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SELECAO DE Lotus corniculatus L. TOLERANTE AO ALUMINIO*

Autora: Aline Janke
Orientador: Miguel Dall’Agnol

RESUMO

A utilizagdo de pastagens capazes de tolerar o aluminio em niveis
elevados apresenta-se como uma alternativa viavel para contornar um dos
principais problemas existentes em areas de cultivo com solos acidos. Entre as
leguminosas forrageiras, o cornichdo (Lotus corniculatus L.) destaca-se pela
sua qualidade nutricional e versatilidade de adaptagcéo. Em fungéo disso, esse
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de selecionar plantas de L.
corniculatus tolerantes ao aluminio, bem como analisar a diversidade genética
existente entre estes materiais com o auxilio de marcadores moleculares do
tipo microssatélites. Foram utilizados trés genotipos de cornichdo (Draco, S&o
Gabriel e UFRGS) em solugdo nutritiva, contendo 200 umol/L de célcio
(CaCl,.2H,0), 100 umol/L de aluminio (AICI3) e pH controlado em uma faixa de
4,1 - 4,3. Realizaram-se dois ciclos de selecdo, sendo as plantulas
selecionadas pelo comprimento final das radiculas. Posteriormente, testou-se o
progresso alcancado pelos ciclos de selegdo através de um experimento em
solugéo nutritiva, semelhante ao utilizado nas sele¢des, com as populagdes
originais e melhoradas, em quatro concentra¢des de aluminio (0, 50, 100 e 150
umol/L) (AICls). Foram avaliados o comprimento inicial, final e o crescimento
das radiculas. Apdés o término do segundo ciclo de selecdo, realizou-se a
andlise da diversidade genética existente entre os genétipos de cornichdo
estudados. Foram utilizados 18 pares de primers desenvolvidos para Lotus
japonicus (Regel) Larsen e Trifolium repens L. As similaridades genéticas, com
base no coeficiente de Jaccard, foram utilizadas para fazer o agrupamento dos
gendtipos pelo método UPGMA, através do programa NTSYS pc 2.1. O
namero de alelos e o conteddo de informacédo de polimorfismo (PIC) também
foram calculados para cada loco. A selecdo em solugédo nutritiva mostra-se
eficiente na selecdo de plantulas de cornichdo tolerantes ao aluminio. Os
materiais analisados apresentam diferencas em relacao a esta caracteristica,
destacando-se como o gendtipo mais tolerante UFRGS F2, proveniente de dois
ciclos de selecdo. Os marcadores microssatélites revelam-se adequados para
acessar a variabilidade genética entre os genétipos de L. corniculatus.
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (93p.). Maio, 2009.



SELECTION OF Lotus corniculatus L. TOLERANT TO ALUMINUM?

Author: Aline Janke
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ABSTRACT

The use of grasslands capable to tolerate high levels of aluminum is
a viable alternative to bypass one of the main problems existing in cultivated
areas with acid soils. Among the forage legumes, the birdsfoot trefoil (Lotus
corniculatus L.) stands out for its nutritional quality and versatility of adaptation.
Given the importance, this work was carried out to select plants of L.
corniculatus tolerant to aluminum, and analyze the genetic diversity between
these materials with the aid of microsatellite molecular markers. Three
genotypes of birdsfoot trefoil were used (Draco, Sédo Gabriel and UFRGS) in
nutrient solution containing 200 umol/L of calcium (CaCl,.2H,0), 100 pmol/L of
aluminum (AICI3) and controlled in a pH range of 4.1 - 4.3. Two selection cycles
were made, where the seedlings were selected by the root length.
Subsequently, the progress achieved by cycles of selection was tested in an
experiment in nutrient solution, similar to that used in the selections, with the
original and improved populations, in four concentrations of aluminum (0, 50,
100 and 150 pmol/L) (AICI3). The initial, final and the growth of the radicle were
evaluated. After the end of the second cycle of selection it was carried out the
analysis of genetic diversity among genotypes of birdsfoot trefoil studied.
Eighteen pairs of primers developed for Lotus japonicus (Regel) Larsen and
Trifolium repens L. were used. The genetic similarities based on Jaccard
coefficient was used to make the grouping of genotypes by the UPGMA
method, using the program NTSYS pc 2.1. The number of alleles and the
polymorphism information content (PIC) were calculated for each locus. The
selection in nutrient solution was efficient in the selection of seedlings of
birdsfoot trefoil tolerant to aluminum. The materials analyzed differ for this
characteristic, with the genotype UFRGS F2, being the most tolerant. The
microsatellite markers are suitable for accessing the genetic variability among
genotypes of L. corniculatus.

! Master of Science Dissertation in Forage Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (93p.). May, 2009.

Vi



.INTR

. REVI

SUMARIO

(0] 5100710 TSR

SAO BIBLIOGRAFICA . ... oottt e e e aeneaas

2.1 Consideracdes gerais sobre a toxidez por aluminio.....................
P2 0 RS Yo (o == Tox o [0 - F RSP
2.1.2 Toxidez por aluminio...........ocuueereriiieiiee e
2.1.3 Mecanismos de tolerancia ao aluminio..............ccccceeernunnnn.
2.1.4 CoNtrole geNeLiCO......cccoiuuuieieeiiiiee e
2.1.5 Métodos de SElEGAOD.........cueeieeiiieee e
2.1.6 FIXaGa0 SIMDIOLICA. ....cccovuriiiiieiiiiiiieeii e

2.2 MICTOSSALEIIES. ..coe ittt

2.3 Lotus corniculatus L., uma boa espécie forrageira...............ccue....
2.3.1.0rigem € DIOlOGIa........uuururiieeiieeiiiiiiee et
2.3.2 Caracteristicas agrondmiCas............cc.uueeeeeerarueeeeeaeieeieeaannns

2

3.3 MeElNOramMENTO. ... e

. MATERIAL E METODOS........c.titiiiiiieieeeieieteee e e
3.1 Selec&o em SOIUGAOD NULMTIVA........uveeeeeiiiee e e

3.1.1 Avaliac&o da tolerancia ao aluminio............cccceeeeiiiiiiee e
3.2 ANALISE MOIECUIAT.......ceieiieie e e

. RESULTADOS E DISCUSSAO.......otioeeeeeeeeeeee e eeeee e
4.1. Avaliacdo da tolerdncia ao aluminio..........ccccooecuivieeniiiiiieen e
4.2. ANALISE MOIECUIAN . ... .o e

. CON

CLUSOES . ..o ettt

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....oeeee oottt eenae e,

CAPENDICES. ..ot

vii

61

62

73

93



RELACAO DE TABELAS

Primers de microssatélites utilizados na amplificacdo de seis
gendtipos de Lotus conriculatus ...

. Comprimento radicular inicial (cm) dos gendtipos de cornichdo
(Lotus corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.)
utiizados na implantacdo do experimento de avaliagdo da
tolerédncia ao aluminio em SOIUGE0 NULFItIVA..........coeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeae

. Comprimento radicular final (cm) dos genétipos de cornich@o (Lotus
corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.) aos 14 dias em
solugdo nutritiva contendo 200 umol/L de calcio (CaCl,.2H,0) em
quatro concentracdes de aluminio (0, 50, 100, 150 pmol/L)

. Crescimento radicular (cm) dos genotipos de cornichdo (Lotus
corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.) aos 14 dias em
solugéo nutritiva contendo 200 umol/L de calcio (CaCl,.2H,0) em
quatro concentragdes de aluminio (0, 50, 100 e 150 upmol/L)
(AUCES) et e e

. Tamanho alélico (pb), nimero de alelos (A) e conteudo de
informagéo de polimorfismo (PIC), de cada um dos 18 marcadores
de microssatélites analisados na caracterizacdo de seis genétipos
de cornich@o (Lotus corniCulatus L.)..........couveeriiiiniiiieieeee e

Matriz de similaridade genética de seis gendtipos de Lotus
corniculatus L. analisados através da técnica de microssatélites......

viii

Pagina

41

45

46

48

55

56



=

RELACAO DE FIGURAS

Selecdo de gendtipos de Lotus corniculatus L. tolerantes ao
aluminio, em solugdo nutritiva contendo 200 pmol/L de calcio
(CaCl,.2H,0) e 100 pumol/L de aluminio (AICI3).......coveeeieiiiiiiieeeie

. Polinizag&o de Lotus corniculatus L. (A) inflorescéncia; (B) retirada

da quilha; (C) polinizagéo; (D) formagao das vagens............cccceuvvvnee

. Gel de agarose com bandas de DNA das populacbes de Lotus

corniculatus L. em andlise do primer de microssatélite
TIMOBLT ... et e

. Crescimento radicular médio (cm) de alfafa crioula (Medicago sativa

L.) e de trés populagdes originais e melhoradas de cornich&o (Lotus
corniculatus L.) apdés 14 dias em solu¢do nutritiva contendo 200
umol/L de célcio (CaCl,.2H,O) em quatro concentracdes de
aluminio (0, 50, 100 e 150 pwmol/L) (AICI3)......ueeeeeiiiiiiiieieie e

. Efeitos da toxidez por aluminio em plantulas de Lotus corniculatus L.

Avaliacdo da tolerAncia ao aluminio de nove populagdes de
cornichdo (Lotus corniculatus L.) em relacdo ao crescimento
radicular médio das plantulas submetidas a diferentes
concentragdes de aluminio (0, 50, 100 e 150 umol/L) (AICl5).............

Dendrograma obtido com base na similaridade genética de seis
gendtipos de Lotus corniculatus L., utilizando-se 18 marcadores
MICTOSSALEIILES. .....eei ittt e e e eneeeaee e e

Pagina

34

36

42

50

51

52

58



RELACAO DE ABREVIATURAS

A ndmero de alelos por loco

AP Aluminio

ALF............. Alfafa

CFii. comprimento radicular final

Cliiii comprimento radicular inicial

CIMMYT..... Centro Internacional de Melhoramento de Trigo e Milho
CR..ccooee crescimento radicular

CVerrreeeeeeeeen Cultivar

DIVMO........ digestibilidade in vitro da matéria organica

DPFA.......... Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia
DR.............. genotipo de Lotus corniculatus L. INIA Draco

DR-F1......... gendtipo de L. corniculatus INIA Draco apds um ciclo de sele¢do
DR-F2......... Gendtipo de L. corniculatus INIA Draco apoés dois ciclos de sele¢céo
FDA............ Fibra em Detergente Acido

FDN............ Fibra em Detergente Neutro

IAC............. Instituto Agronémico de Campinas

MS...ccooee Matéria seca

pb............... par de base

PIC............. conteudo de informacé&o de polimorfismo

QTL............ Quantitative Trait Loci

rPM....cceeeeee rotagbes por minuto

RS Rio Grande do Sul

SG..n genotipo de L. corniculatus Sao Gabriel

SG-F1......... Gendtipo de L. corniculatus Sao Gabriel apés um ciclo de selegédo
SG-F2......... Gendtipo de L. corniculatus Sao Gabriel ap6s dois ciclos de selecéo
SSR....ccee Microssatélite

UF....ccoune... Genotipo de L. corniculatus UFRGS

UF-F1......... Gendtipo de L. corniculatus UFRGS ap6s um ciclo de selecao
UF-F2......... Gendtipo de L. corniculatus UFRGS apds dois ciclos de selecao
UFC............ Unidade Formadora de Colonia

USDA......... United States Department of Agriculture



1. INTRODUCAO

Os solos é&acidos compreendem grande parte do mundo,
principalmente as regides tropicais e subtropicais Umidas, onde o volume
consideravel de chuvas e as temperaturas elevadas acabam acelerando a agéo

z

do intemperismo. Nesses solos, o principal fator limitante é a presenca de

kel

aluminio téxico (AI’") em elevadas concentragfes, resultando em uma reducgéo

no crescimento e na produtividade das plantas (Delhaize & Ryan, 1995).

A reducdo na quantidade do AP

pode ser realizada através de
praticas de calagem, pois este elemento é totalmente neutralizado quando o pH
do solo é superior a 5,5. Por outro lado, o uso de corretivos representa um
acréscimo nos custos de produgcdo. Além do mais, o aluminio ndo ocorre
apenas na camada aravel do solo, mas também em maiores profundidades,
tornando dificil a realizacdo desta operacéo.

Outra maneira de superar as dificuldades relativas a presenca do
AI** no solo é através da utilizagdo de cultivares tolerantes (Foy et al., 1978),
obtidas por meio da exploragdo do potencial genético de cada espécie. O uso
destes materiais pode diminuir os custos de implantagdo e manutencdo da
cultura e, também, permitir um melhor desenvolvimento em situacbes de

estresse hidrico, pois as plantas tolerantes apresentam um melhor

desenvolvimento do sistema radicular.



Pesquisas vém sendo realizadas através de diversos métodos de
selecdo, dentre os quais se destaca a selecdo em solucdo nutritiva, por ser
uma técnica relativamente facil e rapida, além de apresentar baixos custos.
Outro fator que deve ser ressaltado em relacdo a este método é a escolha dos
materiais pela visualizag&o das raizes, ja que o principal sintoma de toxidez por
aluminio nas plantas é a reducéo do crescimento radicular.

A utilizacao de técnicas moleculares concomitantes ao programa de
melhoramento permite uma melhor elucidacéo do comportamento genético dos
materiais analisados, ndo estando restrito apenas a caracteristicas
morfolégicas e agrondmicas. Os microssatélites ou SSR sdo marcadores que
possuem expressao co-dominante, sdo somaticamente estaveis, multialélicos e
altamente reprodutiveis. Esses marcadores possuem um elevado contetido de
informagdo de polimorfismo, sendo ideais para serem utilizados na
identificac&o e discriminac@o de gendtipos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O cornichdo (Lotus corniculatus L.) apresenta-se como uma espécie
promissora em programas de melhoramento, encontrando-se amplamente
distribuido no mundo, destacando-se pelo seu alto valor nutritivo,
palatabilidade, capacidade de desenvolvimento em diversos ambientes e por
nao provocar timpanismo (Beuselinck, 1999).

Nas consorciagbes, L. corniculatus apresenta um bom
comportamento, contribuindo de maneira efetiva para o aumento da
produtividade da pastagem, fixando nitrogénio atmosférico através de simbiose
e adicionando proteina a dieta animal. Por ser uma leguminosa hibernal,

também permite a distribuicdo da forragem de maneira adequada ao longo do



ano, principalmente quando utilizada no melhoramento do campo nativo do Rio
Grande do Sul, visto que este possui em sua maioria espécies estivais.

O cornichdo também é capaz de tolerar a acidez e a baixa fertilidade
do solo, situacBes essas pouco toleraveis por outras leguminosas de
importante valor forrageiro. Apesar disso, em funcédo dos elevados teores de
A*" encontrados nos solos do Sul do Brasil, ainda ha a necessidade de
melhorar esta caracteristica.

Em razédo desses fatores, o trabalho foi desenvolvido visando a
obtencéo de populagdes com maior tolerdncia ao aluminio, de trés genotipos
de L. corniculatus, através de selecdo em solugéo nutritiva. O estudo também
objetivou a caracterizagdo genética de gendtipos de cornichdo, com o auxilio

de marcadores moleculares do tipo SSR.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracfes gerais sobre atoxidez por aluminio

2.1.1 Solos acidos

Os solos acidos séo freqlientes nas regides tropicais e subtropicais,
ocupando aproximadamente 3,95 bilhdes de hectares, correspondendo a 30%
da é&rea cultivdvel no mundo (von Uexkill & Mutert, 1995). No Rio Grande do
Sul (RS), um levantamento realizado por Rheinheimer et al. (2001) indicou que
44% dos solos do estado apresentavam pH em agua inferior a 5,5.

Nas regides de clima arido e semi-arido, os solos sdo geralmente
alcalinos, pois a precipitacdo pluviométrica ndo é suficiente para percolar os
céations béasicos do solo. Por outro lado, nas regifes tropicais e subtropicais, 0
processo de acidificacdo do solo é intenso. Devido a elevada precipitacdo
pluviométrica, ocorre & lixiviacdo de cations (Na*, K*, Ca?** e Mg*") e anions
(cloreto, nitrato e sulfato) de menor valéncia, associada a retencdo de cétions
de maior valéncia (AP* e Mn?"), nos sitios de troca da argila e da matéria
organica. Havendo uma remocao de cations basicos maior do que a taxa de
liberacéo pelo intemperismo, o pH do solo diminui (Bohnen et al., 2006).

A solubilizag@o da rocha ocorre porque a 4gua da chuva que entra
em contato com a mesma € levemente acida (pH 5,5 a 6,5), em decorréncia da

dissolucdo parcial do gas carb6nico do ar na agua. Os ions hidrogénio (H")



formados a partir desta reagao irdo reagir com a rocha, e assim seréo liberados
céations e anions que servirdo de nutrientes para 0s organismos que comegarao
a se estabelecer sobre a rocha matriz (Tedesco & Bissani, 2004; Bohnen et al.,
2006).

Os minerais primarios das rochas passam pelos processos de
hidratacdo e hidrolise. A hidratagdo consiste na associagdo de moléculas de
dgua nos minerais, sem causar alteracdo direta nos mesmos. Todavia, na
hidrélise, ocorre uma substituicdo dos cations basicos e do fon aluminio (AI**)
por fons H*, podendo resultar em uma diminuicdo do pH do solo. O aluminio
liberado podera ocupar os sitios de troca ou passar pelo processo de hidrolise,
liberando assim mais ions H*, favorecendo dessa maneira a dissolucdo da
rocha (Wietholter, 2000).

A decomposicdo dos residuos vegetais pelos microrganismos, a
utilizacdo de fertilizantes e a propria absorcdo dos nutrientes pelas plantas
também contribuem para a acidificagdo do solo. A mineralizagdo da matéria
organica ocasiona a liberacdo de H' e nitrato (NO3). Quando ocorre a
percolagcdo do NOs no perfil do solo, h& obrigatoriamente o arraste de um
cation (K', Ca?, Mg®) para manter a eletroneutralidade da solugdo. Em
decorréncia da percolacdo desses cations, os sitios de troca sdo ocupados
gradativamente pelos ions A" e Mn?* (Bohnen et al., 2006).

