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TOLERANCIA AO ALUMINIO EM GENOTIPOS DE MILHO (Zea mays L.)'

Autor: Ana Cristina Mazzocato
Orientadora: Maria Jane Cruz de Melo Sereno

RESUMO

i

O aluminio (AI3+ ) € um metal abundante na crosta terrestre,
ocorrendo principalmente em solos &cidos, tornando-se um problema para o
desenvolvimento das culturas. O presente trabalho teve como objetivos identificar
uma metodologia eficiente para a discriminacdo da tolerancia ao A** em milho;
verificar a existéncia de variabilidade genética em duas populagdes de polinizagio
aberta e estabelecer parametros genéticos para o carater tolerancia a toxicidade
do A" usando geragdes segregantes do cruzamento entre linhagens sensiveis
(S) e tolerantes (T). As concentracdes de AP testadas em solucdo tratamento
foram 0, 2 e 6 mgL™ e as de calcio (Ca*") foram 20 e 40 mgL™". As variaveis
utilizadas para discriminar a tolerancia ao AP** foram PL (comprimento inicial da
raiz principal), SL (comprimento final da raiz principal), diferenca (DIF) entre SL e
PL, diferenca relativa (DIFR) e peso (PESO) das plantulas apos o tratamento. Os
resultados obtidos indicam que a melhor combinagio para as concentragdes de
A e Ca* foi de 6 e 40 mgL™, respectivamente. A variavel DIF demonstrou ser a
melhor para discriminar gendtipos tolerantes ao Al**. Foi detectada variabilidade
genética nas populagdes avaliadas, sendo que a Sintético Elite apresenta maior
tolerancia do que a Tuxpefio. Por outro lado, sé foi encontrada variabilidade
genética no cruzamento TixSz (SR1502 (T)/SH6707 (S)). Os resultados
observados no cruzamento TixT, (SR1502(T)/CP2523 (T)) indicaram a presenga
do mesmo gene entre as linhagens. Foi também sugerido o envolvimento de
poucos genes com grande efeito e herangca do tipo dominancia para a
sensibilidade ao AP*. Com base nas andlises citogenéticas realizadas nao foram
observadas diferencas no tratamento com o A"

1 Dissertacéo de Mestrado em Fitotecnia. Faculdade de Agronomia. Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (69p.) - Maio, 2000,
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ALUMINUM TOLERANCE IN GENOTYPES OF MAIZE (Zea mays L.)'

Author: Ana Cristina Mazzocato
Adviser: Maria Jane Cruz de Melo Sereno

ABSTRACT

The aluminum (AI®*) is an abundant metal in the crust of the Earth,
occurring in acid soils. The present work had as objectives identify a methodology
to discriminate AP" tolerance in maize; verify the existence of genetic variability for
the trait in two open-pollination populations and three segregants populations and
determine genetic parameters for AI** tolerance. The concentrations of the AI®*
tested in treatment solution were 0; 2 and 6 mgL" and the calcium (Ca*)
concentrations were 20 e 40 mgL™". The variables used to discriminate the Al**
tolerance was PL (the main root initial length), SL (the main root final length),
difference (DIF) between SL and PL, relative difference (DIFR) and weight
(WEIGHT) of the seedlings after treatment. According to the results, the best
combination of A** and Ca®** were 6 and 40 mgL”, respectively The variable DIF
showed the best discrimination of AI** tolerant genotypes. There was genetic
variability for the trait in both open-pollinated populations evaluated. Sintético Elite
showed higher tolerance level than Tuxpefio. On the other hand, genetic variability
could only be found on F; generation of the cross T1xSz (SR1502 (T)/SH6707 (S)).
The results obtained in the cross TixT2 (SR1502(T)/CP2523 (T)) suggested that
the same gene for tolerance was present in both inbreds. It was suggested the
presence of few genes with effect large and the presence of dominance to AP
sensibility. Based on citogenetic analysis carried out, differences have not been
observed in Al°" treatment.

1 MSc. Dissertation in Agronomy. Faculdade de Agronomia. Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (69p.) - May, 2000.
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho possui significativa importancia sécio—econ’émica’ ;i'para 0
estado do Rio Grande do Sul, ocupando aproximadamente 27% do total da§ areas
semeadas com cultivos de grdos de primavera-verao, estando' presénte '“'ey,m
380.656 propriedades rurais, das quais 78% tém menos dé,SQ hectarés. No.";?:rasil,
o milho apresenta uma forte dispersao geografica sendo produzido, praticamente,
em todo o Territério Nacional. Este fato, ao mesmo tempo em que mostra a
grande importancia social e econdmica desse produto, fornece a evidéncia de que
existem grandes variagdes nas formas de producéo, determinadas por condicées
diferentes de clima e solo,

Nesse contexto, os fatores abidticos sao importantes na medida em que
podem afetar grandemente a produtividade deste cereal. Entre eles, a presenca
de aluminio em niveis toxicos € um dos fatores mais limitantes a agricultura. O
aluminio (AP) é um metal abundante na crosta terrestre, ocorrendo,
principaimente, em solos &cidos. A acidez do solo é uma importante causa de
indisponibilidade de nutrientes em solos tropicais, sendo que o milho se
desenvolve em aproximadamente oito milhdes de hectares destes solos. Portanto,
em solos com pH menor do que 5,5 a produtividade de milho diminui devido &

toxicidade de AI** e manganés (Mn%*) e a deficiéncia de célcio (Ca®"), magnésio



(Mg*), fésforo (P**) e molibdénio (Mo?*). Em tais solos, o desenvolvimento de
raizes é inibido e a absorcéo de agua e outros nutrientes é reduzida.

A utilizagdo de corretivos de acidez do solo nem sempre é uma técnica
viavel sob o ponto de vista técnico e econémico, principalmente cons'idera‘hdo 0s
custos crescentes dos processos de obtencéo, transporte e apliéégéo. desse
insumo. A incorporagéo de calcério abaixo da camada arévei € mais eﬁéienig para
o desenvolvimento do milho, ja que é considerado uma p'larrwta sensnvel ,p}or ter
dificuldade em aprofundar as raizes além da camada corrigida pelo éalcéri'o. __No
entanto, a combinacdo da técnica de calagem com a semeadura de‘cult!yake’s
tolerantes ao AP** parece ser uma excelente alternativa. Assinﬁ senao, a
identificac&o de gendtipos tolerantes a este metal assume grande impdr’céncia nos
programas de melhoramento visando a adaptacio a solos com elevada acidez e
com problemas de excesso de AP*. Como consequéncia, a andlise da
variabilidade genética existente em genétipos de milho, a identificacéo de plantas
tolerantes e o estudo da heranca desse carater s3o aspectos fundamentais para a
selecéo, caracterizagéo e desenvolvimento de novos gendtipos superiores,

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram:

- ldentificar uma metodologia eficiente para a discriminagdo da tolerancia a
toxicidade do A”** em milho;

- verificar a existéncia de variabilidade genética para a referido carater em duas
populagdes de polinizagéo aberta e em trés populacdes segregantes;

- determinar parametros genéticos para o carater tolerancia a toxicidade do APP*

em milho com a finalidade de aumentar a eficiéncia da selecéo.

LEy



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presenca de alguns elementos quimicos no solo, principalm'ehte- duando
em excesso, podem afetar as plantas de modo geral, provocando .sin;qm'as; como
crescimento reduzido e menor rendimento devido a seus efeitos téxicos, bodeﬁd__o
induzir quebras e alteracdes cromossdmicas e também,"mutagéés gén‘ié:as.

Como consequéncia, o estudo da contaminacdo de solos e aguas por
metais tem despertado grande interesse de pesquisadores, devido ao efeito
cumulativo e & toxicidade destes poluentes. O aumento da concentracao de
metais em plantas causam varios efeitos danosos, dentre estes, o retardo do
crescimento, resultando em plantas atrofiadas. A absor¢édo e o0 acumulo de metais
em diferentes partes da planta afetam células e suas organelas, nos niveis
morfolégico, citogenético e fisioldgico, prejudicando seu desenvolvimento,
principalmente da parte radicular (Zanella, 1987; Kumar et al., 1995; Wagatsuma
et al.,, 1995).

Entre esses elementos esta o aluminio, e sua toxicidez normalmente ocorre
em solos com pH abaixo de 5,5, uma vez que a disponibilidade desse elemento
aumenta com a redugéo do pH (Prioli et al., 1985).

A toxicidez causada pelo AI** foi observada por varios autores (Foy, 1974),

primeiramente na década de 20. Muitos pesquisadores ndo sabiam ao certo o que

2



provocava os sintomas nas plantas (principalmente queima ou morte das pontas
das folhas). Atualmente néao ha mais duvidas de que o aluminio trocavel, em altas
concentragbes, causa toxicidez em plantas, fendmeno denominado de

crestamento em trigo (Nodari, 1980).

