Observadas Total Proporgéo Esperada Valor de X2 Probabilidade (P) *
Sensivel Tolerante
F, 82 191 273 1:3 3.8 0.10-0.05
RC+F4 0 23 23 0:1 0.00 1.00
RC,F, 7 10 17 1:1 0.52 0.50 - 0.30
*P>0.05
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TABELA 21. Distribuicdo de freqiéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geracgoes,
para o cruzamento UFRGS 17 x UPF 91AI100-1-4. UFRGS, 2002
UFRGS 17 x UPF 91AI100-1-4
Geracdes Recrescimento (cm) . . Desvio .
Total Meédia poq.5, Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 3
P, 2 16 22 19 16 12 12 5 1 105 223 0.378 0.1427
P, 3 14 16 8 18 8 9 3 1 80 243 0392 0.1534
F4 3 8 7 8 3 1 1 31 221 0.276 0.076
F2 1 6 6 40 58 80 66 44 23 14 6 3 347 223 0.381 0.1448
RC,F4 12 11 20 18 9 11 9 4 1 95 235 0410 0.1684
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TABELA 22. Distribuicdo de frequéncia para o recrescimento da raiz principal de plantulas de diferentes geracoes,
para o cruzamento entre os gendtipos UFRGS 93598-6 x UFRGS 911715 e avaliagdo da segregacao
pelo teste y°. UFRGS, 2002
UFRGS 93598-6 x UFRGS 911715
Geracgoes Recrescimento (cm) Desvio
0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 Total Média Padréo Variancia
P 30 8 6 1 3 48 0.41 0.2139 0.0458
P, 6 5 8 11 4 5 39 1.33 0.2966 0.0880
Fi 9 6 7 4 3 2 31 1.23 0.3207 0.1029
Fa 11 15 23 29 35 18 17 19 15 7 1 190 1.11 0.4784 0.2289
RC,F,4 10 6 4 3 23 0.47 0.205 0.0420
Numero de Plantas Observadas Total Proporcao Esperada Valor de xz Probabilidade (P)*
Sensivel Tolerante
F» 49 141 190 1:3 0.027 0.90-0.80
RC,F;4 20 3 23 1:1 12.56 < 0.01
*P>0.05
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Na analise conjunta de todos os cruzamentos foi aceita a hipdtese

de um gene de diferenga entre os genitores tolerantes e sensiveis ao aluminio
toéxico no solo. A segregacdo de trés plantas tolerantes para uma planta
sensivel na geragdo F, indica o efeito de dominancia nos cruzamentos
avaliados. Nas geracdes F4 e F5 a segregacdo observada também indica a

presenca de um gene de tolerancia nas geragdes mais avangadas.

Genitores Recrescimento Gendtipos Diferenca
em cm
UFRGS 17 >1.4 A2A;
UPF 91AI100-1-4
v 1gene
UFRGS 911715 >0.7e<14 AtA; 1 gene
v 1 gene

UFRGS 93598-6 >0.7 aa

FIGURA 1. Esquema dos genitores quanto ao recrescimento da raiz principal,
gendtipos e numero de genes segregando para a tolerancia ao
aluminio em aveia. UFRGS, 2002

A Figura 1 sintetiza a hipétese de um gene para tolerancia com
dois alelos tolerantes (A1 € Az) € um sensivel (a) para os cruzamentos
estudados. Os genitores UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4 ndo diferiram quanto
a tolerancia em nenhuma das geragdes avaliadas sendo proposto o genétipo
A2A;. Estes genitores cruzados com UFRGS 911715 apresentaram um gene
de diferencga, no entanto, quando UFRGS 911715 foi cruzado com UFRGS
93598-6 apresentou também um gene de diferenga e o gendtipo proposto foi

A+A:. Provavelmente os alelos para tolerancia presentes na UFRGS 911715
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sejam diferentes, em termos de expressao, dos alelos AA, presentes nos
genotipos tolerantes UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4.