Quando as plantas absorvem um cation (*) ou um anion () acabam
liberando na rizosfera, respectivamente, ions H" ou OH" para a manutencédo da
eletroneutralidade. As leguminosas absorvem mais cations, tornando esse

processo mais intenso em relagdo as gramineas. Além disso, as leguminosas



ndo absorvem grandes quantidades de nitrato devido a fixacdo simbidtica,
resultando em maior liberagdo de ions H* para o solo, contribuindo dessa
maneira para sua acidificagéo (Bohnen et al., 2006).

Entretanto, a concentracdo de ions H* na solugcdo do solo, mesmo com
um valor elevado de 0,1 mmol/L correspondente ao pH 4,0, ndo é considerada
um fator limitante ao crescimento normal das plantas, desde que haja
suprimento adequado de todos o0s nutrientes essenciais e auséncia de
elementos em concentragdes toxicas. Esta situa¢éo ndo acontece naturalmente
no solo, pois, em condi¢cbes acidas, podem ocorrer ions em concentragdes
téxicas para as plantas, como o A** e o Mn?. Além do mais, pode ocorrer
menor disponibilidade de alguns nutrientes, por exemplo, o fésforo, bem como
a interferéncia na atividade dos microrganismos do solo (Tedesco & Bissani,

2004; Sousa et al., 2007).

2.1.2 Toxidez por aluminio

O aluminio € o metal mais abundante e o terceiro elemento mais
comum da crosta terrestre apds o oxigénio e o silicio (Haug & Foy, 1984).
Destaca-se como o principal fator limitante em solos com pH abaixo de 5,5,
tornando-se mais fitotoxico em pH inferior a 5,0 (Foy et al., 1978). Além disso,
apresenta-se como um dos principais problemas agronémicos relacionados a
limitagBes abidticas, sendo superado apenas pelo estresse hidrico (von Uexkill
& Mutert, 1995).

O aluminio pode estar presente em diferentes formas no solo. Em

condi¢bes &cidas (pH<5,0), o aluminio se hidrolisa em solu¢do, predominando



a forma AI(H20)63+, chamado convencionalmente por AI¥*. Conforme o aumento
do pH, o Al(H;0)s*" sofre sucessivas desprotonagdes para formar Al(OH)*" e
Al(OH).". Nos solos com pH proximos da neutralidade, ocorre a forma sélida
Al(OH)3, enquanto que em solos alcalinos predomina Al(OH)4™ (Kochian, 1995).

O APP* forma complexos de baixo peso molecular quando se une a
ligantes organicos e inorganicos, como por exemplo, PO,*, SO,*, F, acidos
organicos, proteinas e lipidios (Delhaize & Ryan; Kochian, 1995). Uma forma
de aluminio polinuclear, Ali3, também pode se formar quando solu¢des de
aluminio sdo parcialmente neutralizadas com uma base forte (Parker &
Bertsch, 1992), entretanto sua ocorréncia natural e a contribuicdo para a
toxidez no solo ainda néo estéo claros (Delhaize & Ryan; Kochian, 1995).

O aluminio interfere em varios processos fisiologicos e celulares,

podendo ser a toxicidade o resultado de interagées complexas do AI**

com o
apoplasto (parede celular), membrana plasmatica e com alvos simplasticos
(citosol) (Kochian et al., 2005). O aluminio atua no apice da raiz, mais
precisamente na parte distal da zona de transi¢céo, afetando o alongamento e a
diviséo celular (Sivaguru & Horst, 1998).

A inibicdo do crescimento radicular é o sintoma primario de toxidez
por aluminio nas plantas. Ocorrem mudancas morfolégicas nas raizes, tais
como crescimento reduzido, intumescimento do apice, formacdo de pouca ou
nenhuma ramificacdo, colorac@o castanha devido a necrose dos tecidos, além
de tornarem-se quebradicas (Foy et al., 1978; Kochian, 1995). Os danos

podem levar a deficiéncia mineral e ao estresse hidrico (Degenhardt et al.,

1998).



Por outro lado, a redugdo do crescimento da parte aérea € um
sintoma secundéario, onde as plantas apresentam sinais de deficiéncia de
fosforo (crescimento anormal das folhas; coloracdo purpura das folhas, colmos
e nervuras; amarelecimento e morte das folhas da extremidade da planta) ou
de calcio (enrolamento das folhas jovens e morte das gemas apicais), e
parecem ser uma consequéncia dos danos que ocorrem no sistema radicular
(Foy et al., 1978).

Os efeitos da toxidez por aluminio sdo muito varidveis, dependendo

da concentragéo de AI**

, do tempo de exposi¢éo e principalmente do nivel de
tolerAncia ou sensibilidade da espécie utilizada (Ciamporova, 2002). Algumas
espécies sdo capazes de apresentar sintomas detectaveis em poucos minutos
apoés a exposicdo ao aluminio, entretanto, outras sdo apenas visiveis apds um
maior periodo de exposicdo (Ma et al., 2001).

A reducdo na quantidade de aluminio téxico presente na solugéo do
solo pode ser realizada através da elevacdo do pH, utilizando praticas de

calagem, pois o AP

é totalmente neutralizado quando o pH do solo é superior
a 5,5 (Bohnen et al., 2006). Entretanto, o0 uso de corretivos representa um
acréscimo nos custos de producgéo, podendo ser, em determinadas situacoes,
economicamente inviadvel. Ainda assim, o aluminio ndo ocorre apenas na
camada aravel do solo (0 — 30 cm), mas também em maiores profundidades.
Devido a isso, o sistema radicular irhd se desenvolver apenas nas camadas
superficiais, o que é prejudicial ao crescimento das plantas, pois estas nao

conseguem absorver 4gua e nutrientes nas regides mais profundas do solo

(Sousa et al., 2007).



Uma das alternativas para solucionar este problema seria a
utilizacéo de cultivares tolerantes ao aluminio (Foy et al., 1978), obtidas através
de um estudo do potencial genético das espécies de interesse, selecionando

ou melhorando aquelas plantas que apresentam resisténcia ao aluminio.

2.1.3 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Algumas espécies desenvolveram mecanismos que possibilitam o
desenvolvimento das mesmas em solos acidos onde concentracdes de
aluminio toxicas podem limitar o crescimento das plantas (Ma et al., 2001).

Os mecanismos de tolerancia podem ser divididos naqueles que
atuam no sentido de excluir o AP** depois de absorvido ou de impedir sua
entrada pela raiz (mecanismos de excluséo) e naqueles que permitem a planta
acumular o aluminio em locais especificos, tolerando-o dentro da célula
(mecanismos de tolerancia) (Kochian, 1995; Hartwig et al., 2007).

Dentre os mecanismos, 0 mais comum é o de exclusdo. A
detoxicacdo ocorre principalmente pela exudacdo de &cidos orgéanicos, 0s

quais sao liberados na rizosfera, atuando como quelantes do Al**

(Hoekenga et
al., 2003). Os principais acidos organicos secretados pelas raizes sdo o acido
citrico, &cido oxalico e &cido mélico, sendo que o &cido citrico forma complexos
mais estaveis com o aluminio, além de ser 0 mais comum entre as espécies
estudadas (Barcel6 & Poschenrieder, 2002).

Existem dois padrdes de secrecdo de 4cidos organicos em resposta

ao aluminio. No padrao |, a liberacdo de acidos organicos ocorre logo apés a

exposi¢do ao aluminio, enquanto no padré@o Il a secre¢do ocorre apés varias
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horas de exposicéo. A resposta rapida do padréo | sugere que o Al*" ative um
mecanismo pré-existente e a inducdo de novas proteinas ndo seja necesséria.
Por outro lado, o atraso observado no padrdo Il indica a necessidade de
inducéo de novas proteinas (Ma et al., 2001).

As cultivares tolerantes de cevada (Hordeum vulgare L.) exudam
citrato em ambos os padrdes; as de arroz (Oryza sativa L.) e triticale (Triticale
ssp.) exudam citrato e malato no padréo Il; as de trigo (Triticum aestivum L.)
liberam malato e as de trigo mourisco (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.)
oxalato no padréo | (Ma & Furukawa, 2003).

Santos et al. (2008a) observaram um aumento na secrecdo de &cido
oxalico em genotipos de cornichdo, quando submetidos a um tratamento com
aluminio (200 pumol/L), indicando ser um mecanismo de tolerancia ativado pela
presenca do elemento toxico.

Apesar dos acidos organicos exercerem um papel relevante na
detoxicacao do AP, este ndo é o (inico mecanismo de exclusdo existente. Um
experimento realizado com um mutante de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(alr-104) resistente ao aluminio, comprovou que hd um aumento no pH da
rizosfera destes individuos quando expostos a niveis toxicos de Al
acarretando em uma redugéo da solubilidade deste elemento (Degenhardt et
al., 1998).

Ainda pode ocorrer a liberagdo de compostos fendlicos, que atuam
na complexacdo do aluminio. No experimento realizado por Kidd et al. (2001),
com uma variedade tolerante (Sikuani) de milho (Zea mays L.), observou-se a

exudacdo dos flavondides catequina e quercetina ap6s quatro horas de
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exposicdo das plantulas a 50 pmol de AI**

, resultando em uma recuperacéo do
crescimento radicular.

A secrecao de mucilagem também pode atuar como uma barreira de
entrada ao AP" nas células. Entretanto, uma avaliagdo precisa destas
rizodeposi¢cdes € complicada, pois a sua producdo é fortemente influenciada
pela composicdo e resisténcia fisica do substrato (Barceld6 & Poschenrieder,
2002).

Os mecanismos de toler&ncia permitem o acumulo de aluminio em
altas concentracbes, sendo baseados na complexacdo e detoxicacdo do
aluminio ap6s sua entrada no citoplasma (Kochian et al., 2005). A eliminacao

by

do elemento téxico pode estar relacionada a quelacdo do AP por acidos
organicos, proteinas ou outros ligantes organicos; compartimentagéo do Al**
nos vaclolos; sintese de proteinas tolerantes ao Al** e elevacédo da atividade
enzimatica (Kochian, 1995).

A planta ornamental Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser. € capaz

|3

de acumular mais de 3.000 mg de Al°" por quilo de matéria seca (MS) em suas

folhas. A cor das suas sépalas pode variar do vermelho ao azul, conforme a
acidificacdo do solo. A mudanca para a cor azul é devida ao acimulo de AI**
nas sépalas, resultando na formagdo de um complexo de aluminio com dois
componentes, delfinidina-3-glucosideo e &cido 3-cafeoilquinico (Ma et al.,
1997a).

As variedades tolerantes de trigo mourisco, além de exudarem

oxalato de suas raizes, também conseguem acumular AP em grande

quantidade (até 15 mg/kg MS) nas suas folhas quando expostas em um meio
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acido. O aluminio é armazenado nos vacuolos na forma de um complexo

aluminio-oxalato (Zheng et al., 1998; Ma et al., 2001).

2.1.4 Controle genético

A tolerancia ao aluminio é uma caracteristica herdavel, que pode ser
controlada por um ou mais genes dominantes ou por diversos genes recessivos
(Kochian, 1995), existindo uma grande variacdo genética tanto entre quanto
dentro das espécies (Delhaize & Ryan, 1995).

Larsen et al. (1998) demonstraram, através de um estudo em
mutantes de A. thaliana, que a resisténcia ao A" é semidominante. Também
identificaram dois loci que conferem resisténcia a este carater, o alr-108,
localizado no cromossomo um, atuando na liberagdo de acidos orgéanicos e, 0
alr-104, localizado no cromossomo quatro, atuando na alcalinizacdo da
rizosfera.

Existe uma controvérsia em relacdo ao niumero de loci que possam
estar relacionados & tolerancia ao Al** no trigo. Alguns trabalhos sugerem que
a resisténcia € atribuida a um unico locus dominante (Altsy) que esta localizado
no cromossomo 4D (Delhaize et al., 1993; Riede & Anderson, 1996; Rodriguez-
Milla & Gustafson, 2001), enquanto outros, realizados em linhas ditelossdomicas
da variedade Chinese Spring, sugerem estar relacionada a diversos loci (Aniol,
1990; Papernik et al., 2001).

Magalhées et al. (2004) mapearam em sorgo (Sorghum bicolor (L.)

Moench) o maior locus para tolerancia ao aluminio, Altsg, na regido terminal do

cromossomo trés. A cevada apresenta um locus maior para tolerancia ao Al*,
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Alp, localizado no braco longo do cromossomo quatro. Essa espécie é
extremamente sensivel e demonstra tolerancia apenas em niveis muito baixos
de A®* (Minella & Sorrells, 1992).

No arroz, a herangca é oligogénica, determinada por alelos
dominantes, sendo controlada por pelo menos dois loci independentes, Altl,
localizado no cromossomo 6RS e, Alt3, no cromossomo 4R (Gallego et al.,
1998). A resisténcia ao AlI** em milho é uma caracteristica quantitativa, tendo
sido identificados pelo menos dois loci, AlIm1 e Alm2, localizados no brago curto
dos cromossomos 10 e seis, respectivamente. O locus Alm1l mostra um efeito

sobre o fendtipo trés vezes mais intenso do que o Alm2 (Sibov et al., 1999).

2.1.5 Métodos de selecao

Véarias técnicas estdo sendo utilizadas para identificar plantas
capazes de tolerar o A**, dentre as quais se pode destacar os métodos de
selecédo em solo e solugao nutritiva.

A selecdo em solo consiste na avaliagdo do crescimento das plantas
em um solo com alta saturacdo de aluminio, podendo ser realizado a campo ou
em ambiente controlado, onde sdo escolhidas aquelas que se apresentarem
mais tolerantes (Echart & Cavalli-Molina, 2001).

A selecgdo realizada a campo permite a selecdo de germoplasma em
condi¢Bes climaticas e de solo naturais, além de possibilitar a visualizagdo do
estresse causado pelo AP* na planta durante um ciclo de crescimento. As
desvantagens do método estdo no custo elevado, na vulnerabilidade do

material em relacdo as condi¢cdes ambientais, na complexidade das interacdes
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planta-ambiente, além de ser necessario um maior periodo de tempo,
geralmente um ciclo de crescimento completo (Echart & Cavalli-Molina, 2001).

Na selecdo realizada com solo em ambiente controlado, os
principais problemas estdo na obtencéo de solos adequados, pois a toxicidade
do aluminio ndo é o Unico fator limitante e, na observacao das raizes, ja que o
efeito primario do aluminio € a inibicdo do crescimento. Devido as dificuldades
mencionadas acima, trabalhos realizados utilizando estas metodologias estao
diminuindo consideravelmente (Samac & Tesfaye, 2003).

Um método capaz de avaliar e selecionar plantulas de espécies que
possuam sementes pequenas, em relacdo a acidez do solo, foi desenvolvido
por Voigt et al. (1997), com trevo branco, utilizando uma fina camada de solo
acido sobre agar, durante um periodo aproximado de 10 dias. Nesse sistema, a
avaliag@o da tolerancia é dada pela rapidez com que as raizes atravessam a
camada de solo e penetram no agar. Essa técnica foi testada com sucesso em
28 cultivares pertencentes a 15 espécies de forrageiras leguminosas, dentre
elas Lotus corniculatus L., Trifolium repens L., Trifolium pratense L. e Trifolium
subterraneum L., visando & avaliagdo dos materiais quanto & tolerancia ao Al**
(Voigt & Mosjidis, 2002).

O método de selecdo em solucdo nutritiva vem sendo muito utilizado
para selecionar, bem como, testar diversas espécies em relacdo ao carater
tolerancia ao AI**, dentre as quais estdo a alfafa (Medicago sativa L.) (Caetano,
1998; Martins et al., 2007; Rocha et al., 2007a), a braquiaria (Brachiaria
decumbens Stapf.) (Wenzl et al., 2006), o cornich&o (L. corniculatus) (Santos et

al., 2007), a cevada (Ma et al., 1997b; Echart et al., 2002), o milho (Martins et
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al., 1999; Paterniani & Furlani, 2002), a soja (Glycine max (L.) Merrill.)
(Menosso et al., 2000; Souza, 2001), o trigo (Camargo & Oliveira, 1981; Mistro
et al., 2001), entre outras.

Nessa metodologia as plantulas sdo mantidas, geralmente, em uma

solucdo &cida contendo AP

, sendo o crescimento radicular medido apos
alguns dias. A tolerancia € avaliada pela comparacéo do crescimento radicular
das plantulas que foram tratadas com AP em relacdo aquelas que néo
receberam o elemento toxico (controle). A principal vantagem esta na rapidez
do método e na manutencdo da integridade das raizes, além de permitir o
controle rigoroso sobre a disponibilidade dos nutrientes e do pH e apresentar
custo baixo. Por outro lado, ndo se recomenda o método em plantas que
exprimam a toleréncia ao aluminio apenas na fase adulta ou naquelas que
apresentam propagagdao vegetativa (Samac & Tesfaye, 2003).

Menosso et al. (2000) realizaram ensaios com diferentes niveis de
AP e Ca, em solugdo nutritiva, com o objetivo de identificar a melhor
concentragdo destes elementos, bem como o0 tempo necessario para a
diferenciacdo de plantulas de soja em relacéo & tolerancia ao AI**. Os niveis
estabelecidos foram de 0,2 mg/L de aluminio e 50 mg/L de célcio. A avaliagdo
das raizes nove dias ap6s o transplante das plantulas para a solugdo nutritiva
permitiu a separacéo de genoétipos tolerantes e sensiveis.