2.1 — Efeitos do aluminio em niveis toxicos em planfas

O aluminio é um elemento bastante reativo no solo :(Haué, | _1}"9'84):'. Em
condicdes de pH baixo, o AP* permanece ligado aos minerais de afgi-la,' sendo
dissolvido na solucdo do solo e ficando disponivel as raizes (Rincon &,Gonz'alé-s;
1992). Nessas condigbes ele € denominado de aluminio toxico (Zanellka, 1987). 0O
pH e a quantidade do metal presente no solo ndo sdo os unicos résponséveis pela
toxicidez do AI**, uma vez que solos ricos em matéria ofgénica possuem agehtes
quelantes de metais na sua fragdo organica, o que minimiza a toxicidade do ion
AP* (Haug, 1984).

A ocorréncia de solos acidos € um fator importante na agricultura mundial.
Os solos dos trépicos e subtropicos uUmidos, normalmente, sofrem intensa
lixiviagdo de bases, com consequiente aumento de acidez. Esse fato condiciona a

I** e Mn?*) em niveis que podem ser téxicos ou

presenca de elementos trocaveis (A
influenciar a retengéo e disponibilidade de cations e anions trocaveis, alterando o
rendimento das culturas (Foy et al., 1978; Pandey et al., 1995).

Existem alternativas para o aproveitamento de solos acidos: (1) calagem a

grandes profundidades para correcdo da acidez; (2) calagem superficial; (3)

melhoramento para aumentar a tolerancia de genétipos ao A**; (4) combinagdo

T



dos itens 2 e 3, isto é, corregdo do solo associada ao melhoramento genético de
plantas (Prioli et al., 1985).

Do ponto de vista agrondmico, as diferencas no uso eficiente de nutrientes
entre as espécies vegetais sdo definidas pelo desenvolvimento relative"ou no
rendimento final, quando existem limitagcdes de um ou mais nutrientee ji'nofgjénioos
em solos ou solugdes nutritivas (Marschner, 1986). A diferenga de teieréheia ao
AP & manifestada no sistema de raizes, sendo que a ‘toxicidade & mais
pronunciada nos primeiros estadios de desenvolvimento das plantas. (Rorison,
1958). De maneira geral, o aumento na concentracdo de alUminiq,deprirr'ne- 0
sistema de raizes e, em consequéncia, ha um diferenciel de produgée de matéria
seca de raizes entre os genétipos.

Vérios sdo os sintomas das injurias causadas pelo AP*. Em algumas
plantas os sintomas nas folhas lembram a deficiéncia de P?*, em outras, a
deficiéncia de Ca** ou ainda de Fe*. As raizes danificadas pelo A** apresentam
um desenvolvimento caracteristico nas extremidades, sendo que a regido
meristematica das raizes principais e laterais engrossa e tem uma coloracdo mais
escura, sendo estas ineficientes na absor¢do de nutrientes e dgua. Quanto aos

efeitos fisioldgicos do AI**

, tem sido demonstrado que esse elemento interfere na
divisdo celular, fixa o P** em formas menos disponiveis as plantas, diminui a
respiragédo da raiz, interfere com enzimas responsaveis pela deposicdo de
polissacarideos na parede celular, aumenta a rigidez da parede celular e interfere
com a absorg&o, transporte e uso de alguns elementos quimicos (Ca®*, Mg®*, P%,

A

K*') e agua; além disto, o A®* tem a capacidade de precipitar acidos nucléicos

(Foy et al., 1978).
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Foi verificado que a absorgdo do AI®* ocorre inicialmente nas células da
capa da ponta da raiz, movendo-se apds para as células de camadas adjacentes.
Como conseqiiéncia, o excesso de A* reduz a replicagdo de DNA (Bennet &
Breen, 1991). A inibicdo do crescimento da raiz tem sido considerégia 'c'c‘_)mo o
resultado de disturbios na divisdo celular de sua regido meri'stema’tica,_'senc'lo que
o elemento calcio poderia também ser um fator envolvido nessa intie”rrupcig_éo da
mitose (Nichol e Oliveira, 1995). | | |

Naidoo et al. (1978) localizaram os sitios de acurhulagéo do Al3}" has kai;es
de duas cultivares de Phaseolus vulgaris L., uma tolera:_nte e oufra sensivel, e ér"n
uma cultivar sensivel de Gossypium hirsutum L., desenvolvidas em sblugéo
nutritiva com 20 ppm de AI®* durante 12 dias. Os autores observaram que o A e
o P* co-precipitaram dentro e fora das células mais externas da capsula da raiz.
Nas células meristematicas a concentracéo mais elevada do metal foi encontrada
no nucleo. Portanto, os autores sugeriram a existéncia de dois mecanismos
independentes de inibicdo do crescimento das raizes tratadas com o AF*: o
primeiro seria consequéncia da precipitacdo do A" com o P?* na superficie das
raizes, diminuindo a disponibilidade do P?*: no segundo, o metal atuaria
interferindo em fungbes metabolicamente importantes, como na replicacdo dos
acidos nucléicos.

Para explicar a tolerancia diferencial ao A** em duas cultivares de cevada,
uma tolerante e outra sensivel, Hecht-Buchholz & Foy (1981) utilizaram solugéo
nutritiva com 9 ppm de AI®, verificando que a cultivar sensivel demonstrava

sintomas caracteristicos na estrutura celular antes (24 h) da cultivar tolerante (2-4
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dias), sendo explicado pela maior tolerancia do membrana plasmética ao estresse
de AI** pela cultivar tolerante.

Matsumoto et al. (1976), Morimura & Matsumoto (1978) e Matsumoto &
Morimura (1980) registraram em raizes de ervilha reducdo na sintese de RNA e
DNA e maior condensagéo da cromatina. Os autores sugeriram que ﬁé!irﬁé:ros de
aluminio (AP*"), fazendo ligagdo com grupos fosfatos dentro é entre du'b'las ﬁ?as de
DNA, levariam & estabilizacdo da molécula. Os autores ainda :espebulie;}ém Lque a
ligacdo do AP* com o P?* do DNA ocorreria na cromatina tra’n'scri'é:ion'almente
ativa, ocasido em que ha deslocamento parcial das histonas. |

Ainda com relagdo aos efeitos do AP** na sintesé do DNA, Sar'npson{ et al.
(1965) estudando raizes de cevada com divisdo celular alterada pelo tratamento
com o referido ion, constataram que a sintese de DNA continuava; entretanto, o
tipo de DNA sintetizado tinha uma composi¢cédo de bases incomuns e era
metabolicamente labil. Uma porgéo deste DNA labil era encontrado formando um
composto hibrido de DNA genético e DNA Iabil. Wallace & Anderson (1984) com o
objetivo de documentar alguns problemas decorrentes da exposicdo ao A" em
raizes de duas cultivares sensiveis de trigo, verificaram que a inibicdo no
crescimento da raiz induzida pelo metal precedia qualquer efeito mensuravel na
sintese de DNA. Conseqiientemente, o AP* teria dois efeitos em cultivares
sensiveis: uma rapida inibicdo do crescimento radical seguido pela inibicdo da
sintese de DNA,

Fiskesjo (1983) observou, em raizes de Allium cepa L. expostas ao A”*', a

desintegragéo e extrusao do material nucleolar do nucleo para o citoplasma, em
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algumas células das zonas afetadas. Este fendmeno indica um efeito especifico
do APP* nos nucléolos de certas células das raizes.

Com o objetivo de identificar o local especifico principal para a toxicidade ou
a tolerancia ao Al®** em células de raizes de ervilha, milho e arroz, Wag‘atéﬁma et
al. (1995) verificaram uma grande destruicdo celular nas regiées com alto acumulo
de A, ou seja, nas pontas das raizes. A ordem para o acumulo de AI3“ nesta
regido das plantas foi ervilha > milho > arroz, sendo cons:derada a mesma para a
sensibilidade ao A**. Os autores observaram também', que o0s Ap‘rotdpla.s'to‘s das
pontas de raizes de ervilha incubados com AIP* rﬁostravafn uma 'sup,erfkl'cie
enrugada e irregular. Estes resultados sugeriram que o local especifico bara a

toxicidade do AI®* era a membrana plasmatica de células jovens ou externas das

raizes e que a tolerancia ao A”** dependia muito da integridade desta membrana.

2.2 - Relagoes do aluminio com outros elementos quimicos

A presenca do AP* em solos acidos reduz a absor¢cdo de diversos
nutrientes nas plantas, principalmente Ca®* e P>*. A interacdo AI**-P? ao nivel de
raizes provoca redugéo no transporte do P?* para a parte aérea (Clarkson, 1966).
Quanto ao Ca®, um dos mecanismos da reducdo de absorcdo pode estar
associado a destruicdo ou inibicdo da formacéo de tecidos novos, que sao mais
eficientes na absorgéo e transporte de Ca®* (Kirkby, 1979).