Nos cruzamentos entre o genitor sensivel UFRGS 93598-6 e os
genitores tolerantes UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4, novamente houve a
diferenca de um gene e o gendtipo proposto para UFRGS 93598-6 foi aa.

Estes resultados indicam que existe um gene de tolerancia ao
aluminio téxico nos genotipos UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4, confirmando
resultados anteriores para avaliagdo de genotipos de aveia obtidos por
Sanchez-Chacdén (1998). Ja a ocorréncia de alelos multiplos também foi
observada por Wagner (1998).

O limite de classificagao obtido (1,4 cm) demonstra que a solugéo
nutritiva utilizada (Polle et al., 1978) foi mais eficiente na discriminagcdo dos
gendtipos quanto a tolerdncia ao aluminio toxico do que em trabalhos
anteriores (1,1cm) Sanchez-Chacon (2001) e (0,8 cm) Wagner (1999). Isto se
deve ao fato de valores menores provocarem maiores erros na separagao de
genotipos tolerantes e sensiveis.

A avaliacdo de geragcdes mais avancadas (Fs4 e Fs) permitiu
também que as conclusdes quanto ao numero de genes envolvidos na
tolerancia ao aluminio fossem mais precisas. Na geracdo F, pode haver
sobreposi¢des de valores devido aos genodtipos heterozigotos presentes nesta
geracao que estardo em bem menor numero nas geragdes mais avangadas,
facilitando a discriminacao dos gendétipos quanto ao carater.

Outros trabalhos indicam que um a dois genes sao responsaveis
pela tolerancia em trigo (Camargo, 1984a; Lagos et al., 1991; Camargo et al.,
1992; Riede e Anderson 1996; Johnson Junior et al., 1997) e cevada (Tang et

al.,, 2000) e devido a sintenia existente entre estas culturas e a aveia é
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possivel que os genes de tolerancia ao aluminio apresentem alto grau

homologia.

4.2.2. Média de geragoes

No teste de média de geragdes foram avaliados oito cruzamentos,
e o0 modelo com trés parametros, aditivo-dominante, foi suficiente para
explicar os efeitos genéticos presentes nas populagdes estudadas, indicando
que os efeitos epistaticos ndo foram importantes para o carater recrescimento
da raiz principal nestes cruzamentos (Tabela 16).

A média foi estatisticamente significante em todos os cruzamentos.
A aditividade foi importante na maioria dos cruzamentos, apenas nos
cruzamentos UFRGS 17 x UPF 91AI100-1-4, UFRGS 15 x UFRGS 911740 e
UFRGS 15 x UFRGS 93598-6, cruzamentos que nao foram contrastantes
para o recrescimento radicular, ndo foi significativa. Os cruzamentos UFRGS
15 x UFRGS 93598-6, UFRGS 15 x UFRGS 911740 foram considerados
contrastantes em trabalho anterior (Wagner et al., 1999), fato ndo observado
no presente estudo (Apéndice 3). Ja a dominancia foi significante nos
cruzamentos UFRGS 17 x UFRGS 93598-6, UPF 91AI100-1-4 x UFRGS

93598-6 e UFRGS 911715 x UFRGS 93598-6.
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TABELA 23. Médias das geragdes P1, P2, Fq, F2, RC1Fy e RC,F4, numero de plantulas avaliadas em cada geragao (entre
parénteses), valores dos efeitos génicos, do teste de Qui-quadrado (3 ) e coeficiente de variagdo, para o carater
recrescimento radicular obtidos para oito cruzamentos de aveia. UFRGS, 2002

Geracgdes ou Pardmetros UFRGS17 x UFRGS911715  UFRGS17 x UFRGS93598-6 UFRGS17 x UPF 91AI100-1-4  UFRGS911715 x UFRGS93598-6