A tolerancia ao AI** de 38 genétipos de trigo provenientes do Centro
Internacional de Melhoramento de Trigo e Milho (CIMMYT), no México e de um

programa de melhoramento do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), foi

avaliada em solugdo nutritiva, com seis concentracdes de aluminio (0, 2, 4, 6, 8
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10 mg/L). A tolerancia foi medida pela capacidade de crescimento das raizes
priméarias apos serem mantidas por um periodo de 48 horas na solucdo
contendo aluminio. Os genotipos provenientes do CIMMYT demonstraram
maior sensibilidade, ocorrendo uma paralisagéo do crescimento radicular, em
grande parte dos materiais, nas baixas concentragées de AI** (2 e 4 mg/L). Por
outro lado, os gendtipos do IAC demonstraram maior tolerdncia, com
crescimento radicular satisfatério até mesmo na dose mais elevada de AI**
(Mistro et al., 2001).

Wenzl et al. (2006) analisaram a resisténcia ao AlI** de 41 gendtipos
de braquiaria. A avaliacdo foi feita através da comparacdo do comprimento e
do didmetro das radiculas submetidas a duas solu¢des nutritivas. Uma
contendo 200 umol/L de CaCl, e, a outra, 200 umol/L de CaCl, e 200 umol/L de
AlICl3, ambas com pH 4,2. Os materiais sensiveis foram caracterizados por uma
redugcdo no comprimento radicular e por um aumento no diametro das
radiculas. Por outro lado, os gendtipos tolerantes apresentaram maior
comprimento e menor didmetro das radiculas.

Utilizando trés métodos, Caetano (1998) selecionou gendtipos de
alfafa tolerantes ao Al**, em solucao nutritiva, solo e solo seguido de solucéo
(cruzada). As plantulas foram mantidas por 12 dias na solugéo contendo 0,62
mmol/L de célcio, 3,7 umol/L de aluminio e pH controlado a 4,5. O solo utilizado
foi do tipo argiloso, onde se adotou o nivel de saturacdo de aluminio de 2,5%,
sendo os materiais mantidos por um periodo de seis semanas. Na selecdo
cruzada utilizaram-se plantas previamente selecionadas em solo e

posteriormente em solucdo. Todos os métodos mostraram-se eficientes.
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Posteriormente, Santos et al. (2008b) avaliaram o crescimento
radicular dos genotipos selecionados por Caetano (1998) em solugéo nutritiva
com 200 pmol/L de célcio e cinco niveis de aluminio (0, 6, 12, 24 e 48 umol/L),
por um periodo de 15 dias. Utilizou-se a alfafa crioula como testemunha e pH
ajustado para 4,2. Em todas as concentracdes de aluminio, foi observado um
aumento de 20 e 40% no comprimento radicular das populagbes cruzada e,
solo e solugdo, respectivamente, em relacdo a testemunha. Os resultados
indicaram a possibilidade de distinguir genétipos de alfafa, com diferentes
graus de tolerdncia ao aluminio, em curto prazo, utilizando solug&o nutritiva.
Além disso, comprovou-se que 0 progresso obtido na populacdo selecionada
em solucao nutritiva foi tdo eficiente quanto a realizada em solo.

Santos et al. (2007) determinaram a concentragdo de aluminio capaz
de discriminar, em solug&o nutritiva, gendtipos de L. corniculatus em relacéo a
sensibilidade ao aluminio. Avaliaram-se dois materiais contrastantes (Draco e
UFRGS) em relacéo a resposta ao AI**, em solugdo com 200 pmol/L de Ca,
quatro niveis de aluminio (0, 50, 100 e 200 umol/L) e pH controlado a 4,2. As
plantulas foram mantidas nas solu¢ées por um periodo de 13 dias. A avaliacdo
do comprimento radicular demonstrou que a dose 100 pmol/L de aluminio foi
eficiente na discriminacdo de gendtipos tolerantes e sensiveis ao AI*".

2.1.6 Fixagao simbidtica

As plantas da familia Leguminosae possuem a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico através de associacdes endosimbidticas com bactérias

pertencentes, principalmente, aos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium. A
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interacdo entre estes organismos é altamente especifica, podendo ocorrer em
nivel de espécie ou até mesmo de cultivares (Freire, 1992). Uma pesquisa
realizada no Uruguai identificou dois rizGbios altamente especificos para o
cornichdo, Rhizobium loti e Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, além da
existéncia de variabilidade entre os isolados (Baraibar et al., 1999).

A eficacia desta relagdo pode ser afetada em solos &cidos, pois o
A*" se liga as células do rizébio interferindo na sintese de DNA dessas
bactérias, levando a uma reducdo na colonizacdo do solo (Johnson & Wood,
1990). O numero de rizébios em solos corrigidos chega a 10° unidades
formadoras de colénia (UFC)/g, enquanto que em solos &cidos esse valor ndo
ultrapassa 10? UFC/g (Brockwell et al., 1991). Alguns trabalhos revelam que o
aluminio em altas concentragfes e o baixo pH afetam com maior severidade a
formacdo dos nddulos e a fixagdo simbibtica de nitrogénio, quando comparado
ao crescimento radicular das plantas hospedeiras (Jo et al., 1980).

Watkin et al. (2000) analisaram a tolerancia a solos acidos de seis
estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifolli em trevo subterrdneo (T.
subterraneum). Uma delas foi identificada como tolerante, apresentando maior
capacidade de colonizacgdo e persisténcia, além de fixar uma maior quantidade
de nitrogénio nas plantas em relacdo as demais estirpes estudadas. Brose
(1992) relatou resultados semelhantes em cornichdo quando avaliou estirpes
de Rhizobium loti em relacdo & acidez do solo. As estirpes tolerantes ao AP
mostraram-se tdo produtivas e eficientes na fixagdo de nitrogénio quanto as
recomendadas para a espécie, sendo que as menos tolerantes apresentaram

menor eficiéncia simbidtica.
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Entretanto, nem sempre as estirpes que apresentam maior
tolerancia ao AP sdo as mais produtivas, indicando a dificuldade de selecionar
rizbbios tolerantes e ao mesmo tempo eficientes. Papa et al. (1999)
classificaram uma colecdo de rizébios de alfafa, coletados em solos
moderadamente Acidos da Argentina e do Uruguai, de acordo com a tolerancia
a acidez. O grupo formado por Sinorhizobium meliloti demonstrou crescimento
restrito em solos com baixo pH, e o outro, constituido por um rizébio
semelhante geneticamente ao Rhizobium sp. Or191, capaz de se desenvolver
em solos acidos, manifestou maior tolerancia ao Al**. Porém, os rizébios com

menor sensibilidade ao AI**

mostraram-se ineficientes na fixagcao de nitrogénio.

Devido a importancia da associacdo benéfica entre as bactérias
fixadoras de nitrogénio e as leguminosas, bem como a existéncia de diferencas
entre as estirpes em relagdo & resposta ao Al**, programas de melhoramento

de leguminosas tolerantes a solos acidos devem estar associados a programas

de selec&o de rizébios tolerantes ao Al**.

2.2 Microssatélites

O avango da genética e da biologia molecular permitiu o
desenvolvimento de marcadores genéticos valiosos na identificacéo,
caracterizagdo e avaliacdo do germoplasma vegetal. O principio da utilizacdo
destes marcadores € baseado na pressuposi¢cao de que diferencas genéticas
significam, geralmente, diferencas fenotipicas (Faleiro, 2007). Entende-se por
marcadores moleculares aquelas caracteristicas herdaveis do DNA capazes de

diferenciar dois ou mais individuos geneticamente (Millach, 1999). Entre as
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vantagens dos marcadores moleculares pode-se destacar a identificagdo direta
do gendtipo sem influéncia ambiental, a deteccdo de polimorfismos em
qualquer estddio de desenvolvimento da planta, além da obtencdo de um
namero elevado de polimorfismos genéticos (Faleiro, 2007).

Os principais marcadores moleculares podem ser classificados de
acordo com a metodologia utilizada para identifica-los. O método da
hibridizagao utiliza enzimas de restricdo que fragmentam o DNA, os quais sao
hibridizados com sequéncias homoélogas de DNA. Entre os marcadores
identificados por esta técnica estdo o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e os Minissatélites ou loci VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats). No outro método, PCR (Polymerase Chain Reaction), que consiste
na amplificacdo de fragmentos de DNA, estéo incluidos os marcadores do tipo
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) e
os Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) (Ferreria & Grattapagia,
1998; Millach, 1999).

A escolha do marcador a ser utilizado deve ser baseada no objetivo
do trabalho. Na maioria das vezes, marcadores moleculares multilocos
utiizados em DNA fingerprinting, como por exemplo, RAPD, AFLP e
Microssatélites, sdo mais apropriados para estudos de identidade genética,
testes de paternidade e estudos de variabilidade dentro da mesma espécie.
Marcadores baseados em comprimentos de fragmentos de restricAo como 0s
RFLPs obtidos de DNA mitocondrial (mtDNA), DNA cloroplasmético (cpDNA) e

DNA ribossomal (rDNA) sdo mais apropriados para estudos de diversidade
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genética de espécies fortemente relacionadas. Por outro lado, marcadores
baseados em analises de sequéncias, por exemplo, o PCR sequencig, sao
apropriados para andlises de espécies com alto nivel de divergéncia
evolucionaria, embora possam ser utilizados para andlises de espécies ou
acessos com qualquer nivel de divergéncia (Faleiro, 2007).

Os microssatélites sdo pequenas sequéncias de um a seis
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem ao longo da molécula de
DNA, estando presente no genoma de eucariotos e procariotos (T6th et al.,
2000). Essas sequéncias estéo sujeitas a elevadas taxas de mutagdo, sendo
manifestadas principalmente através de alteragbes no numero de repeticdes
das sequéncias motivo dos SSR. As mutagdes ocorrem principalmente devido
ao escorregamento da fita de DNA durante a replicagdo (slippage) e na
recombinagao (crossing-over) (Li et al., 2002).

A distribuicdo genémica dos SSR néo é aleatoria, sendo encontrada
em maior quantidade nas regides ndo codificantes do DNA e em menor
quantidade nas regides codificantes. Essa diferenca é atribuida a selecdo
negativa contra mutagdes estruturais nas regides codificantes (Metzgar et al.,
2000). Apesar disso, 14% de todas as proteinas contém sequéncias repetidas.
Dessa maneira, a sele¢cdo pode estar atuando contra a contragdo ou expansao
aleatéria de pelo menos parte dos loci de SSR, visto que esses atuam na
organizagdo da cromatina, regulacdo da atividade génica, recombinagéo,
replicacdo do DNA, ciclo celular, sistema de reparo, entre outros (Li et al.,
2002).

Nos vegetais ocorre em maior frequéncia uma sequéncia motivo de
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SSR perfeita, ou seja, aquela onde nenhuma interrupcéo é observada entre as
sequéncias repetidas e, o elemento repetido que aparece com maior
assiduidade é o di-nucleotideo AT (Morgante & Olivieri, 1993).

Os SSR possuem expressao co-dominante, sdo somaticamente
estaveis, multialélicos e altamente reprodutiveis. A elevada variabilidade entre
0s organismos relacionados faz com que estes marcadores sejam altamente
informativos, possuindo o mais elevado contetdo de informacdo de
polimorfismo (PIC, Polymorphism Information Content) e sejam ideais para
serem utilizados no mapeamento genético e fisico de genomas, identificagéo e
discriminagdo de genotipos, testes de paternidade e selecdo assistida por
marcadores (Faleiro, 2007).

Por outro lado, a limitacdo desta técnica estd na necessidade da
utilizacdo de sequéncias de nucleotideos que flanqueiam os SSR (primer),
especificas para cada espécie. O desenvolvimento dos primers € muito
laborioso, pois requer a construgdo de bibliotecas gendmicas, selegcdo e
sequenciamento dos clones positivos e o desenho dos primers (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Faleiro, 2007). Entretanto, primers de espécies
geneticamente relacionadas também sdo capazes de fornecer bons
marcadores em algumas situagdes. Wang et al. (2006) utilizaram com sucesso
primers desenvolvidos para trigo, milho e sorgo em Paspalum vaginatum
Swartz, obtendo uma taxa de transferéncia média de SSR de 61% entre as
espécies.

A capacidade do emprego de microssatélites em estudos de

diversidade genética pode ser confirmada em diversos trabalhos. Sawasato et
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al. (2008) utilizando sete pares de primers heterdlogos, discriminaram 64
acessos de Paspalum urvillei Steudel, os quais foram agrupados em sete
grupos, de acordo com a regido da coleta do material. Dias et al. (2008)
observaram a existéncia de uma elevada diversidade genética entre 56
acessos da colegdo basica de trevo vermelho (T. pratense) do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), utilizando sete marcadores de
SSR. Sardaro et al. (2008) avaliaram a diversidade genética presente em 11
populacdes italianas de cornichdo com SSR e AFLP. Ambos marcadores
apresentaram medidas similares de variabilidade entre os individuos,
entretanto, os SSR permitiram uma melhor diferenciagdo genética entre as
populacdes.

A construgdo de mapas de ligacdo é muito importante, pois fornece
informagdes a respeito da organizagdo do genoma, podendo ser utilizado em
estudos genéticos e programas de melhoramento. Rdder et al. (1998) e Barret
et al. (2004) construiram mapas de ligacdo para trigo e trevo branco
(T. repens), respectivamente, baseados exclusivamente em SSR. Outra
aplicac@o importante dos SSR é na identificacdo de marcadores que estejam
ligados a genes que confiram caracteristicas importantes em programas de
melhoramento. Genes que conferem tolerAncia ao aluminio ja foram
identificados em trigo e sorgo. Sasaki et al. (2004) identificaram no trigo o gene
ALTM1 que atua na exudagdo de malato e, Magalhdes et al. (2007)
descobriram o gene SbMATE, que libera &cido citrico quando as plantas estdo
em contato com Al*".

Ma et al. (2005) identificaram dois marcadores SSR (Xwmc331 e
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Xgdm125) flanqueados a um dos principais QTLs responsaveis pela tolerancia
ao aluminio, no cromossomo 4DL, da cultivar tolerante de trigo Atlas 66. Em
um estudo realizado com cevada, foram identificados quatro marcadores SSR
(Bmac310, Bmag353, HVYM68 e HVMCABG) fortemente ligados ao gene Alt
responsavel pela tolerancia ao aluminio nesta espécie. O marcador Bmag353
detectou grande variag&o alélica permitindo sua implementacdo em programas
de selecao assistida por marcadores (Raman et al., 2002).

A utilizagdo de SSR como uma ferramenta auxiliar em programas
tradicionais de melhoramento apresenta grande relevancia, pois conforme o
mencionado, a técnica permite diferenciar individuos muito proximos, além de
atuar na identificagdo de genes associados a caracteristicas importantes.
Dessa maneira, a escolha de progenitores pode ser realizada através de

caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

2.3 Lotus corniculatus, uma boa espécie forrageira

2.3.1 Origem e biologia

O género Lotus compreende aproximadamente 125 - 180 espécies,
perenes e anuais, exibe uma grande diversidade de formas e adapta-se a
varios ambientes. O L. corniculatus se destaca como uma das principais
espécies agrondmicas deste género, devido principalmente ao seu elevado
valor forrageiro (Sokoloff & Lock, 2005).

O cornichdo é uma leguminosa perene, hibernal, de origem européia
e mediterranea, amplamente distribuida no mundo, ausente apenas em regides

muito frias, tendo sido naturalizado nas regifes temperadas da América do Sul
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e do Norte, Australia e Nova Zelandia. A capacidade de adaptagéo a varios
ambientes deve-se a alta variabilidade genética encontrada nessa espécie,
tendo como maior centro de diversidade a regido do Mediterraneo (Steiner,
1999).

No Brasil, o Unico cultivar (cv) comercialmente disponivel é o S&o
Gabriel. O material foi desenvolvido pela Estacdo Experimental Agrondmica da
Secretaria de Agricultura de S&o Gabriel, RS, a partir de pesquisas realizadas
entre os anos de 1955 e 1965. O cultivar é caracterizado pela boa
produtividade e elevada qualidade de forragem, tendo sido difundido em outros
estados e também em paises vizinhos, como o Uruguai e a Argentina (Paim,
1988).

O cornichdo é uma espécie tetrapldide (2n=4X=24), embora tenha
sido descoberta uma forma diploide (2n=2x=12) rizomatosa no Marrocos,
semelhante a forma rizomatosa tetrapléide. O achado sugere a possibilidade
da existéncia de dipléides ou até mesmo que estes sejam 0s progenitores
diretos do tetraploide (Steiner, 1999).

Ainda ndo existe um consenso em relagdo a origem do cornichéo.
Os primeiros trabalhos sugeriam que o mesmo tivesse surgido como um
autotetrapléide de espécies diploides relacionadas - Lotus glaber Mill. (2n=12)
ou Lotus alpinus (DC.) Ramond (2n=12) (Steiner, 1999). Um estudo posterior
avaliou caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas, e sugeriu que L. corniculatus
fosse um alotetrapldide segmentar, originado a partir da hibridizacdo de L.
glaber ou L. alpinus como parentais maternos e Lotus uliginosus Schk. (2n=12)

como parental paterno, seguido por uma duplicagdo cromossémica do hibrido
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(Ross & Jones, 1985). Por outro lado, um estudo realizado com o marcador
RFLP indicou um modelo de heranca tetrassdmica, suportando a hipétese de
L. corniculatus ser uma espécie autotetraploide (Fjellstrom et al., 2001).

Steiner & Garcia de Los Santos (2001) caracterizaram
morfologicamente 28 gendtipos de L. corniculatus coletados no Velho Mundo.
Foram observadas variagdes entre os caracteres, principalmente em relacao a
inflorescéncia, habito de crescimento, formato e tamanho da folha. As
diferencas visualizadas foram correlacionadas com o local de origem do
material, como por exemplo, as plantas decumbentes sendo provenientes de
locais de elevada altitude e, as prostradas, de menores altitudes.

Soster et al. (2004) também encontraram variacdo fenotipica no
cornichdo quando avaliaram oito populagbes do cv Sdo Gabriel. As maiores
diferencas foram em relagdo ao habito de crescimento (ereto, ascendente e
decumbente) e ao didmetro da coroa. Acredita-se que os diferentes fenotipos
existentes no cornichdo sejam o resultado da adaptacdo aos diversos
ambientes no qual é encontrado e, também, devido as continuas hibridizacdes
interespecificas (Steiner, 1999).

