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RESUMO

A toxidez pelo aluminio tem limitado o potencial de rendimento de graos na maioria
das culturas, principalmente pelos danos ocasionados no sistema radicular como:
inibicdo do crescimento, da elongacédo e da absorcdo dos nutrientes. Os objetivos
foram padronizar a concentracédo de aluminio e o tempo de exposi¢ao das raizes de
plantulas em solucdo minima (AI** + Ca®") e posteriormente caracterizar a
variabilidade genética para tolerancia ao elemento em diferentes germoplasmas
(hibridos e variedades crioulas). Os experimentos de adequa¢do da metodologia de
solucdo minima foram implantados no DBC com trés repeticbes. Os tratamentos
foram arranjados em esquema de parcela subdividida, onde na parcela estudou-se o
efeito de doses de AP** (0, 2, 4 e 6 mg L™) e na subparcela o efeito de hibridos, que
foram expostos por periodo de 96 h (1° e 2° experimentos) e de 48 h (3°
experimento). As variaveis analisadas foram o DIF1 (crescimento radicular liquido),
DIF2 (crescimento radicular final) e as respectivas diferencas relativas (DIFR1 e
DIFR2). As variaveis analisadas foram eficientes para a avaliacdo da
tolerancia/sensibilidade ao aluminio em solucdo minima. Os resultados revelaram
gueda drastica no crescimento radicular de todos os hibridos avaliados com o
aumento das doses de AI**, baseados no modelo de regress&o raiz quadrada. A
partir da dose 4 mg L™ os danos sdo t&o acentuados que praticamente paralisaram o
crescimento radicular quando expostos por 96 h. Por outro lado, quando os hibridos
foram expostos por 48 h as diferencas de tolerancia e ou sensibilidade foram
visualizadas. Neste sentido, padronizou-se para 0s demais experimentos
(caracterizacdo de germoplasma), a solucdo minima contendo 4 mg L™ de AP + 40
mg L™ de Ca*" implantados no DBC com trés repeticdes. No germoplasma de milho
hibrido foram realizados dois experimentos (48 e 96 h de exposicédo) com total de 52
hibridos e um experimento com germoplasma crioulo, com 54 tratamentos: 50
variedades crioulas + 4 hibridos testemunhas (48 h exposicdo). Os diferentes
gendtipos foram avaliados para as mesmas variaveis bem como classificados para o
indice de tolerancia relativa ao aluminio (ITRa)). Na avaliagédo dos hibridos, a analise
revelou variabilidade genética para tolerancia e ou sensibilidade ao Al*3. De maneira
geral, a exposicdo por periodo de 96 h reduziu sensivelmente o
crescimento/recrescimento radicular. A grande maioria dos hibridos (35) apresentou
reducdo no valor do ITRa em funcdo do aumento do periodo de exposi¢cdo, embora
15 hibridos responderam com incremento neste indice. A avaliagdo das variedades
crioulas demonstrou valores bastante elevados de crescimento/recrescimento
radicular bem como um predominio de genétipos (50%) classificados com ITRa 2= 4,
sendo consideradas excelentes fontes de tolerancia ao aluminio. Destaque muito
positivo para a variedade Dente de Ouro 2 que apresentou valor de ITRa superior a
testemunha tolerante H 44. As estimativas dos parametros genéticos nos dois
germoplasmas de milho demonstraram elevados valores de variancia genética e dos
coeficientes de herdabilidade. Estes indices indicam condi¢cdo muito favoravel para o
desenvolvimento e selecdo de populacbes melhoradas com incremento na
frequéncia de alelos de tolerancia ao aluminio.

Palavras-chave: variabilidade genética; toxicidade ao aluminio; sele¢do; crescimento
radicular; hibridos; variedades crioulas.



SUMMARY

The aluminum toxicity has limited the potential yield in most crops, especially
damage caused by the root system as inhibiting the growth, elongation and
absorption of nutrients. The objectives were to standardize the concentration of
aluminum and exposure of the roots of seedlings in minimal solution (Ca®* + A**) and
subsequently characterize the genetic variability of tolerance to the element in
different germplasm (hybrids and landraces). The experiments of the approach of
minimal solution in DBC were implanted with three replications. The treatments were
arranged in a split plot where the plot studied the effect of doses of AI** (0, 2, 4 and 6
mg L™) and the subplot effect of hybrids, which were exposed for a period of 96 h (1
and 2 experiments) and 48 h (experiment 3). The variables analyzed were the DIF1
(root net growth), DIF2 (root final growth) and their relative differences (DIFR1 and
DIFR2). The variables analyzed were effective for assessing the tolerance /
sensitivity to aluminum in minimal solution. The results revealed dramatic decline in
root growth of all the hybrids with increasing doses of AI**, based on the square root
regression model. The starting dose of 4 mg L™ the damage is so pronounced that
virtually paralyzed the root growth when exposed for 96 h. On the other hand, when
the hybrids were exposed for 48 h and the differences in tolerance or sensitivity were
seen. In this sense, we standardized for the other experiments (characterization of
germplasm), the minimal solution containing 4 mg L™ + AP* + 40 mg L* Ca®
implanted in the DBC with three replications. Germplasm in hybrid maize were
carried out two experiments (48 and 96 h of exposure) with a total of 52 hybrids and
germplasm experiment with landraces, with 54 treatments: 50 landraces + 4 hybrid
control (48 h exposure). The genotypes were evaluated for the same variables as
well as classified for the tolerance on the aluminum (ITRa). Germplasm in hybrid, the
analysis showed genetic variability for tolerance or sensitivity to, and Al*3. In general,
the exposure period of 96 h significantly reduced the growth / root regrowth. The
majority of the hybrids (35) showed a reduction in the value of ITRa due to the
increase of the exposure period, while 15 hybrids responded with an increase in this
index. The evaluation of landraces showed very high values of growth / root regrowth
as well as a predominance of genotypes (50%) classified as ITRa = 4, are
considered excellent sources of aluminum tolerance. Featured very positive for the
landrace Dente de Ouro 2 that showed a value of more than control ITRy tolerant H
44. Estimates of genetic parameters in two maize germplasm showed high levels of
genetic variance and heritability coefficients. These indices indicate very favorable
conditions for development and selection of populations improved with increase in
frequency of alleles of aluminum tolerance.

Keywords: genetic variability; aluminum toxicity, selection, root growth, hybrids,
landraces.
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1. INTRODUCAO

O Estado do Parana, maior produtor nacional de milho (Zea mays L.), conta
com o cultivo bastante tecnificado, fazendo com que a produtividade desta cultura
tenha apresentado valores crescentes nas Ultimas safras. De acordo com a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011) a area cultivada com milho
no Parana teve um acréscimo de 5,1%, passando de 2,25 para 2,36 milhdes de
hectares nesta safra. J& a producdo total deve apresentar reducdo de 4,4% no
comparativo com o ano anterior. A expectativa para 2010/2011 é de uma producao
de 12,8 milhdes de toneladas sendo que na safra 2009/2010 foram produzidas 13,4
milhdes de toneladas do grao.

Estimativas sugerem que aproximadamente 50% dos solos disponiveis em
todo mundo para a producdo agricola sejam acidos (KOCHIAN et al., 2002). De
maneira geral, na América Central e na América do Sul o milho € cultivado neste tipo
de solo. No Brasil, a ocorréncia de solos acidos é bastante frequente como na regido
dos Cerrados ou em areas de Latossolos Amarelos na regido Amazoénica e ainda
nos planaltos subtropicais que vao do sul do Parana ao norte do Rio Grande do Sul.

Em regides tropicais e subtropicais, com elevado regime de precipitacéo,
nutrientes sollveis do solo como calcio, magnésio, potassio e outros elementos
basicos sao facilmente lixiviados. Quando a remocao de céations basicos é maior que
sua taxa de liberacdo pelas intempéries, o pH do solo diminui, tornando-se &cido
(ECHART e CAVALLI-MOLINA, 2001). Com isso, o hidrogénio (H*) passa a atuar

sobre os minerais liberando fons de aluminio (AI**

) na solucdo do solo, ficando
disponivel para as plantas e causando a toxidez.

Além de ser um metal encontrado em grande quantidade no solo, a quimica
do aluminio é bastante complexa. Sua especiacdo é afetada pelo pH, constante
ibnica e pela natureza/concentracdo de ligantes organicos e inorganicos presentes
na fase solida dos solos (PARENTONI et al., 2001). Fluoreto, fosfato e sulfato séo

considerados importantes anions inorganicos que, dependendo de suas
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concentragbes e dos valores de pH, influenciam decisivamente na solubilidade e
deslocamento do aluminio (MACHADO, 1997). Estes parametros podem ser
fortemente influenciados pela presenca de complexantes organicos naturais do solo
como o acido citrico, o acido oxalico e os acidos humicos (MIYAZAWA et al., 1992).
Segundo Pavan (1984) o aumento no teor de matéria organica no solo tende a
amenizar os efeitos toxicos dos fons de AI** para as plantas.

O meio mais comum de reduzir a saturacdo por aluminio e ainda corrigir a
acidez dos solos tem sido a aplicacdo de calcario (PATERNIANI et al.,, 2002).
Porém, em regifes onde o cultivo é realizado através do Sistema de Plantio Direto
esta pratica ndo tem sido muito eficaz, pois o poder corretivo do calcario fica restrito
as camadas superficiais do solo, devido a inviabilidade da incorporacdo deste nas
camadas subsuperficiais. Este fato faz com que o uso de niveis minimos de
correcdo do solo sempre estejam associados a escolha de gendtipos mais
adaptados a acidez e eficientes no uso dos nutrientes, procurando-se atingir uma
agricultura mais sustentavel em solos acidos (PARENTONI et al., 2001).

A selecdo a campo para a tolerancia ao aluminio é muito complexa,
trabalhosa e sujeita a inUmeros erros. Principalmente porque a campo existe a
desuniformidade natural dos solos e ainda a dificuldade de avaliar os danos a raiz,
ocasionando erros na selecdo dos gendtipos (MAZZOCATO et al.,, 2002). Neste
sentido, a avaliacdo dos danos ocasionados no sistema radicular de plantulas em
solucéo nutritiva contendo aluminio em concentracfes toxicas tem sido adotada com
eficiéncia na selecdo de gendtipos mais tolerantes.

De maneira geral, a tolerancia ao aluminio esté relacionada a capacidade de
algumas espécies de excluir o aluminio das raizes e/ou retirar o aluminio que foi
transportado via simplasto (TECHIO, 2009). Recentemente, outros autores tém
relacionado a detoxificacdo interna do elemento através da quelatizacdo, e a
exclusdo extracelular pela exsudacdo de &acidos organicos de baixo peso molecular
(PINEROS et al., 2005).

Muitos avancos foram conseguidos nos ultimos anos no que se refere ao
entendimento dos processos envolvidos na tolerancia ao aluminio pelas plantas.
Entretanto, muitas questdes precisam ser respondidas. Atualmente alguns trabalhos
tém abordado novas ferramentas como a genética molecular, visando
entender/esclarecer a tolerancia das plantas ao aluminio. Embora existam muitos

trabalhos relacionados a selecdo e incorporacdo de genes de tolerancia a este
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elemento, a maior parte encontra-se de forma fragmentada e pouco sistematizada
para a rapida utilizagcdo (PARENTONI et al., 2001).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivos (i) padronizar a
concentracdo e o tempo de exposicao das raizes de plantulas de milho em solucao
minima com aluminio, visando melhorar a eficiéncia na selecdo de gendtipos
sensiveis e/ou tolerantes, (ii) caracterizar a variabilidade genética para tolerancia ao
aluminio entre diferentes germoplasmas de milho (hibridos e variedades crioulas) e
(i) estimar parametros genéticos relacionados a tolerancia ao aluminio nestes

germoplasmas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dentre os fatores que restringem o crescimento de plantas em solos acidos,
verifica-se que a toxidez por aluminio € um dos fatores mais limitantes. Estima-se
gque em mais de 50% do territério brasileiro os solos sejam acidos (OLMOS e
CAMARGO, 1976). Adicionalmente, apresentam em menor escala, teores de ferro e
manganés que podem causar toxidez. Diversas espécies de plantas sdo sensiveis
as concentracfes de aluminio presentes nos solos. O aluminio na forma fitotéxica
(A*"), torna-se disponivel a planta quando na solucéo do solo (aluminio trocavel).

A toxicidade de aluminio tem sido investigada por mais de 90 anos. O Brasil
foi um dos pioneiros neste trabalho. No inicio do século XX, iniciava no pais um
programa de selecdo de tolerancia ao aluminio em trigo, mesmo antes de se
identificar uma relacdo entre causa e efeito da sintomatologia observada em
gendtipos de trigo cultivados em solos de alta acidez e de elevada saturacdo por
aluminio (PARENTONI et al., 2001). Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos e a
possibilidade de andlises a nivel celular, ainda ndo se tem o total entendimento dos

mecanismos fisioldgicos e genéticos envolvidos na fitotoxidez por aluminio.

2.1. Relacdo aluminio-planta

As plantas respondem a toxidez mineral e a deficiéncia nutricional com
mudancas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas (PARENTONI et al.,, 2001).
Breckle (1991) observou que o crescimento e a inducdo de raizes laterais &
estimulado por metais pesados como o aluminio, enquanto a raiz principal e as
secundarias (seminal e basal) tém seu crescimento suprimido.

Varios sintomas de injirias causadas pelo AI** sdo verificados em plantas
sensiveis. Em algumas espécies os sintomas nas folhas lembram a deficiéncia de
P?*, em outras, a deficiéncia de Ca?* ou de Fe®" (FOY et al., 1978). As raizes
geralmente respondem a toxidez por Al** tornando-se mais grossas e reduzindo sua
taxa de crescimento (PARENTONI et al., 2001).

O sintoma mais facilmente perceptivel da toxicidade do aluminio € a inibicao

do crescimento das raizes. Diversas hipoteses tém sido levantadas ao longo dos



20

anos para entender o mecanismo de inibicao ativado pela presenca deste elemento.
Alguns autores, como Barcel6 e Poschenrieder (2002), relacionam a interferéncia do
aluminio no metabolismo do calcio, na inibicdo da divisdo celular da raiz e na
inibicdo da elongacao das células da raiz.

O aluminio também interage com as vias de transducdo de sinais, em
especial daqueles relacionados com a homeostase e ao transporte de célcio
(HARTWIG et al.,, 2007). A alteracdo dos niveis de célcio pode inibir a enzima
fosfolipase C, a qual esta associada as vias de transporte do calcio (KOCHIAN,
1995). Ryan et al. (1994) trabalhando com genétipos de trigo verificaram que a falta
de célcio também interferiu no crescimento radicular. Canal e Mielniczul (1993a; b)
observaram que era necessario 0 suprimento de célcio na solugdo com aluminio
para evitar a inibicdo do crescimento radicular. Da mesma forma, relataram que o
aumento do célcio na solucao contribuia para o incremento do crescimento da raiz,
tanto na presengca quanto na auséncia do aluminio. Neste sentido, a relacdo
APP*ICa®" é extremamente importante na selecdo de gendtipos com diferentes
reacbes a toxidez por aluminio (CONCEICAO, 2006).

Dados experimentais indicam que o apice radicular é o sitio primario de
inducdo da inibicAo do crescimento radicular causada pelo aluminio. O apice
radicular acumula mais aluminio e sofre maior dano fisico que os tecidos mais
velhos da raiz (RYAN et al., 1995). Quando apenas os 3 mm apicais das radiculas
de milho foram expostas ao aluminio o crescimento foi inibido (RYAN et al., 1993).
Estes mesmos autores utilizaram camaras divididas e blocos de agar para aplicar o
aluminio em diferentes regi6es da raiz e concluiram que a zona de 0 a 3 mm atras
da regido quiescente € o sitio mais sensivel ao elemento.

A literatura indica duvidas frequentes em relacdo ao efeito da inibicdo pela
presenca do aluminio: (1) inibicdo da divisdo celular ou (2) inibicdo da expansao das
células (BARCELO e POSCHENRIEDER, 2002). Doncheva et al. (2005) verificaram

que com 45 minutos de exposicdo a 50 uM de AI**

, um hibrido simples de milho,
com sensibilidade ao aluminio, teve o crescimento da raiz principal inibido.
Analisando células da raiz deste mesmo hibrido com relacéo a influéncia do aluminio
na fase S da intérfase, observaram que apenas 5 minutos de exposicédo bloquearam
completamente a entrada de células oriundas da parte central da zona
meristematica nesta fase da divisdo celular. A taxa de elongagédo da raiz depende

tanto da divisdo quanto da expanséao celular. Contudo, apenas a divisdo celular nédo
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aumenta o peso radicular. De maneira geral, o tempo de permanéncia das células
da zona meristemética é de vérias horas (BEEMSTER e BASKIN, 2000) e a inibicdo
da taxa de elongacdo celular pelo aluminio foi detectada apdés 45 minutos da
exposicao no hibrido sensivel. Neste sentido, o efeito da inibicdo poderia ser melhor
explicado pelo decréscimo na taxa de expansao celular do que pela rapida inibicdo
da divisdo celular. O efeito toxico do aluminio sobre a expanséo celular das raizes
foi verificado em vérios outros estudos (RYAN et al.,1993; KOCHIAN, 1995; GUNSE
et al., 1997).

Embora o aluminio possa mover-se rapidamente até o citosol das células
vegetais (TAYLOR et al., 2000), existem evidéncias de que o apoplasto desempenha
maior papel na percepcédo do aluminio e na expressao da toxicidade (HORST et al.,
2010). O aluminio liga-se no apoplasto com mais de 30 a 90% do total absorvido
pela raiz, localizando-se em compartimentos extracelulares (ZHENG e YANG, 2005).
Além disso, as propriedades quimicas e mecanicas da parede celular parecem ser
modificadas pela toxicidade do aluminio (HORST et al., 1999), dando subsidio a
hipétese de que a inibicdo da elongacédo celular induzida pelo aluminio é causada
pelo processo iniciado no apoplasto das células apicais da raiz (DONCHEVA et al.,
2005).

Além destes pontos, alguns autores evidenciaram forte ligagdo do aluminio
com a superficie da membrana plasmatica das células, atribuida a negatividade dos
grupos carboxilicos e grupos fosfatos presentes na sua composicdo (ZHENG e
YANG, 2005). Sendo assim, o acumulo de aluminio na membrana plasmatica
poderia ser o primeiro alvo da toxicidade por este elemento.

2.2. Mecanismos de tolerancia ao aluminio

A toleréncia é uma caracteristica especifica que confere vantagem a um
gendtipo na presenca do estresse, podendo atuar em diversos niveis: celular, de
tecido, da planta e da interacdo da planta com o solo (PARENTONI et al., 2001). No
caso do aluminio é compreendido que a tolerancia deve ser mediada a nivel celular.
Dependendo da espécie ou do genotipo, existem hipdteses de que os mecanismos
de tolerancia ao aluminio estejam divididos em dois grupos (CONCEICAO, 2006). O
primeiro grupo compreende o0s mecanismos de exclusdo ou apoplasticos, onde

ocorre a imobilizacdo ou neutralizacdo do aluminio externamente a célula. No
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segundo grupo estao os mecanismos chamados simplasticos onde a imobilizacdo ou
neutralizacdo ocorre dentro da célula (PURCINO et al., 2008).