P 2.76+0.24 (20) 2.47+0.29 (31) 2.56+0.32 (26) 1.33+0.30 (40)
P, 1.31£0.31 (17) 0.45+0.23 (28) 2.58+0.48 (28) 0.41+0.21 (49)
F4 2.16x0.42 (26) 2.13+0.44 (12) 2.77+0.29 (22) 1.23+0.32 (34)
F, 2.07+0.61 (127) 1.75£0.65 (157) 2.43+0.41 (102) 1.11£0.48 (190)
RCF4 2.7410.34 (25)
RC,F4
m 2.06**+0.09 1.46**+£0.01 2.52**10.14 0.87**+0.02
[a] 0.75**+£0.10 1.01**£0.01 0.01+0.15 0.46**+0.02
[d] 0.24+0.22 0.66"+0.03 0.20+0.21 0.36*£0.04
GL 2 1 1 1
x2 0.5249 0.0053 0.2703 0.0136
P 0.77 0.94 0.59 0.91
cv 22.2 5.2 19.9 13.7
GL = graus de liberdade P= probabilidade pelo teste Qui-quadrado (> 5%)
* significativo ao nivel de 5% para o teste t. **significativo ao nivel de 1% para o teste t.
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TABELA 23. Continuagao.

Geragdes ou Parametros UPF 91AI100-1-4 x UFRGS911715 UPF 91AI100-1-4 x UFRGS93598-6 UFRGS15 x UFRGS93598-6 UFRGS15 x UFRGS911740

P4 2.56x0.34 (27) 1.94+0.21 (39) 0.40+0.24 (31) 0.51+0.28 (29)
P, 1.18+0.38 (26) 0.55+0.28 (44) 0.51£0.23 (28) 1.370.44 (29)
Fi 1.84+0.32 (69) 1.76+0.26 (29) 0.331£0.19 (12) 1.1410.44 (20)
Fa 1.93+0.56 (135) 1.56+0.53 (191) 0.45+0.23 (157) 1.211£0.46 (146)
RC,F, 2.38+0.45 (23) 1.66+0.32 (23)
RC,F, 1.42+0.40 (17)
M 1.89**+0.06 1.25**+0.08 0.47*+0.04 0.96*+0.08
[a] 0.71**+0.06 0.65**+0.08 -0.05+0.04 -0.44+0.08
[d] -0.008+0.10 0.50*+0.15 -0.12+0.06 0.23+0.16
G.L. 2 3 1 1
2 0.1278 0.7139 0.052 0.1067
P 0.94 0.87 0.82 0.74
Ccv 12.8 31.7 55.3 36.4
GL = graus de liberdade P= probabilidade pelo teste Qui- quadrado (> 5%)
* significativo ao nivel de 5% para o teste t. **significativo ao nivel de 1% para o teste t.
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A aditividade apresentou sempre valores maiores que a
dominancia salientando a importancia deste efeito génico. A significancia do
modelo com trés parametros indica que o(s) gene(s) que controla(m) a
expressao do carater atua(m) de forma independente.

A menor magnitude dos efeitos de dominancia em todos os
cruzamentos analisados n&o deve ser encarada como um sinal de auséncia
de dominéancia, pois a presenga da mesma ja foi evidenciada na analise de
distribuicdo de frequéncias. O que pode estar ocorrendo neste caso é que
genes de menor efeito que aumentam ou diminuem o carater estdo presentes
em ambos os genitores, fazendo com que estes efeitos sejam diminuidos ou
anulados.

Os resultados referentes a tolerancia a toxicidade do aluminio na
cultura da aveia tém indicado que o modelo, com apenas trés parametros,
nao é suficiente para explicar a variancia genética obtida (Wagner, 1999;
Sanchez-Chacén, 1998). Entretanto, neste estudo, o numero maior de
plantulas e a maior uniformidade do tamanho inicial das raizes das plantulas
avaliadas em solugdo nutritiva, podem ter contribuido para uma melhor
estimativa dos efeitos atuantes nas populacdes estudadas e o modelo com

trés parametros fosse aceito.