De uma forma geral, L. corniculatus apresenta-se como uma planta
herbacea, glabra ou pouco pilosa, com habito de crescimento variavel de
decumbente a ereto. A raiz € pivotante com ramificacdes laterais, sendo que
alguns genoétipos possuem rizoma. As hastes principais se desenvolvem a
partir de gemas situadas na coroa da planta; as ramificagdes secundarias e
terciarias surgem das axilas das folhas, formando multirramificacdes. As folhas

sdo trifolioladas e possuem um par de estipulas grandes. A inflorescéncia € do
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tipo umbela, geralmente com quatro a seis flores amarelas, apresentando
polinizacéo cruzada. Os estames séo diadelfos, com filetes engrossados no
apice; ovario reto, estilete longo e estigma capitado. O fruto € um legume,
linear e elasticamente deiscente (lzaguirre & Beyhaut, 1998; Kirkbride Junior,
1999).

O cornichdo € classificado como uma planta de dia longo,
necessitando de pelo menos 16 horas de luz por dia para obtengcéo de um
florescimento abundante. Com um menor fotoperiodo, as plantas produzem
poucas inflorescéncias e mais flores estéreis, quando comparado as plantas

que crescem sob um fotoperiodo longo (Jones & Turkington, 1986).

2.3.2 Caracteristicas agrondmicas

O cornichdo destaca-se pela capacidade de se manter em solos
relativamente acidos e pouco férteis, onde outras leguminosas de importante
valor agronémico geralmente ndo se estabelecem ou apresentam pouca
persisténcia. A forragem possui ainda boa qualidade e alta palatabilidade, além
de poder ser utilizada diretamente como pastagem ou feno (Blumenthal &
McGraw, 1999).

Os valores de proteina bruta (PB) do cornichdo s&o consideréaveis.
Scheffer-Basso et al. (2001) encontraram valores de PB nas folhas que
variaram de 22% no estadio de florescimento pleno a 30% no estadio
vegetativo. No caule, os valores variaram de 8 a 14% de PB nos estadios de
florescimento pleno e vegetativo, respectivamente.

A digestibilidade in vitro da matéria organica (DIVMO) no cornichéo é
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elevada, estando associada aos baixos niveis de lignina. No trabalho realizado
por Scheffer-Basso et al. (2001), o valor de DIVMO foi de 75% nas folhas e, no
caule, houve uma variacéo de 50 a 61% nos estadios de florescimento pleno e
vegetativo, respectivamente.

Outros fatores que determinam a qualidade de uma forragem séo os
teores de fibra em detergente acido (FDA) e fibra em detergente neutro (FDN),
onde os mesmos ndo devem ultrapassar a 30 e 60%, respectivamente
(Paterson et al., 1994). Soster et al. (2004) encontraram valores de FDA em
média de 24% e de FDN de 57%.

A espécie apresenta baixa concentragdo de taninos condensados
(30 g/kg MS), os quais sdo benéficos na dieta dos ruminantes quando
encontrados em quantidades que variam de 20 a 40 g/kg MS. Nessas
concentragdes, os taninos condensados atuam na prevencdo do timpanismo,
reduzem a degradacdo da proteina no rimen e aumentam a absorcdo de
aminoacidos essenciais da dieta (Waghorn & Shelton, 1997; Barry & McNabb,
1999).

O manejo, em relagéo a altura e a frequéncia dos cortes, influencia a
producdo de MS das plantas (Aratjo & Jacques, 1974). Flaresso & Saibro
(1992) observaram maiores rendimentos de MS de L. corniculatus em cortes
menos frequentes, com intervalos de seis e nove semanas, realizados a 5 cm.
Os cortes realizados em intervalos de nove semanas a uma altura de 5 cm,
também permitiram uma maior ressemeadura natural.

Araujo e Jacques (1974) avaliaram a produgcdo de MS do cv Séao

Gabriel em relacdo a altura de corte (3 e 6 cm) e ao estadio fenologico
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(vegetativo, pré-florescimento e florescimento). A produgé@o de MS do cornich&do
foi favorecida nos cortes realizados em estadios avancados de crescimento
(pré-florescimento e florescimento) a uma altura de 6 cm. O corte mais alto
preservou em maior quantidade as gemas e hastes axilares e as hastes da
coroa, acarretando em um aumento do vigor na rebrota e na produgdo de MS.

Bosworth et al. (2003) recomendam que no ano de estabelecimento
da pastagem, o primeiro corte deve ser realizado no estadio de florescimento
pleno. Nos estandes ja estabelecidos, o primeiro corte deve ser feito no inicio
do florescimento, com um intervalo entre os cortes de seis semanas. Rocha et
al. (2007b) relataram a producéo de 6.627 kg/ha MS do cv S&o Gabriel, com o
primeiro corte realizado no estadio de florescimento pleno, na Depressao
Central do RS.

O cornichdo pode ser utilizado em misturas com outras espeécies
hibernais, como por exemplo, o azevém (Lolium multiflorum Lam) e o trevo
branco (Paim, 1988). Da mesma maneira, a planta também pode ser
empregada no melhoramento do campo nativo, aumentando o rendimento de
MS e permitindo uma melhor distribuicdo da forragem ao longo do ano,
diminuindo o efeito negativo da sazonalidade da pastagem natural (Prestes,
1995).

Scheffer-Basso et al. (2002) obtiveram 13.663 kg/ha MS de uma
mistura de cornichdo, festuca (Festuca arundinaceae Schreb.) e azevém, no
Planalto Médio do RS, em 475 dias de experimento. O cornichdo contribuiu
com 80% da mistura na primavera-verdo, com 3.500 kg/ha MS. A mistura

destacou-se também por apresentar baixa incidéncia de espécies invasoras no
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verdo e no outono do segundo ano. Isso demonstra que o crescimento do
cornichdo é favorecido durante a estagdo primaveril, tornando-se efetivo na

competicdo com as espécies indesejadas.

2.3.3 Melhoramento

Existe uma grande variabilidade genética entre as espécies do
género Lotus que poderia ser utilizada em programas de melhoramento,
visando a obtencdo de cultivares modernas e com maior potencial produtivo
(Steiner, 1999).

Garcia de Los Santos et al. (2001) estudaram a habilidade de
cruzamento entre diferentes fontes de germoplasma de cornichdo, indicando a
possibilidade de transferéncia de caracteristicas desejaveis através de técnicas
convencionais de melhoramento. Esse resultado sugere a possibilidade de
sucesso nagueles programas que nao possuem muitos recursos.

Um dos principais problemas relacionados a producéo do cornichdo
é a falta de persisténcia dos materiais, sendo acentuada nas regides com clima
quente no verdo. Geralmente, a limitada persisténcia € atribuida a interag@o de
fatores bidticos e abioticos, incluindo estresses edaficos e climaticos, pragas e
doencgas e praticas de manejo inadequadas (Blumenthal & McGraw, 1999).
Beuselinck et al. (1984) relataram uma redugédo de 90% na densidade das
plantas, durante um periodo de dois anos, devido a doengas na coroa e nas
raizes, causadas por fungos dos géneros Colletotrichum, Fusarium e
Rhizoctonia em um experimento no Missouri (EUA).

A selecao para resisténcia a doengas tem sido um dos objetivos nos
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programas de melhoramento, visando o aumento da persisténcia nesta
espécie. Entretanto, a conducédo destas pesquisas € dificil e laboriosa, pois as
doencas afetam a sobrevivéncia das plantas, inclusive das plantulas. O
Colletotrichum acutatum, por exemplo, infecta as estruturas reprodutivas,
reduzindo o florescimento e a producéo de sementes (English, 1999).

Altier et al. (2000) selecionaram gendtipos de L. corniculatus
resistentes a podriddo da raiz, causada por Fusarium oxysporum, através de
selecdo recorrente. Em adi¢do a tolerancia, houve também um aumento no
tamanho da coroa e na quantidade de raizes laterais.

A descoberta de acessos rizomatosos de cornichdo no Marrocos
permitiu a transferéncia desta caracteristica para cultivares adaptados,
representando outra maneira de aumentar a persisténcia nesta espécie. Os
hibridos F1, derivados destes cruzamentos apresentaram-se férteis e
vigorosos. A selecdo resultou no langamento da primeira cultivar rizomatosa,
ARS-2620 (Beuselinck & Steiner, 1996).

Outro fator importante, a ser considerado em programas de
melhoramento, € a tolerncia ao pastejo. Perez (2003) avaliou e selecionou
gendtipos de cornichdo a campo e em casa de vegetacdo, resultando na
obtencdo de uma populagdo com boa produgcdo de forragem e tolerancia ao
pastejo. Além disso, identificou um marcador morfologico (altura do primeiro
nd) nas plantulas, capaz de separar precocemente 0s genotipos contrastantes
quanto a aptiddo ao pastejo.

Trabalhos relacionados ao melhoramento de cornichdo para solos

acidos séo escassos, entretanto, a tolerancia natural inerente a espécie deve
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ser explorada, visto que outras forrageiras leguminosas de importante valor

forrageiro ndo sdo capazes de se adaptar a essas condigdes.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao em solugéo nutritiva

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA) da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), localizada no municipio de Porto Alegre - RS, no periodo de 11 de
junho de 2007 a 19 de dezembro de 2008.

A metodologia utilizada, assim como os detalhes e a escolha das
concentragbes de calcio e aluminio, para a selecdo das plantas em solugdo
nutritiva, descritas a seguir, foram baseadas em um experimento realizado com
L. corniculatus por Santos et al. (2007).

Trés gendtipos de L. corniculatus foram utilizados como populacdes
originais: INIA Draco (DR), material uruguaio, selecionado para persisténcia em
condi¢cdes de campo; Séo Gabriel (SG), material brasileiro, selecionado para
producéo de forragem; e, UFRGS (UF), material selecionado pelo DPFA da
Faculdade de Agronomia da UFRGS para persisténcia ao pastejo.

Foram utilizadas cerca de 0,60 g de sementes de cada genotipo,
tendo sido previamente tratadas com hipoclorito de sddio a 1% e escarificadas
manualmente com lixa n® 100. As sementes foram semeadas em caixas

plasticas sobre papel filtro, onde foram umedecidas desde o primeiro dia da
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semeadura com uma solugdo de 200 umol/L de calcio (CaCl,.2H,0) e 100
umol/L de aluminio (AICI3), permanecendo em temperatura ambiente durante
todo esse periodo.

Apé6s sete dias, quando as radiculas dos trés gendétipos atingiram
cerca de 10 mm de comprimento, as plantulas que apresentaram uniformidade
e normalidade das radiculas foram transplantadas para telas plasticas com
malha de 1,5 mm de didmetro coladas sob laminas de isopor, com um cm de
espessura, visando a sustentacdo das plantulas sobre a solugao nutritiva.

Foram utilizadas quatro bandejas, cada uma contendo os trés
gendtipos de L. corniculatus a serem selecionados. Em cada bandeja foram
transplantadas cerca de 100 plantulas de cada gendtipo, constituindo um total
de 300 plantulas por bandeja. As bandejas plasticas apresentavam capacidade

nominal de oito litros e dimensdes 25 x 40 x 8 cm (Figura 1).

FIGURA 1. Selecdo de gendtipos de Lotus corniculatus L. tolerantes ao
aluminio, em solugdo nutritiva contendo 200 pmol/L de célcio
(CaCl2.2H20) e 100 umol/L de aluminio (AICls). UFRGS, Porto
Alegre, RS, 2007 -2008.

A solucdo nutritiva era composta por 200 umol/L de célcio

(CaCl,.2H,0) e 100 umol/L de aluminio (AICI3). O pH da solucao foi ajustado
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para uma faixa de 4,1 — 4,3 com acido cloridrico (HCI), sendo verificado
diariamente e ajustado quando necessério. A troca total da solucdo ocorria a
cada trés dias, tendo por objetivo evitar o acimulo de exsudados e a alteragdo
das concentracdes de célcio e aluminio. Cada bandeja possuia um volume final
de solucéo de cinco litros que foi aerada constantemente com compressores
para aquario.

ApoOs as plantulas serem mantidas por 14 dias em solugédo foi
realizada a selecdo das populagdes originais, levando-se em consideragdo o
maior comprimento radicular, sendo imposta uma pressao de seleg¢do de 10%.
Portanto, foram selecionadas cerca de 40 plantulas por genétipo, que foram
transplantadas para vasos com substrato comercial, composto por farinha de
0ssos, cal, esterco de galinha, casca de pinus e arroz carbonizado. As plantas
foram conduzidas até a polinizacdo, sendo cada gendtipo cruzado
manualmente, por um periodo aproximado de 60 dias (Figura 2 A-D).

Durante todo o periodo experimental, a casa de vegetacdo recebeu
iluminagao artificial com o objetivo de estimular e manter o florescimento das
plantas. O sistema de iluminagdo foi realizado com lampadas halégenas
brancas de 150 W de poténcia, que permaneciam ligadas das 6 as 22 horas.

Os legumes produzidos de cada gendtipo foram colhidos e
acondicionados em sacos de papel, os quais foram levados a estufa de
ventilacdo forgada, com temperatura entre 28 e 30°C, por um periodo de 96
horas. ApGs a secagem, os legumes foram trilhados e as sementes foram
submetidas a um processo de limpeza em peneiras manuais e passadas por

soprador visando & eliminacdo de sementes chochas. A produgéo de sementes
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foi determinada, e as mesmas separadas por gendétipo e acondicionadas em

sacos de papel, sendo mantidas em refrigerador (4°C) até a sua utilizacado.

FIGURA 2. Polinizagéo de Lotus corniculatus L. (A) inflorescéncia; (B) retirada
da quilha; (C) polinizacdo; (D) formacdo das vagens. UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2007-2008.

As sementes obtidas através dos cruzamentos realizados nas
populagcfes originais constituiram as populacbes Draco F1 (DR-F1), Sao
Gabriel F1 (SG-F1) e UFRGS F1 (UF-F1), as quais passaram pelo segundo
ciclo de selecdo, através da mesma metodologia utilizada anteriormente,
visando aumentar a tolerancia ao aluminio. As sementes obtidas do novo ciclo
formaram as populacdes Draco F2 (DR-F2), Sdo Gabriel F2 (SG-F2) e UFRGS
F2 (UF-F2).

Eventualmente, as plantas mantidas nos vasos receberam
tratamento contra fungos e insetos, com Difenoconazol (25% m/v) e

Deltametrina (25% m/v), respectivamente.
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3.1.1 Avaliacéo datolerancia ao aluminio

Ap6s a coleta das sementes das populacbes F2, as populacbes
selecionadas (F1 e F2) foram testadas em relagdo ao progresso alcangado,
tendo as mesmas sido comparadas com as populagdes originais em diferentes
concentragdes de aluminio.

O ensaio foi realizado no periodo de 29 de dezembro de 2008 a 19
de janeiro de 2009, em casa de vegetacdo, no DPFA da faculdade de
agronomia da UFRGS, localizada no municipio de porto alegre - RS.

Utilizaram-se cerca de 0,10 g de sementes de cada gendtipo de L.
corniculatus (DR, SG, UF; DR-F1, SG-F1, UF-F1; DR-F2, SG-F2 e UF-F2) além
de 0,20 g de sementes de alfafa crioula, utilizada como testemunha por ser
considerada uma espécie sensivel ao aluminio. As sementes foram tratadas
com hipoclorito de sédio a 1%, escarificadas manualmente com lixa n°® 100 e
semeadas em caixas plasticas sobre papel filtro, onde foram umedecidas com
agua bidestilada até o transplante para as bandejas.

Sete dias apds a semeadura, as plantulas foram transplantadas para
telas plasticas com malha de 1,5 mm de didametro colocadas sob laminas de
isopor de um cm de espessura. Foram preparadas quatro solugdes nutritivas,
novamente baseadas em Santos et al. (2007), contendo 200 umol/L de célcio
(CaCl,.2H,0) e quatro concentra¢des de aluminio: 0, 50, 100 e 150 pumol/L de
aluminio (AICls), sendo o nivel zero considerado como controle. A solugéo foi
aerada constantemente com compressores para aquério e o pH foi ajustado
diariamente para uma faixa de 4,1 — 4,3 com HCI.

Ao todo, utilizaram-se oito bandejas plasticas contendo cinco litros
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de solugéo, sendo utilizadas duas para cada nivel de aluminio e seis plantulas
de cada gendtipo por bandeja, totalizando 12 plantulas de cada genoétipo por
tratamento. As plantulas foram conduzidas nas bandejas por um periodo de 14
dias, sendo que a solugdo nutritiva era trocada a cada trés dias e o pH era
verificado diariamente e ajustado quando necessério.

Avaliou-se o comprimento radicular inicial (Cl, sete dias apos a
germinacado) e final (CF, 14 dias apds o transplante das plantulas para as
bandejas) e o crescimento radicular (CR, comprimento final — comprimento
inicial).

Os dados foram submetidos & andlise estatistica com o auxilio do
software SAS, verséo 8.0, pelo procedimento “Factorial ANOVA”, constituindo-
se em uma andlise de variancia fatorial (genotipos x doses de aluminio) para
Cl, CF e CR, tendo suas médias comparadas pelo teste de Duncan com 5% de

probabilidade, quando houve significancia para o teste F.

3.2 Analise molecular

A extracdo do DNA gendmico e a andlise molecular foram realizadas
no Laboratoério de Andlise Genética do DPFA da Faculdade de Agronomia da
UFRGS, no periodo de 15 de janeiro a 20 de fevereiro de 2009.

A caracterizagdo molecular foi feita nas populagbes selecionadas
(DR-F2, SG-F2 e UF-F2), bem como nas populagdes originais (DR, SG e UF)
de L. corniculatus, com o auxilio de marcadores microssatélites (SSR).