Os mecanismos de exclusdo do aluminio incluem a ligacdo do aluminio na
parede das células, modificacdo do pH da rizosfera e a exsudagdo de compostos
organicos. Por outro lado, na desintoxicacao interna, pode ocorrer a fixagdo do
aluminio na parede celular, seguido da complexacdo no simplasma via ligantes
organicos e sequestro deste elemento para os vacuolos (KOCHIAN et al., 2004).

A excluséo do aluminio via exsudacao de acidos organicos das células da raiz
€ 0 mais comum, o melhor documentado e o mais difundido mecanismo de
tolerdncia, principalmente nas espécies cultivadas de importdncia econdmica
(DELHAIZE e RYAN, 1995; RYAN et al.,, 2001; RYAN et al.,, 2009; HORST et al.,
2010). Acidos organicos como o malato, citrato e o oxalato sdo compostos de baixo
peso molecular que formam quelatos com o aluminio na rizosfera, liberando
complexos estaveis e atdoxicos (MARON et al., 2010). Os primeiros resultados
importantes relacionados ao mecanismo de exclusdo foram obtidos com a cultura do
trigo. Delhaize et al. (1993a; b), avaliando linhas isogénicas de trigo, demonstraram
que o aluminio induz a liberagdo de maior quantidade de malato no apice da raiz dos
gendtipos tolerantes, quando comparados com o0s genétipos sensiveis. Neste
mesmo trabalho, os autores propuseram que a tolerdncia ao aluminio era
condicionada por um loco, denominado de Altl, baseado na segregac¢ao obtida da
geracdo F, e da geracao de retrocruzamento.

Outra metodologia utilizada para separar genétipos tolerantes/sensiveis ao
aluminio é através da coloracdo com a hematoxilina, pois este corante permite,
através da coloracdo diferencial no @apice das raizes, separar genotipos
contrastantes para a reacéo ao aluminio. A hematoxilina € um corante que possui a
propriedade de tornar-se azul ao formar um complexo com o aluminio, ficando
visivel a olho n( pela presenca ou quando retido nas raizes (CONCEICAOQ, 2006).

Delhayze e Ryan (1995) lancaram um esquema hipotético da interacdo entre
o aluminio e um possivel canal de anions de malato presente na membrana o qual
estimularia o efluxo de malato, sendo codificado pelo gene Altl. Através de um
instrumento capaz de detectar correntes elétricas a nivel celular (técnica patch-
clamp), Zhang et al. (2001) encontraram estimulos gerados pelas cargas negativas
dos anions de malato na membrana. O mesmo foi observado posteriormente na

cultura do milho por Pellet et al. (1994). Por outro lado, genotipos tolerantes ao
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aluminio de vérias espécies vegetais (incluindo o milho) tém exsudado mais citrato
ativado pela presenca do aluminio do que malato (PINEROS et al., 2005).

Baseado nas propriedades fisico-quimicas, o citrato® (acido tricarboxilico),
quela o aluminio mais eficientemente que o anion dicarboxilico malato?, tornando
mais efetiva a detoxificacdo do aluminio. Vérios estudos tém classificado a
exsudacao de citrato ativada pelo aluminio como o principal mecanismo de exclusdo
do aluminio em milho (PELLET et al.,, 1995). Com a técnica de patch-clamp, ficou
bem determinado que o aluminio induz a liberacdo de malato em genotipos
tolerantes de trigo (ZHANG et al., 2001) e de citrato em milho, sendo mediado por
canais de anions na membrana plasmatica na presenca do aluminio (PINEROS e
KOCHIAN, 2001). Os resultados observados na literatura indicam que a frequéncia e
a magnitude com que o aluminio induz os anions sdo maiores em genotipos
tolerantes do que nos sensiveis.

Os genes que codificam a proteina destes canais de anions tém sido
identificados em varias espécies de plantas (HORST et al.,, 2010). Sasaki et al.
(2004) isolaram a partir do RNA um cDNA do apice radicular de um gendtipo de trigo
tolerante ao aluminio, o ET8, que codifica uma proteina trans-membrana
denominada TaALMT1 (aluminum-activated malate transporter). Esta proteina € uma
transportadora ativada pelo aluminio que facilita o efluxo de malato, tornando-a um
membro da familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) (DELHAIZE et
al., 2007). No ano de 2004, um grupo australiano junto com a Universidade de
Okayama no Japéo, transformaram a cevada com o gene ALMT1, sendo que a
expressdo deste gene de trigo conferiu efluxo similar de malato ativado pelo
aluminio e elevada tolerancia ao elemento na cevada (DELHAIZE et al., 2004).

Detalhadamente, Ryan et al. (2009) investigaram o efluxo de citrato nas
raizes de trigo. Os resultados forneceram evidéncias genéticas e fisioldégicas de que
este carater € controlado por um Unico gene de grande efeito, localizado no
cromossomo 4B e que contribui para a tolerancia ao aluminio. Da mesma forma,
identificaram um gene denominado MATE que expressa correlacdo positiva com o
fendtipo efluxo de citrato atraves da avaliagdo de varios individuos de uma familia da
geragdo F,3. Adicionalmente, os resultados comprovaram que o efluxo de citrato
seria 0 segundo maior mecanismo de tolerancia ao aluminio em trigo.

Em sorgo (Sorghum bicolor) foi mapeado o gene de tolerancia ao aluminio,

Altsg, na regido terminal do cromossomo 3. O mecanismo de tolerdncia nesta
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espécie é baseado no efluxo de citrato ativado pelo aluminio (MAGALHAES et al.,
2007). Em trigo mourisco, uma espécie acumuladora de aluminio além de um
mecanismo de exclusdo pela exsudacdo de oxalato no apice das raizes, existe
possivelmente outro mecanismo interno interagindo (ZHENG et al., 1998).

Nos trabalhos realizados pela Embrapa Milho e Sorgo, algumas linhagens
classificadas fenotipicamente como tolerantes ao aluminio sdo capazes de exsudar
mais citrato e malato do que linhagens sensiveis. Fato importante observado é que
as linhagens tolerantes ndo apresentaram aumento na exsudacdo de &acidos
organicos quando expostos ao aluminio. Demonstrou-se que a exsudacdo de
anions ndo era capaz de quelar todo o aluminio presente em solug¢do nutritiva e,
portanto, ndo era o0 Unico mecanismo responsavel pelo alivio dos sintomas da
toxidez (PURCINO et al.,, 2008). Pifieros et al. (2005) sugeriram que embora a
exsudacao de citrato desempenhe maior papel na tolerancia ao aluminio em milho,
outros mecanismos ndo envolvidos com a exsudacao de acidos organicos também
poderiam estar agindo no sistema radicular desta espécie.

Outra linha investigada sobre a exclusédo do aluminio, diz respeito ao aumento
do pH da rizosfera da raiz. Com a alcalinizacdo da superficie radicular ha um

decréscimo na atividade da espécie rizotoxica do aluminio (AI**

), conferindo um
aumento na tolerdncia ao elemento. Usando a técnica de microelétrodo,
pesquisadores caracterizaram mudancas no pH da rizosfera nas pontas das raizes
de gendtipos de milho na presenca e auséncia de aluminio (PINEROS et al., 2005).
Na auséncia, o pH da rizosfera foi similar para todos os seis genétipos avaliados,
mostrando uma significante alcalinizacdo ao longo da regido apical da raiz, com
gradiente maximo ocorrendo acropetalmente na regido meristematica. As regides
mais velhas mantiveram-se com o pH ligeiramente mais &cido. Esta habilidade de
alcalinizagcéo do 4pice radicular na presenca do aluminio foi observada em todos os
gendtipos estudados. Essas observacfes estdo de acordo com 0s experimentos de
crescimento radicular, desenvolvidos pelos mesmos autores, onde a exposicdo ao
aluminio causou um decréscimo similar da toxidez (PINEROS et al., 2005).

A literatura indica existéncia de diferencas no aspecto fisiologico da tolerancia
ao aluminio, mediante a analise de diferentes gendtipos de milho. Esta discussdo
encaixa-se perfeitamente na cultivar de milho Cateto-Colombia, onde podem estar
envolvidos varios mecanismos de tolerancia (PINEROS et al., 2002). Jorge e Arruda

(1997) avaliaram plantas de milho sensiveis e tolerantes ao aluminio da variedade
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denominada Tailba na presenca e na auséncia de aluminio em concentracdes
fitotoxicas. Nas primeiras 20 horas o desenvolvimento radicular de ambos, sensivel
e tolerante, foi inibido pela presenca de aluminio nas células da ponta da raiz. Apos
este periodo, as plantas tolerantes recuperaram 0 crescimento similarmente ao
controle, enquanto as sensiveis permaneceram com o0 crescimento inibido. Esta
recuperagdo nas plantas tolerantes coincidiu com a exclusédo do aluminio absorvido
nas primeiras 20 horas e a exsudacdo de malato e citrato pelas raizes. Estas
informacBes vém de encontro com a afirmativa de que no milho estdo presentes 0s
dois padrbes de resposta ao mecanismo de exclusdo, mostrando a complexidade
envolvida no carater tolerancia ao aluminio nesta espécie (MA et al., 2001).

2.3. Metodologias de avaliacéo da tolerancia ao aluminio em solucéao

Diferentes métodos de selecdo tem sido utilizados para a avaliacdo de plantas
tolerantes ao AI**: a campo, em casa de vegetacao e plantulas em solucéo nutritiva.
Porém, devido as limitacbes da selecdo a campo ou em casa de vegetacdo, a
maioria dos trabalhos que visam selecdo de gendtipos tolerantes ao AI** sdo
conduzidos utilizando metodologias que envolvam solugdo nutritiva (ECHART e
CAVALLI-MOLINA, 2001). Além da facilidade na conducdo e avaliacdo de um
grande numero de gendtipos, este tipo de metodologia evita a interferéncia de
fatores ndo controlaveis do solo.

De maneira geral, neste tipo de metodologia, as caracteristicas avaliadas sédo
0 crescimento e/ou peso radicular. Um dos principais efeitos téxicos do aluminio é a
inibicdo do crescimento radicular, inibindo ndo somente a divisdo celular como
também o alongamento das células (CAMBRAIA et al., 1991). Outro parametro na
avaliacdo € o recrescimento da raiz apdés a exposicdo ao aluminio. Em alguns
gendtipos sensiveis, a raiz principal ndo cresce, tornando-se engrossada mostrando
no apice uma injuria tipica. Com este parametro € possivel avaliar o recrescimento
radicular apds o dano causado pelo elemento (ECHART e CAVALLI-MOLINA, 2001).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a condugdo de experimentos,
principalmente agueles baseados em solugéo nutritiva completa. A composicéao ideal
da solucéo nutritiva tem sido objeto de pesquisa de diversos trabalhos (CAMARGO e
OLIVEIRA, 1981; CAMARGO, 1985; CAMARGO e FELICIO, 1987; CAMBRAIA et
al., 1991; CAMBRAIA e CAMBRAIA, 1995; MAZZOCATO et al., 2002; SPHEAR e
SOUZA, 2004; CONCEICAOQ, 2006; MARTINS et al., 2006).
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Segundo Cambraia e Cambraia (1995) a escolha da composicéo ideal da
solucdo nutritva deve se basear na concentracdo de AlI**, no pH e nas
concentracdes de varios outros minerais, principalmente os macronutrientes. Neste
sentido, € de extrema importancia encontrar a combinacdo desses fatores para
possibilitar que as plantas manifestem plenamente a tolerancia ao aluminio. A
solucéo nutritiva completa de Clark (1975) se tornou base para a grande maioria dos
trabalhos de tolerancia ao AI*": Magnavaca (1982); Furlani e Furlani (1988);
Cambraia et al. (1991); Cambraia e Cambraia (1995); Brondani e Paiva (1996);
Martins et al. (1999); Giaveno e Miranda Filho (2000); Prioli et al. (2000); Alves et al.
(2004); Andrade Junior et al. (2005) e Maron et al. (2008).

Porém, existem algumas limitacbes na utilizacdo da solucdo nutritiva
completa. Além da complexidade no preparo, existe a possibilidade da complexacéao
do aluminio com outros elementos, fazendo com que este ndo esteja disponivel na
concentracédo desejada. Cambraia e Cambraia (1995) estudaram os efeitos do pH,
APF*, Ca**, Mg®*, Fe/EDTA e da proporcdo Fe:EDTA. Apesar de determinar através
de testes a concentracdo ideal destes elementos na solucdo completa, ndo foi
possivel identificar se o AI** estava disponivel as raizes na concentracéo idealizada.
Recentemente, tem-se utilizado um software de especiagcdo, o CHEOCHEM-PC
(PARKER et al.,1995), que estima a atividade do AI** em solugéo, baseado na
concentracdo dos demais elementos (PINEROS et al., 2002; PINEROS et al., 2005;
MARON et al., 2008) .

Alguns autores tém proposto a utilizacdo de solucdo minima para a
caracterizacdo de gendtipos. Neste tipo de solugdo estdo presentes apenas

I** e Ca?*, onde além da economia com relacdo a quantidade de

concentracfes de A
nutrientes utilizados, verifica-se eficiéncia na deteccdo de tolerancia ao aluminio.
Apesar de ndo existirem estudos de comparacdo entre os dois tipos de solugéo tem
se demonstrado a possibilidade de caracterizar genétipos através da solucéo
minima. Mazzocato et al. (2002) ajustaram o método de avaliacdo através da
utilizacdo de solugdo minima contendo 6 mg L™ de AP* e 40 mg L™ de Ca®" em
milho. Os resultados obtidos permitiram a identificacdo de dois grupos distintos
(tolerante e sensivel). Conceigéo (2006), testou 6 combinacdes AlI**/Ca®* para a
composicdo da solugdo minima e observou que a combinacdo 0,1 mM Al/ 0,2 mM
Ca, foi a melhor na identificacdo de genoétipos contrastantes. Recentemente,

Conceicdo et al. (2009), utilizando esta mesma solucdo minima, observaram
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diferencas significativas entre 6 linhagens endogamicas de milho quando
comparadas com 2 hibridos comerciais fenotipicamente conhecidos como tolerante
(DKB747) e sensivel (DKB205) ao aluminio.

A presenca e a concentracdo adequada de Ca®" na solugdo minima sdo de
extrema importancia, jA& que este elemento € indispensavel para o crescimento
radicular. O AI** e 0 Ca*" tém como ponto de acdo comum a membrana plasmaética e
0 aumento na concentracdo de um afeta a intensidade e os efeitos do outro.
Cambraia e Cambraia (1995) observaram diminuicdo no comprimento radicular em
hibridos de milho tolerantes ao aluminio apenas quando estes foram expostos a

I** na auséncia de Ca®". Camargo (1985),

solucdo completa contendo 5 mg L™ de A
testando diferentes doses de Ca®* em solucdo completa, verificou inibicéo
irreversivel do crescimento radicular quando uma cultivar sensivel de trigo foi
exposta a 10 mg L™ de AP* + 16 mg L de Ca*. Quando a mesma cultivar foi
exposta a doses mais elevadas de Ca** (160 e 320 mg L™) o crescimento radicular
néo foi afetado.

Cambraia et al. (1991) verificaram através do crescimento radicular de dois
cultivares de sorgo a acgdo protetora exercida pelo Ca** contra a toxidez do Al**.
Demonstrando uma tendéncia do aumento da protecdo a medida que se aumentava
a concentracdo de Ca*" na solucgéo. Conceicdo (2006) observou que o aumento da
concentracéo de Ca®* em solucdo contribuiu para o aumento das diferencas entre os
genaotipos analisados.

A utilizacdo de solucdes nutritivas sem Ca®* deve ser evitada, principalmente
em experimentos com periodos de exposicédo ao Al** mais prolongados, para que a
falta deste elemento ndo cause danos irreversiveis ao metabolismo da planta. A
concentracdo ideal de Ca®* na solugdo tratamento deve ser tal que permanecam os
efeitos nocivos do AI** em gendtipos sensiveis, mas n&o prejudiquem o
recrescimento radicular daqueles tolerantes. Mazzocato et al.(2002) apontaram a
concentracéo de 40 mg L™ de Ca?* como a melhor na discriminacéo de gendtipos de

milho.

2.4. Genética da tolerancia ao aluminio
O conhecimento e o entendimento da herangca do carater envolvido na

tolerancia ao aluminio sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de
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procedimentos que sejam mais adequados para a selecdo de gendétipos com maior
tolerancia (CONCEICAO, 2006). Devido ao grande nimero de rotas bioquimicas
envolvidas na tolerancia a estresses, € esperado que diferentes genes devam estar
envolvidos na tolerancia a diferentes niveis de estresse (PARENTONI et al., 2001).

No Brasil, os estudos de toleréncia ao aluminio iniciaram-se com a cultura do
trigo. Nesta cultura, algumas cultivares apresentaram heranca complexa, indicando
a possibilidade da presenca de diversos genes com efeitos predominantemente
aditivos (ANIOL e GUSTAFSON, 1984). Embora, em alguns estudos aponta-se uma
heranca simples envolvendo 1 ou 2 locos (NODARI et al.,, 1982; LAGOS et al.,
1991). Na cultivar de trigo Chinese Spring foi localizado um gene dominante de
grande efeito denominado de Alt2 (LUO e DVORAK, 1996). Ja na cultivar BH1146
foi chamado de Altsy (RIEDE e ANDERSON, 1996). Este gene foi mapeado no
cromossomo 4D (MILLA e GUSTAFSON, 2001). Possivelmente, esse pode ser o
gene identificado por Delhaize e Ryan (1993), conhecido mais recentemente por
ALMT1, que codifica a proteina trans-membrana para um transportador ativo de
anions de malato ativado pela presenca do aluminio (SASAKI et al., 2004).

Em cevada, um gene de tolerancia ao aluminio presente na cultivar Dayton,
foi localizado no braco longo do cromossomo 4, no loco chamado Alp (MINELLA e
SORRELLS, 1997). Este gene possivelmente é homologo do gene presente em trigo
(PARENTONI et al.,, 2001). Xu et al. (1993) relataram controle genético variando
desde a heranca monogénica a poligénica, dependendo da cultivar utilizada como
fonte de tolerdncia. Em centeio, pelo menos dois genes de tolerancia foram
encontrados na cultivar Ailés. Os genes foram mapeados na regido do braco longo
do cromossomo 4, no loco denominado Alt3 (MIFTAHUDIN et al., 2002). Alguns
autores indicam a possibilidade dos trés locos, Altgy , Alp e Alt3, pertencentes a
mesma tribo Triticeae, serem ortélogos, pois marcadores moleculares em comum
estéo fortemente ligados nas trés espécies (KOCHIAN et al., 2004; MAGALHAES et
al., 2004). Por outro lado, a variacdo genética natural para a tolerancia ao aluminio
em outras Poaceas, como o arroz e o milho parece ser de origem guantitativa
(NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003). Fora da tribo Triticeae, a tolerancia ao
aluminio pode derivar de genes completamente diferentes. Ainda assim, ha
evidéncias de que um numero elevado de caracteristicas agronémicas importantes
seja controlado por genes ortélogos em diferentes espécies nesta familia (HU et al.,
2003).
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Magalhdes et al. (2004), testaram a hipotese da existéncia de diferentes
genes estarem atuando fora da tribo Triticeae, através da analise de QTL
(Quantitative Trait Loci) em sorgo, arroz e Triticeae. Nas analises verificaram que em
sorgo a tolerancia ao aluminio é codificada por um Unico gene maior, o Altsg, que foi
encontrado no genoma de espécies de Poaceas mas ndo no género Triticeae.
Nesse género, os genes foram mapeados no cromossomo 4, enquanto que o Altsg,
foi mapeado no cromossomo 3 em sorgo, 0 que indica que 0S genes nao sao
homologos. Adicionalmente, verificaram ao avaliar duas cultivares de sorgo
geneticamente distintas (SC283 e SC566), que o gene maior de tolerancia ao
aluminio era o0 mesmo. Demonstrando que a base genética para a tolerancia ao
aluminio em sorgo é bastante estreita.