4.2.3 Variancias e herdabilidade

As estimativas das variancias demonstram que a variancia genética
foi superior a variancia ambiental para a maioria dos cruzamentos, apenas,
nos cruzamentos nao contrastantes para o carater, UFRGS 17 x UPF

91AI100-1-4, UFRGS 15 x UFRGS 911740 e UFRGS 15 x UFRGS 93598 a
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variancia genética foi menor (Tabela 24). Desta forma, os valores de
herdabilidade no sentido amplo foram altos para maioria dos cruzamentos.

A variancia genética foi decomposta em variancia aditiva (0,29) e
de dominancia (0,06) apenas no cruzamento UPF 91AI100-1-4 x UFRGS
93598-6, por ser o unico cruzamento em que foram obtidos os dois
retrocruzamentos. Neste cruzamento houve uma superestimativa do valor da
variancia aditiva provocando uma estimativa da herdabilidade no sentido
restrito maior que a unidade (1,04). Estimativas de herdabilidade superiores a
unidade tem sido comuns na literatura (Carvalho et. Al, 2002). Esta
estimativa, acima da unidade, da variancia aditiva pode ser devido a forma de
calculo desta variancia, na qual, a variancia da geragao F, € multiplicada por
dois, podendo levar a uma superestimagao da variancia desta geragdo ou
uma subestimagdo da varidncia dos retrocruzamentos aumentando a
variancia aditiva e a herdabilidade no sentido restrito. Outro fator que pode ter
contribuido foi o numero pequeno de plantas obtidas para as geragdes de

retrocruzamento.

TABELA 24. Valores da variancia fenotipica (Vp), variancia do ambiente
(Ve), variancia genética (V) e herdabilidade no sentido amplo
(ha) para o recrescimento da raiz principal em oito populacdes
de aveia. UFRGS 2002

Cruzamentos Vp VE Vg h,
UFRGS 17 x UFRGS 911715 0.37 0.10 0,27 0.72
UFRGS 17 x UFRGS 93598-6 0.37 0.11 0.26 0.71
UFRGS 17 x UPF 91AI100-1-4 0.17 0.14 0.03 0.17
UFRGS 911715 x UFRGS 93598-6 0.23 0.08 0.15 0.66
UFRGS 911715 x UPF 91AI100-1-4 0.32 0.12 0.20 0.62
UPF 91AI100-1-4 x UFRGS 93598-6 0.28 0.06 0.22 0.77
UFRGS 15 x UFRGS 93598-6 0.05 0.05 0.01 0.09
UFRGS 15 x UFRGS 911740 0.20 0.16 0.03 0.17
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Analise dialélica realizada para os cruzamentos entre os genotipos,
tolerantes UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4 um intermediario UFRGS 911715 e
um sensivel UFRGS 93598 (Tabela 25), demonstra que os gendtipos diferem
entre si com relagdo a capacidade geral de combinagdo (CGC) e que os
hibridos destes cruzamentos também apresentaram capacidade especifica de
combinagcdo (CEC) distintas. A significancia da CGC e CEC indica a
existéncia de variancia génica aditiva e nao aditiva entre os genotipos
estudados para o carater.
Entretanto, os valores da CGC foram bastante superiores aos da
CEC, evidenciando que a agao génica de aditividade foi mais importante que
a agao génica de dominéncia para os genétipos avaliados, confirmando os

resultados obtidos pela analise de média de geragdes.