Neste sentido, Andrade (1976) demonstrou que a razdo A**/Ca* possui
uma importante influéncia na expressdo de fendtipos sensiveis, salientando que
esta relagdo era extremamente importante na separagdo de gendtipos de

diferentes reacdes a toxicidez de A**, o que posteriormente foi comprovado por
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Camargo (1978). Da mesma forma, Nodari (1980) concluiu que a relacao AI**/Ca®*
parecia ser a principal causa de ambiente determinante da diferenciacédo do tipo
de reacao das plantas a toxicidez de A",

Foy et al. (1978), revisando a fisiologia da toxicidade de metais em piantas,
citaram trabalhos em que os autores n&o separaram a toxicidade do AI_'3+ p..o'r si s6
da toxicidade do metal como indutor da deficiéncia de calcio. Assim, é toléféncia
ao A** em certas cultivares de soja, trigo, cevada e i‘eijéo éStarié éésoci;ada a
habilidade da planta de suportar deficiéncia ou reducgéo no transpdr‘te, d'e'célc‘io.

Foi verificada uma redugéo do efeito téxico do AP* pela éplicagéo de, ,Céz",
bem como a néo transferéncia da agéo téxica do A”** para 'é por¢ao basal aa raiz
de milho, salientando que para o continuo crescimento de raiz era'exigido um
suprimento permanente de Ca?* da solucéo externa (Canal & Mielniczuk, 1983a).
Os mesmos autores Canal & Mielniczuk (1983b) também observaram que o
aumento de Ca® na solugéo de 20 para 40 ppm contribuiu para o aumento do
comprimento de raiz, tanto no tratamento com AI** como no sem A,

Foram observadas diferengas entre cultivares de trigo quanto aos teores de
Ca*, Zn* e Mn* na parte aérea, e de P%, Mg®* e Fe*, no sistema radical, na
presenca de AP®*, sendo que a tolerancia diferencial ao AI** entre as duas
cultivares parece estar relacionada com a absorcéo e translocagéo nao apenas de
P?*, mas também de outros nutrientes (Alves et al., 1988),

Também em trigo, Huang et al. (1992) observaram que o AP bloqueava os
canais de entrada do Ca*" na membrana plasmética das células radicais por uma

interagdo do AI** com estes canais na face externa da membrana.
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Verificando que a relagdo Al**/Ca®* era importante, Menosso (1994) utilizou
somente concentracdes de AI’* e Ca®" para a composicdo das solugdes nutritivas
para a deteccdo da tolerancia ao A’* em soja, mas constatou que a relagéo
utiizada nédo foi suficiente para amenizar a fitotoxicidade caUs'ada" pelas
concentracdes de A", o

O AP na presenca de Ca* reduzia significativamente o cohﬁriménto da
maior raiz (CMR) apenas no hl’brido de milho sensivel. Por oﬁtro Iédc'),‘:"r'\o_ I;ibrido
tolerante, os autores observaram uma reducdo apenas na auséncia _dé Caz*z Egse
fato demonstra a importancia do Ca* na tolerancia das plantas ao A (Cambraia
& Cambraia, 1995). | |

2.3 - Mecanismos de tolerancia a toxicidade do Al**

A distribuicdo subcelular de A" é o aspecto fundamental na reagdo a
toxicidade das plantas (Aniol, 1984). Segundo o autor, existe um mecanismo de
tolerancia ao aluminio ligado a sintese de proteinas presentes em genétipos
sensiveis e tolerantes. Em gendtipos tolerantes, este mecanismo atua com maior
eficiéncia, permitindo um incremento no acumulo de aluminio nos componentes
celulares da raiz. A continuacdo da divisdo celular e do elongamento, a
modificacdo do ambiente radical e a reducdo do aluminio disponivel sao
caracteristicas apresentadas por plantas tolerantes quando colocadas em
condicdes de estresse por aluminio (Fleming & Foy, 1968).

Os mecanismos de tolerancia ao aluminio ainda n&o estdo totalmente
elucidados. Foy et al. (1978) indicaram que estes mecanismos poderiam ser

distintos conforme a espécie vegetal, sendo controlados por genes envolvidos em
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diferentes processos bioquimicos. As plantas que manifestam tolerancia ao AP
tém a capacidade de elimina-lo ap6s ser absorvido (Foy & Fleming, 1978). A
exclusdo do AI** e a detoxificacdo do interior das raizes tém sido propostos por
Foy (1988) como mecanismos que determinam a tolerancia ao elémehfo nas
plantas. |

Rincén & Gonzalez (1992), trabalhando com raizes intactas dé'trigé_; apoés
24 h de exposicéo ao aluminio, observaram a distribuigio deste elerﬁeﬁio ao} longo
da raiz, concluindo que a sensibilidade diferencial ao éIUmvi"nio" esta_wa
correlacionada com sua concentragdo nos meristemas. Esta ob_éervagéo refgrgia a
hipétese de que parte do mecanismo de tolerancia ao aluminio efn trigé) esta
baseado em uma exclusdo metabdlica do aluminio dos meristemas de plantas
sensiveis.

Segundo Menosso (1994), entre os mecanismos propostos para a
tolerancia ao Al**, a capacidade das raizes de produzirem diferentes acidos
alifaticos di e tricarboxilicos tem se destacado por sua grande importancia, sendo
que a variabilidade entre genétipos poderia ser medida pela concentragdo de
acidos organicos no sistema radical ou na solucéo.

Em vérios casos, a tolerancia ao AP** tem sido correlacionada com a
capacidade de liberagéo de &cidos organicos, como o &cido citrico, que pode
quelar ao A’* no exterior da membrana plasmética, prevenindo a absorcdo. Neste
sentido, Fuente et al. (1997) utilizaram técnicas moleculares com o objetivo de
verificar se o aumento da sintese do citrato e sua liberagcdo em plantas
transformadas de tabaco e papaia conferia tolerancia ao AI**. Os autores

verificaram um aumento significativo de sintese de citrato nas plantas
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transformadas e também, uma menor concentracdo de hematoxilina nas raizes
destas plantas, indicando que nas plantas transformadas a absorcdo do AP foi
menor. Também, indicaram que os &cidos organicos diminuiram os efeitos téxicos
do AI** em cultura in vitro e o &cido citrico foi mais eficiente do que 6 acido

succinico ou acido malico.

2.4 - Tolerancia ao aluminio em milho

Muitos estudos sobre tolerancia & acidez do solo em milho Q"envpl\’/enj 0
efeito do AI** no desenvolvimento das raizes, geralmehte em sblugéouhutrigi,va. A
toxicidade do A" é raramente o unico fator responsavel pafa a baixa -produééo de
milho em solos &cidos. Toxicidades e deficiéncias causadas por vérioé elementos,
incluindo AP, interagdo entre eles, e interagdes entre esses elementos e a
matéria organica constitui um compliexo que reduz a producéo de milho em solos
acidos (Duque-Vargas et al., 1994). Clark e Brown (1974) verificaram diferentes
respostas a niveis de aluminio e fosforo em linhagens de milho. Os trabalhos
desenvolvidos por Bahia Filho et al. (1978) mostraram a grande variabilidade
genética para a tolerancia a elevada acidez no milho, o que também foi constatado
por Gorsline et al. (1964), Lutz et al. (1971), Reid (1976), Lewis (1976) e Naspolini
~ Filho et al. (1981),

Pintro et al. (1995) relataram que as concentragdes de AI** foram menores
na parte aérea das plantas de milho e os efeitos da toxicidade foram mais
evidentes nas raizes, sendo que a cultivar tolerante demonstrou um menor
transporte de A" das raizes para a parte aérea. Da mesma forma, Machado e

Pereira (1990) observaram que em cultivares de milho sensiveis, o A** causava

-
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queda de 20% na produgéo fotossintética bruta, enquanto que nas tolerantes tal
efeito era desprezivel. Sob estresse de Al**, em todas as cultivares, a respiracao
da plénta, das raizes e da parte aérea foram menores, em comparacdo as plantas
sem estresse.

Foi observado por Prioli et al. (1985) que a selegéo para‘iolér-é:ncia a
toxucudade do A influenciava na estatura da planta, no compnmento da radlcula
e no comprimento da raiz nodal, em solugéo nutritiva. Em condlgoes de campo a
andlise de regress&o linear simples, em funcdo do nivel de A, re.‘velqu ‘que a

- selegdo teve efeito sobre a estatura da planta, altura da espiga, hamero‘de Lp]ahtas
acamadas e numero de folhas acima da espiga. Na avakliagéo de pépulagées de
milho, Lopes et al. (1987) concluiram que a percentagem de crescimento relativo
da raiz seminal (CRRS) discriminava genétipos tolerantes de ndo tolerantes. Peso
de matéria seca da parte aérea (MSPA) e sistema radicular (MSSR) foram
ineficientes para este fim.