As espécies do género Avena estdo entre as mais tolerantes ao aluminio.
Wagner et al. (2001), cruzando trés genotipos hexaploides de aveia branca
identificaram a presenca de um ou dois genes que contribuiam para a tolerancia ao
aluminio. Em Avena strigosa, uma espécie dipléide, considerada a mais tolerante do
género, Wight et al. (2006) utilizaram marcadores RFLP’s ligados ao carater
tolerancia ao aluminio em outras espécies de cereais, na tentativa de encontrar
genes ortdlogos. Como resultado foram identificados 4 QTL’s, sendo que o QTL que
explicou maior parte da variancia, cerca de 39%, é provavelmente ortélogo aos
genes localizados no cromossomo 4 (trigo, centeio e cevada), no cromossomo 10
(milho) e no cromossomo 12 (arroz).

Em 2007, novas investigacbes sobre a base molecular da tolerancia ao
aluminio em plantas motivaram a publicacdo de pesquisas envolvendo as proteinas
MATE (Multidrug and Toxic Compounds Extrusion), como determinantes da
tolerancia ao aluminio em plantas. As proteinas MATE possuem aproximadamente
400-700 residuos de aminoacidos e uma caracteristica tipica desta familia € a
presenca de 12 hélices transmembrana (OMOTE et al., 2006). Em adicéo, longas
caudas N-terminal e C-terminal expostas no citoplasma sugerem a possibilidade de
interacdes com outras proteinas (MORIYAMA et al., 2008).

Em sorgo, 0 gene que determina o loco de maior tolerancia, Altsg, S& mostrou
como membro da familia MATE (SbMATE) (MAGALHAES et al., 2007). Em cevada,
outra proteina MATE, HVAACT1 foi caracterizada. Quando esta proteina € ativada
pelo aluminio induz o transporte de citrato que confere tolerancia ao elemento
(FURUKAWA et al., 2007).



30

Como membro da familia MATE a FRD3 (ferric reductase defective 3),
caracteriza um grupo de proteinas com 12 a 14 dominios transmembrana capaz de
transportar compostos organicos pequenos. Originalmente esta proteina foi
correlacionada com a nutricdo de ferro em Arabidopsis, mas também encontrada
como mediador do efluxo de citrato no tecido vascular das raizes. Além disso,
parece que o citrato funciona como um quelador de ferro bem como uma fungao de
distribuir o elemento pela planta (DURRET et al., 2007).

A natureza da tolerancia ao aluminio € uma caracteristica quantitativa de
nucleotideos desconhecidos. O estudo dos genes da familia MATE pode ser
considerado uma estratégia molecular interessante, pois através do relacionamento
entre a estrutura destes genes e sua funcdo podera ser elucidada a tolerancia ao
aluminio nas plantas (MAGALHAES, 2010).

Em contraste com outras espécies, verifica-se que em milho a tolerancia ao
aluminio € um fenbmeno complexo que envolve multiplos genes e provavelmente
inimeros mecanismos fisioldgicos. Ninamango-Cardenas et al. (2003) num estudo
de QTL’s identificaram cinco regides genémicas distintas controlando a tolerancia ao
aluminio em milho. Tentando elucidar a base molecular da tolerdncia em milho,
Maron et al. (2010) usaram uma combinacao da genética molecular e a aproximacao
funcional para identificar e caracterizar por meio de marcadores microssatélites, dois
membros da familia MATE, ZmMATE1l e ZmMATE2, que representam fortes
candidatos para genes maiores de tolerancia ao aluminio em milho. Estes foram
mapeados em uma linha endogamica recombinante gerada das mesmas linhas
parentais do estudo realizado por Ninamango-Céardenas et al. (2003).

O ZmMATEL, foi localizado na regido telomérica do cromossomo 6. O efeito
deste QTL explicou 16,2% da variacdo fenotipica pela presenca do ZmMATEL no
mapa. Ja o ZmMATE2 foi mapeado entre os marcadores microssatélites Bnlg 105 e
Umc 1056, localizados no cromossomo 5, com 16% da variacdo fenotipica para a
tolerancia ao aluminio. A adicdo dos dois genes ao mapa genético aumentou a
variancia fenotipica de 50 para 66,6%, indicando a importancia relativo destes genes
para a base genética da tolerancia ao aluminio nesta populacéo.

O ZmMATE1 é um homologo funcional do gene de tolerancia ao aluminio em
sorgo, SbMATE. Similarmente ao SbMATE, a expressdo do gene ZmMATE1 em
plantas transgénicas de Arabidopsis confere um aumento significativo na tolerancia

ao aluminio e na exsudacdo de citrato pelas raizes. A expressdo do ZmMATEL é
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concentrada nos tecidos da raiz sendo consideravelmente maior em gendtipos
tolerantes, assim como acontece com o SbMATE. Entretanto, a exsudacéo de citrato
€ ativada somente ap0s a exposicao das raizes ao aluminio.

A caracterizagcdo do ZmMATE2 indicou comportamento diferenciado do
ZmMATE1 e de outros MATE’s envolvidos na tolerancia ao aluminio em varios
aspectos. O ZmMMATE2 ndo compartilha da mesma identidade na sequéncia dos
aminoacidos com os MATE'’s, indicados para o transporte de citrato (MARON et al.,
2010). Neste mesmo trabalho foi realizada a analise funcional do ZmMATE2 em
Xenopus oocytes, mostrando que o0 gene € capaz de mediar uma atividade de
corrente interna em experimentos de TEVC (Two Electrode Voltage Clamp
Technigue) quando a concentracao extracelular de cations é minimizada. Isto sugere
que o gene pode ser o mediador do efluxo de anions. A natureza do substrato
transportado neste canal € ainda desconhecida. Possivelmente, 0 ZmMMATE2 pode
estar envolvido como um mecanismo de tolerancia diferente. Até hoje ndo se
conhece nenhum outro mecanismo além da exsudacdo de citrato em milho. As
raizes de milho também podem exsudar malato e fosfato, que possivelmente quelam
o aluminio, porém a taxa de exsudacdo ndo parece responder a exposicdo ao
aluminio (PINEROS et al., 2002). Estudos indicam que o aluminio pode liberar um
tipo de flavondide presente nas raizes de milho, sendo que estes compostos
fendlicos podem ser efetivos como agentes quelantes do préprio elemento
(BARCELO e POSCHENRIEDER, 2002).

2.5. Variedades crioulas de milho

As populacdes crioulas, também conhecidas como ragas locais ou landraces,
sdo genaotipos importantes para o melhoramento de plantas pelo elevado potencial
de adaptacdo que apresentam para condi¢cdes ambientais especificas (PATERNIANI
et al., 2000).

De maneira geral, as variedades crioulas sao cultivadas por pequenos
agricultores, os quais, devido ao baixo poder de investimento na implantagcdo da
lavoura, ndo fazem a correcdo de problemas comuns ao solo como a acidez ou a
falta de elementos essenciais ao desenvolvimento da planta. Além do baixo nivel
tecnologico disponivel a estes produtores, a falta de informagfes para a conducéo
da lavoura também se torna um fator limitante. Apesar disto, as variedades crioulas

possuem adaptacdo especifica a este tipo de ambiente, produzindo melhor se
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comparadas com hibridos de alta tecnologia e potencial produtivo cultivados nesta
mesma realidade. Por todas estas caracteristicas, € esperado em hipétese que as
variedades crioulas apresentem um comportamento diferenciado quando
submetidas a estresses abidticos, como por exemplo, a tolerancia ao aluminio, ja
que os solos em que sédo cultivadas sao tipicamente acidos e com elevada saturacéo
por AI**,

Em alto nivel tecnoldgico, as variedades crioulas, geralmente, sdo menos
produtivas que o0s cultivares comerciais. Entretanto, essas populacdes sao
importantes por constituirem fonte de variabilidade genética que podem ser
exploradas na busca de genes de interesse agricola (ARAUJO e NASS, 2002).
Machado et al. (1998) classificaram pelo menos 7 variedades de milho crioulo como
tolerantes apds avaliacdo de 36 genétipos em solugéo completa contendo 4,5 mg L™
de aluminio. Nas Ultimas décadas os melhoristas tém procurado ampliar a base
genética dos programas de melhoramento, principalmente devido a catastrofes
histéricas e/ou surtos epidémicos ocorridos nas grandes culturas agricolas no
mundo em funcéo da restricdo da variabilidade genética. Neste sentido, diversos
trabalhos tém sido realizados para caracterizar agronomicamente populacdes
crioulas de milho, visando sua utilizacdo em programas de pré-melhoramento.

Araujo e Nass (2002), avaliando o potencial genético per se de populacdes de
milho crioulo do banco de germoplasma do IAPAR, verificaram um grupo que
apresentou produtividade em niveis elevados, variando de 75,5 a 86,9% em relagéo
a um hibrido comercial (AG122). Estes valores indicam um excelente desempenho
destas populacdes, considerando que s&o crioulas e nao foram submetidas a
nenhum processo de selecdo artificial. Fato que ficou evidente quando a
produtividade destas foi comparada as variedades melhoradas BR 105 e BR 106,
onde as variedades crioulas Cayano Sobralia e Tupy Pita Sopé apresentaram
comportamento superior. Embora a grande maioria das variedades crioulas
apresentem rendimento de graos inferior aos hibridos comerciais, elas podem ser
consideradas importantes fontes de variabilidade genética para outras
caracteristicas agron6micas de interesse como: estatura, precocidade e
resisténcia/tolerancia aos estresses bidticos ou abioticos. Por outro lado, variedades
crioulas com desempenho inferior a 50% em relagdo a testemunha, limitariam a sua

utilizacdo direta pelos programas de melhoramento, onde a busca por genoétipos
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superiores em produtividade, resisténcia a pragas e doencas, € bastante competitiva
e de custo elevado (NASS e PATERNIANI, 2000).

A baixa utilizacdo do germoplasma de milho crioulo pelos programas de
melhoramento da cultura é atribuida principalmente: (1) auséncia da caracterizacao
agrondmica dos acessos, (2) reducéo do valor agronémico do germoplasma elite e
(3) tempo necessério de recombinacgdo/selecdo para retornar ao germoplasma elite
visando o desenvolvimento de genoétipos comerciais. Por outro lado, na presenca de
genes de interesse especificos, particularmente aqueles associados a tolerancia a
estresses abidticos, poderiam ser incrementados a incorporagcdo deste germoplasma
crioulo através de programas especificos de pré-melhoramento da cultura.

Considerando que a grande maioria dos solos onde as variedades crioulas
sdo cultivadas, sdo tipicamente acidos e com elevada saturacdo por aluminio &
esperado que a avaliacédo da tolerancia/sensibilidade de uma amostra de variedades
crioulas, oriundas de diferentes locais permita prospectar novas fontes de genes de
tolerancia ao aluminio possivelmente presentes neste germoplasma tropical de

milho.



3. MATERIAL E METODOS

Inicialmente foram implantados experimentos com 8 diferentes hibridos de
milho com o objetivo de avaliar o tempo de exposi¢cdo e a dose de aluminio mais
adequada para a separacao dos genotipos tolerantes dos sensiveis ao elemento. Na
sequéncia, foram instalados experimentos com dose de aluminio e tempo de
exposigcdo constantes, objetivando a selegdo de fontes de tolerancia/sensibilidade
numa amostra aleatéria de hibridos de diferentes empresas e também da avaliacdo
de uma amostra de variedades crioulas de milho do Banco de Germoplasma da
UEPG. Todos os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Genética

Molecular e de Sementes da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.1. Adequacédo do método para a selecdo de genotipos

Os experimentos visaram adequar um sistema mais simples e eficaz na
selecdo de gendtipos tolerantes/sensiveis ao aluminio baseado na exposicdo de
radiculas de milho em solucdo minima contendo apenas o aluminio e o calcio,
elemento indispensavel para o crescimento radicular.

Para os experimentos de adequacdo de doses de aluminio e tempo de
exposicdo foram utilizados 8 hibridos, sendo: H 13 e H 14 da empresa Pioneer
Sementes; H 22 e H 30 da empresa Syngenta e H 38, H 43, H 44 e H 51 da
empresa Dow Agrosciences. As sementes dos hibridos foram colocadas para
germinar em papel de germinagdo esterilizado. Para cada hibrido foram
acondicionadas 50 sementes por rolo de germinacdo num total de 8 rolos por hibrido
avaliado. Os rolos permaneceram em camara de germinacdo por 3 dias a 24°C e
umidade relativa de 100%, periodo suficiente para que as raizes principais
atingissem um comprimento médio de 3,5 a 4,5 cm.

As plantulas dos hibridos foram submetidas a uma solug¢do contendo 40 mg L~
! de Ca** (CaCl,) e aluminio nas doses de 0, 2, 4 e 6 mg L™ na forma de cloreto de
aluminio (AICI3.6H,0). O experimento foi implantado no delineamento de blocos

casualizados com trés repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema de
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parcela subdividida, onde nas parcelas estudou-se o efeito de doses de AI** (0, 2, 4
e 6 mg L) e na subparcela o efeito de hibridos de milho (H 13, H 14, H 22, H 30, H
38, H 43, H 44 e H 51). Para cada hibrido na respectiva dose de AlI** foram avaliadas
12 plantulas por repeticao.

Apés a selecdo das plantulas pré-germinadas foi medido o comprimento
inicial da raiz principal (cm) e as mesmas foram imediatamente transferidas para
bandejas de isopor com 96 células (12 x 8). A bandeja foi depositada sob a solucéo
contendo a respectiva dose do aluminio em um pote plastico transparente com
capacidade de 8 L, onde as raizes ficaram submersas (Figura 1). Neste experimento
as raizes permaneceram em solug&o por 96 h com aeracgdo constante e pH em torno
de 4,2. Apés 96 h de exposicdo foi medido novamente o comprimento da raiz
principal de todas as plantas nas respectivas doses de AlI** (comprimento apds 96
h). Na sequéncia os potes plasticos contendo a solucdo tratamento (Ca?* + AP
foram substituidos por outros contendo apenas solucdo de 40 mg L™ de Ca*
(CaCly). As plantulas permaneceram nesta solucdo por mais 48 h, com aeracao
constante e pH préximo de 4,2. Apés este periodo foi realizada a ultima avaliagdo do
comprimento da raiz principal (comprimento apos 48 h).

A partir do comprimento inicial da raiz, do comprimento apés 96 h no AlI** e do
comprimento ap6s 48 h no Ca®" foram calculados o crescimento radicular liquido
(DIF1), crescimento radicular final (DIF2) e seus relativos (DIFR1 e DIFR2),

conforme descrito abaixo:

DIF1= comprimento apés 96 h no AI** (cm) — comprimento inicial (cm);
DIF2= comprimento ap6s 48 h no Ca** (cm) — comprimento inicial (cm);
DIFR1= DIF1/ comprimento inicial (cm);

DIFR2= DIF2/ comprimento inicial (cm).

O segundo experimento foi realizado nas mesmas condi¢des (hibridos, doses
de AP*, tempo de exposicdo e respectivas avaliacdes) citadas no primeiro
experimento. A realizacdo deste experimento foi motivada pelo baixo rigor adotado

na escolha das plantulas dos respectivos hibridos que compuseram os tratamentos
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Figura 1. Aspecto visual do experimento de doses de AlI**. A- Visualizag&o dos 8 hibridos de milho
(horizontal) e as 12 plantulas por repeticao (vertical), B- Detalhe de uma bandeja (8 x 12)
representado a parcela no tratamento de 4 mg L™ de aluminio, C- Vis&o geral do

experimento. Ponta Grossa, 2011.
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do experimento anterior. Apesar de se tratar de gendtipos que apresentam
basicamente a mesma composicdo genética entre individuos, diferencas
pronunciadas no comprimento inicial da raiz dentro de cada hibrido foram
visualizadas. Neste sentido, procurou-se neste ensaio uniformizar o comprimento
inicial das raizes dos respectivos hibridos estudados.

O 3° experimento foi concebido com o intuito de estudar o tempo de
exposicao das raizes na solucdo contendo o aluminio. O ensaio foi instalado nas
mesmas condicdes (hibridos, doses de AI** e avaliagdes) do primeiro e segundo
experimentos. A diferenca diz respeito ao tempo de exposicdo ao aluminio das
plantulas de milho, com apenas 48 h, seguido das mesmas 48 h na solugao
contendo apenas 40 mg L™ de Ca #*.

As variaveis estudadas DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2, dos trés experimentos
foram submetidas a andlise de variancia. Para o0 1° e 2° experimentos na presenca
de efeito significativo da interacdo doses x hibridos procedeu-se o desdobramento
das doses do aluminio dentro de cada hibrido estudado, através da analise de
regressao, ajustando as equacfes para o modelo raiz quadrada. O desdobramento
dos hibridos dentro das doses foi realizado através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade para o 1° e 2° experimentos, enquanto que para o 3° experimento a
comparacdo das meédias foi realizada através do teste de DMS a 5% de
probabilidade. As andlises de variancia e os testes de médias foram realizados no
programa estatistico SISVAR versdo 5.3 (FERREIRA, 1999). As analises de
regressao foram realizadas no programa SAEG (RIBEIRO JUNIOR e MELO, 2008).

3.2. Caracterizacao da tolerancia/sensibilidade de hibridos de milho

A partir dos resultados obtidos nos experimentos preliminares, foi possivel
estabelecer a dose do aluminio e o tempo de exposicdo mais adequados para a
separacao dos genotipos tolerantes e sensiveis ao elemento. Visando a prospeccéo

I** dentro de uma amostra aleatéria de hibridos

de novas fontes de tolerancia ao A
comerciais ou pré-comerciais de diferentes empresas de sementes, foram avaliados
52 hibridos, sendo eles: 7 oriundos da Monsanto, 14 da Pioneer Sementes, 14 da
Syngenta e 17 hibridos da empresa Dow Agrosciences (Tabela 1).

Para a realizacdo do 4° experimento, as sementes dos 52 hibridos foram

colocadas para germinar em papel de germinacao esterilizado. Foram utilizadas 50
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Tabela 1. Relacdo dos hibridos comerciais/pré-comerciais de milho de diferentes empresas
produtoras de sementes. Ponta Grossa, 2011.