TABELA 25. Anadlise da variancia para capacidade geral e especifica de
combinagdao na analise dialélica de quatro genitores e nove
cruzamentos. UFRGS, 2002

Causas da Graus de Soma dos Quadrados
Variagao Liberdade  Quadrados Médios F
Trat 9 330,6 36,7 317,9**
CGC 3 315,9 105,3 910,8**
CEC 6 14,8 2,5 21,3**
Residuo 678 78,4 0,12
Total 687

As médias dos genitores e hibridos Fi para o recrescimento
radicular podem ser visualizadas na Tabela 26. O maior recrescimento foi
observado para UFRGS 17 que nao diferiu do gendtipo UPF 91AI100-1-4 e

nem do hibrido UFRGS 17 x UFRGS 911715. O menor valor de
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recrescimento foi obtido pelo gendtipo UFRGS 93598-6 que diferiu dos

demais.

TABELA 26. Médias de recrescimento radicular da raiz principal, de
plantulas de aveia tratadas com 20ppm de aluminio, de quatro
genotipos e seus hibridos F¢. UFRGS, 2002

PAIS UFRGS 17 UFRGS 911715 UFRGS 93598-6 UPF 91AI100-1-4
UFRGS 17 2,34 a 2,16abc 213 bc 203 ¢
UFRGS 911715 1,28 e 1,23 e 1,85 d
UFRGS 93598-6 0,46 f 1,70 d
UPF 91AI100-1-4 227ab

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a um nivel de significancia de 5%.

Os valores de recrescimento radicular das geragdes F; sempre
foram superiores ao pai com menor recrescimento e se aproximaram do pai
com maior recrescimento indicando a presenca de dominancia no sentido da
tolerancia. Nos cruzamentos envolvendo o gendtipo UFRGS 17 com o
intermediario e sensivel, as médias das F4 foram superiores aos cruzamentos
envolvendo a UPF 19AI100-1-4. Estes resultados indicam que existem
pequenas diferengas entre o gendtipo UFRGS 17 e o gendtipo UPF 91AI100-
1-4 apesar de apresentarem o mesmo gene para tolerancia.

Os valores negativos da CEC indicam a tendéncia que os
cruzamentos nao contrastantes tiveram no sentido da sensibilidade ao
aluminio toxico. Ja os cruzamentos contrastantes apresentaram valores
positivos indicando haver dominancia na diregdo da tolerancia ao aluminio
toxico nestes cruzamentos.

A capacidade geral de combinagao teve valores positivos para os
gendtipos tolerantes UFRGS17 e UPF 91AI100-1-4 e negativos para os

genotipos intermediario UFRGS 911715 e sensivel UFRGS 93598-6. Deste
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modo, a aditividade foi um fator significativo nestes cruzamentos indicando
que a UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4 podem ser utilizadas como fontes de
tolerancia ao aluminio (Tabela 27).

Por outro lado, as combinagdes especificas entre os genotipos
UFRGS 17 x UFRGS 93598-6, UFRGS 17 x UFRGS 911715, UPF 91AI100-1-
4 x UFRGS 93598-6, UFRGS 911715 x UFRGS 93598, que apresentaram
valores positivos para tolerancia ao aluminio toxico, podem ser utilizadas para

obtencao de gendtipos tolerantes.

TABELA 27. Efeitos da capacidade geral (CGC) e capacidade especifica de
combinagdo (CEC) de quatro gendtipos de aveia e seus
hibridos F; para recrescimento da raiz principal. UFRGS, 2002

PAIS UFRGS 17  UFRGS UFRGS UPF CGC
911715 93598-6 91AI100-1-4

UFRGS 17 -0,033 0,286 0,670 -0,298 0.319

UFRGS 911715 -0,101 0,264 0,020 -0.175

UFRGS 93598-6 -0,100 0,275 -0.588

UPF 91AI100-1-4 -0,014 0.277

Os resultados obtidos neste experimento indicam que tanto a
variancia aditiva quanto a de dominancia estdo envolvidas na tolerancia ao
aluminio toxico nos gendtipos de aveia estudados. Sendo que, a agéo génica
aditiva foi a de maior importancia nos cruzamentos estudados pela magnitude
da CGC em relagdo a CEC.