Na presenca de Mg®*, Cambraia & Cambraia (1995) verificaram que o AP
reduziu significativamente o CMR (comprimento da maior raiz) apenas no hibrido
sensivel. No hibrido tolerante foi observada uma reducdo dos efeitos toxicos do
A" nos dois niveis de Mg* estudados. Essa ago protetora do Mg®* ja foi
constatada por Rhue & Grogan (1977) e Furlani & Clark (1981), e, possivelmente,
resulta da competi¢do entre o Mg®* e o A** por sitios de ligagdo na membrana. Os
autores constataram ainda que o método utilizado, baseado na medida do CMR,
permitia avaliar plantas de milho quanto & tolerancia ao Al**, de modo simples,

rapido e confiavel,
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Embora os mecanismos de tolerancia ao excesso de aluminio em milho nao
sejam bem entendidos, uma planta tolerante deve prevenir a absorcao do excesso
de aluminio ou detoxificar o AI** que é absorvido (Pandey et al., 1995). O primeiro
mecanismo envolve exclusdo de AP da zona meristemética da raiz de'lmilho.
Alguns gendtipos de milho tolerantes ao aluminio aumentam o pH atraVés..de sua
secregdo, reduzindo a solubilidade ao AI** ao redor das raizes. O segundo
mecanismo envolve capacidade de tolerancia de genotlpos uma vez que o AP
penetrou na célula, podendo ter diferentes capacidades para ﬁeutralizé—lo.
Gendtipos tolerantes aumentam a capacidade de envnar o} AI3“ absorwdo para 0s
vacuolos nas células, onde eles ficam relativamente lnatlvos sendo que o e>£cesso
de AI* inibe a replicacdo do DNA. Diferencas na permeabilidade do plasmalema e
tonoplasto com relacdo ao AI** tém sido sugeridas como possiveis causas para

tolerancia a solos acidos em milho (Pandey et al., 1995).

2.5 — Heranga da tolerancia a toxicidade do aluminio

Em varias espécies tém sido detectada variabilidade genética para
tolerancia ao aluminio. Berzonsky & Kimber (1989) detectaram variabilidade
genética estudando mais de 500 gendtipos de trigo, sendo que varios autores
sugeriram uma heranca envolvendo um ou dois genes para esse carater em trigo
(Kerridge & Kronstad, 1968; Nodari et al., 1982). Por outro lado, Lafever et al.
(1977), testando diferentes cruzamentos em trigo, obtiveram diversas classes de
gendtipos tolerantes ao AI**, indicando um modo de heranga complexo para o
carater. Da mesma forma, Aniol (1991) e Delhaize et al. (1993) verificaram que

algumas cultivares possuiam uma heranga mais complexa, indicando a presenca
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de varios genes aditivos. Lagos et al. (1991) estudando a genética da tolerancia

> também em trigo, encontraram um gene para este carater no genétipo BH

ac A
1146. A anélise monossdmica revelou que o gene para a tolerancia ao Al** no
referido gendtipo estava localizado no cromossomo 4D.

Em estudos com a cultura da aveia, Sanchez-Chacoén (1998) demonstrou
que a tolerancia ao AI®* é geneticamente herdével e controlada por um par de
alelos com ag&o génica de dominancia. Por outro Iado Wagner (1 999) ldentlf icou
dois genes segregando para este carater, bem como valores rhédioé a _alios':de
herdabilidade. |

Pela pressuposicdo de que a ocorréncia de mais de um mecanisho de
tolerancia possa atuar, podera ser evidenciado um nimero de genes maior do que
um, desde que 0s mecanismos sejam controlados por bases genéticas distintas e
das possiveis interacdes entre elas (Nodari et al., 1982).

O modo de heranga da tolerancia ao A”** em milho ndo esta bem definido.
Prioli et al. (1985) verificaram que o carater toleréancia & toxicidade do aluminio néo
revelou heranga citoplasmatica, sendo que a capacidade geral de combinacéo foi
0 parametro de maior magnitude no estudo de cruzamentos dialélicos entre
populagbes de milho tolerantes e n&o tolerantes & toxicidade do aluminio,
sugerindo efeito de acdo génica aditiva na heranca do carater. Sawazaki & Furlani
(1987) observaram alta tolerancia ao aluminio em uma das linhagens analisadas
para este carater em milho cateto, sendo que essa alta tolerancia foi devida,
principalmente, a agdo de genes menores, de efeitos genéticos aditivos. Da
mesma forma, a herdabilidade no sentido amplo e restrito foi alta, indicando que a

selecdo de genodtipos tolerantes na geracdo F, poderia ser eficiente. Estes

-
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resultados concordam com os dados de Magnavaca (1982), mas deixam ddvidas
quanto a existéncia de um gene maior dominante relatado por Rhue et al. (1978) e
Garcia Junior & Silva (1979), no entanto, nao permitem concordar com a hipétese
da heranga dessa tolerancia ser devida a dois genes dominantes complementares
(Miranda et al., 1984). Brondani (1993) observou que o carater tolerancna a
toxicidade do AP* era de natureza quantitativa e que haveria ocorrenma de
interacdo alélica de dominancia, sendo que a andlise com marcadores
moleculares indicou regiées no cromossomo 2 relacionadas com locos ‘da' refe[ida
caracteristica. Magnavaca & Bahia Filho (1995) ressaltaram a imp.crténcia‘ de
genes de efeitos aditivos e, em menor escala, dos de" dominancia, évidenbiando
que a tolerancia ao A®* é um caréter de heranca quantitativa. No entanto, estes
autores relataram ainda, que a grande diferenca quanto a tolerancia entre milhos
do Brasil e Estados Unidos permitia especular sobre a presenca de um gene maior
para tolerancia. Sibov et al. (1999) identificaram dois locos ligados 3 tolerancia ao
APP* em milho por marcadores moleculares, indicando que o loco no cromossomo
10 possuia maior efeito e era responsavel pela maior parte da variabilidade para o

carater em questao,

2.6 - Relagdo entre tolerincia ao aluminio e estabilidade
cromossOmica

Clarkson (1965) observou que o alongamento das pontas das raizes de
Allium cepa era completamente inibido apos 6-8 horas de tratamento em solucéo
- de sulfato de aluminio, sendo que essa interrupgdo do alongamento das raizes

estava estreitamente correlacionada com o desaparecimento das divises

"
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mitéticas. Assim sendo, o autor concluiu que algum mecanismo relacionado com a
divisdo celular era altamente sensivel ao AI®* mesmo a uma curta exposigéo,
danificando permanentemente o organismo. Nichol e Oliveira (1995) também
relataram que o aluminio, além do caicio, provocava disturbios na mitose na"lregiéo
meristematica da raiz de cevada. o

Segundo Fiskesjé (1983), sabe-se que o A, mesmo 'é.m baixas
concentragdes, induz certos efeitos toxicos nos cromossomos, :p'rinciipél;ﬁent;a sob
a forma de aderéncias. Levan (1945) inclui o AP* entre os metais. due causam
formacao de aderéncias cromossdmicas € pontes anafésicas,

Avaliando o comportamento meiético em CMP (células-mée—de-pélén) de
plantas da cultivar de trigo Cotipora que cresceram em solo &cido e em solo
corrigido com calcario, Zanella et al. (1984), observaram um aumento de
anormalidades cromossdmicas em células de plantas cultivadas em solo acido.

Wallace & Anderson (1984) sugerem que 0O AP teve dois efeitos em
cultivares sensiveis de trigo: uma rapida inibicdo da elongag&o das raizes seguida
por uma inibicdo da sintese de DNA.

No sul do Brasil, Moraes-Fernandes et al. (1985) observaram uma alta
frequiéncia de anormalidades meidticas em trigo, sugerindo efeitos de ambiente
como os provaveis causadores dessas anormalidades, em especial o aluminio
toxico (AI").