Hibrido * Tipo Condicao Empresa
H1 Duplo Comercial
H2 Triplo Comercial
H3 Simples Comercial
H4 Simples Comercial Monsanto
H5 Simples Comercial
H6 Simples Comercial
H7 Duplo Comercial
H8 Simples Comercial
H9 Triplo Comercial
H 10 Simples Comercial
H11 Triplo Comercial
H12 Simples Comercial
H13 Simples Comercial
H 14 Simples Comercial Pioneer Sementes
H 15 Simples Comercial
H 16 Simples Comercial
H17 Simples Comercial
H 18 Simples Comercial
H 19 Triplo Comercial
H 20 Triplo Comercial
H21 Simples Comercial
H 22 Simples Pré-comercial
H 23 Simples Pré-comercial
H?24 Simples Pré-comercial
H 25 Simples Comercial
H 26 Simples Pré-comercial
H 27 Simples Comercial
H 28 Simples Pré-comercial Syngenta
H 29 Simples Pré-comercial
H 30 Simples Pré-comercial
H 31 Simples Comercial
H 32 Simples Pré-comercial
H 33 Simples Pré-comercial
H34 Simples Pré-comercial
H 35 Simples Comercial
H 36 Simples Comercial
H 37 Simples Comercial
H 38 Simples Comercial
H 39 Triplo Comercial
H 40 Triplo Comercial
H41 Simples Comercial
H 42 Simples Comercial
H 43 Simples Comercial Dow Agrosciences
H 44 Simples modificado Comercial
H 45 Simples Comercial
H 46 Simples Comercial
H 47 Simples modificado Comercial
H 48 Triplo Comercial
H 49 Simples Comercial
H 50 Triplo Comercial
H51 Simples Comercial
H 52 Simples Comercial

*Os nomes dos hibridos das diferentes empresas foram codificados com a letra maitiscula

H seguido de uma numeracéo sequencial.
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sementes por rolo de germinacdo e 6 rolos por hibrido. Estes permaneceram em
camara de germinagédo por aproximadamente 3 dias a 24°C e 100% de umidade
relativa, periodo suficiente para que as raizes principais atingissem um comprimento
médio de 3,5 a 4,5 cm.

O experimento foi instalado no delineamento de blocos casualizados com trés
repeticbes. Os tratamentos foram constituidos por 52 hibridos (Tabela 1). Apos
rigorosa selecéo das plantulas foi medido o comprimento inicial da raiz principal (cm)
e as mesmas foram imediatamente transferidas para a solucdo minima contendo o
aluminio. As plantulas foram acondicionadas em bandejas de isopor com 288 células
(12 x 24). Cada linha da bandeja (12 células) representou as 12 plantulas avaliadas
por repeticdo em cada hibrido. As bandejas foram dispostas em tanque de fibra de
vidro medindo 2,1 m x 0,9 m x 0,25 m, com volume de 280 litros da solucéo
tratamento (Figura 2). A solucdo tratamento foi composta de dgua deionizada, 4 mg
L™ de aluminio (AICl5.6H,0) e 40 mg L™ de célcio (CaCl,).

As raizes permaneceram submersas na solucdo por 48 h com aeracédo
constante e pH em torno de 4,2. ApGs este periodo de exposicdo foi avaliado
novamente o comprimento da raiz principal em cm. As bandejas foram submetidas a
outro tanque com as mesmas dimensdes e capacidade, porém contendo solucdo
com apenas 40 mg L™ de célcio. Da mesma forma, a solucdo foi mantida com
aeracao constante e o pH em torno de 4,2. Apds 48 h na solucéo de calcio, as raizes
das plantulas foram submetidas a avaliacdo do comprimento final em cm
(comprimento ap6s 48 h no Ca®"). As variaveis analisadas neste experimento foram
o DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2. Calculou-se ainda o indice de Tolerancia Relativo ao

aluminio (ITRa) pela expresséo adaptada de Camargo et al. (1991) sendo:

(DIFx — DIFs)
VI [ ——— x 4,0] +1,0
(DIFT — DIFs)
Onde:
DIFx = dados de DIF obtidos para cada hibrido;
DIFs = dados de DIF obtido no controle sensivel;

DIF+ = dados de DIF obtido no controle tolerante.

Dessa forma, os controles sensivel e tolerante assumem valores de ITRy

iguais a 1,0 e 5,0, respectivamente.



Figura 2. Visualizacdo do experimento de tanque com 4 mg L™ de A** + 40 mg L™ de Ca®*. A- Visdo
geral do experimento. B- Detalhe de parte de uma bandeja contendo as plantulas dos

hibridos. C- Amostra de alguns hibridos de milho e suas respectivas plantulas na repetigdo.
Ponta Grossa, 2011.

40
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O 5° experimento foi realizado com a mesma metodologia (hibridos, dose e
avaliacbes) adotada no experimento anterior, porém com alteracdo no periodo de
exposicdo das raizes na solucéo tratamento (A**) de 48 h para 96 h. Esta hip6tese
foi levantada no sentido de confirmar o ranqueamento dos hibridos previamente
expostos ao AI** por 48 h e verificar uma possivel resposta de tolerancia em parte
destes hibridos quando expostos ao elemento por um periodo mais prolongado.

3.3. Caracterizacao da toleréancia/sensibilidade de variedades crioulas de milho

O 6° experimento visou avaliar a tolerancia/sensibilidade ao aluminio numa
amostra aleatéria de variedades crioulas do banco de germoplasma da UEPG
(Tabela 2). Estas variedades foram obtidas através de parcerias entre a UEPG e
centros de pesquisa publica como: FEPAGRO - Verandpolis / RS, EMBRAPA —
CPACT - Pelotas / RS, associacfes de pequenos produtores rurais hos municipios
de Ponta Grossa e Rio Azul, no estado do Parand e do municipio de Muqui no
estado do Espirito Santo.

Neste experimento foram utilizados 2 hibridos como tratamentos
testemunhas. Os hibridos H 44 (Dow Agrosciences) como padrao de tolerancia e os
hibridos H 22 (Syngenta) como padrdo de sensibilidade. As sementes das
variedades crioulas passaram por um processo de desinfestacéo superficial, no qual
foram rinsadas em alcool 70% por 40 segundos, seguido da imersdo em solucao de
hipoclorito de sédio (5%) por 60 segundos e uma sequéncia final de trés lavagens
em agua deionizada esterilizada. As sementes foram colocadas para germinar em
papel de germinacédo esterilizado. Foram utilizadas 50 sementes por rolo de
germinacdo e 8 rolos por variedade. Estes permaneceram em camara de
germinacao por aproximadamente 3 dias com temperatura de 24°C e umidade
relativa de 100%, periodo suficiente para que as raizes atingissem um comprimento
médio de 3,5a 4,5 cm.

O experimento foi instalado no delineamento de blocos casualizados com trés
repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de 50 variedades crioulas mais 2
hibridos como testemunhas, totalizando 52 tratamentos. Ap0s a selecdo das

plantulas foi medido o comprimento inicial da raiz principal (cm) e as mesmas foram
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Tabela 2. Relacdo das variedades crioulas de milho do banco de germoplasma da UEPG
com 0s respectivos locais de coleta. Ponta Grossa, 2011.

Tratamento

Variedade Crioula

Local de coleta

Vi
V2
V3
V4
V5
V 6
V7
V8
V9
V10
V11
V12
V13
V14
V15
V 16
V17
V18
V19
V 20
V21
V22
V 23
V24
V 25
V 26
Vv 27
V 28
V 29
V 30
V31
V 32
V 33
V 34
V 35
V 36
Vv 37
V 38
V 39
V 40
V41
V 42
V 43
V44
V 45
V 46
V 47
V 48
V 49
V 50

Caiano FE 121
Pintadinho FE 109
Catete Amarelo
Cunha

Roxo indio |

Dente de Ouro 2
Branco Dentado
Argentino FE128
Cinquentinha

Roxo Indio Il

Caiano Rajado

BR 451

Argentino Flint
Pop.5 (CNMS 5)
Dente de Ouro
Branco Duro Cangucu
Colonial

Crioulo Rosa
Crioulo Rajado
Branco Oito Carreiras
Crioulo

Crioulo Riscado
Crioulo Sabugo Fino

Sabuguinho Cabo Roxo

RS-22

Crioulo Verandpolis
Crioulo Palha Roxa
Crioulo Asteca
Crioulo Cunha Roxo
IPR-119

Milho Caiano

Milho Branco
Cravinho

Milho Paiol

Milho Carioca
Milho Amarelo Antigo
Milho Encantilado
Asteca

Nutricional

Milho Branco
Caiano

Milho Palha Roxa
Milho Pérola

Milho Mistura
Carioca

Milho Branco para Palha

Milho Amarelo Antigo
Milho Palha Roxa
Eldorado

Fortaleza

Tenente Portela — RS
Canela - RS
Cangucu — RS
Ibarama — RS
Canguclu — RS
Pelotas — RS
Canguclu — RS
Alto Unido — RS
Ibarama — RS
Cangucu — RS
Cangucu — RS
Pelotas — RS
Cangucu — RS
Pelotas — RS
Cangucl — RS
Pelotas — RS
Pelotas — RS
Veranopolis — RS
Veranopolis — RS
Veranopolis — RS
Veranodpolis — RS
Veranodpolis — RS
Veranodpolis — RS
Veranodpolis — RS
Veranopolis — RS
Veranopolis — RS
Veranopolis — RS
Veranopolis — RS
Veranodpolis — RS
Londrina — PR
Ponta Grossa — PR
Ponta Grossa — PR

Rio Azul
Ponta Grossa — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Rio Azul — PR
Muqui - ES

Muqui — ES
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imediatamente transferidas para bandejas de isopor com 288 células (12 x 24). Cada
linha da bandeja (12 células) representou as 12 plantulas avaliadas em cada
repeticdo por tratamento. As bandejas foram dispostas em tanque de fibra de vidro
(2,1 x 0,9 x 0,25 m), com volume de 280 litros da solucdo tratamento (4 mg L™ de
APP* e 40 mg L™ Ca®).

As raizes permaneceram submersas na solucdo por 48 h com aeracao
constante e pH em torno de 4,2. ApGs este periodo de exposicdo foi avaliado
novamente o comprimento da raiz principal em cm. As bandejas foram submetidas a
outro tanque com as mesmas dimensdes e capacidade, porém contendo apenas
solugdo minima com 40 mg L™ de célcio. As plantulas permaneceram por 48 h
qguando foi realizada a ultima avaliacdo do comprimento da raiz principal em cm
(comprimento ap6és 48 h Ca®"). As variaveis analisadas foram DIF1, DIF2, DIFR1,
DIFR2 e ITRA.

Os dados coletados de todas as variaveis foram submetidos a analise de
variancia e as médias dos tratamentos submetidos a andlise de agrupamento de
Scott & Knott a 5% de probabilidade através do programa SASM-Agri verséo 8.2
(CANTERI et al., 2001).

3.4. Estimativas de parametros genéticos para a tolerancia ao AI** em milho

Para as variaveis estudadas DIF1, DIF2, DIFR1, DIFR2 nos respectivos
experimentos (hibridos e variedades crioulas), foram estimados os parametros
genéticos através da esperanca matematica dos quadrados meédios da analise de
variancia de acordo com Vencovsky e Barriga (1992).

A estimativa da variancia genética foi obtida por: 6%g = 1/r(QMt — QMe),
sendo (r) o numero de repeticbes, (QMt) o quadrado médio de hibridos ou
variedades crioulas e (QMe) o quadrado médio do erro, obtidos através da analise
de varidncia. A varidncia ambiental foi calculada através: &% = QMe. A

a’g

herdabilidade no sentido amplo foi estimada através: h? = ——>——. O desvio
e T

padrdo da variancia genética foi calculado por: dp,, = /6%g. Além disto, foram

\Jo2%g

0

estimados o coeficiente de variagdo genetica: CV, = .100, o coeficiente de
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variacdo do erro experimental: CV, =

[=2
; £.100, sendo Y, a média geral da variavel e
0
. ~ CV,
0 quociente b = =2,
CV,

e



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios métodos para a avaliagcdo da tolerancia ao aluminio em plantas tém
sido desenvolvidos, principalmente aqueles baseados em solugéo nutritiva completa.
Além da facilidade na conducao e avaliacdo de um grande numero de gendétipos,
este tipo de metodologia evita a interferéncia de fatores ndo controlaveis do solo. A
composicdo ideal da solucdo nutritiva tem sido objeto de estudo de diversos
trabalhos (CAMARGO e OLIVEIRA, 1981; CAMARGO, 1985; CAMARGO e
FELICIO, 1987; CAMBRAIA et al., 1991; CAMBRAIA e CAMBRAIA, 1995;
MAZZOCATO et al.,, 2002; SPHEAR e SOUZA, 2004; CONCEICAO, 2006;
MARTINS et al., 2006). A grande maioria dos trabalhos de tolerancia ao AI*":
Magnavaca (1982); Furlani e Furlani (1988); Cambraia et al. (1991); Cambraia e
Cambraia (1995); Brondani e Paiva (1996); Martins et al. (1999); Giaveno e Miranda
Filho (2000); Prioli et al. (2000); Alves et al. (2004); Andrade Junior et al. (2005);
Maron et al. (2008) sdo baseados em adaptacdes da solucdo nutritiva completa de
Clark (1975).

Nos ultimos anos, alguns autores tém proposto a utilizacdo de solucao
minima (aluminio + calcio) para a caracterizacdo de genétipos (MAZZOCATO et al.,
2002; CONCEICAO, 2006; CONCEICAO et al., 2009). Além da complexidade no
preparo da solucado nutritiva completa, existe a possibilidade da complexacéo do Al**
com outros elementos fazendo com que este ndo esteja disponivel na concentracao
desejada. O ajuste adequado do Ca** na solucdo minima é de extrema importancia,
ja que este elemento é indispensavel para o crescimento radicular. O AI** e o Ca?
tem como acdo comum a membrana plasmética, sendo que o aumento na
concentragdo de um afeta a intensidade e os efeitos do outro. A realizacdo de
diferentes experimentos de doses de aluminio e tempo de exposi¢cao permitiram
adequar a metodologia de solugdo minima visando melhorar a eficiéncia na selegéo

de genotipos tolerantes e sensiveis ao elemento. Particularmente, as variaveis
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analisadas (DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2) foram eficientes na separacdo e
classificagcdo de diferentes germoplasmas de milho com relagcdo a tolerancia ao

aluminio em solucéo.

4.1. Adequacdo do método para a selecdo de genotipos

Os resultados das analises de variancia do 1° e 2° experimentos,
evidenciaram efeito significativo (Pr < 0,01) para as fontes de variacao dose, hibrido
e da interacdo hibrido x dose para as variaveis DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2 (Tabelas
3ed).

No 1° experimento, os coeficientes de variacdo na parcela oscilaram de 26,3
(DIF2) a 42,3% (DIFR1) e na subparcela de 7,1 (DIF1) a 17,4% (DIFR2) (Tabela 3).
A maior magnitude e amplitude de variacdo observada na parcela pode ser atribuida
a desuniformidade no comprimento inicial das raizes no momento da instalacdo do

experimento.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia do 1° experimento para as variaveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido
relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em fungéo das doses de aluminio,
hibridos de milho e da interag&o hibridos x doses. Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variacao G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 1,60 2,21 0,17 0,29
Doses 3 531,24 **  1429,46 ** 24,31 ** 66,30 **
Residuo (a) 6 1,50 2,22 0,14 0,24
Hibridos 7 0,68 ** 2,17 ** 0,11 ** 0,34 **
Hibridos x Doses 21 0,91 ** 2,99 ** 0,08 ** 0,29 **
Residuo (b) 56 0,08 0,19 0,02 0,04
Desdobramento

Dose 0 7 2,76 ** 10,39 ** 0,30 ** 1,17 **
Dose 2 7 0,23 * 0,34 0,02 0,02
Dose 4 7 0,28 ** 0,30 0,014 0,010
Dose 6 7 0,13 0,11 0,010 0,009
CVparcela (%) 30,6 26,3 42,3 39,5
C:Vsubparcela (%) 711 7,7 15,4 17,4
Média 4,00 5,67 0,88 1,24

* ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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O mesmo comportamento foi observado por Mazzocato et al. (2002), onde
diferengas de germinacao entre os hibridos avaliados resultaram em coeficientes de
variacdo bastante elevados. Os autores propuseram para reduzir a desuniformidade,
a utilizacdo de maior numero de sementes na germinacao e selecdo mais criteriosa
das plantulas para a composicdo das repeticbes dos tratamentos. Estas medidas
foram adotadas na realizacdo do 2° experimento, as quais ocasionaram uma certa
reducdo na magnitude e na amplitude dos coeficientes. Para parcela os valores do
CV variaram de 11,0 (DIFR2) a 31,2% (DIFR1) e na subparcela de 14,6 (DIF2) a
29,2% (DIF1) (Tabela 4). De acordo com Scapim et al. (1995) os valores de CV
obtidos neste experimento estariam adequados para experimentos desta natureza.

O desdobramento da interacdo doses de AlI** dentro de cada hibrido de milho,
no 1° experimento, demonstrou queda drastica no crescimento radicular de todos os
hibridos avaliados com o aumento das doses de aluminio, com ajuste adequado ao
modelo da regresséo raiz quadrada (R? = 0,99), para todas as variaveis DIF1, DIF2,
DIFR1 e DIFR2 (Figuras 3, 4, 5, e 6). Com apenas 2 mg L™ de AP na solugéo
minima o sistema radicular sofre acentuada reducdo. Esta tendéncia de queda,
porém em menor magnitude, foi observada para todos os hibridos até a dose de 4
mg L, a partir da qual os efeitos prejudiciais do elemento sdo tdo evidentes que
praticamente paralisaram o crescimento do sistema radicular das plantulas. A
avaliacdo dos hibridos de milho para a variavel DIF1 demonstrou o crescimento

radicular liquido depois da exposicdo por 96 h ao AlI**

nas respectivas doses. Por
outro lado, o DIF2 representou o crescimento radicular final dos hibridos apds 48 h
em solucdo minima contendo apenas 40 mg L™ de Ca?". De maneira geral, a analise
grafica do desdobramento de cada hibrido nas respectivas doses de Al
demonstrou comportamento muito similar para o crescimento liquido e para o
crescimento radicular final (Figuras 3 e 4), bem como para seus valores relativos
(Figuras 5 e 6).

A particdo da interacdo hibridos de milho dentro de cada dose de aluminio
demonstrou diferencas significativas (Pr < 0,01) entre os hibridos nas doses 0 e 4
mg L™ e diferencas significativas (Pr < 0,05) na dose 2 mg L™ para a variavel DIF1.
Para as variaveis DIF2, DIFR1 e DIFR2 a analise demonstrou diferencas

significativas entre os hibridos apenas na dose 0 (Tabela 3).
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Figura 3. Efeito do desaobramento das doses de A
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(0, 2,4 e 6 mgL")em cada hibrido através do
modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIF1 (1° experimento). * Pr < 0,05 e **
Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 4. Efeito do desdobramento das doses de Al (0,2,4e6mg L"l) em cada hibrido através do
modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIF2 (1° experimento). * Pr < 0,05 e **
Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 5. Efeito do desdobramento das doses de AI** (0, 2, 4 e 6 mg L™) em cada hibrido através do

modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIFR1 (1° experimento). * Pr < 0,05 e **
Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Para a variavel DIF1 a andlise das médias evidenciou grande variacdo no
crescimento radicular entre os hibridos analisados na auséncia do AI**. O menor
crescimento na dose O foi observado nos hibridos H 44 e H 38 com 9,68 e 9,89 cm
de comprimento radicular, respectivamente. Por outro lado, os hibridos H 13 e H 43
apresentaram maior comprimento radicular com 12,36 e 12,14 cm, respectivamente
(Figura 7-A). As diferencas de crescimento observadas nesta dose possivelmente
estejam associadas ao vigor inicial existente entre os hibridos.