A maior importdncia da acdo génica aditiva obtida na
caracterizagado genética dos gendtipos estudados, indica que a selecdo de
genotipos e a incorporagédo do carater em genotipos elites de programas de

melhoramento pode ser facilmente alcangada. A heranca simples do carater e
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a alta herdabilidade demonstrada nos cruzamentos contrastantes também
reforcam esta hipotese.

A selegdo de gendtipos em populagdes segregantes podera ser
feita nas primeiras geragdes, no entanto, devido a agdo génica de dominéancia
ser também significativa, como observado na analise de distribuicdo de
frequéncia, esta selegcado devera ser acompanhada de teste de progénie para
identificacdo de linhas homozigotas para o gene de tolerancia ao aluminio

toxico.

4.3 Analise Molecular

Dos 19 primers estudados, trés ndo amplificaram, nove foram
monomorficos e sete foram polimérficos (Tabela 28). No entanto, apenas um
primer o AM1 apresentou um polimorfismo potencial para a tolerancia ao
aluminio, pois apenas o genitor e o bulk sensiveis apresentaram uma banda a
180pb, contrastando com o genitor tolerante e o bulk tolerante. Os outros seis
primers apresentaram polimorfismo entre os pais mas os bulks segregaram

como um dos pais.

TABELA 28. Oligonucleotideos iniciadores (primers) avaliados e seu
comportamento para o cruzamento UFRGS 17 x UFRGS
93598-6, bulk sensivel e bulk tolerante. UFRGS 2002

Primer Numero Freqléncia
Polimorficos 7 37%
N&o amplificaram 3 16%
Monomaorficos 9 47%

Na analise com marcadores por AFLP, foram avaliadas 24

combinagdes de primers (Tabela 29) sendo selecionados os iniciadores que
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apresentaram maior polimorfismo para a tolerancia ao aluminio. Um total de
12 combinacgbes de primers apresentaram polimorficos para a caracteristica,
na comparagédo entre gendtipo tolerante e bulk tolerante com gendtipo
sensivel e bulk sensivel. Estas sdo potenciais combina¢des de primers a
serem exploradas no estudo da ligagcdo destas com o gene de toleréncia
encontrado.

As combinagdes de primers que amplificaram maior numero de
locos polimérficos (P-AAT/M-CCA, P-ATG/M-CGG e P-ATG/M-CTT) foram
analisadas mais detalhadamente. Para as trés combinacgdes foi realizado um
novo teste no qual foram avaliados individualmente cada uma das linhas
presentes nos bulks tolerante e sensivel.

Foi identificado um polimorfismo para a combinagdo entre os
iniciadores P-ATG/M-CGG. Para esta combinagao foi aumentando o numero
de linhas avaliadas para 44 linhas sensiveis e 50 tolerantes. O locos
polimoérfico encontrado de aproximadamente 140 pb n&do apresentou ligagéao

com o gene de tolerancia ao aluminio presente no genétipo UFRGS 17.

TABELA 29. Combinag¢des de primers utilizados para verificar a ligagdo com
genes de tolerancia ao aluminio no cruzamento UFRGS 17 x
UFRGS 93598-6. UFRGS 2002

Numero Primer P Primer M Numero PrimerP Primer M

***1 P-AAG M-CTA *13 P-ATG M-CTA
2 P-AAG M-CAG *14 P-ATG M-CAG
***3 P-AAG M-CGC *15 P-ATG M-CGC
4 P-AAG M-CCA *16 P-ATG M-CCA
***5 P-AAG M-CGG 17 P-ATG M-CGG
***6 P-AAG M-CTT *18 P-ATG M-CTT
*7 P-AAT M-CTA ***19 P-AAA M-CTA
**8 P-AAT M-CAG *20 P-AAA M-CAG
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***9 P-AAT M-CGC
*10 P-AAT M-CCA
*11 P-AAT M-CGG
*12 P-AAT M-CTT