Zanella et al. (1991) veriﬁcéram uma série de anormalidades
cromossdmicas nas CMPs da cultivar PAT-7392 de trigo plantadas em solos
acidos. Entretanto, estas anormalidades diminuiram significativamente a medida

que calcério foi acrescentado ao solo. J& com a cultivar CNT-10, as frequéncias

-~
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das irregularidades permaneceram constantes nos quatro niveis de adigdo de
calcério, indicando uma tolerancia a toxicidade causada por elementos que estéo
disponiveis em solos &cidos. Também estudando trigo, Moraes-Fernandes et al.
(1991) mostraram que oscilagdes climaticas drasticas, moléstias 'fﬁngi'clzas e
viréticas, agrotdxicos e acidez do solo contribuem para aumentar a inéi_dér;éia de
anomalias cromossdmicas, ressaltando mais uma vez a probleméticaﬂdosi _,'solos
acidos, | o

Alguns trabalhos em milho tém mostrado a importancia do AR em causar
efeitos danosos em cromossomos de miiho. Assim, Cale.tano-Pe'reira et al. (1995‘)
determinaram a influéncia da acidez do solo no compo'rytamento meiétié:o de
micrésporos de milho, sendo o material cultivado em solo acido e corrigido em
dois locais, no Brasil Central e na regido Sudeste do pais. As analises
citogenéticas revelaram a ocorréncia de inimeras anormalidades cromossdmicas,
que afetam tanto a mitose quanto a meiose, caracterizando-se por intensa
fragmentacdo cromossomica. Verificaram que a freqiiéncia de células anormais foi
maior em plantas cultivadas em solos acidos. Em 1996, Caetano-Pereira &
Pagliarini observaram também micrésporos de milho com mudangas na morfologia
celular, devido novamente a acidez do solo, uma vez que a freqiéncia de células
com forma alterada foi maior em plantas crescidas neste tipo de solo.

Desta forma, os estudos citogenéticos relacionados com as alteragdes
observadas na divisdo celular, sob condigbes naturais de cultivo, podem contribuir

para a obtenc@o de informacdes fundamentais, auxiliando no esclarecimento dos

mecanismos envolvidos nos problemas de adaptacéo da cultura as regides com

7
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condigbes estressantes, 0 que sera util para o melhoramento vegetal' (Moraes-

Fernandes et al., 1985).

2.7 - Métodos de avaliagao para tolerancia ao aluminio
Para que o processo de identificagao de fontes de tolerancia ao gxceéso de

AP possa ser realizado, ha necessidade de desenvolvimento e utilizag_éo de

s
vt

técnicas de avaliacio que permitam testar um ndmero elevado de plantas de
forma rapida, eficiente e de baixo custo operacional. Os métodos'de"' Iabpratéfio,
envolvendo hidroponia, parecem o0s mais viaveis, pois utilizam pbuco espaco ﬁs'ic’o
e possibilitam sua aplicagcdo praticamente durante o ano todo, o qﬁe pe;mitiria
uma aceleracao nos programas de melhoramento de cultivares (Furlani & Hanna,
1984).

O uso de solo tem como desvantagens, além do tempo consumido e de sua
desuniformidade, a dificuldade de obtengio do substrato adequado, uma vez que
solos acidos com alta toxicidez de AI®* apresentam altas doses de Mn?*. Além
disto, solos com niveis de acidez e AP** elevados o suficiente para a manifestacdo
de injurias em plantas sensiveis ao A** podem também limitar o desenvolvimento
de gendtipos tolerantes, dificultando o trabalho de selegdo (Foy, 1976).

Véarios métodos, baseados no uso de solugcdo nutritiva, tém sido
desenvolvidos para a avaliagdo das plantas quanto a tolerancia ao A®*. Em geral,
esses métodos permitem a comparagao de grande numero de espécies e, ou,
variedades em pequenas areas, sdo rapidos e eficientes, faceis de conduzir e
possibilitam a utilizacdo das plantas apds a avaliagéo dos efeitos téxicos do Al**.

Além disso, permitem o controle rigido dos fatores associados a toxicidade, como

o
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temperatura, pH, composi¢édo da solugdo nutritiva, dentre outros, evitando assim, a
interferéncia de fatores incontrolaveis do complexo solo. O desenvolvimento de
um metodo rapido para a avaliagdo de plantas pressupbe a definicdo de pelo
menos dois aspectos: a composicdo da solugdo nutritiva e o paférﬁétro de
crescimento a ser avaliado (Cambraia & Cambraia, 1995). o
No melhoramento para tolerancia ao A**, Kerridge et al. (1971);”Can'1_,érgo &
Oliveira (1981) e Dornelles et al. (1996) demonstraram Que a s:eleg,é:o de ger;étipos
em populagdes segregantes pode ser realizada eficientemente erﬁ 'cgn'dic;g”)es
controladas com a utilizagdo de solugdo nutritiva. Um método utilizado é"a
avaliagdo de raiz (coloragéo e ramificacdo), a qual tem sido indicadé com;) mais
eficiente do que medidas de parte aérea para a selegéo de gendtipos tolerantes ao
aluminio (Foy, 1976). Lafever et al. (1977) indicaram que o comprimento de raiz
era o carater de melhor correlacdo com a tolerancia ao aluminio. De maneira
similar, Andrade (1976) e Ruiz-Torres et al. (1992) também constataram que a
avaliaggo de caracteres de raiz era mais eficiente para a detecgdo de gendtipos
tolerantes ao aluminio. Outro método considerado efetivo para a avaliacéo de
tolerancia ao A" esta baseado no peso seco de raizes e parte aérea, nas taxas
de crescimento das raizes e parte aérea e no rendimento de grados; entretanto,
esse metodo € trabalhoso e frequentemente destrutivo (Fonseca Junior et al.,
1981).
Alguns autores (Dornelles, 1994; Sanchéz-Chacon, 1998; Wagner, 1999)
utilizaram solugbes complexas envolvendo macro e micronutrientes na
composicao da solugéo nutritiva para o desenvolvimento de plantulas, como trigo

e aveia, respectivamente, para o estudo da tolerancia ao AP Entretanto,

="
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Menosso (1994) utilizou somente concentracdes de AP* e Ca®* na composicao da
solucdo nutritiva para andlises realizadas em soja, demonstrando uma
metodologia mais rapida, econdmica com relacdo & quantidade de nutrientes
utilizados e ao mesmo tempo, eficiente para detectar a tolerancia ao AI3+ efﬁ soja,
gue é considerada uma cultura de graos grandes, como a do' milho. o
Alguns experimentos ja foram conduzidos demonstrando o suic;'essoi,_' desta
técnica, como por exemplo o de Brondani (1993) que }'ea|i20lil doié exé)erin;entos
'em solugdo nutritiva utilizando pais, hibridos F, hibrido Pioneer :’3072 "<co_(no
testemunha e F, em casa de vegetacdo. Foram feifps também, estudos, cb'r‘n
marcadores moleculares. As medidas do comprimento inicial e final da raiz
principal das plantulas foram realizadas, calculando o CRRS (comprimento relativo
de raiz seminal) através da diferenca entre comprimento final e inicial, dividido
pelo comprimento inicial. Este calculo, apesar de avaliar uma importante variavel
de medida da tolerancia, que é o crescimento da raiz em condicdes de toxicidez
de AP, deve apenas servir de apoio aos ensaios em nivel de campo. Por outro
lado, o autor verificou que a solugao nutritiva contendo o AP toxico era eficiente
para discriminar os individuos tolerantes dos sensiveis. Cambraia & Cambraia
(1995) utilizaram dois hibridos, um sensivel e outro tolerante ao A**, que foram
submetidos, em solugdo nutritiva, a diferentes valores de pH. Aos sete dias de

cultivo foi avaliado o efeito do AP

sobre o comprimento da maior raiz (CMR),
permitindo avaliar plantas de milho quanto & tolerancia ao A°*, de modo simples,
rapido e confiavel. Utilizando metodologia semelhante, Martins et al. (1999)
testando plantulas de milho de gendtipos tolerantes e sensiveis ao Al

submetidas a solugdo nutritiva contendo nivel téxico deste elemento,

L5y
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determinaram os valores de CRRS e CLRS (comprimento liquido de raiz seminal),
verificando que quando foram utilizados os valores médios, os dois indices
discriminaram com eficiéncia os materiais tolerantes dos sensiveis. Entretanto,
quando foram utilizados os valores para os dois indices obtidos de plantas
individuais, foi observada a existéncia de plantas tolerantes com valores t|p|cos de
plantas sensiveis, indicando que a avaliagéo fenotipica de plantas lndlwduals
pelos indices CRRS e CLRS esta sujeita a erros signifi catuvos pnnapalmente na

- caracterizac@o de plantas sensiveis. ' S

7



3 -MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi composto por trés etapas. A primeirafqonstbu da
adequacdo da técnica para avaliagdo da tolerancia ao aluminio er_ﬁ rhilho, a
segunda foi a analise para verificar a variabilidade genética dentro e é'nt're 'du"‘as
populagbes de polinizagdo aberta de milho e a tercei"ra' etapé foi a;t'énéli._s!é da
variabilidade genética entre populagcdes segregantes. Todas as etapaé do trabalho
foram desenvolvidas no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado no
Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia da UFRGS,
sendo que a Ultima etapa também foi desenvolvida na Estagdo Experimental
Agrondmica (EEA - Eldorado do Sul) / UFRGS. Nas duas ultimas etapas do
trabalho foram realizadas coletas de pontas de raizes para analise citogenética,
para verificar se havia ocorréncia normal de divisbes mitéticas. As analises

citogenéticas foram realizadas no Laboratério de Citogenética Vegetal -

Departamento de Genética/lUFRGS.
3.1- Adequacgéao da técnica para avaliar a tolerancia ao aluminio em milho

Foram utilizados dois hibridos de milho, anteriormente identificados como

sensivel (P32R21) e outro tolerante (C929) ao Aluminio, para verificar qual a

7



24

melhor concentracdo para diferenciar estes gendtipos, em solucéo tratamento. Os

gendtipos foram fornecidos pela empresa Cargill Agricola S.A.