Ainda, com relacdo & DIF1, na dose de 2 mg L™ o crescimento radicular
variou de 1,81 no H 13 a 2,64 cm no H 44, os quais diferiram estatisticamente entre
si, ndo diferindo dos demais hibridos. Ao observar a dose de 4 mg L™, o hibrido que
teve o crescimento radicular mais afetado foi o H 30 com apenas 0,83 cm de DIF1.
Nesta mesma dose, os hibridos H 44, H 43 e H 38 destacaram-se com crescimento
radicular de 1,82, 1,73 e 1,57 cm, respectivamente, porém ndo diferiram
estatisticamente de H 13, H 14 e H 22 (Figura 7-A).

A auséncia de diferencas significativas no crescimento radicular entre os
hibridos de milho quando expostos a dose de 6 mg L™, possivelmente esteja
associada a alta toxidez provocada pela elevada concentragcdo do aluminio em
solucdo. A interferéncia no crescimento radicular causada pelo AlI** afetou inclusive
aqueles hibridos (H 38, H 43 e H 44) que apresentaram comportamento tolerante
nas doses mais baixas. A mesma tendéncia foi observada por Cambraia et al. (1991)

I** nas doses 2, 4,

ao testar dois cultivares de sorgo em solucao nutritiva contendo A
6, 8 e 10 ppm. Os autores relataram que a partir de 6 ppm as diferencas entre as
cultivares sensiveis e tolerantes tenderam a desaparecer, enfatizando a importancia
da escolha correta da concentracdo de aluminio, para maximizar o diferencial de
resposta a este elemento.

O crescimento radicular final (DIF2) variou de 14,43 no H 44 a 19,37 cmno H
43 na dose O (Figura 7-B). Para o DIFR1, nesta mesma dose, observou-se que 0
hibrido com o maior crescimento radicular foi o H 14 com 2,75, equivalente a 275%
de crescimento em relacdo ao comprimento inicial. Por outro lado, o hibrido H 44
cresceu apenas 199% (Figura 7-C). Para o crescimento relativo final (DIFR2) houve
variacao de 291% (H 44) a 460% (H 14) em relacdo ao comprimento radicular inicial

(Figura 7-D).
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Figura 7. Efeito do desdobramento dos hibridos (H 13, H 14, H 22, H 30, H 38, H 43, H 44 e H 51)
nas respectivas doses de A% (0,2,4e6mgL™). A-DIF1 (crescimento radicular liquido),
B - DIF2 (crescimento radicular final), C - DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e D
- DIFR2 (crescimento radicular final relativo); (1° experimento). Ponta Grossa, 2011.
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Observa-se que o sistema radicular do hibrido H 43 apresentou alto vigor
quando exposto a solucdo minima na auséncia de AI**, estando ranqueado entre os
genaotipos superiores em todas as variaveis analisadas. Por outro lado, o hibrido H
44 apresentou menor vigor quando comparado aos demais hibridos nesta mesma
dose para DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2. Entretanto, quando exposto nas doses 2 e 4
mg L™? (DIF1), destacou-se com maior crescimento radicular. Possivelmente, este
comportamento seja explicado pela presenca de genes de tolerancia neste genotipo.
Embora este crescimento ndo tenha sido visualizado para as demais variaveis nas
respectivas doses do 1° experimento.

O 2° experimento apresentou resultados bastante semelhantes. As fontes de
variacdo doses e a interacéo hibridos x doses revelaram diferencas significativas (Pr
< 0,01) para todas as variaveis analisadas. Da mesma forma para a fonte de
variagdo hibridos nas variaveis DIF2, DIFR1 e DIFR2. Apenas para a variavel DIF1 a
analise demonstrou diferencas significativas numa probabilidade mais elevada a 5%
(Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de varidncia do 2° experimento para as variaveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido
relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em fung&o das doses de aluminio,
hibridos de milho e da interag&o hibridos x doses. Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variagéo G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 1,60 1,26 0,36 0,17
Doses 3 1179,93 ** 2358,01** 68,04 ** 138,54 **
Residuo (a) 6 1,80 1,36 0,22 0,04
Hibridos 7 7,61* 8,35 ** 0,57 *  1,01**
Hibridos x Doses 21 8,39 ** 7,23 ** 0,46 * 0,64 **
Residuo (b) 56 3,40 1,33 0,09 0,12
Desdobramento

Dose 0 7 30,55 * 27,28 ** 1,76 ** 2,72 **
Dose 2 7 0,81 1,43 0,07 0,10
Dose 4 7 1,04 0,90 0,08 0,07
Dose 6 7 0,39 0,43 0,039 0,04
CVparcela (%) 21,2 14,7 31,2 11,0
CVsubparcela (%) 29,2 14,6 20,2 18,1
Média 6,32 7,91 1,50 1,89

* ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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As Figuras 8, 9, 10 e 11 representam os resultados do desdobramento das

doses de Al

dentro de cada hibrido analisado. O comportamento dos 8 hibridos foi
bastante similar ao observado no 1° experimento, verificando-se decréscimo
acentuado no crescimento radicular a medida que a concentragcdo de aluminio
aumentou. Da mesma forma, o modelo de regressédo raiz quadrada explicou este
comportamento com coeficiente de determinacéo de 99%, sendo possivel observar
as maiores quedas no crescimento radicular até a dose de 4 mg L™, a partir da qual
verificou-se uma tendéncia de paralizacdo do crescimento radicular na presenca do
elemento.

O desdobramento da interagdo hibridos de milho dentro das respectivas
doses de aluminio evidenciou a auséncia de diferencas significativas entre os
hibridos nas doses 2, 4 e 6 mg L™ para todas as variaveis analisadas. Da mesma
forma que no 1° experimento diferengas significativas (Pr < 0,01) foram reveladas
apenas na dose 0O (Tabela 4). De maneira geral, houve grande variacdo no
crescimento radicular dos hibridos na auséncia do AI**. Para a variavel DIF1 o
hibrido H 22 atingiu crescimento maximo de 21,19 cm (Figura 12-A). Os hibridos H
43 apresentou maior crescimento radicular final (DIF2) com 27,84 cm, nao diferindo
estatisticamente de H 30 (Figura 12-B). Quando observado o crescimento relativo
verificou-se que os hibridos H 14 com DIFR1 de 5,57 ou 537% e H 38 de 2,94 ou
294% apresentaram maior e menor crescimento, respectivamente, em relacdo ao
comprimento inicial (Figura 12-C). Para o crescimento relativo final o hibrido H 14
destacou-se em relacdo aos demais gendtipos com 689% em relacdo ao
comprimento inicial diferindo estatisticamente de H 13, H 22, H 38, H 44 e H
51(Figura 12-D). As diferencas apresentadas entre os hibridos para todas as
variaveis analisadas nesta dose sdo decorrentes das diferencas no vigor inicial das
sementes para cada hibrido.

A tendéncia observada neste experimento confirmam os resultados do 1°
experimento. Em ambos 0s ensaios verificou-se que a partir da dose 4 mg L™ a

inibicdo causada pelo AI**

no crescimento radicular tende a atingir um patamar, n&o
sendo necessario a utilizagdo de doses maiores para a discriminagdo dos genotipos.
Porém, para a maioria das variaveis analisadas ndo foram observadas diferengas
significativas entre os genoétipos nesta dose, exceto para a variavel DIF1 no 1°
experimento. Provavelmente, o periodo de 96 h de exposi¢cdo ao aluminio, ao qual

os hibridos foram submetidos, foi muito prolongado. Alguns autores tém observado
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Figura 8. Efeito do desdobramento das doses de Al** (0, 2, 4 e 6 mg L™") em cada hibrido, através do
modelo de regressao raiz quadrada para a variavel DIF1 (2° experimento). * Pr < 0,05 e **
Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Efeito do desdobramento das doses de AI3+(O, 2,4e6mg L'l) em cada hibrido, através do
modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIFR1 (2° experimento). * Pr < 0,05 e

** Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 12. Efeito do desdobramento dos hibridos (H 13, H 14, H 22, H 30, H 38, H 43, H 44 e H 51)
nas respectivas doses de AP (0,2, 4e6mg L'l). A - DIF1 (crescimento radicular liquido),
B - DIF2 (crescimento radicular final), C - DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e
D - DIFR2 (crescimento radicular final relativo); (1° experimento). Ponta Grossa, 2011.
*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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diferencas entre gendtipos de milho mesmo quando estes sdo expostos a solugéo
completa com AI** por um periodo maior que 96 h (MARTINS et al., 1999; PRIOLI et
al., 2000; PATERNIANI e FURLANI, 2002; ALVES et al., 2004). Por outro lado,
Mazzocato et al. (2002), Concei¢do (2006) e Conceicao et al. (2009) utilizando
solugdo minima, verificaram diferencas significativas entre genoétipos apos 48 h de
exposicdo ao elemento. Neste sentido, optou-se por reduzir o periodo de exposi¢ao
ao A" nas respectivas doses para 48 h, visando a melhor discriminacdo dos
genaotipos em estudo.

No 3° experimento os resultados das analises de varidncia demonstraram
diferencas altamente significativas (Pr < 0,01) para as fontes de variacdo doses,
hibridos e da interacdo hibridos x doses para as variaveis DIF1, DIF2, DIFR1 e
DIFR2. Os coeficientes de variacdo deste experimento apresentaram valores
relativamente baixos, com oscilacdo de 12,6 (DIF1) a 21,8% (DIFR2) nas parcelas e
de 8,9 (DIFR1) a 10,1% (DIFR2) nas subparcelas, fato que indica a boa precisao

experimental com que os dados foram coletados (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da analise de varidncia do 3° experimento para as variaveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido
relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em fung&o das doses de aluminio,
hibridos de milho e da interag&o hibridos x doses. Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variacao G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 1,03 0,20 0,04 0,21
Doses 3 248,51 ** 1226,02* 12,21 ** 59,06 **
Residuo (a) 6 0,27 0,73 0,02 0,09
Hibridos 7 3,18 ** 11,20** 0,26 *  0,85**
Hibridos x Doses 21 0,96 ** 14,13*  0,05* 0,72 **
Residuo (b) 56 0,16 0,34 0,01 0,02
Desdobramento

Dose 0 7 3,39 ** 50,86 ** 0,25* 2,85 **
Dose 2 7 1,21 ** 1,19 ** 0,06 ** 0,062 *
Dose 4 7 0,75 ** 0,78 * 0,057 ** 0,060 **
Dose 6 7 0,70 ** 0,77 * 0,04* 0,03
CVparcela (%) 12,6 13,4 17,3 21,7
CVaubparcela(%) 9,6 9,1 8,9 10,1
Média 4,11 6,39 0,88 1,37

* ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.
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As analises revelaram diferencas significativas (Pr < 0,01) para o
desdobramento da interagdo doses de aluminio dentro de cada hibrido de milho para
todas as variaveis. De modo geral, o comportamento dos hibridos foi muito similar ao
ocorrido nos dois primeiros experimentos. Verificou-se queda acentuada no
crescimento radicular na dose 2 até 4 mg L™, a partir da qual o mesmo foi
estabilizado. A dose 4 tende a ser o ponto de maior queda no crescimento a partir

I** sd0 mantidos. O modelo de regressdo raiz quadrada

da qual os efeitos do A
explicou este comportamento com coeficiente de determinacdo de 99% nos 8
hibridos para as variaveis DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2 (Figuras 13, 14, 15 e 16).

Para as variaveis DIF1 e DIFR1, a andlise do desdobramento dos hibridos
dentro das doses de aluminio, demonstrou diferencas altamente significativas (Pr <
0,01) para todas as doses avaliadas. Para o DIF2, diferencas altamente
significativas (Pr < 0,01) foram visualizadas nas doses 0 e 2 mg L™ e diferencas
significativas (Pr < 0,05) nas doses 4 e 6 mg L™. Por outro lado, para a variavel
DIFR2, apenas na dose 6 mg L™ ndo foram encontradas diferencas significativas
(Tabela 5).

Os resultados obtidos através das comparacBes de médias das variaveis
DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2 dos 8 hibridos de milho nas respectivas doses de AlI**
podem ser visualizados na Figura 17. Para a variavel DIF1 na auséncia de aluminio,
houve grande a variacdo no crescimento radicular entre os hibridos que dizem
respeito ao vigor inicial das sementes de cada genoétipo, sendo o H 43 com maior
crescimento e os hibridos H 44, H 22 e H 13 com o menor vigor inicial (Figura 17-A).
De maneira geral, os resultados demonstraram uma alteracdo no posicionamento
dos hibridos em relacdo a dose 0, quando os mesmos foram expostos a doses

I**. Na dose 2 mg L™?, houve destaque positivo para os hibridos H

crescentes de A
44, com maior crescimento radicular (4,25 cm) e H 38. Ao passo que os hibridos H
13, H 51, H 30 e H 22 apresentaram o menor crescimento radicular com amplitude
variando de 2,67 a 2,58 cm possivelmente pela maior sensibilidade ao elemento
toxico (Figura 17-A). A exposicdo destes hibridos na dose 4 mg L™ possibilitou
visualizar que o maior crescimento radicular foi obtido novamente para o H 44 com
3,03 cm e H 38 com 3,10 cm, os quais nao diferiram estatisticamente do H 43 e do H
14. Por outro lado, os hibridos H 22 e H 30 apresentaram um crescimento radicular

de apenas 1,98 e 1,76 cm, respectivamente. Da mesma forma, a exposicéo a dose
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Figura 13. Efeito do desdobramento das doses de AI3+(O, 2,4e6mg L'l) em cada hibrido, através do
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Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 14. Efeito do desdobramento das doses de AI3+(O, 2,4e6mg L'l) em cada hibrido, através do
modelo da regresséo raiz quadrada para a variavel DIF2 (3° experimento). * Pr < 0,05 e **
Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.



DIFR1

3,00

2,25

1,50

0,75

0,00

3,00

225

1,50

0,75

0,00

3,00

225

H13
§=1,66-1,14 Vx+0,24 x
R=0,99*
0 2 4 6
H22
§=1,53-102Vx+0,21x
R:0,00*
0 2 4 6
H 38

1,50 §=194-1,11Vx+0,23x
R'=099*
0,75
D.DD_E‘
0 2 4 6
500 H 44
2,25
1.50 §=1,70-0,79 ¥x + 0,12 x
R'=099*
075
0,00L
= - r :
0 2 4 6
Doses
Figura 15.

3,00

2,25

0,75

0,00

3,00

2,25

1,50

0,75

0,00

3,00

2,25

1,50

0,75

0,00

3,00

2,25

0,75

0,00

65

H14

§=2,33-1,57 Vx + 3,43 x
R=099"

H30

§=1,90-1,35x +0,29

R=099"

H43

§=2,28-1,45Vx + 0,29 x
R=099*

H 51

§=202-152x+035x
R=099"

Doses

Efeito do desdobramento das doses de AI3+(O, 2,4e6mg L'l) em cada hibrido, através do

modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIFR1 (3° experimento). * Pr < 0,05 e
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Efeito do desdobramento das doses de AI3+(O, 2,4e6mg L'l) em cada hibrido, através do
modelo da regressao raiz quadrada para a variavel DIFR2 (3° experimento). * Pr < 0,05 e

** Pr < 0,01. Ponta Grossa, 2011.
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6, manteve os hibridos H 44, H 38 e ainda o H 43 com maior crescimento radicular.
Por outro lado, os hibridos H 22, H 51, H 13 e H 30 apresentaram 0 menor
desenvolvimento radicular (Figura 17-A). Estes resultados demonstram claramente
uma relacao de tolerancia dos hibridos H 44 e H 38 ao aluminio presente na solucéo
minima nas doses 2, 4 e 6 mg L em funcdo da avaliagdo da variavel DIF1.
Particularmente, a maior sensibilidade ao aluminio nas respectivas doses, foi
observada para os hibridos H 13, H 22, H 30 e H 51 (Figura 17-A).

Para a variavel DIF2, representada pelo crescimento radicular final apos

I** (48 h) seguido de 48 h em solucdo minima contendo apenas Ca?",

exposicao ao A
a analise revelou na dose 0, grandes diferencas de crescimento radicular que dizem
respeito aos diferentes niveis de vigor apresentados pelos hibridos. Na dose 2, a
analise das médias demonstrou que os hibridos H 44 e H 38 apresentaram
crescimento radicular de 4,60 e 4,14 cm, respectivamente, porém ndo diferiram
estatisticamente de H 14 e H 43. O hibrido H 30 teve o menor crescimento radicular
nesta dose com apenas 2,78 cm (Figura 17-B). Este comportamento reflete
claramente o padrdo de tolerancia para os primeiros hibridos citados e de
sensibilidade para o ultimo. O posicionamento destes hibridos manteve-se inalterado
nas doses 4 e 6 mg L. Ou seja, os hibridos H 44, H 38 e H 43 continuaram
apresentando o maior crescimento radicular diferindo estatisticamente dos demais e
o H 30 ranqueado com o menor crescimento radicular (Figura 17-B). A analise desta
segunda variavel (DIF2) vem de encontro com o observado para o DIF1, onde os
hibridos H 44 e H 38 mesmo quando expostos a doses crescentes de Al*,
demonstraram crescimento radicular estatisticamente superior aos demais,
confirmando a hipétese de que os mesmos sejam considerados fontes de tolerancia
a este elemento. Por outro lado, o hibrido H 30, estatisticamente inferior em todas as
doses de AI** e os hibridos H 13, H 22 e H 51 (intermediario a inferior) poderiam ser
considerados como gen6tipos mais sensiveis a exposicado ao aluminio em funcéo da
auséncia de genes de tolerancia a este elemento.

Os resultados obtidos para as variaveis DIFR1 e DIFR2 (crescimento liquido e
crescimento relativo final) demonstraram praticamente 0 mesmo ranqueamento dos
hibridos nas respectivas doses de AI**, com pequenas alteracbes em alguns
hibridos. Na dose 2 a variavel DIFR1 revelou que os hibridos H 14, H 38, H 43 e H
44 apresentaram crescimento liquido variando de 75 a 83% em relagcdo ao

comprimento inicial. Na dose 4, para esta variavel, o hibrido H 38 destacou-se com
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Figura 17. Efeito do desdobramento dos hibridos (H 13, H 14, H 22, H 30, H 38, H 43, H 44 e H 51)
nas respectivas doses de AP (0,2,4e6mg L'l) A - DIF1 (crescimento radicular liquido), B - DIF2
(crescimento radicular final), C - DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e D - DIFR2
(crescimento radicular final relativo); (1° experimento). Ponta Grossa, 2011. *Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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crescimento de 71%. Por outro lado, os hibridos H 13, H 30 e H 22 cresceram
apenas 40, 38 e 35%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente de H 51.
Mesmo na dose mais elevada de aluminio o hibrido H 38 destacou-se com 58% de
crescimento do sistema radicular, ndo diferindo estatisticamente dos hibridos H 14 e
H 44. Por outro lado, a maior sensibilidade foi observada para os hibridos H 22, H 13
e H 30 (Figura 17-C).

Para DIFR2 as diferencas entre os hibridos na presenca do AI** em solucéo
foram observadas apenas nas doses 2 e 4 mg L. Na menor dose do elemento (2
mg L™) destaque para os hibridos H 44, H 38 e H 43 com crescimento relativo final
de 89, 87 e 86%, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente do H 14. Na dose
4, o maior crescimento foi observado no hibrido H 38 com 78% em relacdo ao
crescimento inicial, o qual ndo diferiu estatisticamente de H 44, H 43 e H 14. Os
hibridos H 30 e H 22 apresentaram menor crescimento com 43 e 41%,
respectivamente (Figura 17-D).