21
*22
=23
*24

P-AAA
P-AAA
P-AAA
P-AAA

M-CGC
M-CCA
M-CGG
M-CTT

* Primers que houve polimorfismo
** Primers monomorficos
*** Primers que nao amplificaram.
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O uso de marcadores moleculares tem evidenciado a existéncia de

um a poucos genes de tolerancia ao aluminio em gramineas, além da

existéncia de marcadores moleculares muito préximos a genes de tolerancia

em trigo (Riede & Anderson, 1996; Czembor et al., 2001, Milla & Gustafson,

2001), cevada (Tang et al., 2000) e triticale (Ma et al., 2000). Devido a
sintenia existente entre as gramineas provavelmente estes marcadores

podem ser utilizados para verificar a existéncia de genes de tolerancia na

cultura da aveia.

Alguns destes marcadores foram utilizados no presente trabalho,

mas nenhum deles apresentou ligagdo com o gene de resisténcia ao aluminio

presente nas populagdes avaliadas, indicando diferengas com as demais

gramineas.
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5. CONCLUSOES

- 0 emprego de solug&o nutritiva mostrou ser uma técnica eficiente
para selecionar gendtipos de aveia quanto a tolerédncia ao aluminio toxico,
sendo a solugéo proposta por Polle et al. (1978) a mais eficiente;

- 0 carater tolerédncia ao aluminio em aveia € geneticamente
herdavel controlado por um gene com alelos multiplos para a tolerancia ao
aluminio téxico;

- a herdabilidade, no sentido amplo, do carater foi alta;

- 0s genotipos UFRGS 17 e UPF 91AI100-1-4 apresentam um gene
de tolerancia ao aluminio toxico e devem ser utilizados como fontes
preferenciais para o carater;

- considerando os primers avaliados nao foram identificados

marcadores moleculares associados ao carater.
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7. APENDICES






APENDICE 1. Distribuicdo de freqliéncia para o recrescimento da raiz principal plantulas de diferentes geracdes
para os cruzamentos entre os gendtipos UFRGS 17 x UFRGS 16 e os gendtipos UFRGS 17 x UFRGS
911740. UFRGS, 2002

UFRGS 17 x UFRGS 16

Geragdes Recrescimento (cm) . .. Desvio S
Total Média pyqr5, Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32
P, 1 10 15 31 22 19 10 7 1 2 118 1.6 0.297 0.088
P, 4 10 9 2 25 043 0.173 0.03
F» 3 16 4 3 9 5 1 2 2 1 1 46 0.75 0.479 0.229

UFRGS 17 x UFRGS 911740

Geragdes Recrescimento (cm) . .. Desvio S
Total Média pgqrz, Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32
P4 1 10 15 31 22 19 10 7 1 2 118 1.6  0.297 0.088
P, 1 8 1 1 2 4 6 11 7 6 3 2 1 53 142 0.682 0.4646
F, 3 47 1 3 7 7 13 12 23 18 18 9 11 7 8 3 2 202 1.52 0923 0.8523

95

95



APENDICE 2. Distribuicdo de freqiiéncia para o carater tolerancia & toxicidade do aluminio em aveia, de diferentes

geragbes, para os cruzamentos entre os gendtipos UFRGS 15 x UFRGS 16 e UFRGS 15 x UFRGS
911715. UFRGS, 2002

UFRGS 15 x UFRGS 16

Geragdes Recrescimento (cm) . . Desvio A
Total Média pyqrzo Variancia
0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4
P, 2 8 12 4 1 1 1 29 0.57 0.303 0.092
Ps 5 10 3 3 1 1 4 27 0.91 0.691 0.477
F, 4 22 27 43 41 18 12 4 6 177 0.84 0.347 0.121

UFRGS 15 x UFRGS 911715

Geragdes Recrescimento (cm) . .. Desvio A
Total Meédia py45, Variancia
02 04 06 038 1 1.2 14 16 1.8 2 22 24 26 28