A extracdo do DNA foi realizada segundo a metodologia descrita por

Ferreira & Grattapaglia (1998), com modifica¢cdes. Cada amostra foi constituida
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pela mistura (bulk) de uma folha jovem e sadia de 20 plantas de cada
populagdo. Logo apds a coleta do material, 0 mesmo foi depositado em tubos
eppendorf de 1,5 mL e macerado em nitrogénio liquido. Ao material macerado,
foi adicionado 650 pL de tampéo de extracdo CTAB (2% de CTAB, 1,4 mol de
NaCl, 20 mmol EDTA e 10 mmol de Tris base pH 8,0) previamente aquecido a
65° C, 14 uL de B-mercaptoetanol, 10 uL de proteinase K e 1% de PVP. O
material macerado foi suspenso no tampdo de extracdo com o auxilio do
aparelho vortex. As amostras permaneceram em banho-maria a 65° C por 30
minutos, sendo levemente agitadas a cada 10 minutos. Apos a retirada do
banho, as amostras foram resfriadas no agitador por 30 minutos. Logo depois,
foram adicionados 650 puL de cloroférmio isoamilico (24 cloroférmio:1 &lcool
isoamilico), sendo as amostras agitadas por 30 minutos. A suspensdo foi
centrifugada por 15 minutos a 13.000 rotagbes por minuto (rpm). O
sobrenadante foi retirado e transferido para um novo eppendorf, sendo
adicionado ao mesmo volume de DNA o volume de isopropanol gelado. Os
tubos foram invertidos gentilmente a fim de observar a precipitagdo do DNA. A
solucéo foi mantida a 4° C durante uma noite. No dia seguinte, os tubos foram
retirados da geladeira e centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos, sendo
descartado o sobrenadante. Feito isso, foram acrescentados 500 puL da solucéo
de lavagem (76% de etanol e 10 mmol de acetato de amonio) por 10 minutos,
sendo posteriormente centrifugado por cinco minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos invertidos até a
secagem do pellet. Os pellets de DNA foram ressuspensos em 100 uL de TE

pH 7,4 (10 mmol de Tris base pH 8,0 e 1 mmol de EDTA), sendo as amostras
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mantidas em banho-maria a 65° C por cinco minutos. Apés a retirada do banho,
o DNA foi reprecipitado com 50 uL de 7,5 mol de acetato de amonio e 375 pL
de etanol absoluto. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000
rpm. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos invertidos até a
completa secagem do pellet. Posteriormente o DNA foi ressuspenso em 50 pL
de TE pH 7,4. Os tubos foram mantidos por 24 horas a 4° C e depois
armazenados a -18° C.

O DNA das amostras foi quantificado através de eletroforese (100 V
por uma hora) em gel de agarose 1% corado com 0,04 uL/mL de brometo de
etidio (10 mg/mL) para visualizagdo das bandas e comparag¢do com os padrdes
de concentragdo conhecida (100, 500 e 1000 ng de DNA) e submerso em
tampdo TBE 0,5X. Posteriormente, uma aliquota de cada amostra foi diluida
em TE pH 7,4 a uma concentragdo de 20 ng/uL.

As reagdes da polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas em um
volume final de 10 uL por reagdo, compostos por 3 pL da solugdo de trabalho
de DNA (20 ng/uL), 1 uL de tampdo PCR 10X, 0,3 uL de MgCl; (50 mmol),
0,2 pL de dNTP mix (10 mmol) contendo 2,5 mmol de cada um dos quatro
nucleotideos, 0,6 uL do primer forward (10 umol), 0,6 uL do primer reverse
(10 pumol), 0,1 uL de Tag DNA Polimerase Qiagen (5 U/uL) e &gua MiliQ
esterilizada para completar o volume. Utilizaram-se 14 primers de
microssatélites desenvolvidos para Lotus japonicus (Regel) Larsen e cinco

primers de microssatélites desenvolvidos para Trifolium Repens L. (Tabela 1).



41

TABELA 1. Primers de microssatélites utilizados na amplificagdo de seis
gendtipos de Lotus corniculatus L. UFRGS, Porto Alegre, RS,

2000.
Primer Sequéncia F (5" - 3)) Motivo/
SequénciaR (3’ =-5) classe
"TM0021 GGTCATCTTTGTGATAGTAAGTAA  (CT)is
CTGTTGTATCAAGCCACAAG Perfeito
"TM0029 CCTATATAACCTTATTCAAATTGG (CT)1s
ACGAAAACAAAACCCTGCTG Perfeito
"TM0046 ATCTAACCAAAACGTGCTTC (CT)1s
TTCTTGCCCTTTCTCTGTGG Perfeito
"TM0072 TTATGGTGCTGTATGAGTATG (AT)g
CTTATGAAACTTAAGCCCTG Perfeito
"TM0080 AACAAAATACTAAACTATAGCAAAG  (AT)14
CGTCCCACAACTCTCTTTAC Perfeito
"TM0133 CTTTGAAATAACTCATCAAAC (CT)2s
TACTGACACATTCCCCTTGC Perfeito
"TM0151 CTATCTAATCAAATATGGTGGC (AT)2s
ACGCTTAAACTTGTAAAGGC Perfeito
"TM0208 TGGCTAGGAATGATGTTGTG (AAT)15
TACAATCATGTTTATAAATGTGG Perfeito
"TM0212 CTTCCTTCCTCACCACTTAG (CT)1s
TAAACGAAAATGAAGCAGAG Perfeito
"TM0256 GAAATTCTTTCCATTCATTG (AAAT);
AGAGAGATAGGGTTGCTCAC Perfeito
"TM0314 TGTGATTAGTGATTAGAAAGTGAG  (CTua
TTTGACCAAACTTCCTTCAC Perfeito
"TM0756 GCACCTACCAAATAAACAGC (AAG)s
CTCCCATTGAACGCCTTGAC Perfeito
"TM0817 TTGCTCATGTGAGAAAGAAC (AAT)19
GCTTTAAAATGACGTCCTAATC Perfeito
"TM1491 TCAAAAGTCTGATTTGGAGG (AAG)6
TTGTAAAGTGAAAGCAATGG Perfeito
"ATS070 GTCATTGGTGATGGTGTTCT (CAN
TTTCGTCAGTGGCGGTGCTC Perfeito
"ATS226 CATCTACTCACCACCACCTA (ATG)n
CAGCAGCAGCAGCAGCGATA Perfeito
“"PRS582 CCGGTTCGATTCAACAAGTT (TTC)n
CTGCAGATCCAGTAATGATTTCC Perfeito
"PRS612 TTGAACTAGTCGTTGGATGGG (ATG)n
GAGAGGGTTTCAGGAACATACG Perfeito
"TRSSRAXX31 TCTGTTTTGTTGGCCATGC (GT);
TTGCAAAGTGTTTGGAAGGA Perfeito

:primer desenvolvido para Lotus japonicus (Regel) Larsen.;
primer desenvolvido para Trifolium repens L.
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As condi¢cOes de amplificacdo de SSR foram baseadas em Bortolini
(2008), com modificagdes, as quais consistiam de uma desnaturacgéo inicial de
94° C por 5 minutos, seguidos por sete ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a
61° C, 1 minuto a 72° C, com uma redugdo na temperatura de anelamento de
1° C por ciclo, seguido de 25 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a55°C e 1
minuto a 72° C e, seis ciclos de 45 segundos a 94° C, 45 segundos a 54° C e
45 segundos a 72° C, e por fim, extensdo a 72° C por 8 minutos e estoque a
7° C. Apos a amplificacdo foram acrescentados 4 uL de tampdo de amostra
(4g/mL de sacarose, 2,5 mg/mL de azul de bromofenol e TE pH 7,4) em cada
amostra.

Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose
de alta resolucéo (Agarose 1000) 4% corado com 0,08 uL/mL de brometo de
etidio (10 mg/mL), submerso em tampao TBE 1X, a uma corrente de 100 V por
duas horas (Figura 3). ApOs a eletroforese, o gel era visualizado em um
transiluminador de luz ultravioleta (comprimento de onda de 260 nm) e
fotografado, para que os fragmentos das amostras fossem determinados por
comparacao a um padrao de 100 pares de bases (pb), através do programa

Kodak EDAS 290 (Electrophoresis Documentation and Analysis System).

Frai oo o e

FIGURA 3. Gel de agarose com bandas de DNA das populagbes de Lotus
corniculatus L. em andlise do primer de microssatélite TM0817.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2009.
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Por fim, foi construida uma matriz binaria dos dados, onde foi
atribuido o valor um para a presenca e zero para a auséncia de bandas. A
partir dessa matriz, com o auxilio do programa “Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System” NTSYSpc versao 2.1 (Rohlf, 2000) e utilizando o
coeficiente de Jaccard, foi gerada uma matriz de similaridade comparando
todos os genotipos.

Uma andlise de agrupamento foi realizada utilizando o mddulo
SAHN do NTSYS e o método da média das distancias (UPGMA, Unweighted
Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) e assim, construido um
dendrograma de similaridade genética entre os gen6tipos.

Foi calculado o numero total de alelos por loco (A), as frequéncias
genotipicas e alélicas e o contetdo de informacao de polimorfismo (PIC) para
cada loco (PIC = 1 - X pi?, onde pi é a freqiiéncia do alelo i). O PIC fornece uma
estimativa do poder discriminativo do marcador, variando de zero, para perfis

monomorficos, até um, para perfis altamente polimérficos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao da tolerancia ao aluminio

Os comprimentos radiculares iniciais (Cl) das plantulas
apresentaram diferencas significativas (P<0,05) em relagdo aos genotipos no
momento da implantagéo do experimento. Por outro lado, ndo houve variacéo
significativa (P>0,05) entre o Cl e as concentracdes de aluminio (Tabela 2).

Os maiores comprimentos radiculares foram observados em alfafa
(ALF), UF-F1 e UF-F2 e, o menor, em DR. A alfafa apresentou um crescimento
meédio 13% superior ao dos gendtipos das populagdes originais de cornichdo
(DR, SG e UF), e 7% maior em relacédo as populacdes melhoradas. Houve uma
tendéncia das populagdes selecionadas de L. corniculatus apresentarem maior
Cl do que as populagdes originais.

O tamanho das sementes pode estar associado ao Cl observado,
visto que a existéncia de plantulas vigorosas esté positivamente relacionada as
sementes maiores (Leishman et al.,, 2000). As sementes de cornichdo séo
pequenas quando comparadas as demais espécies de forrageiras leguminosas
(Blumenthal & McGraw, 1999), principalmente quando confrontadas com as de
alfafa. Por exemplo, um grama de sementes de alfafa corresponde a 500
sementes, enquanto no cornichdo, esse valor equivale a 815 (Brasil, 1992).

Além disso, o baixo vigor das plantulas de L. corniculatus, na maioria das
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vezes, estd associado ao tamanho reduzido de suas sementes (Blumenthal &

McGraw, 1999).

TABELA 2. Comprimento radicular inicial (cm) dos gendtipos de cornichdo
(Lotus corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.)
utilizados na implantacdo do experimento de avaliagdo da
tolerancia ao aluminio em solugéo nutritiva. UFRGS, Porto Alegre,

RS, 2009.
Gentipos Concentragdes de aluminio (umol/L) Média
0 50 100 150
ALF 2,38 2,34 2,38 2,28 2,35
DR 1,99 1,89 2,08 2,12 2,02¢
DR-F1 2,04 2,13 2,17 2,12 2,115
DR-F2 2,05 2,22 2,15 2,14 2,148¢
SG 2,11 1,98 2,13 2,19 2,105
SG-F1 2,15 2,14 2,21 2,22 2,188
SG-F2 2,11 2,28 2,25 2,16 2,208
UF 2,15 2,12 2,09 2,13 2,125¢
UF-F1 2.30 2,32 2,37 2.38 2,344
UF-F2 2,28 2,36 2,38 2,33 2,33%
Média 2,16%" 2,18 2,222 2,202

*Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
**Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.

Por outro lado, a selecé@o parece ter contribuido para o aumento do
vigor das sementes de cornichdo, tendo como consequéncia um maior
comprimento radicular nas populagdes melhoradas. O peso de mil sementes
das populacdes selecionadas foi, em meédia, de 1,5 g, representando um
aumento medio de 23% em relacdo ao das populagbes originais (1,2 g).
Caetano (1998), do mesmo modo, verificou um aumento no comprimento
radicular nos materiais selecionados em relagdo aos originais, quando
selecionou plantulas de alfafa para solos &acidos.

Até o momento do transplante para as bandejas, todos os genétipos
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foram tratados apenas com &gua bidestilada, ndo havendo a interferéncia do
aluminio neste estadio. Somente apos o transplante, as plantulas de cada um
dos genétipos foram submetidas a quatro diferentes concentragbes de Al*".
Isso pode explicar a semelhanca entre as médias dos comprimentos
radiculares iniciais, nos diferentes tratamentos.

A andlise de variancia, do comprimento radicular final (CF), ndo
apresentou interacdo significativa (P>0,05) entre o0s genétipos e as

concentragfes de aluminio. A significancia (P<0,05) foi observada apenas nos

efeitos principais (Tabela 3).

TABELA 3. Comprimento radicular final (cm) dos gendétipos de cornich&o (Lotus
corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.) aos 14 dias em
solugdo nutritiva contendo 200 pmol/L de célcio (CaCl,.2H,0) em
quatro concentragfes de aluminio (0, 50, 100, 150 umol/L) (AICls).
UFRGS, Porto Alegre, RS, 20009.

Concentra¢des de aluminio (umol/L)

Genoti Médi
enotipos 0 50 100 150 edia
ALF 2,88 2,55 2,54 2,39 2,598
DR 2,29 2,11 2,27 2,24 2,23P
DR-F1 2,33 2,38 2,38 2,24 2,33P
DR-F2 2,33 2,47 2,36 2,28 2,36P
SG 243 2,28 2,33 2,34 2,34°P
SG-F1 2,47 2.46 2,48 2.38 2,455
SG-F2 2,45 2,59 2,53 2,34 2,48"B¢
UF 2,50 241 2,33 2,28 2,38°P
UF-F1 2,62 2,62 2,65 2,54 2.61"8
UF-F2 2,63 2,70 2,67 2,53 2,634

Média 2,497 2,46% 2,45% 2,36°

*Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
**Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.

Os menores comprimentos radiculares finais foram vistos em todas

as populagdes originais (DR, SG e UF) e nas melhoradas DR-F1 e DR-F2,
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diferenciando-se significativamente (P<0,05) dos demais materiais analisados.
Por outro lado, destacou-se (P<0,05) a populagdo UF-F2, possuindo o maior
CF. Numericamente, todas as populagcbes selecionadas apresentaram CF
superior ao das populacdes originais, mantendo a tendéncia observada no CI.

O vigor inicial das sementes pode ter influenciado o comportamento
das plantulas em relacdo ao CF. A alfafa, considerada uma das espécies de
leguminosas forrageiras de maior vigor (Formoso, 2000), teve um dos maiores
CF, assim como as plantulas das popula¢des melhoradas de SG e UF.

O comportamento do gendtipo DR, frente a diferentes concentracdes
de aluminio, foi avaliado por Santos et al. (2007). Os autores observaram a
sensibilidade deste material a partir de doses elevadas de aluminio
(100 pwmol/L), corroborando os resultados obtidos neste experimento.

Quanto as diferengas existentes entre as concentra¢des de aluminio,
estas foram significativas (P<0,05) apenas entre os niveis zero e 150 umol/L.
Estes resultados poderiam sugerir que todos os materiais analisados s&o
tolerantes a concentracdes elevadas de AI**, entretanto, trabalhos anteriores
demonstraram a sensibilidade de alguns genétipos de Lotus (Santos et al.,
2008c) e de alfafa crioula (Santos et al., 2008b) em relag&o ao aluminio. Dessa
maneira, o CF ndo é uma forma adequada para diferenciar genétipos de
cornich@o em relac&o a tolerancia ao aluminio.

Entre as avaliagbes realizadas neste trabalho, o crescimento
radicular (CR) foi o que melhor caracterizou a tolerAncia ao aluminio. A
avaliacdo permitiu que as diferencas existentes entre as radiculas das

plantulas, na implantagdo do experimento, fossem suprimidas, considerando-se
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apenas o crescimento radicular liquido (CF — Cl). A analise de variancia,
referente ao CR, indicou uma interacdo significativa (P<0,05) entre os

gendtipos testados e as concentragfes de aluminio utilizadas (Tabela 4).

TABELA 4. Crescimento radicular (cm) dos gendtipos de cornichdo (Lotus
corniculatus L.) e alfafa crioula (Medicago sativa L.) apds 14 dias
em solugdo nutritiva contendo 200 umol/L de calcio (CaCl,.2H,0)
em quatro concentragbes de aluminio (0, 50, 100, 150 pmol/L)
(AICl3). UFRGS, Porto Alegre, RS, 20009.

Concentra¢des de aluminio (umol/L)

Genotipos

0 50 100 150
ALF 0,50 0,21%" 0,16°°¢ 0,11¢¢
DR 0,30%2 0,22¢° 0,19°¢P 0,12¢¢
DR-F1 0,2982 0,255Cab 0,218¢Pb  ,12¢¢
DR-F2 0,2822 0,258¢ 3 0,218¢PP (0 148C¢
SG 0,3282 0,29"82 0,208C¢PP (g 15ABCP
SG-F1 0,32B2 0,32782 0,27°82 0,167BCP
SG-F2 0,3482 0,31°8% 0,2878°P 0,18"8¢
UF 0,3582 0,298 2 0,24"B¢b  (,15"BC¢
UF-F1 0,32B2 0,308 2 0,28°2 0,16"BCP
UF-F2 0,3582 0,34"2 0,292 0,20"°

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
**Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.

No tratamento zero, todos 0s genétipos de cornichdo tiveram o CR
semelhante, porém inferiores ao da alfafa. Entretanto, o inverso ocorreu nos
tratamentos com aluminio, havendo uma reducdo acentuada no CR da alfafa,
desde a concentracdo 50 umol/L, indicando maior sensibilidade ao AI** nesta
espécie.