De maneira geral, os hibridos H 38 e H 44 na auséncia de AlI** apresentaram
menor vigor inicial para o crescimento radicular ao passo que quando expostos a
doses crescentes deste elemento sempre ranquearam no grupo estatistico superior.
Esta observacédo, possivelmente esteja correlacionada com a presenca de regides
gendmicas responsaveis pela expressao fenotipica da tolerancia ao Al**. Ao avaliar
o efeito do aluminio na presenca de calcio, Cambraia e Cambraia (1995)
observaram que o hibrido sensivel apresentava comprimento da raiz principal
superior ao hibrido tolerante quando estes foram submetidos a solu¢édo contendo 5,2
mM de Ca?* e 0 ppm de A**. Quando 5 ppm de AI** foram acrescentados a solucéo,
o comprimento da raiz principal no hibrido tolerante passou a ser superior.

Os resultados apresentados para o 1°, 2° e 3° experimentos demonstraram
que a inibicdo do crescimento radicular aumentou com o0s niveis de aluminio na
solucdo minima (Figuras 18 e 19). Cambraia et al. (1991) verificaram comportamento
semelhante ao avaliar duas cultivares de sorgo em solucdo nutritiva completa com 2,
4, 6, 8 e 10 ppm de Al. Os autores observaram diferencas entre as cultivares até a
dose de 4 ppm, acima da qual atingiu-se um patamar, sendo as maiores diferencas
observadas na dose de 2 ppm.

Nos trés experimentos observou-se tendéncia de inibicdo do crescimento

13

radicular sendo mantida a partir de 4 mg L™ de Al*, indicando a potencialidade

desta dose em solugdo minima para a melhor discriminagdo dos genotipos de milho.
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Figura 18. Efeito das doses de Al®* (0,2,4e6mg L'l) nos hibridos (H 13, H 14, H 22, H 30, H 38, H
43, H 44 e H 51), ap6s 96 h de exposi¢do. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 19. Efeito das doses de AP (0,2,4e6mg L'l) nos hibridos (H 13, H 14, H 22, H 30, H 38, H
43, H 44 e H 51), ap0s 48 h de exposicdo. Ponta Grossa, 2011.
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A dose adequada de Al**

na solugédo tratamento € causa de muita divergéncia entre
os trabalhos que visam a identificacao de fontes de tolerancia ao elemento. Diversos
autores tém utilizado a dose de 4,5 mg L™ (FURLANI et al., 1986; SAWAZAKI e
FURLANI, 1987; MACHADO e PEREIRA, 1990; MACHADO et al., 1998; PRIOLI et
al., 2000; PATERNIANI e FURLANI, 2002) ou 6 mg L™ de AP** (MARTINS et al.,
1999; SIBOV et al., 1999; MAZZOCATO et al., 2002). Embora alguns autores
utilizem doses especificas em funcdo da melhor diferenciacdo do germoplasma
avaliado.

A maioria dos estudos que realizam testes para o periodo de exposi¢cao ao
aluminio, tem demonstrado diminuicdo no crescimento radicular apds periodos de
exposicdo de 24 a 96 h (JORGE e ARRUDA, 1997; PINEROS et al., 2005).
Doncheva et al. (2005) verificaram reducéo na taxa de elongacao das células da raiz
principal de uma variedade sensivel ao AlI**, apenas com 45 minutos de exposicéo a
50 uM do elemento. Para Maron et al. (2008), na presenca de genotipos
extremamente contrastantes, apenas 24 h de exposicdo ao AlI**, foi suficiente para
detectar diferencas no crescimento radicular. Porém, quando sao testados periodos
maiores de exposicdo (96 h), dependendo da dose utilizada, torna-se quase
imperceptivel a diferenca entre 0s genoétipos contrastantes para o carater.

Os resultados do 1° e 2° experimentos demonstraram que apesar de haver
diferencas entre as doses de aluminio ndo foi possivel observar diferencas
significativas entre os hibridos de milho nas respectivas doses. Este fato pode ser
explicado pelo longo periodo de exposicdo, onde o AlI** inibiu o crescimento radicular
dos hibridos avaliados com a mesma intensidade dentro de cada dose,
possivelmente pelo efeito acumulativo do elemento nas células da raiz. Maron et al.
(2008), estudando o acumulo de aluminio nas raizes de dois genétipos de milho

contrastantes, quando expostos a 39 uM de AI**

(solucdo completa) por 0, 2, 6 e 24
h. Verificaram diferencas entre os genétipos na quantidade de aluminio presente nas
raizes, bem como um acumulo crescente deste elemento a medida que o periodo de
exposicdo aumentava. Andrade Junior et al. (2005) verificaram, através da
exposicdo das raizes de sorgo ao aluminio que até, 24 h sdo visiveis acumulos
crescentes do elemento e que a partir deste tempo de exposicdo a concentragcao
acumulada aumentaria em menor proporgao.

No 3° experimento, além das diferencas entre as doses de AlI**, observou-se

diferencas entre os hibridos nas respectivas doses, assim como verificado nos
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resultados obtidos por Mazzocato et al. (2002), Conceigéo (2006) e Conceicao et al.
(2009), onde diferencas significativas entre genotipos de milho foram constatadas
apos 48 h de exposicdo ao elemento.

Através dos resultados obtidos nesta primeira fase dos experimentos foi
possivel visualizar a adequacdo do método de solucdo minima empregado para
avaliar com precisdo tolerancia ou sensibilidade ao AI** em genétipos de milho. A
melhor adequacdo da metodologia foi através da utilizacdo da solugcdo minima

contendo 4 mg L™ de AP** + 40 mg L™ de Ca** por um periodo de exposicéo de 48 h.

4.2. Caracterizacédo datolerancia/sensibilidade de hibridos

Ap6s a definicdo da melhor concentracéo de AI** (4 mg L™) e do periodo de
exposicao mais adequado (48 h), procedeu-se no 4° experimento a avaliagdo da
tolerancia/sensibilidade de uma amostra de 52 hibridos de milho, de diferentes
empresas de melhoramento (Tabela 1).

O resumo da analise de variancia revelou diferencas significativas (Pr < 0,01)
para a fonte de variacdo hibridos nas variaveis DIF1, DIF2, DIFR1, DIFR2 (Tabela
6). O efeito significativo para hibridos evidencia presenca de variabilidade genética
para todas as variaveis analisadas, o que possivelmente reflete em diferencas neste
germoplasma para tolerdncia ou sensibilidade ao aluminio. Os coeficientes de
variacéo foram baixos com amplitude de 10,9 a 12,0% (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da analise de variancia do 4° experimento para as varidveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido
relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em funcédo dos hibridos de milho.
Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variacao G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 0,27 0,02 0,03 0,002
Hibridos 51 0,69* 089* 0,04* 0,05*
Residuo 102 0,04 0,05 0,003 0,004
C.V. (%) 10,9 10,9 11,9 12,0

** significativo a 1% de probabilidade.

A analise das médias para a variavel DIF1 revelou a formacédo de 6 grupos
estatisticamente diferentes com crescimento radicular variando de 0,60 a 2,65 cm
entre os 52 hibridos. Os hibridos H 44, H27, H38, H41, H7,H10,H50, H19, H 2,

H 52 e H 43 destacaram-se no grupo superior com o maior crescimento liquido com
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valores variando de 2,29 (H 43) a 2,65 cm (H 44). O pior desempenho foi visualizado

para o H 22 que teve o crescimento radicular mais prejudicado pelo AI**

, crescendo
apenas 0,60 cm. O segundo grupo mais sensivel foi composto pelos hibridos H 30,
H 46 e H 11 com crescimento radicular maximo de 1,01 cm. Os demais hibridos
analisados apresentaram desempenho intermediério, com variacdo de 1,17 a 2,07
cm (Tabela 7).

O crescimento radicular final dos hibridos (DIF2) manteve praticamente o
mesmo ranqueamento da variavel anterior, porém, com a formacdo de 5 grupos
estatisticamente diferentes. O grupo superior teve recrescimento radicular variando
de 2,65 cm (H 19) a 3,27 cm (H 44). O hibrido H 22 demonstrou novamente maior

sensibilidade ao AI*

, crescendo apenas 0,79 cm. Nos trés grupos intermediarios o
crescimento radicular final oscilou de 1,34 a 2,54 cm (Tabela 7).

Para o crescimento liquido relativo (DIFR1) a analise revelou taxa de
recrescimento variando de 15 (H 22) a 65% (H 44). No grupo superior a andlise
ranqueou hibridos com taxa de recrescimento acima de 55% em relacdo ao
comprimento inicial. Os hibridos H 30 e H 46 cresceram apenas 26% e foram
classificados no segundo grupo mais sensivel. O hibrido H 22 mais uma vez teve o
menor crescimento, confirmando sua elevada sensibilidade ao AlI** (Tabela 7).

O desempenho dos hibridos de milho para o crescimento final relativo foi
praticamente 0 mesmo ao das demais variaveis analisadas, exceto para os hibridos
H 38 e H 2 que foram posicionados no grupo intermediario. Para esta variavel as
taxas de recrescimento apresentaram amplitude de 19 a 79% para os hibridos H 22
e H 44, respectivamente (Tabela 7).

Através das 4 variaveis estudadas foi possivel identificar um grupo de hibridos
com comportamento mais tolerante, outro mais sensivel e ainda, um grupo com
maior numero de gendtipos apresentando comportamento intermediario ao efeito do
aluminio em solucdo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Mazzocato et al. (2002), que ao avaliar o crescimento radicular de 22 gendétipos de
milho desconhecidos para o carater em solugdo minima, verificaram a formacgéo de
dois grupos distintos (sensiveis e tolerantes ao AlI**). Paterniani e Furlani (2002)
avaliando a resposta de 45 hibridos simples e 10 linhagens endogamicas em
solucdo nutritiva completa contendo o AI**, observaram que 13 hibridos e 3

linhagens destacaram-se com os maiores valores de comprimento liquido da
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Tabela 7. Valor médio das variaveis DIF1 (crescimento radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular
final), DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final
relativo) dos 52 hibridos de milho (4° experimento). Ponta Grossa, 2011.

Hibridos DIFL (cm) DIF2 (cm) DIFR1 __ DIFR2

H 44 2,65 a 3,27 a 0,65 a 0,79 a
H 27 2,56 a 2,86 a 0,64 a 0,71 a
H 38 2,49 a 2,71 a 0,58 a 0,63 b
H 41 2,47 a 2,88 a 0,61 a 0,71 a
H7 2,42 a 291 a 0,61 a 0,73 a
H 10 2,41 a 2,87 a 0,62 a 0,74 a
H 50 2,38 a 2,81 a 0,60 a 0,71 a
H 19 23la 2,65 a 0,57 a 0,65 a
H2 2,30 a 2,54 b 0,55 a 0,61b
H 52 2,30 a 2,71a 0,55 a 0,65 a
H 43 2,29 a 2,88 a 0,57 a 0,72 a
H 29 2,07b 2,29b 0,53 b 0,58 b
H 25 2,05b 2,19b 0,52 b 0,56 b
H 42 2,04 Db 2,24 b 0,51b 0,56 b
H 14 2,02b 250b 0,49 b 0,61b
H 32 201b 2,32b 0,49 b 0,57 b
H 37 1,98 b 2,26 b 0,50 b 0,56 b
H 40 1,94 b 2,18 b 0,47 b 0,53 b
H 15 1,92 b 231b 0,46 b 0,55 b
H 49 1,82 b 201c 0,48 b 0,53 b
H21 1,82 b 211b 0,45b 0,52 b
H 34 1,78 ¢ 1,96 c 0,44 c 0,48 c
H 39 1,75¢c 2,05c 0,44 c 0,52 b
H5 1,73 c¢c 2,28 b 0,44 c 0,58 b
H 36 1,72 c 1,89¢c 0,41c 0,45c
H 48 1,71c 1,89 c 0,42 c 0,47 c
H9 1,69¢c 2,06 c 0,43 c 0,53 b
H 23 1,68 c 1,82c 0,42 c 0,45c¢c
H17 1,67 c 1,79 c 0,41c 0,44 c
H 51 1,67 c 1,85c¢ 0,39 ¢ 0,43 ¢
H 26 1,63 ¢c 1,78 c 0,42 c 0,47 c
H31 1,62c 1,71c 0,41c 0,44 c
H 47 1,60c 1,88c 0,39c 0,46 c
H6 1,54 c 1,79 c 0,37 c 0,43 c
H 18 1,39d 1,63d 0,35d 0,41c
H 13 1,38d 1,61d 0,35d 0,41c
H 33 1,38d 1,71c 0,35d 0,44 c
H 45 1,37d 1,60d 0,33d 0,39d
H 35 1,34d 1,49d 0,33d 0,37 d
H8 1,30d 1,35d 0,35d 0,37 d
H1 1,30d 1,64d 0,35d 0,44 c
H 24 1,29d 1,56d 0,30d 0,37 d
H 16 1,28 d 1,55d 0,33d 0,40 c
H12 1,28 d 1,47d 0,32d 0,37 d
H 20 1,24 d 1,44 d 0,32d 0,37 d
H3 1,21d 1,44 d 0,33 d 0,40 c
H4 1,19d 1,44 d 0,30d 0,36 d
H 28 1,17 d 1,42d 0,33d 0,40 c
H 30 1,01e 1,34d 0,26 e 0,34 d
H 46 1,00 e 1,28 d 0,26 e 0,33d
H11 0,95 e 1,34d 0,29 d 0,42 c
H 22 0,60 f 0,79 e 0,15 f 0,19 e
Média 1,73 2,01 0,43 0,50

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste
de Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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radicula (CLR). Das linhagens endogamicas, 3 demonstraram comportamento
extremamente sensivel ao aluminio na avaliacdo desta caracteristica.

A utilizacdo de indices fenotipicos que melhor caracterizem a
tolerancia/sensibilidade de um gendtipo tem gerado diferencas de opinides entre 0s
autores. Contudo, as diferencas no comprimento radicular (final — inicial) ou através
do comprimento liquido da radicula e seus valores relativos, tem sido os mais
eficientes para a avaliacdo de genétipos, principalmente quando se utilizam médias
de varios individuos (MARTINS et al., 1999).

Visando a caracterizacdo de germoplasmas para o carater tolerancia/
sensibilidade ao aluminio, Camargo et al. (1991) propuseram o indice de tolerancia
relativa ao aluminio (ITRa) da raiz principal para diferentes genotipos de triticale,
com o qual foi possivel estabelecer valores para sensibilidade e tolerancia ao
elemento numa escala de notas variando de 1 (> sensibilidade) a 5 (> tolerancia).
Este indice de tolerancia tem sido utilizado para classificar gendtipos de milho
guanto a tolerancia ou sensibilidade ao aluminio (MACHADO et al., 1998; FURLANI,
2001; PATERNIANI e FURLANI, 2002). Este calculo foi realizado para avaliar os 52
hibridos de milho utilizados neste experimento, a partir dos dados coletados da
variavel DIF1.

O hibrido H 44 teve crescimento radicular superior a todos os demais
gendtipos quando expostos ao AlI** para todas as variaveis analisadas, assim como
0 H 22 mostrou-se como 0 mais sensivel a acdo do elemento. Deste modo, estes
hibridos foram utilizados como controles sensivel (H 22) e tolerante (H 44), para o
calculo do ITRp, assumindo valores de 1 e 5, respectivamente. Os hibridos que
melhor se destacaram para a tolerancia ao AI** apresentando valores de ITR maior
que 4,0 foram: H 2 (4,3); H7 (4,6); H 10 (4,5); H 19 (4,3); H 27 (4,8); H 38 (4,7); H 41
(4,6); H 43 (4,3); H50 (4,5) e H 52 (4,3). A grande maioria dos hibridos (37) foram
classificados como intermediérios para tolerancia com indices variando de 2,1 (H 28)
a 3,9 (H 29). Por outro lado, os hibridos H 11 (1,7), H 30 (1,8) e H 46 (1,8)
apresentaram 0s menores valores de ITRa, sendo considerados os hibridos mais
sensiveis ao aluminio em niveis toxicos (Figuras 20 e 21). Resultados semelhantes
foram obtidos por Paterniani e Furlani (2002), que verificaram 13 hibridos e 2
linhagens com ITR, maior que 4, a partir de uma analise de uma amostra de 45

hibridos simples e 10 linhagens endogamicas de milho. Os autores observaram que
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Figura 20. Valores do indice de tolerancia relativa ao aluminio (ITR,) do 4° experimento (48 h) para
os 52 hibridos de milho. Ponta Grossa, 2011.

entre as 10 linhagens, 4 apresentavam ITRa menor que 1, o que indica elevada
sensibilidade ao aluminio.

Os resultados apresentados no 4° experimento demonstraram, através de
todas as variaveis analisadas, genotipos com crescimento radicular superior mesmo
quando expostos em solucdo minima com 4 mg L* de APP*. Estes resultados
possivelmente estejam associados a presenca de genes, como por exemplo
ZMMATE1 e ZmMMATEZ2, indicados na literatura recente como 0s principais genes
que sdo responsaveis pela toleréncia ao elemento em milho. Na tentativa de elucidar
a base molecular envolvida na toleréncia ao aluminio, Maron et al. (2010) verificaram
através da andlise de QTL de uma linha endogamica recombinante de milho, que os
genes ZMMATE1 e ZmMATE2 explicaram grande parte da variancia fenotipica para
a tolerancia ao aluminio.

A avaliacdo da tolerancia ao AlI** a partir de uma amostra com grande niimero
de genotipos por um periodo de 48 h de exposicdo permitiu hipotetizar se os
mesmos gendtipos (hibridos) poderiam apresentar resposta diferencial ao aumento
no periodo de exposicdo ao aluminio. Neste sentido, foi implantado o 5°
experimento, onde os mesmos hibridos estudados foram expostos a 4 mg L™ de AP**
+ 40 mg L™ de Ca®" por um periodo de 96 h.
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Figura 21. Aspecto visual do sistema radicular de alguns hibridos apds 48 h de exposicdo ao
aluminio. A- Hibridos com ITRy 2 4. B- Hibridos com ITRy < 2. Ponta Grossa, 2011.

Neste experimento, a analise de variancia revelou diferengas significativas (Pr
< 0,01) entre os hibridos para todas as varidveis analisadas (Tabela 8). Estes
resultados confirmam a hipotese da presenca de grande variabilidade genética
existente neste germoplasma para tolerancia e ou sensibilidade ao aluminio, mesmo
ap6s 0 aumento no periodo de exposicdo ao Al**.

Tabela 8. Resumo da analise de variancia do 5° experimento para as variaveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido

relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em funcdo dos hibridos de milho.
Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variacao G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 0,016 0,003 0,003 0,002
Hibridos 51 0,65* 0,67 ** 0,039 ** 0,041 **
Residuo 102 0,043 0,039 0,0044 0,0042
C.V. (%) 12,2 10,24 15,08 12,92

** significativo a 1% de probabilidade.
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De modo geral, o incremento no periodo para 96 h fez com que o
ranqueamento dos hibridos fosse alterado, fazendo com que um nimero menor de
hibridos mantivesse comportamento tolerante ao elemento. Estes resultados estéao
em acordo com aqueles obtidos na primeira fase de experimentos, em que o
aumento no periodo de exposicdo afetou o crescimento radicular, inclusive de
alguns hibridos que apresentavam comportamento tolerante, possivelmente pelo

acumulo de AP

nas células das raizes, bem como pela inibicdo do recrescimento
radicular.