P4 2 8 1 3 7 2 3 1 1 28 0.80 0.449 0.202
P, 3 1 7 5 6 3 3 1 1 30 1.04 0.446 0.199
F4 3 11 8 4 1 1 1 29 1.15  0.345 0.119
Fs 4 10 17 30 24 19 10 12 13 2 4 2 2 147 126  0.523 0.274
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APENDICE 3. Distribuicdo de freqiiéncia para o carater tolerancia a toxicidade do aluminio em aveia, de diferentes geracdes,
para os cruzamentos entre os genétipos UFRGS 15 x UFRGS 93598-6 e UFRGS 15 x UFRGS 911740. UFRGS,

2002
UFRGS 15 x UFRGS 93598
Geragéo Recrescimen m
¢ - = e(;eesc ¢ too(; ) - Total Média Desvio Padrio  \Variancia
P 8 8 4 2 23 0.4 0.239 0.0571
P, 6 6 5 10 27 0.51 0.23 0.053
F4 5 1 7 0.33 0.189 0.0356
F, 27 71 22 27 156 0.45 0.231 0.0534
UFRGS 15 x UFRGS 911740
Geracao Recrescimento (cm) .. Desvio .
Total Meédia pgq,50 Variancia
02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38
P 1 6 1 2 10 1.69 0.183 0.034
P, 1 1 2 3 2 1 10 275 0.278 0.077
F4 6 6 3 1 19 294 0.264 0.070
F 1 2 1 8 3 4 7 5 6 8 1 6 4 2 2 67 1.92 0.781 0.611
RC,F,4 2 1 2 2 3 1 2 1 15 275 0.556 0.309
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APENDICE 4. Distribuigdo de freqiiéncia para o carater tolerancia a toxicidade do aluminio em aveia, de
diferentes geragbes, para os cruzamentos entre os gendtipos UFRGS 93605 x UFRGS
911715 e os gendtipos UFRGS 93605 x UFRGS 911740. UFRGS, 2002
UFRGS 93605 x UFRGS 911715
Geracoes R i Desvi
¢ ecrescimento (cm) Total Média P:j;’g‘; Variancia
02 04 06 038 1 12 14 16 18
P, 4 1 8 14 0.42 0.2007  0.0403
P, 1 7 5 2 20 0.96 0.4327 0.1872
F, 1 15 28 43 30 8 2 2 1 130 0.76 0.2687  0.0722
UFRGS 93605 x UFRGS 911740
Geracoes R i Desvi
¢ ecrescimento (cm) Total Média P:j;’g‘; Variancia
02 04 06 038 1 12 14 16 18
P, 2 18 6 3 1 30 0.62 0.1832 0.0336
P, 6 5 4 1 5 4 2 28 0.9 0.4456 0.1985
F, 4 18 18 25 14 15 10 3 5 112 0.83 0.3953  0.1563
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APENDICE 5. Distribuicao de frequiéncia para o carater tolerancia a toxicidade do aluminio em aveia,
de diferentes geracbes, para os cruzamentos entre os gendtipos UFRGS 93605 x
UFRGS 93598-6 e os genotipos UFRGS 93605 x UFRGS 16. UFRGS, 2002
UFRGS 93605 x UFRGS 93598-6
Geragoes R i t Desvi
¢ sorescimento (em) Total Média paqae Variancia
0.2 0.4 0.6 0.8
Py 16 9 4 29 028 0.1185  0.014
P, 25 5 30 0.18 0.0699 0.0049
F, 76 50 14 2 2 144 029 0.1536  0.0236
UFRGS 93605 x UFRGS 16
Recrescimento (cm) o Desvio .
~ Total Média = Variancia
Geragbes 02 04 06 08 1 12 14 Padrao
P, 14 2 16 0.21 0.1237  0.0153
P, 4 5 3 4 17 0.7 0.2739 0.075
Fa 29 37 30 17 17 4 2 3 139 0.55 0.3222 0.1038
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