Entre os genotipos de cornichdo, o CR foi semelhante entre as
doses zero e 50 umol/L, com excegao do DR, o qual apresentou maior reducao
quando comparado as demais populacdes de L. corniculatus, e comportamento

parecido com o da alfafa.
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Nas concentragbes elevadas de aluminio, as populagbes
melhoradas de SG e UF destacaram-se das originais, sendo que os materiais
UF-F1 e UF-F2 mantiveram seus CR satisfatorios até a concentracdo de 100
umol/L. No nivel 150 umol/L, os materiais SG-F2 e UF-F2 apresentaram,
numericamente, os maiores CR. Em contrapartida, os menores CR foram vistos
em ALF e DR.

O comportamento exibido pelos materiais de L. corniculatus, nos
diferentes niveis de aluminio, permitiu caracterizar o gend6tipo DR como um
material sensivel ao A**, enquanto SG e UF mostraram-se mais tolerantes.
Santos et al. (2007) j& haviam caracterizado DR e UF em relacdo a resposta ao
Al, indicando que os mesmos sao sensiveis e tolerantes, respectivamente.

As diferengas encontradas entre 0s genotipos, referentes a
tolerancia ao AI**, podem ser explicadas pela grande variabilidade genética
existente no germoplasma de L. corniculatus (Steiner, 1999). Essa variabilidade
deve ser explorada em programas de melhoramento, visando a obtencdo de
materiais que possam ser utilizados como parentais, de acordo com as
caracteristicas desejaveis.

A alfafa mostrou-se sensivel ao aluminio, sofrendo uma inibicédo

I** testadas. Por

média, no CR, de 68% nas diferentes concentracdes de A
outro lado, os gendétipos de cornichdo demonstraram maior tolerancia, sendo
que as populac¢des originais apresentaram uma reducdo média no CR de 36%,
enquanto que nas populagcdes melhoradas (F2) essa diminuicdo foi de 24%

(Figura 4). A utilizag&o das popula¢cdes melhoradas de cornichdo, nas areas de

pastagem que possuam solos acidos, acarretaria em uma reducdo na
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quantidade de calcario a ser utilizada, bem como uma diminui¢do nos custos

de implantacdo e manutencdo da pastagem, sem prejuizos na produgdo e na

persisténcia.
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FIGURA 4. Crescimento radicular médio (cm) de alfafa crioula (Medicago sativa

L.) e de trés populacdes originais e melhoradas de cornichéo (Lotus
corniculatus L.) apés 14 dias em solugdo nutritiva contendo 200
umol/L de célcio (CaCl,.2H,0) em quatro concentracbes de
aluminio (0, 50, 100 e 150 umol/L) (AICI3). UFRGS, Porto Alegre,
RS, 20009.

Ao contrario da alfafa, que teve seu CR acentuadamente reduzido

quando exposta as diferentes concentracdes de aluminio, as populacdes

melhoradas de cornichdo mantiveram certa estabilidade até mesmo em niveis

elevados (100 umol/L), apresentando uma diminuicdo média de 6% entre os

niveis zero e 50 umol/L e 19% entre zero e 100 pmol/L.

Os efeitos da toxidez (Figura 5) foram percebidos de maneira

proporcional ao aumento das concentracdes de Al**, ocorrendo uma diminuicéo

consideravel no CR dos genétipos estudados, nas doses elevadas. Estes

resultados estdo de acordo com trabalhos previamente publicados, os quais



51

afirmam ser a inibicdo do crescimento radicular, o sintoma priméario de toxidez
por aluminio nas plantas (Foy et al., 1978; Delhaize & Ryan, 1995; Kochian,

1995).

ks 17

FIGURA 5. Efeitos da toxidez por aluminio em plantulas de Lotus corniculatus
L. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2009.

A avaliagdo do CR mostrou que a concentragcdo de 100 pmol/L foi
eficiente na discriminagé@o dos gendtipos estudados em relacdo a sensibilidade
ao AP**, confirmando o resultado obtido por Santos et al. (2007).

Nos ensaios realizados, as populagcdes melhoradas apresentaram
maior CR em relag@o as populagBes originais, indicando que a sele¢do para
tolerdncia ao aluminio, em solucdo nutritiva simples, contendo 100 umol/L de
AP** e 200 umol/L de Ca, foi eficiente nos materiais estudados (Figura 6).

Apos o primeiro ciclo de selegcdo, os aumentos percentuais médios
relativos ao CR nas populagfes F1 foram de 5, 10 e 5% e, ap0s o segundo
ciclo, foram de 6, 14 e 16% referentes as populag¢des originais DR, SG e UF,
respectivamente. A redugcdo nos ganhos percentuais relacionados ao CR,

observados ap6s o primeiro ciclo de selecdo nas popula¢cdes melhoradas de
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DR e SG, pode ser explicada pela maior variabilidade existente nas populagdes
originais (Carvalho et al., 2008). Ao longo das etapas de selegdo, a
variabilidade vai sendo reduzida e, dessa maneira, tornando-se mais dificil de

ser explorada.
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DRACO SAO GABRIEL UFRGS

FIGURA 6. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio de nove populacbes de
cornichdo (Lotus corniculatus L.) em relacdo ao crescimento
radicular médio das plantulas submetidas a diferentes
concentragbes de aluminio (0, 50, 100 e 150 umol/L) (AICls).
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2009.

Entretanto, pelo fato da espécie L. corniculatus ser tetrapléide,
alégama e por ter sido realizado somente dois ciclos de selecdo, existe ainda
variabilidade genética para a tolerancia ao A**, dentro e entre as populagdes
selecionadas. Além do mais, esta variabilidade permite a obtencéo de maiores
ganhos para esta caracteristica, podendo ser fixada em uma populacéo futura,
bem como combinada com outros atributos relevantes para a espécie.

A tolerancia ao aluminio é uma caracteristica herdavel,

apresentando diferencas entre as espécies em relacdo ao seu controle,
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podendo a mesma ser regulada por um ou mais genes dominantes ou por
varios genes de efeitos aditivos atuantes em diferentes rotas bioquimicas
(Kochian, 1995). Ainda ndo foram divulgados trabalhos capazes de revelar
como ocorre o controle genético dessa caracteristica no cornichdo, apenas em
relacdo ao mecanismo de tolerancia (Santos et al., 2008a), o que auxiliaria na
escolha do método mais apropriado para a sele¢cdo. Assim mesmo, a sele¢cédo
recorrente empregada neste trabalho mostrou-se eficiente na escolha de
plantulas tolerantes ao aluminio.

A variabilidade genética existente em L. corniculatus, bem como a
capacidade natural de adaptacdo a solos pobres e relativamente &cidos
(Blumenthal & McGraw, 1999), deve ser explorada em programas de
melhoramento. A busca por materiais tolerantes ao aluminio ocorre em outras
culturas de importante valor agronémico, como por exemplo, na alfafa
(Caetano, 1998), no sorgo (Caniato et al., 2007), no trevo branco (Voigt &
Staley, 2004) e na soja (Menosso, 2000).

A utilizagdo de cultivares capazes de se desenvolverem e se
manterem em solos acidos, com um minimo necessario de calcario, apresenta-
se como uma alternativa ambientalmente e economicamente sustentavel. O
maior comprimento radicular manifestado nas plantas tolerantes ao aluminio
permite a possibilidade de absor¢&do dos nutrientes além da camada aravel e,
também, 0 acesso a agua nas camadas mais profundas, durante periodos de
déficit hidrico. Ainda torna possivel a reducdo dos gastos relacionados a
corregao do solo, durante a implantacdo e/ou manutencéo da pastagem.

Entretanto, os materiais selecionados ainda devem ser testados sob
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condicdes de campo, visando um conhecimento mais aprofundado do

comportamento das populagdes tolerantes em condigdes reais de utilizagdo.

4.2. Anélise molecular

Na andlise molecular, testaram-se 19 pares de primers de SSR, dos
quais 14 foram desenvolvidos para L. japonicus e, cinco, para T. repens. Todos
os primers testados foram utilizados nas andlises, com exce¢do de um
(prs582), desenvolvido para T. repens, por ndo ter produzido bandas evidentes
e ter apresentado falhas na amplificagéo dos gendétipos.

Os 18 marcadores analisados detectaram ao todo 51 alelos nos seis
gendtipos de L. corniculatus estudados (DR, UF, SG, DR-F2, SG-F2 e UF-F2).
O numero de alelos por loco variou de um (TM0212 e TM1491) a cinco
(TM0133), com uma meédia de 2,8 alelos por loco. Os tamanhos alélicos
variaram de 112 a 460 pares de bases (pb) (Tabela 5).

Sardaro et al. (2008) analisando onze populagbes selvagens de
cornichdo, com o auxilio de cinco marcadores SSR, detectaram a presenca, em
média, de 13,6 alelos por loco. A grande variacao observada entre o nimero de
alelos existentes em populagbes selvagens e cultivares, deve-se
principalmente a estreita base genética utilizada em programas de
melhoramento (Tanksley & McCouch, 1997).

O contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC) variou de zero a
0,75, com uma média de 0,52. Dez pares de primers foram polimérficos
(TM0021, TM0029, TM0072, TM0133, TM0151, TM0208, TM0314, TMOQ756,

prs612 e TRSSRAXX31) e oito foram monomérficos (TM0046, TMO0O08O0,
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TM0212, TM0256, TM0817 e TM1491, ats070, ats226). Os locos monomorficos
apresentaram os menores valores de PIC, enquanto que, valores elevados
foram encontrados nos locos com maior nimero de alelos. Todos os locos
foram capazes de detectar pelo menos um alelo em cada um dos gendétipos de
cornichdo analisados. Esse fato pode estar relacionado a heterozigose dos
materiais, visto que o modo de reproducdo dos mesmos € o de fecundacéo

cruzada.

TABELA 5. Tamanho alélico (pb), nimero de alelos (A) e contetdo de
informagédo de polimorfismo (PIC), de cada um dos 18
marcadores de microssatélites analisados na caracterizagdo de
seis genotipos de cornichdo (Lotus corniculatus L.). UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2009.

Primer Tamanho alélico (pb) A PIC
"TM0021 160 — 189 4 0,63
"TM0029 153 - 170 3 0,58
"TM0046 148 — 162 2 0,50
"TM0072 135 - 172 4 0,73
“TM0080 129 — 167 2 0,50
"TM0133 160 — 195 5 0,71
‘TM0151 112 — 128 3 0,57
"TM0208 143 — 246 3 0,64
"TM0212 160 1 0
"TM0256 169 — 183 2 0,50
‘TM0314 148 — 160 2 0,48
"TM0756 134 — 168 3 0,58
"TM0817 124 — 162 2 0,50
"TM1491 148 1 0
“ats070 193 — 455 4 0,75
“ats226 142 — 372 4 0,75
“prs612 130 — 266 3 0,62
"TRSSRAXX31 317 — 460 3 0,41
Total 51
Média 2,8 0,52
Min — Max 112 — 460 1-5 0-0,75

*primer desenvolvido para Lotus japonicus (Regel) Larsen;
**primer desenvolvido para Trifolium repens L.

A partir da matriz de similaridade genética (Tabela 6), obtida pelo
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indice de Jaccard, foi gerado um dendrograma (Figura 7), o qual apresentou
um coeficiente de correlacdo cofenético elevado (r = 0,93), indicando a
representatividade do mesmo em relacdo a matriz de similaridade genética. A
similaridade média entre os gendtipos analisados foi alta (0,79), variando de
0,73 a 0,92. A utilizacdo da similaridade média como ponto de corte permitiu a
formacdo de trés grupos. Um grupo maior, composto por quatro genotipos; e

dois grupos, com apenas um gendtipo cada.

TABELA 6. Matriz de similaridade genética de seis gendtipos de Lotus
corniculatus L. analisados através da técnica de microssatélites.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 20009.
DR SG UF DR-F2 SG-F2 UF-F2

DR
SG 080  --
UF 0,79 0,84

DR-F2 0,78 0,83 0,79 ---
SG-F2 0,76 0,83 0,92 0,81 ---
UF-F2 0,78 0,74 0,73 0,78 0,75 ---

A elevada similaridade existente entre os gendtipos estudados pode
ser o resultado da base genética semelhante utilizada no desenvolvimento de
novas cultivares, principalmente quando o programa de melhoramento é
desenvolvido a partir de cultivares previamente langcadas através de selecdo
massal ou recorrente. As espécies de Lotus apresentam uma grande
variabilidade genética, tanto intra quanto interespecifica, que deve ser melhor
compreendida e utilizada em programas de melhoramento, na tentativa de
evitar os gargalos genéticos (Steiner, 1999).

O maior indice de similaridade observado em relacdo aos materiais

analisados foi de 0,92 entre SG-F2 e UF. Os menores indices foram de 0,73 e
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0,74 entre UF e UF-F2 e, SG e UF-F2, respectivamente. A maior e a menor
similaridade encontradas entre as populagbes SG e UF podem ter ocorrido em
decorréncia do gendtipo UF ter sido originado do SG a partir de um programa
de melhoramento anterior (Perez, 2003). Apos o gendtipo UF ter sofrido dois
ciclos de selegédo, passando a ser chamado de UF-F2, ocorreu um maior
distanciamento do seu ancestral SG. Ao contrario, quando o SG foi melhorado,
(SG-F2), este se assemelhou a sua progénie melhorada, o genétipo UF.

Foram percebidas alteracdes discretas na similaridade entre os
gendtipos apds o melhoramento. Antes da selecdo, DR apresentava-se 80 e
79% similar aos genotipos SG e UF, respectivamente. Apos dois ciclos, estes
valores passaram a ser de 76% entre SG-F2 e, 78% entre UF-F2. Por outro
lado, a similaridade inicial entre UF e SG era de 84%, passando a ser de 92%
entre UF e SG-F2. Essas mudancgas indicam a ocorréncia de altera¢des a nivel
génico nas populagdes, ao longo do programa de melhoramento.

A similaridade entre os genoétipos das populagdes originais e
melhoradas foi de 0,78 entre DR e DR-F2; 0,83 entre SG e SG-F2; e 0,73 entre
UF e UF-F2. Nao foram observadas diferengas em relagdo ao nimero de alelos
entre as populagdes originais e melhoradas.

O acompanhamento do numero e da frequéncia alélica dos
individuos que fazem parte de um programa de melhoramento, pode ser
realizado com o auxilio de marcadores moleculares, através da comparacao
genética com o0s seus progenitores. Dessa maneira, pode-se determinar se
houve um aumento ou uma diminuigdo, ou até mesmo o desaparecimento de

um alelo na populacdo. Através da andlise desses dados, o melhorista pode
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decidir o momento mais adequado para a introdugcdo de novas fontes de

variabilidade a populacdo (Brondani et al., 2004).

DR

SG

F UF
t SG-F2

DR-F2

UF-F2

Coeficients de Jaccard

FIGURA 7. Dendrograma obtido com base na similaridade genética de seis
gendtipos de Lotus corniculatus L., utilizando-se 18 marcadores
microssatélites. A linha tracejada indica a distancia média e o
ponto de corte no dendrograma. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2009.

Os agrupamentos podem ter sido gerados em decorréncia do
programa de melhoramento para solos &cidos, no qual os gendtipos haviam
sido previamente submetidos. Através da andlise dos resultados obtidos do
experimento anterior, o material DR apresentou-se como o mais sensivel ao

aluminio entre os demais. Por outro lado, o material UF-F2 destacou-se como o

mais tolerante. Ambos formaram grupos Unicos, a partir do corte realizado no

dendrograma. Os genotipos que constituiram o grupo maior (SG, UF, DR-F2 e

SG-F2) apresentaram um nivel de tolerancia intermediario, exceto o SG-F2.

Provavelmente, este material permaneceu neste grupo pelo fato do gendtipo

UF ter sido originado do SG, como visto anteriormente.
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Os marcadores utilizados neste trabalho foram desenhados para
outras espécies, e mesmo assim mostraram-se eficientes na diferenciacdo dos
gendtipos de L. corniculatus analisados, corroborando os demais trabalhos que
também utilizaram primers heter6logos. Sawasato et al. (2008) analisaram a
diversidade genética entre 64 acessos de Paspalum urvillei Steudel utilizando
marcadores desenvolvidos para Lolium multiflorum L. e Trifolium repens L.
Sardaro et al. (2008) acessaram a variabilidade genética existente entre 11
populagBes selvagens de L. corniculatus com o auxilio de cinco pares de
primers desenvolvidos para L. japonicus.

A maior limitacdo na utilizacdo dos SSR estd no elevado custo
requerido para o desenvolvimento de primers especificos, quando os mesmos
ndo estdo disponiveis para a espécie a ser estudada. Entretanto, nas situacdes
onde ocorre a conservacdo de sitios de microssatélites entre as espécies
relacionadas, a transferéncia dos marcadores é possivel utilizando-se primers
heter6logos (Faleiro, 2007).

Diversos trabalhos relacionados ao estudo da diversidade genética
em populagdes naturais j& foram realizados com a técnica de microssatélites.
Contudo, existem poucos trabalhos referentes a diferencas genéticas entre
cultivares ou populagbes. Em alfafa, Flajoulout et al. (2005) investigaram
satisfatoriamente o nivel de diferenciacdo entre sete cultivares originadas de
um programa de melhoramento, e entre estas cultivares e o material que Ihes
originaram, com oito marcadores SSR desenvolvidos para Medicago truncatula
L. Sete cultivares de Lolium perenne L. apresentaram diferencas inter- e

intraespecificas através de 22 marcadores SSR (Kubik et al., 2001).
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O sucesso no desenvolvimento de novas cultivares depende da
escolha dos genitores e do planejamento dos cruzamentos que devem ser
realizados ao longo do programa (Borém, 2005). Os marcadores moleculares
atuam como uma ferramenta eficiente na andalise da variabilidade genética dos
potenciais genitores, identificando diferengcas entre os materiais em nivel de
DNA. As técnicas moleculares fornecem aos pesquisadores uma nova fonte de
informacdes, que utilizadas em conjunto com os dados morfologicos e
agrondmicos acabam contribuindo para o aumento da eficacia do programa

(Faleiro, 2007).