3.1.1 - Desinfestacdo e Germinagao das sementes de milho

Foram realizados varios testes de germinacéo das sementes, o'n"'de yf'éram
verificados o tempo de germinagéo, a diferenca entre um genétipo’e'éutro' eo
tempo e modo de desinfestagéo. o

O hipoclorito de sédio (NaOCl) do produto comercial Mazzarollo (7 a 9% de
cloro ativo) foi usado como desinfestante (2,5% do principio ativo) por '10’ e 15
minutos e apds foi utilizada agua destilada autoclavada' para o enXégUe‘: das
sementes. Também foi testada a concentrag@o de hipoclorito a 1,8% durante 15
minutos e somente o uso de agua destilada autoclavada.

Quanto a germinagdo, as sementes foram colocadas em placas de Petri
forradas com papel germ'inador e com 10 mL de agua destilada. As placas de Petri
com cinco sementes de milho permaneceram em camara de germinacéo B.O.D.
(demanda biolégica de oxigénio) durante quatro dias a uma temperatura de 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas de luz.

Nos Ultimos ensaios (populagdes Tuxpefio e Sintético Elite, juntamente com
os hibridos C929 (tolerante) e P32R21 (sensivel)) foi utilizado o procedimento de
germinagdo onde as sementes foram colocadas enroladas em papel germinador
previamente umedecido em agua destilada. Foram utilizadas 20 sementes por rolo
de papel, num total de 200 sementes por populagéo, sendo estas acondicionadas

em sacos plasticos com um furo na parte inferior para a eliminagédo do excesso de



23

agua e colocados verticalmente em B.O.D. durante dois a trés dias com

temperatura de 25 - 27 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz.

3.1.2 - Ensaio para avaliagdao da melhor combinagao de AI** e ca®

Foi realizado um ensaio para avaliar a melhor comblﬁagéo das
concentragdes de calcio e aluminio. As solugdes foram preparadas de acordo com
as concentracdes de AI**, sob a forma de Alx(SO4)s. 18H20 e Caz* CaCIz 2H20 o)
Aluminio, foi utilizado nas concentragdes 0 mgL™", 2 mgL" e 6 hng'fe' o Célcio,
com concentracdes de 20 mgL™ e 40 mgL™". Para todé_s as solhg:éeSj_fOi utiJizéd‘a
agua destilada em potes contendo 88 L. As SOIl'JVQ('ieS estéque fforam
acondicionadas em garrafas plasticas de 2 L na auséncia de lu'minosidade,
preparadas com antecedéncia para sua homogeneizagao. O pH de todas solugdes
foi ajustado com pHametro na faixa de 4,2 a 4,6, utilizando NaOH ou H,SO41N.

Apds a germinacgdo, as plantulas de mitho dos hibridos C929 (tolerante) e
P32R21 (sensivel) foram colocadas sobre uma tela plastica (2,5 mm X 2,5 mm)
adaptada a tampa de um pote contendo solugédo (8,8 L), de modo que as raizes
ficassem em contato com a mesma. Os potes com solugdo foram colocados no
tanque de banho-maria, com as dimensdes 2,00 m x 1,00 m x 0,40 m (Figura 1) e
- iluminacéo artificial com quatro lampadas fluorescentes e duas incandescentes de
100W. A agua foi mantida a 25 °C com auxilio de resisténcias e ar condicionado
instalado na sala do laboratério, e as solugdes foram aeradas continuamente com

auxilio de bombas de aquario.
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FIGURA 1 - Visao geral do tanque de banho-maria com a disposicdo dos
potes com solugdo de Al** e Ca** em plantulas de milho.
Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999.

Foram feitas medidas iniciais do comprimento da raiz principal (cm),
denominada de primeira leitura (PL), com um total de 72 plantulas e 24 potes (trés
plantulas por tela), sendo que 12 potes continham 20 mgL™ de calcio e os outros
12 continham 40 mgL™ de calcio, combinados, com as trés concentragdes de Al*".
Apods 48 horas em solugdo nutritiva todos os potes foram trocados por solucées
com agua destilada e calcio, permanecendo por mais 48 horas, onde foi realizada
a medida do comprimento final da raiz principal, denominada de segunda leitura
(SL).

Os potes com solugéo nutritiva foram dispostos no tanque de banho-maria

segundo o delineamento completamente casualizado (DCC) com trés repeti¢des

(trés plantulas por pote), sendo considerado o pote como unidade experimental.
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Os caracteres avaliados, em cm, foram comprimento inicial da raiz principal
— primeira leitura (PL), comprimento final da raiz principal — segunda leitura (SL),
diferenga (DIF) entre PL e SL e comprimento relativo da raiz principal — diferenca
relativa (DIFR), através do célculo DIF/PL. |

Os dados foram analisados pelo programa estétistico SAS (SAS Ingtitute,
1988), onde foi realizada a analise de variancia utilizando uma signiﬁcéécia de 5%
de probabilidade. Foram calculadas também as médias:paré P:L; SL E')ITF e E)lFR,

pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e as correla'c;ée_s'"'(r) entre as

variaveis.

3.2 - Avaliacao da variabilidade genética da tolerdncia ao aluminio nas
populagoes Tuxpeiio e Sintético Elite

Foram avaliadas as populagbes Tuxperio e Sintético Elite, provenientes da
EMBRAPA — CNPMS (Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo) utilizadas
para a identificacéo de variabilidade genética para a tolerancia ao Aluminio dentro
e entre populagbées em solucdo tratamento.

A avaliagdo em solugdo tratamento foi realizada no laboratério utilizando as
concentracdes de 6 e 40 mgL™' de aluminio e calcio, respectivamente, que mostrou
ser a melhor combinagdo das concentragées utilizadas no ensaio anterior,
conforme item 3.1.2. Os hibridos de milho tolerante (C929) e sensivel (P32R21)
utilizados no ensaio anterior serviram de testemunha para a comparacdo dos
resultados obtidos apos analise das plantulas em solugéo tratamento,

As sementes de milho das populagbes anteriormente citadas foram

desinfestadas e germinadas conforme descrito no item 3.1.1. Apés a germinagéo
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foram feitas as medidas iniciais do comprimento da raiz principal (PL).
Post'eriormente, quatro plantulas de cada gendétipo foram colocadas sobre uma
tela plastica. Os hibridos que serviram de testemunha foram dispostos em dois
potes, contendo solugdo com concentragGes idénticas a populagéo téstédé. Em
cada pote foram dispostas duas plantulas do hibrido tolerante e duays" do .Hibrido
sensivel. Todo o material permaneceu por 48 horas, sendo apds feitaﬂa tré_ca de
solucéo tratamento dos potes por solugdo com caicio, ficando :p'or rﬁafs:r 48 r;oras,
onde era realizada a medida final do comprimento da raiz principal"(SL)v".' S

As plantulas também foram pesadas em balénc;a digital e as ‘raiies
coletadas para a analise citogenética. | |

Os potes contendo 8,8 L de solugéo tratamento foram dispostos em um
tanque de banho-maria segundo o delineamento completamente casualizado
(DCC), com quatro piantulas por pote, sendo considerado o pote como unidade
experimental.

Os caracteres avaliados, em cm, foram comprimento inicial da raiz principal
— primeira leitura (PL), comprimento final da raiz principal — segunda leitura (SL),
diferenca (DIF) entre PL e SL e peso das plantas apds solucdo tratamento
(PESO).