A andlise das médias para a variavel DIF1 revelou a formacao de 6 grupos
estatisticamente diferentes. Os hibridos H 44 (2,83 cm), H 43 (2,53 cm), H 14 (2,50
cm) destacaram-se com maior crescimento radicular. Por outro lado, os hibridos H
30, H 51, e H 22 apresentaram o0 menor crescimento radicular possivelmente pela
acdo toxica do AIP*. A grande maioria dos hibridos (46) demonstraram
comportamento intermediario, com crescimento da raiz principal variando de 1,13 (H
13) a 2,37 cm (H 38) (Tabela 9).

Devido ao baixo crescimento do sistema radicular dos hibridos apos o longo
periodo de exposicdo ao aluminio (96 h), o ranqueamento para a variavel DIF2 pelo
teste de médias permaneceu praticamente inalterado em relacdo ao DIF1. Os
hibridos H 44, H 43 e H 14 apresentaram o maior crescimento radicular final sendo
superiores aos demais hibridos. O pior desempenho no crescimento radicular foi
mantido para os mesmos hibridos H 30, H 51 e H 22 com variac¢ao de 1,10 e 0,90
cm, respectivamente (Tabela 9).

Os valores observados nas diferencas relativas confirmaram a hip6tese de
gue o periodo de exposicdo ao aluminio por 96 h foi muito prolongado. De maneira
geral, os hibridos passaram a ocupar posicdes diferentes no ranqueamento, com a
formacao de 5 grupos estatisticamente diferentes. O nimero de hibridos no grupo de
gendtipos mais tolerantes ao Al**
50) a 70% (H 44) para DIFR1 e de 67% (H 50, H 7, H 10 e H 43) a 76% (H 44) para

o DIFR2. Os hibridos H 30, H 51 e H 22 demonstraram o pior desempenho em

passou de 3 para 7, com valores variando de 58 (H

relacdo ao comprimento inicial, tanto para DIFR1 quanto para o DIFR2, com
amplitude minima de 16 e maxima de 26% (Tabela 9).
Através dos dados obtidos para a variavel DIF1 foram calculados os indices

de tolerancia relativa ao aluminio (ITRa). Apenas 7 hibridos mostraram-se tolerantes
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Tabela 9. Valor médio das variaveis DIF1 (crescimento radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular
final), DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final
relativo) dos 52 hibridos de milho (5° experimento). Ponta Grossa, 2011.

Hibridos  DIF1(cm) DIF2 (cm) DIFRL _ DIFR2

H 44 2,83 a 3,10 a 0,70 a 0,76 a
H 43 2,53 a 2,83 a 0,61 a 0,67 a
H 14 2,50 a 2,77 a 0,68 a 0,74 a
H 38 237b 2,60 b 0,63 a 0,69 a
H 10 237b 253b 0,63 a 0,67 a
H 27 2,33b 2,47 b 0,54 b 0,58 b
H7 2,33b 250b 0,62 a 0,67 a
H 52 2,30b 257b 0,55 b 0,61b
H 41 220b 247b 0,54 b 0,60 b
H 42 2,17 b 2,37b 0,52 b 0,56 b
H2 2,13 b 2,43 Db 0,53 b 0,60 b
H 50 2,10c 2,40 b 0,58 a 0,67 a
H 36 2,00c 2,20c 0,48 b 0,53 b
H 48 1,93 ¢ 2,17 c 0,47 b 0,53 b
H 37 1,90¢c 2,10c 0,55 b 0,60 b
H 33 1,87c 2,07c 0,43 ¢ 0,48 ¢
H 32 1,87c 2,07 c 0,43 ¢ 0,48 ¢
H3 1,87 c 2,07c 0,47 b 0,51c
H1 1,87 c 2,13 ¢c 0,47 b 0,53 b
H21 1,83 ¢ 2,00c 0,46 b 0,50 c
H 19 1,83 ¢ 2,03c 0,45 b 0,50 c
H 40 1,80 c 2,00c 0,51b 0,58 b
H 16 1,80 c 1,97 c 0,46 b 0,51c
H9 1,80 c 2,17c 0,49 b 0,58 b
H 18 1,77 c 1,97 c 0,46 b 0,51c
H 34 1,73 c 1,93d 0,44 b 0,49 c
H 45 1,70 c 1,90d 0,43 c 0,49 c
H 15 1,67 d 1,87d 0,46 b 0,52c
H4 1,67 d 1,90d 0,41c 0,46 c
H 29 1,57 d 1,87d 0,49 b 0,58 b
H11 1,57 d 1,73d 0,42 c 0,46 c
H 25 1,53d 1,90d 0,39c 0,49 c
H12 1,50d 1,70d 0,36 c 0,40d
H 47 1,47 d 1,70d 0,37c 0,44 c
H5 1,47 d 1,70d 0,38 c 0,45c
H 31 1,43 d 1,70d 0,35c 0,41c
H 26 1,43 d 1,77d 0,37 c 0,46 c
H 23 1,40d 1,57 e 0,38 ¢c 0,43 ¢
H6 1,37 e 1,67d 0,37 c 0,45c
H 28 1,33 e 153 e 0,40 c 0,45c¢c
H 49 1,30 e 1,50 e 0,32c 0,38 d
H 20 1,30 e 1,47 e 0,40 c 0,46 c
H17 1,27 e 1,50 e 0,32c 0,37 d
H8 1,27 e 1,43 e 0,34 c 0,39d
H 46 1,23 e 1,40 e 0,37c 0,41c
H 39 1,23 e 1,43 e 0,39 ¢ 0,47 c
H 35 1,23 e 1,53 e 0,28 d 0,36 d
H 24 1,20 e 1,50 e 0,29 d 0,36 d
H 13 1,13 e 1,40 e 0,31d 0,38 d
H 30 0,87 f 1,10 f 0,22 e 0,28 e
H 51 0,77 f 0,93 f 0,21 e 0,27 e
H 22 0,70 f 0,90 f 0,16 e 0,22 e
Média 1,70 1,93 0,44 0,50

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de
Scott & Knott a 5% de probabilidade.
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ao aluminio apresentando ITR maior ou iguala 4: H7, H 10, H 14, H 27, H 38, H 43
e H 52. Por outro lado, os hibridos H 13, H 24, H 30, H 35, H 39, H 46 e H 51 foram

0S mais sensiveis ao elemento com ITRa menor ou igual a 2 (Figuras 22 e 23).

| | |
0
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Figura 22. Valores do indice de tolerancia relativa ao aluminio (ITR,) do 5° experimento (96 h) para
os 52 hibridos de milho. Ponta Grossa, 2011.

As hipé6teses levantadas de que o aumento no periodo de exposi¢cdo ao
aluminio (48 para 96 h) modificariam o ranqueamento dos hibridos bem como uma
possivel resposta diferencial no crescimento radicular foi confirmada através do
percentual de reducdo ou incremento nos valores de ITRy (Figura 24). De maneira
geral, o aumento no periodo de exposicdo ao Al*" provocou reducéio no ITR, para a
maioria dos hibridos analisados (35) com amplitude de queda variando desde 1 (H
42) até 63% (H 51). Por outro lado, incrementos nos valores do ITRa foram
visualizados em 15 hibridos mesmo quando expostos ao elemento por 96 h. Destes
hibridos, 6 demonstraram incremento percentual superior a 25% no ITRa;, sendo 0s
hibridos H 3 (46%) e H 11 (55%) aqueles que demonstraram a maior resposta
diferencial para o aumento do periodo de exposicao (Figura 24).

E importante destacar que os hibridos H 3 e H 11 foram classificados a
principio como medianamente sensiveis ao aluminio. O grande incremento no ITR
observado para estes hibridos pode estar correlacionado a presenca de genes que
se expressam diferentemente do que foi possivel observar até 0 momento. Maron et
al. (2010) observaram que o gene ZMMATEZ2 possui um padrédo de expressao

diferente do ZmMMATE. Os autores verificaram ao comparar dois genotipos (sensivel
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Figura 23. Aspecto visual do sistema radicular de alguns hibridos apos 96 h de exposicdo ao
aluminio. A- Hibridos com ITRy 2 4. B- Hibridos com ITRy < 2. Ponta Grossa, 2011.

e tolerante) que a expressdo do ZmMMATE2 era praticamente constante em ambos,

mesmo apds 24 h de exposicdo ao AI**

, Ndo sendo regulada pela presenca do
elemento. Enquanto a expressdao do ZmMATEL era maior no genotipo tolerante e
regulada pela presenca do AI**. Pifieros et al. (2005) demonstraram que a
exsudacao de citrato (ativado pela expressdo do gene ZmMATEL1) ndo é o Unico
mecanismo de tolerancia ao aluminio presente em milho. Porém, ainda ndo se sabe
guais mecanismos poderiam estar envolvidos neste padrdo diferenciado de

tolerancia ao aluminio.
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Figura 24. Porcentagem de reduc¢do ou incremento do ITR, dos diferentes hibridos apés o aumento
do periodo de exposi¢édo ao Al** de 48 para 96 h. Ponta Grossa, 2011.

4.3. Caracterizagdo datolerancia/sensibilidade de variedades crioulas de milho

As variedades crioulas de milho, normalmente sdo cultivadas de maneira
rustica por agricultores de subsisténcia, onde a auséncia de tecnologias como
controle fitossanitarios e praticas de correcdo dos solos e adubacdo mineral sédo
comuns. Agricultores tem multiplicado as sementes destas variedades ao longo dos
anos, procurando excluir aquelas que apresentam caracteristicas agronémicas
indesejaveis. Pela grande adaptacdo destes gendtipos a condicbes ambientais
especificas, é esperado em hipbdtese, que estes apresentem comportamento
diferenciado quando submetidos a estresses abidticos como a presenca do aluminio.

Neste sentido, foi instalado o 6° experimento visando avaliar a tolerancia ou
sensibilidade ao aluminio de uma amostra de 50 variedades crioulas de milho do
banco de germoplasma da UEPG e centros de pesquisa publica. Os diferentes
gendtipos foram submetidos a solucdo minima contendo 4 mg L™ de AI** por 48h de
exposicao.

A analise de variancia do 6° experimento revelou diferencas significativas (Pr
< 0,01) para tratamentos (variedades crioulas + testemunhas) em todas as variaveis
analisadas. Os coeficientes de variacdo apresentaram valores reduzidos, variando
de 7,7 para DIF2 a 12,1% para DIFR1 (Tabela 10). As diferencas apresentadas

entre 0s gendtipos de milho refletem a variabilidade genética para tolerancia ao
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aluminio presente neste germoplasma avaliado. Resultados semelhantes foram
encontrados por Machado et al. (1998) ao avaliar tolerancia ao Al** em germoplasma

de milho crioulo.

Tabela 10. Resumo da andlise de variancia do 6° experimento para as variaveis DIF1 (crescimento
radicular liquido), DIF2 (crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido
relativo) e DIFR2 (crescimento radicular final relativo) em fungdo das variedades crioulas
de milho. Ponta Grossa, 2011.

Quadrado Médio (Q.M.)

Fontes de Variacdo G.L. DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
Blocos 2 0,03 7,30 0,32 2,09
Tratamentos 51 2,83*  7,91* 0,35 ** 1,31 **
Residuo 106 0,41 1,01 0,02 0,06
C.V. (%) 9,2 7,7 12,1 10,7

** significativo a 1% de probabilidade.

A analise de agrupamento de médias por Scott & Knott evidenciou a formacao
de 4 grupos estatisticamente diferentes para a variavel DIF1. As variedades crioulas
V6,V50,V11,V27,V2 V18,V49, V16,V 35 V15eV 19 e o hibrido H 44
destacaram-se como genoétipos mais tolerantes ao aluminio, respondendo com a
maior diferenca no comprimento radicular, com amplitude de 7,73 (V 19) a 8,87 cm
(V 6). E importante destacar o desempenho da variedade crioula Dente de Ouro 2 (V
6) que apresentou crescimento radicular numericamente maior que a testemunha
tolerante (H 44). O menor crescimento radicular liquido foi observado para o hibrido
H 22 (testemunha sensivel) que ranqueou no grupo inferior. De maneira geral, as
demais variedades crioulas tiveram um elevado crescimento radicular mesmo na
presenca do AI** (Tabela 11).

Para a varidvel DIF2 houve a formacdo de 5 grupos estatisticamente
diferentes, com algumas alteracbes no ranqueamento de alguns gendtipos. As
variedades crioulas que mantiveram-se no grupo de maior tolerancia foram: V 6, V
50, V11,V 27, V 2, V 18, V 49 e V 16 com a inclusdo da variedade V 3. Estas
variedades tiveram crescimento final variando de 14,83 (V 2) a 16,67 cm (V 6),
sendo estatisticamente superiores ao proprio hibrido H 44 utilizado como padrdo de
tolerancia. O grupo intermediario apresentou amplitude de crescimento de 10,13
(V12) a 14,33 (V 34). Da mesma forma, o hibrido H 22 demonstrou maior

sensibilidade ao aluminio com crescimento radicular final de apenas 8,33 cm (Tabela
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Tabela 11. Valores médios das variaveis DIF1 (crescimento radicular liquido), DIF2 (crescimento
radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e DIFR2 (crescimento
radicular final relativo) das 50 variedades de milho crioulo (6° experimento). Ponta Grossa,

2011.

Tratamentos Variedade Crioula DIF1 (cm) DIF2 (cm) DIFR1 DIFR2
V6 Dente de Ouro 2 8,87 a 16,67 a 2,03 a 3,83 a
H 44 Testemunha Tolerante 8,47 a 13,67 b 1,24 d 2,00d
V 50 Fortaleza — ES 8,40 a 15,27 a 156 ¢ 2,84 c
V11 Caiano Rajado 8,37 a 16,13 a 1,71b 3,30b
vV 27 Crioulo Palha Roxa 8,07 a 15,60 a 1,43 c 2,78 c
V2 Pintadinho FE129 8,07 a 14,83 a 2,00 a 3,68 a
V18 Crioulo Rosa 8,00 a 15,63 a 1,69b 3,32b
V 49 Eldorado — ES 7,90 a 15,40 a 1,21d 2,35d
V16 Branco Duro Cangucl 7,90 a 15,57 a 1,80 a 3,56 a
V 35 Milho Carioca 7,80 a 13,93 b 1,70 b 3,03c
V 15 Dente de Ouro 7,77 a 13,67 b 1,25d 2,21d
V19 Crioulo Rajado 7,73 a 13,50 b 0,84 e 1,48 ¢
V3 Catete Amarelo 747b 15,07 a 1,44 c 291c
V 23 Crioulo Sabugo Fino 7,43 b 14,27 b 161b 3,10 ¢
V 47 Milho Amarelo Antigo 7,37b 14,20 b 1,02d 1,98d
V 26 Crioulo Veranopolis 7,37b 12,57 c 1,02d 1,75e
V 28 Crioulo Asteca 7,33 b 12,47 c 1,17 d 2,00d
V 46 Milho Branco para Palha 7,30 b 13,77 b 1,14d 2,15d
V13 Argentino Flint 7,30 b 13,13 ¢ 1,48 c 2,67c
V 34 Milho Paiol 7270 14,33 b 1,65b 3,27b
V5 Roxo indio | 7,23 b 14,07 b 1,65b 321D
V 39 Nutricional 7,20 b 1290 c 1,53 ¢ 2,73 ¢
V 33 Cravinho 7,17 b 12,63 ¢ 0,93 e 1,64 e
V10 Roxo indio Il 7,17b 12,70 c 1,16 d 2,07d
V7 Branco Dentado 7,17b 12,97 c 0,95e 1,73 e
V 37 Milho Encantilado 7,10 b 13,90 b 1,16 d 2,27d
V20 Branco Oito Carreiras 7,03 b 13,43 b 0,96 e 1,82e
V 44 Milho Mistura (brs 194) 7,00 b 12,57 c 0,88 e 1,58 e
V 48 Milho Palha Roxa 6,97 b 13,43 b 0,82 e 1,58 e
V 38 Asteca 6,93 b 1290 c 0,79 e 1,47 e
V 29 Crioulo Cunha Roxo 6,80 c 11,53d 0,78 e 1,33 e
V17 Colonial 6,80 c 13,10 ¢ 0,96 e 1,84 ¢
V9 Cinquentinha 6,80 c 11,43d 0,86 e 146 e
V 43 Milho Pérola 6,73 ¢ 12,60 c 1,48 ¢ 2,76 c
V8 Argentino FE128 6,73 ¢ 12,30 c 1,36¢ 2,48d
V 40 Milho Branco 6,70 c 11,87 c 1,10d 1,93d
V 22 Crioulo Riscado 6,63 ¢ 12,70 c 1,15d 2,22d
V4 Cunha 6,60 c 12,80 c 1,10d 2,12d
V 36 Milho Amarelo Antigo 6,53 c¢C 12,33 ¢c 0,95e 1,79e
V 30 IPR-119 6,53 ¢ 13,17 c 1,53 ¢ 3,07c
V 14 Pop.5 6,47 c 11,83 ¢ 1,25d 2,29d
V 42 Milho Palha Roxa 6,37 cC 12,63 ¢c 1,10d 2,18d
V31 Milho Caiano 6,33 ¢C 11,10d 0,69 e 1,20 e
V24 Sabuguinho Cabo Roxo 6,27 c 12,80 c 0,75 e 155e
V 32 Milho Branco 6,20 c 10,87 d 1,15d 2,02d
V 25 RS-22 6,17 c 11,97 c 1,18 d 2,29d
V21 Crioulo 6,00 c 11,03d 0,92 e 1,68 ¢
V 45 Carioca 5,83 ¢ 11,43 d 1,00 e 1,95d
V1 Caiano FE121 5,60 c 10,93 d 0,97 e 1,88 d
V12 BR451 5,57 ¢ 10,13 d 1,08 d 1,96 d
V41 Caiano 547 c 11,13 d 0,83 e 1,70 e
H 22 Testemunha Sensivel 2,77d 8,33 e 0,68 e 2,04 d
Média 7,01 13,16 1,21 2,28

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de

probabilidade.
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11).

As variedades crioulas Dente de Ouro 2 (V 6), Pintadinho FE129 (V 2) e
Branco Duro Cangucu (V 16) demonstraram o mesmo comportamento para as 4
variaveis em relacdo a testemunha tolerante (H 44). Possivelmente, este padrao de
tolerancia estaria relacionado ao mecanismo de exclusdo do aluminio. Ou seja, na
presenca do elemento em solugdo, a imobilizacdo ou neutralizacdo do aluminio
ocorreu externamente a célula. E quando as mesmas foram submetidas a solucao
minima contendo apenas Ca®*, continuaram com crescimento radicular normal. Este
padrdo de comportamento nao foi observado no hibrido H 44. Os resultados
demonstraram que o crescimento radicular deste hibrido n&o foi afetado pela
presenca do elemento, possivelmente, porque nele atuam mecanismos de tolerancia
do tipo simplastico, onde a imobilizacdo do AI** ocorre a nivel celular. Dentro deste
tipo de imobilizacdo o aluminio pode ser fixado na parede celular das raizes e
quando submetido a solu¢cdo minima contendo apenas calcio, existe a possibilidade
de que o AP seja desligado da parede celular. Porém, outras avaliacdes,
principalmente a nivel celular, deveriam ser realizadas para confirmar estas
hipoteses.