5. CONCLUSOES

1. A selecdo de plantulas de Lotus corniculatus L. em solugdo nutritiva
contendo 100 umol/L de aluminio e 200 umol/L de calcio, mostra-se eficiente

na obtenc@o de materiais com maior tolerancia ao aluminio.

2. O crescimento radicular liquido € o pardmetro que avalia com maior precisdo

0s materiais analisados em relacdo a toleréncia ao aluminio.

3. Os gendtipos analisados de cornichdo mostram-se mais tolerantes ao

aluminio do que a alfafa crioula, principalmente o material UF-F2.

4. Os marcadores moleculares microssatélites sdo capazes de diferenciar

geneticamente os genotipos de L. corniculatus analisados.

5. Os primers desenvolvidos para Lotus japonicus (Regel) Larsen e Trifolium
repens L. conseguem acessar 0s locos SSR existentes nos genétipos de

cornichdo estudados.
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Apéndice 1. Valores obtidos nas variaveis observadas durante a avaliacdo da

tolerédncia ao aluminio dos genétipos de cornich&o (Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICIy) REP Cl CF CR
ALF 0 1 2,2 2,7 0,5
ALF 0 2 2,4 2,9 0,5
ALF 0 3 2,2 2,6 0,4
ALF 0 4
ALF 0 5 3 3,5 0,5
ALF 0 6 2 2,4 0,4
ALF 0 7 2,4 3 0,6
ALF 0 8 2,5 3 0,5
ALF 0 9 2,1 2,5 0,4
ALF 0 10 3 3,5 0,5
ALF 0 11 2,3 2,9 0,6
ALF 0 12 2,1 2,7 0,6
ALF 50 umol/L 1 3,2 3,5 0,3
ALF 50 umol/L 2 2,3 2,5 0,2
ALF 50 umol/L 3 2,4 2,6 0,2
ALF 50 umol/L 4 1,9 2 0,1
ALF 50 umol/L 5 2,2 2,4 0,2
ALF 50 umol/L 6 3 3,3 0,3
ALF 50 umol/L 7 2,5 2,7 0,2
ALF 50 umol/L 8 2,7 3 0,3
ALF 50 umol/L 9 1,8 2 0,2
ALF 50 umol/L 10 1,7 1,8 0,1
ALF 50 umol/L 11 2,3 2,5 0,2
ALF 50 umol/L 12 2,1 2,3 0,2
ALF 100 pmol/L 1 2 2,2 0,2
ALF 100 pymol/L 2
ALF 100 pymol/L 3
ALF 100 pymol/L 4 2,1 2,2 0,1
ALF 100 pmol/L 5 2,1 2,3 0,2
ALF 100 pymol/L 6 2,2 2,3 0,1
ALF 100 pmol/L 7 1,8 1,9 0,1
ALF 100 pymol/L 8 2,7 2,9 0,2
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AlCl5) REP Cl CF CR
ALF 100 pmol/L 9 3,4 3,6 0,2
ALF 100 pmol/L 10 2,3 2,5 0,2
ALF 100 pmol/L 11 2,4 2,5 0,1
ALF 100 pmol/L 12 2,8 3 0,2
ALF 150 pmol/L 1
ALF 150 pmol/L 2 2,1 2,2 0,1
ALF 150 pmol/L 3 2,4 2,5 0,1
ALF 150 pmol/L 4 2,2 2,3 0,1
ALF 150 pmol/L 5 2,3 2,4 0,1
ALF 150 pmol/L 6 2,3 2,4 0,1
ALF 150 pmol/L 7
ALF 150 pmol/L 8 2,2 2,3 0,1
ALF 150 pmol/L 9 2,1 2,2 0,1
ALF 150 pmol/L 10 2,5 2,7 0,2
ALF 150 pmol/L 11 2 2,1 0,1
ALF 150 pmol/L 12 2,7 2,8 0,1
DR 0 1 1,8 2 0,2
DR 0 2 2 2,4 0,4
DR 0 3 2,2 2,5 0,3
DR 0 4 1,9 2,2 0,3
DR 0 5
DR 0 6 2 2,3 0,3
DR 0 7 2,3 2,7 0,4
DR 0 8 2 2,3 0,3
DR 0 9 1,9 2,1 0,2

DR 0 10 2,1 2,5 0,4
DR 0 11 2 2,3 0,3
DR 0 12 1,7 1,9 0,2
DR 50 umol/L 1 1,7 1,9 0,2
DR 50 pmol/L 2 2,2 2,5 0,3
DR 50 pmol/L 3 1,8 2 0,2
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
DR 50 umol/L 4 1,9 2,2 0,3
DR 50 pumol/L 5 2,1 2,3 0,2
DR 50 umol/L 6 2 2,2 0,2
DR 50 umol/L 7 1,7 1,9 0,2
DR 50 pumol/L 8 1,3 1,5 0,2
DR 50 umol/L 9 2,1 2,3 0,2
DR 50 pumol/L 10 1,7 1,9 0,2
DR 50 pumol/L 11 2 2,2 0,2
DR 50 pumol/L 12 2,2 2,4 0,2
DR 100 pmol/L 1 2,1 2,3 0,2
DR 100 pmol/L 2 1,9 2,1 0,2
DR 100 pmol/L 3 1,8 1,9 0,1
DR 100 pmol/L 4 2,2 2,4 0,2
DR 100 pmol/L 5 1,8 2 0,2
DR 100 pmol/L 6 2,2 2,4 0,2
DR 100 pmol/L 7 1,9 2,1 0,2
DR 100 pmol/L 8 2,7 2,9 0,2
DR 100 pmol/L 9 2,2 2,4 0,2
DR 100 pmol/L 10 2 2,1 0,1
DR 100 pmol/L 11 1,7 1,9 0,2
DR 100 pmol/L 12 2,4 2,7 0,3
DR 150 pmol/L 1 1,8 1,9 0,1
DR 150 pmol/L 2 2 2,1 0,1
DR 150 pmol/L 3 2,3 2,5 0,2
DR 150 pmol/L 4 2,1 2,3 0,2
DR 150 pmol/L 5 2,2 2,3 0,1
DR 150 pmol/L 6 1,7 1,8 0,1
DR 150 pmol/L 7 2,4 2,6 0,2
DR 150 pmol/L 8 2,4 2,5 0,1
DR 150 pmol/L 9 2,3 2,4 0,1
DR 150 pmol/L 10 1,9 2 0,1
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Apéndice 1. Continuacéo... Valores obtidos nas variaveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
DR 150 pmol/L 11 2,2 2,3 0,1
DR 150 pmol/L 12 2,1 2,2 0,1

DR-F1 0 1 2,4 2,8 0,4
DR-F1 0 2 2,2 2,5 0,3
DR-F1 0 3 1,9 2,1 0,2
DR-F1 0 4 2,1 2,4 0,3
DR-F1 0 5 2,1 2,4 0,3
DR-F1 0 6 2 2,3 0,3
DR-F1 0 7 1,9 2,2 0,3
DR-F1 0 8 2,3 2,6 0,3
DR-F1 0 9 1,9 2,2 0,3
DR-F1 0 10 1,9 2,1 0,2
DR-F1 0 11 2,1 2,4 0,3
DR-F1 0 12 1,7 2 0,3
DR-F1 50 umol/L 1 2,2 2,5 0,3
DR-F1 50 pumol/L 2 2,3 2,5 0,2
DR-F1 50 umol/L 3 2,3 2,5 0,2
DR-F1 50 umol/L 4 1,9 2,2 0,3
DR-F1 50 umol/L 5 2,3 2,6 0,3
DR-F1 50 pmol/L 6 1,4 1,5 0,1
DR-F1 50 umol/L 7 3,1 3,5 0,4
DR-F1 50 umol/L 8 2,2 2,5 0,3
DR-F1 50 umol/L 9 2,2 2,4 0,2
DR-F1 50 umol/L 10 2 2,2 0,2
DR-F1 50 umol/L 11 1,8 2,1 0,3
DR-F1 50 umol/L 12 1,8 2 0,2
DR-F1 100 pmol/L 1 1,9 2,1 0,2
DR-F1 100 pmol/L 2 1,9 2 0,1
DR-F1 100 pmol/L 3 2,2 2,4 0,2
DR-F1 100 pmol/L 4 2 2,1 0,1
DR-F1 100 pmol/L 5 1,9 2,1 0,2
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
DR-F1 100 pmol/L 6 2,3 2,6 0,3
DR-F1 100 pmol/L 7 2,5 2,7 0,2
DR-F1 100 pmol/L 8 2 2,2 0,2
DR-F1 100 pmol/L 9 2 2,2 0,2
DR-F1 100 pmol/L 10 2,2 2,5 0,3
DR-F1 100 pmol/L 11
DR-F1 100 pmol/L 12 3 3,3 0,3
DR-F1 150 pmol/L 1 2 2,1 0,1
DR-F1 150 pmol/L 2 2 2,1 0,1
DR-F1 150 pmol/L 3 1,7 1,8 0,1
DR-F1 150 pmol/L 4 1,9 2 0,1
DR-F1 150 pmol/L 5 2,3 2,4 0,1
DR-F1 150 pmol/L 6 2 2,1 0,1
DR-F1 150 umol/L 7 2,4 2,6 0,2
DR-F1 150 pmol/L 8 2,2 2,3 0,1
DR-F1 150 umol/L 9 2,5 2,6 0,1
DR-F1 150 pumol/L 10 2,1 2,3 0,2
DR-F1 150 pmol/L 11 2,3 2,5 0,2
DR-F1 150 pmol/L 12 2 2,1 0,1
DR-F2 0 1 1,9 2,1 0,2
DR-F2 0 2 2,8 3,2 0,4
DR-F2 0 3 2,5 2,9 0,4
DR-F2 0 4 2 2,2 0,2
DR-F2 0 5 2 2,2 0,2
DR-F2 0 6 1,6 1,8 0,2
DR-F2 0 7 1,9 2,1 0,2
DR-F2 0 8 2,3 2,7 0,4
DR-F2 0 9 1,8 2,1 0,3
DR-F2 0 10 2,1 2,5 0,4
DR-F2 0 11 1,7 1,9 0,2
DR-F2 0 12 2 2,3 0,3
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
DR-F2 50 umol/L 1 2,4 2,7 0,3
DR-F2 50 umol/L 2 1,8 2 0,2
DR-F2 50 umol/L 3 1,9 2,1 0,2
DR-F2 50 umol/L 4 3 3,2 0,2
DR-F2 50 umol/L 5 1,8 1,9 0,1
DR-F2 50 umol/L 6 2 2,2 0,2
DR-F2 50 umol/L 7 2,2 2,5 0,3
DR-F2 50 umol/L 8 2,4 2,7 0,3
DR-F2 50 umol/L 9 2,1 2,4 0,3
DR-F2 50 umol/L 10 2,4 2,8 0,4
DR-F2 50 umol/L 11 2,2 2,4 0,2
DR-F2 50 umol/L 12 2,4 2,7 0,3
DR-F2 100 pymol/L 1
DR-F2 100 pymol/L 2 1,9 2,1 0,2
DR-F2 100 pymol/L 3 2 2,2 0,2
DR-F2 100 pumol/L 4 1,8 1,9 0,1
DR-F2 100 pymol/L 5 2,2 2,4 0,2
DR-F2 100 umol/L 6 2 2,3 0,3
DR-F2 100 pymol/L 7 2 2,2 0,2
DR-F2 100 pymol/L 8 2,7 2,9 0,2
DR-F2 100 pymol/L 9 1,9 2,1 0,2
DR-F2 100 pymol/L 10 2,1 2,3 0,2
DR-F2 100 pymol/L 11 2,5 2,7 0,2
DR-F2 100 pymol/L 12 2,6 2,9 0,3
DR-F2 150 pumol/L 1 1,8 1,9 0,1
DR-F2 150 umol/L 2 2 2,1 0,1
DR-F2 150 pumol/L 3 2 2,2 0,2
DR-F2 150 pmol/L 4 1,7 1,8 0,1
DR-F2 150 umol/L 5 2,4 2,6 0,2
DR-F2 150 pmol/L 6 2 2,1 0,1
DR-F2 150 umol/L 7 2,4 2,5 0,1
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
DR-F2 150 umol/L 8 3 3,2 0,2
DR-F2 150 pumol/L 9 2,3 2,4 0,1
DR-F2 150 pmol/L 10 2,5 2,7 0,2
DR-F2 150 pmol/L 11 1,8 1,9 0,1
DR-F2 150 pumol/L 12 1,8 2 0,2

SG 0 1 2 2,3 0,3
SG 0 2 2,1 2,4 0,3
SG 0 3 1,9 2,1 0,2
SG 0 4 1,9 2,2 0,3
SG 0 5 2,3 2,7 0,4
SG 0 6 1,8 2,1 0,3
SG 0 7 2 2,3 0,3
SG 0 8 2,4 2,8 0,4
SG 0 9 2,6 3 0,4
SG 0 10 2 2,3 0,3
SG 0 11 2,3 2,7 0,4
SG 0 12 2 2,3 0,3
SG 50 umol/L 1 2,3 2,7 0,4
SG 50 umol/L 2 1,8 2 0,2
SG 50 umol/L 3 1,8 2,1 0,3
SG 50 umol/L 4 2,4 2,7 0,3
SG 50 umol/L 5 2,3 2,6 0,3
SG 50 umol/L 6 2,6 2,9 0,3
SG 50 pumol/L 7 1,3 1,5 0,2
SG 50 umol/L 8 1,7 1,9 0,2
SG 50 umol/L 9 1,9 2,4 0,5
SG 50 umol/L 10 2 2,2 0,2
SG 50 pumol/L 11 1,9 2,3 0,4
SG 50 umol/L 12 1,8 2 0,2
SG 100 pmol/L 1 2,2 2,4 0,2
SG 100 pymol/L 2 2 2,2 0,2
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genoétipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
SG 100 pmol/L 3 1,7 1,9 0,2
SG 100 pmol/L 4 2,1 2,4 0,3
SG 100 pmol/L 5 2,1 2,4 0,3
SG 100 pymol/L 6 2 2,2 0,2
SG 100 pumol/L 7 1,6 1,7 0,1
SG 100 pmol/L 8 1,9 2 0,1
SG 100 pymol/L 9 2,7 2,9 0,2
SG 100 pymol/L 10 2,7 3 0,3
SG 100 pmol/L 11 2,5 2,7 0,2
SG 100 pymol/L 12 2 2,2 0,2
SG 150 pmol/L 1 2 2,1 0,1
SG 150 pmol/L 2 2,1 2,3 0,2
SG 150 umol/L 3 2,4 2,5 0,1
SG 150 umol/L 4
SG 150 umol/L 5 2,1 2,2 0,1
SG 150 pumol/L 6 1,9 2 0,1
SG 150 pmol/L 7 2.2 2,3 0,1
SG 150 umol/L 8 2,4 2,6 0,2
SG 150 pmol/L 9 2,2 2,5 0,3
SG 150 pmol/L 10 2 2,1 0,1
SG 150 umol/L 11 2,3 2,4 0,1
SG 150 pmol/L 12 2,5 2,7 0,2