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute,
1988), onde foram obtidas as médias e variancias para PL, SL, DIF e PESO e
verificada a significancia pelo teste t e F, respectivamente, ao nivel de 5% de
probabilidade. Também foram realizadas distribuicGes de freqiiéncias, calculadas
as variancias genotipica, fenotipica e de ambiente e estimada a herdabilidade para

a caracteristica tolerancia ao Al em milho, segundo Allard (1960). A variancia de
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ambiente (VE) foi calculada pela média dos hibridos utilizados como testemunhas
(considerados como genotipos fixos), sendo que a variancia genética (VG) foi
extraida da diferenca entre as variancias fenotipica (VP) e de ambiente e
calculada a herdabilidade segundo a formula: o

h?=VG

VP

3.3 - Avaliagdo da variabilidade genética da tolerancia ao. alquniq nas
geragoes Fie F; | -

Além dos genétipos anteriores, também foram aVéliados'trés g‘énétipfc;s de
milho da geragéo F, oriundos de cruzamentos ehtre linhagens tolerantes (T) e
sensiveis (S): 1 - SR1502(T)/ CP2523 (T), 2 — SR1502 (T)/ SH6707 (S) e 3 -
SH4216(8)/ SH4103(S) com as respectivas F, para o estudo da variabilidade e da
heranca genética para a tolerancia & toxicidade do Al em milho. Estes gendtipos
foram cedidos pela Empresa Cargill Agricola S.A. Foram utilizados como
testemunhas os hibridos tolerante (C929) e sensivel (P32R21) ao Aluminio.

Para a obtencéo da gerag&o F,foram plantados os trés hibridos simples de
milho (F1) SR1502(T)/ CP2523 (T), 2 - SR1502 (T)/ SH6707 (S) e 3 — SH4216(S)/
SH4103(S) na Estagéo Experimental Agrondmica / UFRGS, em janeiro de 1999,
dispostos em duas linhas cada, para o avanco de geragdes. Foi feita a capina
para retirar plantas invasoras, com posterior aplicagéo de uréia, sendo que as
espigas foram protegidas com sacos plasticos para posterior realizacdo de
polinizagdo controlada. No més de marco foi feita a polinizag&o, onde foi coletado

pdlen de plantas doadoras, do mesmo hibrido, polinizando as espigas receptivas
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dos mesmos para a obtencdo da geragdo F,. As espigas F» foram debulhadas e
Os gréos passaram por secagem em estufa durante dois dias a 45 °C. Também foi
realizada a contagem dos gréos de cada populacdo Fo.

A metodologia empregada foi conforme item 3.2 (Figura 2).

O delineamento experimental empregado foi o completamente 'cas;.lallzado
(DCC), com quatro plantulas por pote, sendo considerado o pote como umdade
experimental. | |

Os caracteres avaliados, em cm, foram compriménto inicial da b}'a'iz‘pr'*incjpal
— primeira leitura (PL), comprimento final da raiz princi"pal - segundafleitura (SL),
diferenga (DIF) entre PL e SL e peso das plantas apés solucao tratémento
(PESO).

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS (SAS Institute,
1988), onde foi realizada andlise de variancia, sendo obtidas as médias e
variancias para PL, SL, DIF e PESO e verificada a significancia pelo teste t e F,
respectivamente, em nivel de 5% de probabilidade. Também foram realizadas
distribuicSes de frequiéncias, calculadas as variancias genotipica, fenotipica e de
ambiente e estimada a herdabilidade para o carater tolerancia ao A®* em milho,
segundo Allard (1960). A variancia de ambiente (VE) foi calculada pela média dos
hibridos utilizados como testemunhas, sendo que a variancia genética (VG) foi
extraida da diferenca entre as variancias fenotipica (VP) e de ambiente e
calculada a herdabilidade segundo a férmula:

=VG
VP
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T e s T o

Desinfestacdo e germinagao
das sementes (3 - 5 dias)

FIGURA 2 — Esquema geral de avaliagdo para a tolerancia ao AP em milho.
Faculdade de Agronomia/lUFRGS, Porto Alegre, 1999
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3.4- Analise Citogenética

A anédlise citogenética constou do exame de pontas de raizes coletadas
apoOs os experimentos com aluminio em solucdo tratamento em todos os ensaios.
O trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética Vegetal - Depa'r"'tamneinto de

Genética/lUFRGS.

3.4.1 - Coleta das raizes

Apos ser realizada a medida final do compriménto da féiz.p;rincipél e a
pesagem de cada plantula, foram feitas coletas de pontés de raiies com aux’l’lio’ de
uma pinga de ponta fina, sendo acondicionadas em recipientes transparentés de?7
mL com PDB (paradiclorobenzeno), individualizadas e etiquetadas por plantula.
Foram coletadas no minimo duas raizes por plantula de cada genétipo. A
metodologia utilizada para o pré-tratamento, fixacdo e coloragéo das raizes de

milho foi a descrita por Palmer & Heer (1973).

3.4.2 - Pré-tratamento e fixagao das raizes

O pré-tratamento das raizes com PDB, em solugdo aquosa saturada, tem
por objetivo provocar maior contracdo cromossdmica e produzir maior
espalhamento cromossdmico, por destruir ou inibir a formagdo das fibras do fuso
acromatico. Este pre-tratamento teve a duragéo de 24 h a 4 °C, sendo apés as
raizes lavadas em agua destilada e transferidas para o fixador Farmer 3:1 (3
partes de alcool etilico absoluto : 1 parte de acido acético glacial) e deixadas em

temperatura ambiente por 24 h. O fixador tem a fungédo de amaciar os tecidos que
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serdo esmagados na lamina, evitar a desintegragdo dos constituintes celulares,
tornando-os receptivos ao corante. Apds este periodo, as raizes foram transferidas
para alcool 70%, onde foram armazenadas em congelador a —14 °C para

posterior confecgcéo das laminas.

3.4.3 - Coloragao do material

As raizes de cada recipiente foram enxaguadés em :égué de"stilar.;a trés
vezes por 3 min. Apés, estas foram secas em papel abéorvente e tfanéferidés para
HCI 1N a 60 °C, onde a hidrélise foi feita por 13 mih. Forarﬁ testados terﬁpbs
diferentes: 7, 9, 11,12 e 13 min, sendo que o melhor resultédo foi o 'obtido' com o
maior tempo. Com o término da hidrolise, as raizes foram novamente lavadas em
agua destilada trés vezes por 3 min. Apds, as mesmas foram secas novamente
em papel absorvente e transferidas para o reagente de Schiff (coloragdo de
Feulgen), onde foram feitos testes com tempos diferentes: 1 h e 15 min, 1 h e 30
min e 2 h. Foi utilizado o tempo de 1 h e 30 min, deixando os vidros no escuro.
Ap0és este intervalo, as raizes foram colocadas em agua gelada (4 °C) por 20 min.
Foi realizado o tratamento das raizes com celulase-pectinase 2% a 30 °C, onde
foram testados tempos diferentes: 15, 30 e 45 min. O melhor tempo foi 45 min.
Apbs este periodo, as raizes foram colocadas em recipientes com alcool 70% para

a confecgao das laminas.
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3.4.4 - Confecgao das laminas de mitose

As laminas foram confeccionadas pelo método de esmagamento, utilizando
comd corante o carmim propidnico a 0,6%.

Uma ponta de raiz era colocada sobre uma lamina para a retirada da coifa
com auxilio de uma lamina de corte e uma agulha histologica. Apos sér co-r;(ada a
ponta da raiz (regido mais corada), o material era seco com papel ébsofyente,
adicionando-se em seguida uma gota de carmim propi:bnicb. A poﬁté <"1e‘ raiiz era
seccionada em pequenos fragmentos espalhando-oé na lamina e colocando
posteriormente uma laminula. Apds, a lamina era envolfa com pépel filtro para 'ser
feito o esmagamento com auxilio de um lapis borracha e poéterio;mente
pressionando-a com o polegar. As laminas foram analisadas com microscépio
optico no menor aumento (200X) para verificar se tinham divisdes mit6ticas sendo
posteriormente vedada com “luto” que é uma mistura de breu e cera de abelha.
Apbs era feita analise mitdtica em microscopio Zeiss Axioplan com aumentos de
400 e 1000X, onde foram observados cinco campos aleatdrios na lamina com
contagem do numero de células em divisdo num total de 200 células por campo.

Foi utilizado o teste do x* em nivel de 5% de probabilidade para testar a

significancia entre o numero de células sem e com divisdes mitdticas.

-~



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Adequagao da metodologia para avaliagao da tolerancia a0 Al** em
milho o

O desenvolvimento de um método eficiente para discriminar gehétipog com
tolerancia ao aluminio € o primeiro passo para a Ireélizagéo de-lz'éstuld_'c;)s de
mecanismos genéticos envolvidos na heranca desse carater. Assim' sendo, dois
hibridos de milho, um tolerante (C929) e outro sensivel (P32R21), foram avaliados
em solugdo tratamento contendo diferentes combinacdes de AI** e Ca**. O Ca*
foi adicionado na solugéo com o intuito de minimizar os sintomas provocados pelo
AP, pois o Ca®* compete com o AI** por sitios na parede celular e, principalmente,
na membrana plasmatica. Portanto, o seu nivel no solo ou em solugdes nutritivas
€ um importante fator a ser considerado na avaliacdo da tolerancia de plantas ao
AP (Foy, 1974; Pavan & Bingham, 1982; Camargo, 1985).