As diferencgas relativas demonstraram ranqueamento diferente das variedades
crioulas para as variaveis DIF1 e DIF2, havendo a formacdo de 5 grupos
estatisticos. Para DIFR1 apenas as variedades V 6 (203%), V 2 (200%) e V 16
(180%) permaneceram no grupo superior. Por outro lado, as variedades crioulas V
45, Vv1,v20,Vv17,V7,V36,V33,V21,V44,V 9,V 19,V 41,V 48,V 38,V 29,V
24, V 31 e o hibrido H 22 passaram a compor o grupo inferior com crescimento
variando de 68% (H 22) a 100% (V 45) em relacdo ao comprimento inicial (Tabela
11). Para a variavel DIFR2, as variedades crioulas V 6, V 2 e V 16 mantiveram a
mesma superioridade observada em DIFR1. Porém, de modo inesperado o hibrido H
22, apresentou grande recuperacdo no comprimento radicular apos permanecer em
solucdo minima de Ca®* (40 mg L™), com 204% de recrescimento. Estes resultados
vém de encontro com as hipdteses levantadas para a variavel DIF2, onde este
comportamento poderia ser explicado pelo mecanismo de tolerancia do tipo
simplastico observado para o hibrido H 44.

Os resultados de todas as variaveis analisadas no 4° experimento (hibridos) e
no 6° (variedades crioulas), em gque ambos foram submetidos ao mesmo periodo de

exposicdo (48 h) ao AI**, evidenciaram claramente comportamento superior do
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germoplasma de milho crioulo para tolerancia ao aluminio quando comparado ao
germoplasma de milho hibrido. Estas diferencas observadas podem ser reflexo dos
ciclos continuados de selecdo natural e artificial que estas variedades crioulas tem
sido submetidas nos seus respectivos ambientes de cultivo. Ao passo que, 0S
hibridos passaram por ciclos acentuados de selecdo artificial durante o seu
desenvolvimento principalmente para caracteristicas como o rendimento de gréos e
a adequacdo agronbmica para o ideotipo de planta com: ciclo vegetativo e
reprodutivo, estatura de planta, indice de acamamento, arquitetura de planta, entre
outros.

Os valores de ITRa para as variedades crioulas também foram calculados
com os dados do DIF1, bem como os hibridos H 22 e H 44 como testemunhas
sensivel e tolerante ao aluminio. A variedade V 6 (Dente de Ouro 2) com ITRy de
5,3 destacou-se com maior indice de tolerancia relativo dentre todos os genoétipos
analisados, mesmo quando comparada ao hibrido H 44 (padréo de tolerancia).
Através do indice foi possivel verificar neste germoplasma que 25 das 50 variedades
avaliadas apresentaram comportamento tolerante a toxidez pelo aluminio com
valores de ITRa maior ou igual a 4. Nenhuma das variedades crioulas apresentou
valores de ITRa menor que 2, sendo o menor indice observado para a variedade
Caiano (V 41) com 2,9 (Figuras 25 e 26).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 H44 H22

Figura 25. Valores do indice de tolerancia relativa ao aluminio (ITR4) do 6° experimento (48 h) para
as 50 variedades crioulas de milho. Ponta Grossa, 2011.
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Figura 26. Aspecto visual do sistema radicular de algumas variedades crioulas apés 48 h de
exposicao ao aluminio. A- Variedades com ITR, = 4. B- Variedades com ITRy < 3,5.
Ponta Grossa, 2011.

O numero de variedades crioulas consideradas tolerantes ao aluminio foi
bastante superior quando comparado com os resultados obtidos por Machado et al.
(1998) na avaliagédo de 36 variedades crioulas de milho coletadas das regides sul e
sudeste do Brasil. Os autores verificaram que apenas 3 variedades (Brancao,
Quarentdo e Sabugo Fino) obtiveram ITR, acima de 4, sendo ambas oriundas de
regibes com problemas de toxidez por aluminio. Por outro lado, outras 3 variedades
(Bico de Ouro, Asteca VA e Caiano de Sobralia) apresentaram ITRa menor que 1,
demonstrando comportamento extremamente sensivel ao elemento em niveis
téxicos. Os resultados obtidos neste experimento serviram para confirmar a hipotese

inicial de que estas variedades crioulas oriundas de pequenas propriedades de
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diferentes locais de coleta (Espirito Santo, Parand e Rio Grande do Sul), sédo
compostas em sua grande maioria por genotipos com elevada tolerdncia ao
aluminio, possivelmente pela presenca de genes de tolerancia a este elemento.

A classificacéo dos diferentes genétipos de milho mediante o calculo do indice
de tolerancia relativa permitiu, através da andlise de distribuicdo de frequéncias,
confirmar a maior toxidez do AI** nos hibridos de milho quando expostos a um
periodo de 96 h, pelo aumento na frequéncia de gendtipos da classe 2 e respectiva

reducdo na classe 3 do ITRx (Figura 27-A,B). A maior tolerancia ao AI** pode ser
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Figura 27. Distribuicdo de frequéncia dos gendtipos nas respectivas classes do indice de tolerancia
relativo ao aluminio (ITR,). A- Hibridos expostos a 48 h, B- Hibridos expostos a 96 h, C-
Variedades crioulas expostas a 48 h. Ponta Grossa, 2011.
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visualizada no germoplasma de milho crioulo, uma vez que apresentou maior
frequéncia de genotipos (92%) nas classes 3 e 4 do ITRa quando comparado ao
germoplasma de hibridos expostos por 48 h (60%) nas mesmas classes do referido
indice (Figura 27-A,C).

4.4. Estimativas dos parametros genéticos para a tolerancia ao Al** em milho

A estimativa de pardmetros genéticos através dos componentes da variancia
fenotipica tem possibilitado aos melhoristas conhecer a base genética do
germoplasma sob selecdo bem como prever ganhos genéticos com a selecéo
artificial para caracteristicas de interesse agronémico. As magnitudes estimadas da
variancia genética, variancia ambiental, herdabilidade e os coeficiente de variacao
genético e ambiental indicam para aquela amostra aleatéria de gendtipos a
possibilidade de sucesso na obtencdo de populacbes melhoradas bem como
situacao favoravel para a selecéo artificial (VENCOVSKI,1987).

A avaliagdo da tolerancia e ou sensibilidade ao aluminio numa amostra
aleatodria de 52 hibridos oriundos de diferentes empresas de melhoramento através
das variaveis DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2 em dois experimentos possibilitaram
conhecer a variabilidade genética deste carater bem como prever sucesso seletivo
no desenvolvimento de populac6es melhoradas para a tolerancia a aluminio.

As estimativas dos parametros genéticos para o 4° e 5° experimentos
revelaram para todas as variaveis (DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2) estimativas de
variancia genética (62y) superiores em relagéo a variancia ambiental (62), indicando
gue estas variaveis fenotipicas podem ser confidveis na discriminacdo de hibridos
para tolerancia ao Al**, estando de acordo com os resultados obtidos por Martins el
al. (1999). As estimativas da variancia ambiental (62.) variaram de 0,003 para DIFR1
a 0,050 para DIF2 no 4° experimento e de 0,004 (DIFR1 e DIFR2) a 0,040 (DIF1 e
DIF2) no 5° experimento. Esses valores demonstram a baixa interferéncia do
ambiente na obtencdo destas variaveis, jA que o experimento foi realizado em
laboratério sob condi¢cdes ambientais mais controlaveis. As estimativas da variancia
genética (%) no 4° experimento variaram de 0,01 (DIFR1) a 0,28 (DIF2) e no 5°
experimento de 0,01 (DIFR1 e DIFR2) a 0,21 (DIF2) (Tabela 12). Os valores obtidos
da variancia genética confirmaram a grande variabilidade genética para tolerancia
existente entre os diferentes hibridos de milho, bem como a hip6tese de que esta

caracteristica seja controlada por poucos genes com grande efeito dos respectivos
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alelos para o fendtipo tolerdncia e ou sensibilidade ao aluminio. Resultados
semelhantes foram observados por Priolli et al. (2000) ao avaliar o comprimento
liquido da raiz principal de milho. Os autores verificaram grande efeito genético para
a caracteristica através da acdo de 2 a 3 genes envolvidos na expressdo da

tolerancia ao aluminio em milho.

Tabela 12. Estimativas dos parametros genéticos: variancia ambiental (62¢), variancia genética (6’29),
herdabilidade no sentido amplo (flza), média geral (Yg), desvio padrdo da variancia
genética (dpvg), coeficiente de variag&o genético (CVy), coeficiente de variagdo ambiental
(CVe) e coeficiente b, para as variaveis DIF1 (crescimento radicular liquido), DIF2

(crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e DIFR2
(crescimento radicular final relativo) (4° e 5° experimentos). Ponta Grossa, 2011.

4° Experimento (48 h)

Parametro DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
62 0,04 0,05 0,003 0,004
62 0,22 0,28 0,01 0,02
h2, 0,95 0,95 0,93 0,93
Yo 7,01 13,16 1,21 2,28
dpvg 0,45 0,52 0,11 0,12
CVq (%) 6,66 4,03 9,10 5,45
CVe (%) 2,69 1,66 4,24 2,65
Coeficiente b 2,47 2,42 2,14 2,05
5° Experimento (96 h)

Parametro DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
62 0,04 0,04 0,004 0,0042
62 0,20 0,21 0,0118 0,012
h2, 0,93 0,94 0,89 0,90
Yo 1,70 1,93 0,44 0,50
dpvg 0,45 0,46 0,11 0,11
CVq (%) 26,36 23,71 24,68 21,88
CVe (%) 12,20 10,24 15,08 12,92
Coeficiente b 2,16 2,32 1,64 1,69

O controle genético desta caracteristica em milho parece bastante divergente
entre os diversos autores a partir da avaliacdo de diferentes germoplasmas de milho,
bem como de técnicas diferenciadas de avaliacdo (campo e solucédo nutritiva). Na
literatura parece existir um consenso quanto a existéncia de poucos genes, com
acdo dominante (RHUE et al., 1978; GARCIA JUNIOR e SILVA, 1979 e MIRANDA et
al., 1984) a efeitos aditivos (SAWAZAKI e FURLANI, 1987). Embora o padréo mais
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complexo de heranga (quantitativo) a tolerancia ao aluminio tenha sido proposto por
Magnavaca (1982) e Pandey e Gardner (1992).

A estimativa dos coeficientes de herdabilidade no sentido amplo (h2)
evidenciaram herdabilidade variando de 93 (DIFR1 e DIFR2) a 95% (DIF1 e DIF2)
no 4° experimento. De modo similar a herdabilidade variou de 89 (DIFR1) a 94%
(DIF2) no 5° experimento (Tabela 12). Esses valores sdo semelhantes aos obtidos
por Mendes et al. (2010), os quais estimaram herdabilidade no sentido amplo em
89,7% para o comprimento liquido da raiz (CLR) através da avaliacdo das geracdes
de segregacao do cruzamento entre as linhagens Cateto (tolerante) e L53 (sensivel).
Os valores elevados da herdabilidade destas variaveis indicam facilidade no
processo de selecao artificial pela ampla variabilidade genética existente e pequenos
efeitos ambientais associados. Esta proposicao é confirmada quando se observa os
valores do coeficiente b (CV¢/CVe) superiores a 1, para todas as variaveis, o que
indica situacdo bastante favoravel para a selecdo de tolerancia ao aluminio neste
germoplasma de milho (Tabela 12).

As estimativas dos parametros genéticos para tolerancia ao aluminio a partir
do germoplasma de milho crioulo (6° experimento) revelou tendéncia similar mas
com magnitudes diferenciadas em relacdo ao germoplasma de milho hibrido. Com
relacdo a variancia ambiental (6%) os valores estimados variaram de 0,02 para
DIFR1 a 1,01 para DIF2. Enquanto que para a variancia genética (%) as estimativas
variaram de 0,11 para DIFR1 a 2,30 para DIF2 (Tabela 13). Estas estimativas estéao
em acordo com as obtidas nos experimentos anteriores, onde a variancia genética
(62g) foi superior em relagdo a variancia ambiental (62¢), possivelmente pelo controle
genético estar relacionado a poucos genes. Embora a magnitude das variancias
genéticas neste germoplasma crioulo sejam substancialmente superiores ao
germoplasma de milho hibrido.

A avaliagdo do desvio padrdo da variancia genética (dpyg) permitiu uma
interpretacdo direta da variagdo genética obtida para cada variavel. Os valores
observados para o desvio padrdo da variancia genética foram relativamente baixos e
bastante similares para o germoplasma de milho hibrido (4° e 5° experimentos).
Para as variaveis DIF1 e DIF2 os desvios variaram de 0,45 a 0,52, enquanto que
para DIFR1 e DIFR2 foram de 0,11 a 0,12 (Tabela 12). No 6° experimento
(germoplasma crioulo), os desvios foram superiores para todas as variaveis
analisadas com variacdo de 0,9 (DIF1) a 1,52 (DIF2) e de 0,33 (DIFR1) a 0,65
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(DIFR2) (Tabela 13). As evidéncias observadas sugerem maior variabilidade
genética para todas as variaveis estudadas dentro do germoplasma de milho crioulo
para tolerancia ao aluminio toxico. Esta afirmacéao pode ser confirmada pela origem
destas variedades uma vez que estes genotipos de milho passaram por ciclos
continuados de selegéo natural e artificial em ambientes com elevada saturagéo por
aluminio, o que possivelmente acarretou na incorporagdo de diferentes alelos de
tolerancia neste germoplasma. Sawazaki e Furlani (1987) relataram que a tolerancia
em linhagens endogamicas originarias de milho Cateto é condicionada por genes
menores com efeitos genéticos prioritariamente aditivos. Da mesma forma que nas
variedades crioulas, este milho Cateto tem sido cultivado por indigenas e pequenos
produtores em solos com elevada saturacao por aluminio, o que através da selecéo

natural tem propiciado o incremento no nivel de tolerancia deste germoplasma.

Tabela 13. Estimativas dos parametros genéticos: variancia ambiental (G2), variancia genética (62),
herdabilidade no sentido amplo (ﬁza), média geral (Yg), desvio padrdo da variancia
genética (dpvg), coeficiente de variacdo genético (CVg), coeficiente de variacdo ambiental
(CVe) e coeficiente b, para as variaveis DIF1 (crescimento radicular liquido), DIF2

(crescimento radicular final), DIFR1 (crescimento radicular liquido relativo) e DIFR2
(crescimento radicular final relativo) (6° experimento). Ponta Grossa, 2011.

6° Experimento (48 h)

Parametros DIF1 DIF2 DIFR1 DIFR2
02 0,41 1,01 0,02 0,06
624 0,81 2,30 0,11 0,42
h2, 0,86 0,87 0,94 0,95
Yo 6,98 13,06 1,21 2,27
dpyg 0,90 1,52 0,33 0,65
CVq (%) 12,85 11,61 27,50 28,47
CVe (%) 9,21 7,70 12,11 10,72
Coeficiente b 1,40 1,51 2,27 2,66

As estimativas dos coeficientes de herdabilbidade no sentido amplo (h2)
foram estimados em 86, 87, 94 e 95% para as variaveis DIF1, DIF2, DIFR1 e DIFR2,
respectivamente (Tabela 13). Estes coeficientes foram superiores a herdabilidade
observada por Sawazaki e Furlani (1987) para o comprimento liquido da radicula em
milho cateto (79%). Da mesma forma que no germoplasma de milho hibrido, valores
elevados da herdabilidade para todas as variaveis indicam presenca de grande

variabilidade genética, possivelmente pela acdo de poucos genes com grande efeito
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na manifestacéo do carater tolerancia ao aluminio entre as diferentes variedades de
milho crioulo do banco de germoplasma da UEPG.

Os coeficientes b mostraram as mesmas tendéncias observadas com relacao
a variancia genética e as suas magnitudes revelaram uma situacdo bastante
favoravel para a selecdo. Para as variaveis DIF1 e DIF2 as estimativas do
coeficiente b foram de 1,40 e de 1,51, respectivamente. Para os valores relativos
(DIFR1 e DIFR2) os coeficientes b apresentaram valores superiores a 2 (Tabela 13).
De maneira geral, coeficientes b superiores a 1, indicam precisdo experimental na
coleta dos dados bem como situacdo bastante favoravel para a selecao artificial de
fontes de tolerancia ao aluminio (VENCOVSKY e BARRIGA, 1992).

A partir das estimativas dos parametros genéticos obtidos para os trés
experimentos, foi possivel visualizar grande contribuicdo da variancia genética,
pequenos efeitos do componente ambiental e elevadas estimativas dos coeficientes
de herdabilidade no sentido amplo para as quatro varidveis estudadas tanto no
germoplasma de milho hibrido quanto no germoplasma de variedades crioulas.
Possivelmente, o controle genético da tolerancia ao aluminio nos dois
germoplasmas avaliados é baseado na acdo de poucos genes com grande efeito
para o carater tolerancia. Estes fatores associados aos valores elevados da relagédo
CVy/CV. para as quatro variaveis analisadas, pressupdem uma condicdo muito
favoravel para a selecao artificial no sentido de desenvolvimento de populacdes

melhoradas com maior tolerancia ao aluminio em milho.



5. CONCLUSOES

A metodologia de solucdo minima (aluminio + célcio) foi eficiente na
separacdo de genotipos sensiveis e tolerantes ao aluminio nos diferentes

germoplasmas de milho;

A dose de 4 mg L™ de aluminio em solucdo minima associada ao periodo de
exposicdo de 48 h permitiu a melhor discriminacdo entre os genétipos para a

tolerancia ao elemento em niveis toxicos;

A avaliacdo do germoplasma hibrido, através das variaveis crescimento
radicular liquido (DIF1), crescimento radicular final (DIF2) e seus valores relativos
(DIFR1 e DIFR2) revelou variabilidade genética para tolerancia ou sensibilidade ao

aluminio, independente do periodo de exposicao;

O periodo de exposicdo por 96 h ao aluminio reduziu sensivelmente o
crescimento/recrescimento radicular na maioria dos hibridos de milho, embora
alguns genotipos tenham apresentado resposta positiva ao maior periodo de

exposicao;

O germoplasma de milho crioulo apresentou grande variabilidade genética

com predominio para maior tolerancia ao AI** entre os genétipos estudados;

A utilizacdo do indice de tolerancia relativa ao aluminio (ITRa) permitiu
visualizar classes fenotipicas distintas para o carater quando comparado com as
medidas de crescimento radicular. Os ITRa's confirmaram o predominio da

tolerancia ao AI** no germoplasma crioulo em relagéo aos genétipos hibridos;
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As elevadas estimativas dos parametros genéticos (varidncia genética,
herdabilidade e coeficiente b) em ambos germoplasmas (hibridos e variedades
crioulas) indicam a possibilidade de que o controle genético da tolerancia seja
baseado na acédo de poucos genes com grande efeito para o carater. Situagcdo muito
favoravel para a selecéo artificial no sentido de desenvolver populag6es melhoradas

com maior tolerancia ao aluminio.
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