SG-F1 0 1 2 2,2 0,2
SG-F1 0 2 2 2,2 0,2
SG-F1 0 3 2,4 2,7 0,3
SG-F1 0 4 2,5 3 0,5
SG-F1 0 5 2,1 2,4 0,3
SG-F1 0 6 1,7 1,8 0,1
SG-F1 0 7 2,7 3,1 0,4
SG-F1 0 8 2,2 2,5 0,3
SG-F1 0 9 2 2,4 0,4
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genoétipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICl5) REP Cl CF CR
SG-F1 0 10 2,4 2,9 0,5
SG-F1 0 11 2 2,4 0,4
SG-F1 0 12 1,8 2 0,2
SG-F1 50 umol/L 1 2 2,4 0,4
SG-F1 50 umol/L 2 2,4 2,7 0,3
SG-F1 50 umol/L 3 2,2 2,6 0,4
SG-F1 50 umol/L 4 2,1 2,3 0,2
SG-F1 50 umol/L 5 2,3 2,7 0,4
SG-F1 50 umol/L 6 2 2,2 0,2
SG-F1 50 umol/L 7 2,4 2,7 0,3
SG-F1 50 pmol/L 8 2,1 2,5 0,4
SG-F1 50 umol/L 9 1,9 2,1 0,2
SG-F1 50 umol/L 10 1,7 2 0,3
SG-F1 50 umol/L 11 2,1 2,5 0,4
SG-F1 50 umol/L 12 2,5 2,8 0,3
SG-F1 100 pmol/L 1 1,9 2,1 0,2
SG-F1 100 pmol/L 2 2,3 2,5 0,2
SG-F1 100 pmol/L 3 2 2,2 0,2
SG-F1 100 pmol/L 4 2,4 2,8 0,4
SG-F1 100 pmol/L 5 2,5 2,7 0,2
SG-F1 100 pmol/L 6 2,6 2,9 0,3
SG-F1 100 pmol/L 7 2,7 3,1 0,4
SG-F1 100 pmol/L 8 2,1 2,4 0,3
SG-F1 100 pmol/L 9 2,1 2,3 0,2
SG-F1 100 pmol/L 10 1,8 2,1 0,3
SG-F1 100 pmol/L 11 2 2,2 0,2
SG-F1 100 pmol/L 12 2,1 2,4 0,3
SG-F1 150 pmol/L 1 2,2 2,4 0,2
SG-F1 150 pmol/L 2 2,1 2,3 0,2
SG-F1 150 pmol/L 3 2,2 2,4 0,2
SG-F1 150 pmol/L 4 2,5 2,8 0,3
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICl5) REP Cl CF CR
SG-F1 150 pmol/L 5 2,2 2,3 0,1
SG-F1 150 pmol/L 6 2 2,2 0,2
SG-F1 150 pmol/L 7 2,4 2,5 0,1
SG-F1 150 pmol/L 8 1,8 1,9 0,1
SG-F1 150 umol/L 9 2,3 2,5 0,2
SG-F1 150 pmol/L 10 2,2 2,3 0,1
SG-F1 150 pmol/L 11 2,3 2,4 0,1
SG-F1 150 pmol/L 12 2,4 2,6 0,2
SG-F2 0 1 1,5 1,7 0,2
SG-F2 0 2 2,6 3 0,4
SG-F2 0 3 2 2,3 0,3
SG-F2 0 4 1,7 2 0,3
SG-F2 0 5 2,2 2,5 0,3
SG-F2 0 6 1,5 1,8 0,3
SG-F2 0 7 1,8 2,1 0,3
SG-F2 0 8 3 3,4 0,4
SG-F2 0 9 2,1 2,4 0,3
SG-F2 0 10 2,8 3,2 0,4
SG-F2 0 11 1,6 2 0,4
SG-F2 0 12 2,5 3 0,5
SG-F2 50 umol/L 1 2,4 2,8 0,4
SG-F2 50 umol/L 2 2,4 2,7 0,3
SG-F2 50 umol/L 3 1,8 2,1 0,3
SG-F2 50 umol/L 4 2,2 2,5 0,3
SG-F2 50 umol/L 5 2,9 3,2 0,3
SG-F2 50 umol/L 6 2,2 2,5 0,3
SG-F2 50 umol/L 7 2,2 2,5 0,3
SG-F2 50 umol/L 8 2,3 2,6 0,3
SG-F2 50 umol/L 9 2,7 3 0,3
SG-F2 50 umol/L 10 2,2 2,5 0,3
SG-F2 50 pmol/L 11 1,8 2,1 0,3
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
SG-F2 50 umol/L 12 2,3 2,6 0,3
SG-F2 100 pmol/L 1 2,5 2,9 0,4
SG-F2 100 pmol/L 2 1,8 2 0,2
SG-F2 100 pmol/L 3 2,1 2,3 0,2
SG-F2 100 pmol/L 4 2 2,2 0,2
SG-F2 100 pmol/L 5 2,2 2,5 0,3
SG-F2 100 pmol/L 6 1,9 2,1 0,2
SG-F2 100 pmol/L 7 2,8 3,2 0,4
SG-F2 100 pmol/L 8 2,7 3 0,3
SG-F2 100 pmol/L 9 2,3 2,6 0,3
SG-F2 100 pmol/L 10 2,3 2,5 0,2
SG-F2 100 pmol/L 11 2,1 2,4 0,3
SG-F2 100 pmol/L 12 2,3 2,6 0,3
SG-F2 150 umol/L 1 2,3 2,6 0,3
SG-F2 150 pmol/L 2 2 2,1 0,1
SG-F2 150 pmol/L 3 1,8 2 0,2
SG-F2 150 pmol/L 4 2 2,1 0,1
SG-F2 150 pmol/L 5 2,6 2,9 0,3
SG-F2 150 pmol/L 6 2 2,1 0,1
SG-F2 150 pmol/L 7 2,3 2,5 0,2
SG-F2 150 pmol/L 8 2,5 2,7 0,2
SG-F2 150 pmol/L 9 2 2,1 0,1
SG-F2 150 pmol/L 10 2,2 2,4 0,2
SG-F2 150 pmol/L 11 2,2 2,4 0,2
SG-F2 150 umol/L 12 2 2,2 0,2

UF 0 1 2,2 2,6 0,4
UF 0 2

UF 0 3 2 2,3 0,3
UF 0 4 2,5 3,1 0,6
UF 0 5 2,1 2,3 0,2
UF 0 6 2,2 2,6 0,4
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
UF 0 7 1,8 2 0,2
UF 0 8 2,1 2,4 0,3
UF 0 9 2,1 2,4 0,3
UF 0 10 2,2 2,6 0,4
UF 0 11 2,4 2,8 0,4
UF 0 12 2,1 2,4 0,3
UF 50 pmol/L 1 1,8 2,1 0,3
UF 50 pmol/L 2 2,6 3 0,4
UF 50 pmol/L 3 2,6 2,9 0,3
UF 50 umol/L 4 2 2,3 0,3
UF 50 pmol/L 5 2,6 3 0,4
UF 50 umol/L 6 2 2,2 0,2
UF 50 umol/L 7 1,8 2,1 0,3
UF 50 pmol/L 8 1,6 1,8 0,2
UF 50 umol/L 9 2,1 2,3 0,2
UF 50 pmol/L 10 1,9 2,2 0,3
UF 50 umol/L 11 2,1 2,3 0,2
UF 50 pmol/L 12 2,3 2,7 0,4
UF 100 pmol/L 1 2,1 2,3 0,2
UF 100 pmol/L 2 2 2,2 0,2
UF 100 pmol/L 3 2 2,2 0,2
UF 100 pmol/L 4 1,9 2,1 0,2
UF 100 pmol/L 5 2,3 2,5 0,2
UF 100 pmol/L 6 2,1 2,4 0,3
UF 100 pmol/L 7 2,1 2,3 0,2
UF 100 pmol/L 8 2,1 2,5 0,4
UF 100 pmol/L 9 1,9 2,1 0,2
UF 100 pmol/L 10 2 2,3 0,3
UF 100 pmol/L 11 2,2 2,4 0,2
UF 100 pmol/L 12 2,4 2,7 0,3
UF 150 pmol/L 1 2,2 2,3 0,1
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genoétipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
UF 150 pmol/L 2 2 2,1 0,1
UF 150 pmol/L 3 2,2 2,4 0,2
UF 150 pmol/L 4 2 2,1 0,1
UF 150 pmol/L 5 2,2 2,4 0,2
UF 150 pmol/L 6 1,9 2 0,1
UF 150 pmol/L 7 2 2,1 0,1
UF 150 pmol/L 8 2,3 2,5 0,2
UF 150 pmol/L 9 2 2,1 0,1
UF 150 pmol/L 10 2,3 2,4 0,1
UF 150 pmol/L 11 2,4 2,7 0,3
UF 150 pmol/L 12 2,1 2,3 0,2

UF-F1 0 1 2 2,4 0,4
UF-F1 0 2 2,4 2,8 0,4
UF-F1 0 3 2,6 3 0,4
UF-F1 0 4 3,1 3,6 0,5
UF-F1 0 5 2,9 3,2 0,3
UF-F1 0 6 2,1 2,3 0,2
UF-F1 0 7 2,8 3,3 0,5
UF-F1 0 8 1,8 2 0,2
UF-F1 0 9 2,3 2,5 0,2
UF-F1 0 10 1,8 2 0,2
UF-F1 0 11 1,6 1,8 0,2
UF-F1 0 12 2,2 2,5 0,3
UF-F1 50 umol/L 1 2,2 2,7 0,5
UF-F1 50 umol/L 2 2,8 3,1 0,3
UF-F1 50 umol/L 3 2,7 3 0,3
UF-F1 50 umol/L 4 2,4 2,9 0,5
UF-F1 50 umol/L 5 2,2 2,4 0,2
UF-F1 50 umol/L 6 2 2,2 0,2
UF-F1 50 umol/L 7 1,8 1,9 0,1
UF-F1 50 pmol/L 8 2,6 3 0,4
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genoétipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
UF-F1 50 umol/L 9 2,4 2,8 0,4
UF-F1 50 umol/L 10 1,8 2 0,2
UF-F1 50 umol/L 11 2,7 2,9 0,2
UF-F1 50 umol/L 12 2,2 2,5 0,3
UF-F1 100 pmol/L 1 2,3 2,5 0,2
UF-F1 100 pmol/L 2 2,3 2,6 0,3
UF-F1 100 pmol/L 3 1,8 2 0,2
UF-F1 100 pmol/L 4 2,1 2,4 0,3
UF-F1 100 pmol/L 5 1,7 1,9 0,2
UF-F1 100 pmol/L 6 2,7 2,9 0,2
UF-F1 100 pmol/L 7 2,2 2,4 0,2
UF-F1 100 pmol/L 8 2,5 3 0,5
UF-F1 100 pmol/L 9 3 3,3 0,3
UF-F1 100 pmol/L 10 2,7 3 0,3
UF-F1 100 pmol/L 11 3,1 3,5 0,4
UF-F1 100 pmol/L 12 2 2,3 0,3
UF-F1 150 pmol/L 1 2 2,1 0,1
UF-F1 150 pmol/L 2 2,2 2,3 0,1
UF-F1 150 pmol/L 3 2,6 2,8 0,2
UF-F1 150 pmol/L 4 2,2 2,4 0,2
UF-F1 150 pmol/L 5 2,6 2,7 0,1
UF-F1 150 pmol/L 6 2 2,1 0,1
UF-F1 150 pmol/L 7 2,2 2,4 0,2
UF-F1 150 pmol/L 8 2,8 3 0,2
UF-F1 150 pmol/L 9 2,7 2,9 0,2
UF-F1 150 pmol/L 10 2,8 3,1 0,3
UF-F1 150 pmol/L 11 2,6 2,8 0,2
UF-F1 150 pumol/L 12 1,8 1,9 0,1
UF-F2 0 1 2,3 2,6 0,3
UF-F2 0 2 1,6 1,9 0,3
UF-F2 0 3 2,1 2,4 0,3
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
UF-F2 0 4 1,8 2 0,2
UF-F2 0 5 2,7 3,3 0,6
UF-F2 0 6 2,3 2,7 0,4
UF-F2 0 7 2,2 2,5 0,3
UF-F2 0 8 2,8 3,2 0,4
UF-F2 0 9 2,5 2,9 0,4
UF-F2 0 10 2,3 2,7 0,4
UF-F2 0 11 1,7 2 0,3
UF-F2 0 12 3 3,4 0,4
UF-F2 50 umol/L 1 2,3 2,6 0,3
UF-F2 50 pmol/L 2 2,9 3,2 0,3
UF-F2 50 umol/L 3 2,1 2,5 0,4
UF-F2 50 umol/L 4 2,7 3,1 0,4
UF-F2 50 umol/L 5 2,2 2,5 0,3
UF-F2 50 umol/L 6 2,9 3,4 0,5
UF-F2 50 pumol/L 7 2,9 3,2 0,3
UF-F2 50 umol/L 8 2,1 2,5 0,4
UF-F2 50 umol/L 9 2,1 2,4 0,3
UF-F2 50 umol/L 10 2 2,2 0,2
UF-F2 50 pmol/L 11 2 2,3 0,3
UF-F2 50 umol/L 12 2,1 2,5 0,4
UF-F2 100 pmol/L 1 2,1 2,3 0,2
UF-F2 100 pmol/L 2 2,4 2,6 0,2
UF-F2 100 pmol/L 3 2,5 2,9 0,4
UF-F2 100 pmol/L 4 1,9 2,2 0,3
UF-F2 100 pmol/L 5 2,7 3 0,3
UF-F2 100 pmol/L 6 2 2,3 0,3
UF-F2 100 pmol/L 7 2,3 2,5 0,2
UF-F2 100 pmol/L 8 2,3 2,5 0,2
UF-F2 100 pmol/L 9 2,7 3 0,3
UF-F2 100 pmol/L 10 2,8 3,3 0,5
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Apéndice 1. Continuacao... Valores obtidos nas varidveis observadas durante a
avaliacdo da tolerdncia ao aluminio dos genotipos de cornichdo

(Janeiro/2009).

GENOTIPO | TRAT (umol/L AICI3) REP Cl CF CR
UF-F2 100 pmol/L 11 2,2 2,5 0,3
UF-F2 100 pmol/L 12 2,6 2,9 0,3
UF-F2 150 pmol/L 1 2,2 2,5 0,3
UF-F2 150 pmol/L 2 2,2 2,4 0,2
UF-F2 150 pmol/L 3 2 2,2 0,2
UF-F2 150 pmol/L 4 2,1 2,2 0,1
UF-F2 150 pmol/L 5 2,6 2,9 0,3
UF-F2 150 pmol/L 6 1,9 2 0,1
UF-F2 150 pmol/L 7 33 3,6 0,3
UF-F2 150 pmol/L 8 2 2,1 0,1
UF-F2 150 pmol/L 9 2,8 3 0,2
UF-F2 150 pmol/L 10 2,5 2,7 0,2
UF-F2 150 pmol/L 11 2,3 2,5 0,2
UF-F2 150 pmol/L 12 2 2,2 0,2
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Apéndice 2. Resumo da andlise de variancia referente ao comprimento

Variavel dependente: comprimento radicular inicial (Cl)

Source DF Sum of Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 39  6.87232495 0.17621346 1.66 0.0091
Error 430 45.63790909 0.10613467

Corrected Total 469 52.51023404

R-Square CoeffVar  Root MSE Cl Mean
0.130876 14.88462 0.325783 2.188723

Source DF TypelllSS Mean Square F Value Pr>F
Genotipo 9 5.44166167 0.60462907 5.70 <.0001 **
Nivel 3 0.28424715  0.09474905 0.89 0.4448

Genotipo*Nivel 27  1.09595526  0.04059094 0.38 0.9982

Tests of Hypotheses Using the Type Il MS for Genétipo*Nivel as an Error Term

Source DF TypelllSS MeanSquare FValue Pr>F
Gendtipo 9 5.44166167 0.60462907 14.90 <.0001
Nivel 3 0.28424715 0.09474905 2.33 0.0963

Duncan's Multiple Range Test for Cl

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 430
Error Mean Square 0.106135
Harmonic Mean of Cell Sizes 46.9545
Number of Means 2 3 4 5 6 7 8 9
Critical Range 1322 .1391 .1438 1472 .1499 .1521 .1539 .1555
Duncan Grouping Mean N  Gendtipo
A 2.34651 43 ALF
A 2.33958 48 UF-F1
A 2.33333 48 UF-F2
B 2.20000 48 SG-F2
B 217917 48 SG-F1
C B 2.14043 47 DR-F2
C B 212340 47 UF
C B 211277 47 DR-F1
C B 210000 47 SG
C 2.01915 47 DR

Duncan's Multiple Range Test for Cl

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 430
Error Mean Square 0.106135
Harmonic Mean of Cell Sizes 117.4811
Number of Means 2 3 4
Critical Range .08355 .08796  .09090
Duncan Grouping Mean N Nivel
A 2.21810 116 100
A 2.20427 117 150
A 217750 120 50
A 2.15556 117 0

10
.1569
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Apéndice 3. Resumo da andlise de variancia referente ao comprimento
radicular final dos genoétipos de cornich&o.

Variavel dependente: comprimento radicular final (CF)

Source DF Sum of Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 39 10.99024790 0.28180123 2.04 0.0004
Error 430 59.45156061 0.13825944

Corrected Total 469 70.44180851

R-Square CoeffVar  Root MSE CF Mean
0.156019  15.24303  0.371833 2.439362

Source DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F
Genotipo 9 7.66423664 0.85158185 6.16 <.0001**
Nivel 3 119519929 0.39839976 2.88 0.0356*

Genodtipo*Nivel 27  2.05876557  0.07625058 0.55 0.9686

Tests of Hypotheses Using the Type Il MS for Genétipo*Nivel as an Error Term

Source DF TypellSS MeanSquare FValue Pr>F
Gendtipo 9 7.66423664 0.85158185 11.17 <.0001
Nivel 3 119519929 0.39839976 5.22 0.0056

Duncan's Multiple Range Test for CF

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 430
Error Mean Square 0.138259

Harmonic Mean of Cell Sizes 46.9545

Number of Means 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Critical Range .1508 .1588 .1641 .1680 .1711 .1736 .1757 .1775 .1790

Duncan Grouping Mean N Genotipo
263125 48 UF-F2
2.60625 48 UF-F1
259535 43 ALF
247708 48 SG-F2
244583 48 SG-F1
2.37872 47 UF
2.36170 47 DR-F2
2.34468 47 SG
2.33191 47 DR-F1
2.22553 47 DR

O wWww

O0000 »>»>»>»>
000000

Duncan's Multiple Range Test for CF

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 430
Error Mean Square 0.138259
Harmonic Mean of Cell Sizes 117.4811
Number of Means 2 3 4
Critical Range .0954 .1004 .1038

Duncan Grouping Mean N Nivel

A 2.49231 117 0
A 2.45500 120 50
A 2.45345 116 100
2.35641 117 150
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Apéndice 4. Resumo da andlise de variancia referente ao crescimento radicular
dos gendtipos de cornichéo.

Variavel dependente: crescimento radicular (CR)

Source DF Sum of Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 39  2.96234598 0.07595759 12.15 <.0001
Error 431  2.69489394 0.00625265

Corrected Total 470  5.65723992

R-Square CoeffVar  Root MSE CR Mean
0.523638 31.53575 0.079074  0.250743

Source DF TypelllSS MeanSquare FValue Pr>F
Gendtipo 9 0.36163594  0.04018177 6.43 <.0001
Nivel 3 213175313 0.71058438 113.65 <.0001

Genotipo*Nivel 7 048273229 0.01787897 2.86 <.0001**

Tests of Hypotheses Using the Type Il MS for Genétipo*Nivel as an Error Term
Source DF TypelllSS MeanSquare FValue Pr>F
Gendtipo 9 0.36163594  0.04018177 225 0.0502
Nivel 3 213175313 0.71058438 39.74 <.0001

Duncan's Multiple Range Test for CR

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 431
Error Mean Square 0.006253
Harmonic Mean of Cell Sizes 47.07132

Number of Means 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Critical Range .03204 .03373 .03486 .03569 .03634 .03688 .03732 .03770 .03803

Duncan Grouping Mean N  Genotipo
0.29792 48 UF-F2
0.27708 48 SG-F2
0.26667 48 UF-F1
0.26667 48 SG-F1
0.25532 47 UF
0.25455 44 ALF

D 0.24468 47 SG

D 0.22128 47 DR-F2

D 0.21915 47 DR-F1
0.20213 47 DR
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Duncan's Multiple Range Test for DC

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 431
Error Mean Square 0.006253
Harmonic Mean of Cell Sizes 117.7315

Number of Means 2 3 4
Critical Range .02026 .02133 .02204

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping  Mean N Nivel
0.33644 118 0
0.27750 120 50
0.23534 116 100
0.15214 117 150
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