O resumo da andlise de variancia mostrou que os fatores hibrido e AP
apresentaram diferenca significativa em todas as variaveis analisadas (Tabela 1),
exceto o fator A" na primeira leitura do comprimento de raiz principal (PL) e o
fator hibrido na variavel diferenca de crescimento relativo (DIFR). A interagdo

entre hibrido e Ca* foi significativa para as varidveis segunda leitura do

comprimento de raiz principal (SL), diferenca entre SL e PL (DIF) e DIFR. Da
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mesma forma, as interagdes hibrido X AP e AP X Ca? também foram

significativas para a variavel DIFR.

TABELA 1. Resumo da andlise de variancia para os caracteres PL (comprimento
inicial da raiz principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal-
cm); DIF (diferenca entre SL e PL) e DIFR (PL/DIF) medidos em dois
hibridos de milho submetidos a diferentes concentragdes de A e
Ca®. Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999" "

Quadrados médios

Causas da variagdo GL PL SL DIF " DIFR
Hibrido (HIB) 1 7475 * 202,32 * 31,11 * 049
AP 2 3,74 4942 * 7916 * . 4140 *
ca® 1 0,03 14,54 15,79 1,43
HIBXA® 2 5,49 4,04 18,18 1,63 *
HIBXCa** 1 0,09 28,00 * 31,30 * 2,38 *
AP*XCa? 2 3,17 9,11 17,39 323 *
HIBXAP*XCa? 2 3,22 1,17 7,56 1,31
CV(%) 27,04 23,79 49,96 62,33

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade por teste de F.

O coeficiente de variagdo oscilou de 23,79 a 62,33, indicando a

possibilidade de obter maior precisdo na avaliacdo para tolerancia ao AI**. Essa

variagdo encontrada pode ser explicada por fatores relacionados com a

germinagéo das sementes de milho no presente experimento. Um dos fatores foi o

tempo diferente para o inicio da germinagdo, onde o hibrido tolerante germinava

antes do sensivel, demonstrando desuniformidade para essa variavel (Figura 3).

Estas observagbes estdo de acordo com Wagner (1999) quando estudou a

heranca da tolerancia ao Al em aveia. Outro fator a ser considerado foi o pequeno

espago para germinacdo das sementes em placas de Petri. Foram colocadas

cinco sementes de cada hibrido por placa; entretanto, o espaco disponivel parece



FIGURA 3 - Germinacao das sementes dos hibridos de milho (a)
C929 (tolerante) e (b) P32R21 (sensivel). Faculdade
de Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999.

37
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ter afetado negativamente a germinacédo e o desenvolvimento das plantulas. Uma
medida para reduzir essa desuniformidade podéria ser a utilizagdo de um ndmero
maior de sementes para a germinacdo com a posterior selecdo de plantulas
uniformes para a realizagéo dos testes. Neste caso ndo foi possivel devido ao'
ndmero reduzido da amostra obtida. Da mesma forma, uma metodologié 'qﬁe evite
0 uso de placas de Petri para a germinacio tem potencial de aplicagéo. a

As médias para todas as varidveis analisadas mostraram a diféfer'lga entre
os hibridos C929 (tolerante) e P32R21 (sensivel) e entre as concentfagées' de AI?‘+
(Tabela 2), com excecgédo da variavel DIFR. Esses resultédos estéo de;jécorciié com
Canal & Mielniczuk (1983a) e Cambraia & Cambraia (1995). Ak variévél 'PL, que foi
obtida antes do tratamento com AP, representa apenas a diferengé entre os
gendtipos ou variagdes em decorréncia da desuniformidade da germinacgéo, nao
devendo ser posteriormente analisada.

O hibrido C929 apresentou na média um crescimento superior ao hibrido
P32R21, confirmando sua maior tolerancia ao Al** em niveis téxicos na solucéo
tratamento. Entre os sintomas observados pode ser destacada uma reducdo na
parte aérea das plantulas no hibrido sensivel e em suas raizes. Esses sintomas
s&o caracteristicos de injuria por toxicidade do AP* em plantas (Foy, 1974).
Diversos autores também tém encontrado diferencas entre gendtipos de milho
avaliados em solugdo nutritiva (Furlani & Hanna, 1984; Furlani et al., 1986;

Cambraia & Cambraia, 1995).
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TABELA 2. Médias para PL (comprimento inicial da raiz principal - cm); SL
(comprimento final da raiz principal- cm); DIF (diferenca entre SL e
PL) e DIFR (PL/DIF) medidos em dois hibridos de milho submetidos a
trés concentragdes de AI**. Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto

Alegre, 1999
Aluminio o
Variaveis Hibridos 0 mgL™ 2mglL” 6 mgL” Médias
PL C929 6,00 7,31 8,02 711 A
P32R21 4,77 3,84 476 446 B
Médias 5,39 5,58 _ 6,39 . : . 579
SL C929 15,32 1259 . 1092 - 1294 A
P32R21 9,92 9,25 657 ~ 858 B
Médias 12,62 a 1092 ab 8,75 b ° 10,76
DIF €929 9,32 5,29 _ 2,90 584 A
P32R21 5,15 5,41 1,81 4412 B
Médias 7,24 a 535 ab 236 b 4,98
DIFR C929 1,61 0,83 0,36 - 0,93
P32R21 1,25 1,75 0,44 1,15
Médias 1,43 a 1,29 a 040 b 1,04

' Médias seguidas pela mesma letra nas linhas (mintscula) e colunas (maiuscula)
n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As raizes principais apresentaram um maior crescimento na auséncia de
A na solugio (Tabela 2). A concentragdo de 6 mgL™" determinou menores
valores para todas as variaveis, com excec¢éo de PL, sendo que a concentracdo 2
mgL™" apresentou comportamento intermediario. A Figura 4 mostra o efeito da
concentracdo de 6 mgL” de AP na solucdo tratamento. Outros pesquisadores
também apontaram a concentragdo de 6 mgL™ como superior para a identificacéo
da tolerancia ao AP em solugdes nutritivas (Martins et al., 1999; Sibov et al.,
1999). Por outro lado, Furlani & Hanna (1984), Furlani et al. (1986), Sawazaki &
Furlani (1987), Machado & Pereira (1990) e Furlani & Furlani (1991) utilizaram 4,5
mgL" na composicdo da solucdo nutritiva, demonstrando também eficiéncia na

selecdo de gendtipos tolerantes ao A,
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FIGURA 4. Desenvolvimento das raizes e parte aérea de
plantulas dos hibridos de milho C929 (tolerante) (a)
e P32R21 (sensivel) (b) com 6 mgL™" de A" na
solugéo tratamento. Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999.

O Ca? exerceu uma influéncia importante na resposta dos hibridos em
relacdo a tolerancia ao A** sendo observada uma interagdo entre o hibrido e
essa variavel (Tabela 3). De maneira geral, a concentragéo de 40 mgL™” foi
superior para a identificagdo de plantulas tolerantes e sensiveis. Por outro lado,
Canal e Mielniczuk (1983a) detectaram que a concentragéo de 40 mgL™, mesmo
sendo superior a de 0 mgL™, ndo era suficiente para evitar o dano provocado pelo
AP* em plantulas de milho, j& que na presenca desse metal s&o necessarias
quantidades maiores de Ca®* para o bom desenvolvimento da planta e para
visualizar o efeito do AI®* nos gendtipos sensiveis. Os mesmos autores também

verificaram que o aumento de Ca®* na solucéo de 20 para 40 mgL™" contribuia
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para o aumento do comprimento de raiz, tanto em preseng¢a como em auséncia de

A na solugdo (Canal e Mielniczuk, 1983b).

TABELA 3. Médias para PL (comprimento inicial da raiz principal - cm); SL
(comprimento final da raiz principal - cm); DIF (diferenca entre SL e
PL - cm) e DIFR (PL/DIF) em dois hibridos de milho submetidos a
diferentes concentraces de Ca?". Faculdade de Agronomia/UFRGS,
Porto Alegre, 1999 ; I

Calcio »
Variaveis Hibridos 20mgL’ 40mgL” = Médias
PL C929 7.08 a' 7,13 a 711 A
P32R21 4,53 a 438 a 446.A -
SL C929 13,17 a 12,71 a 12,94 A
P32R21 7,18 b 9,98 a . 8,58 B
DIF C929 6,08 a 559 a 584 A
P32R21 266 b 5,59 a 412 B
DIFR C929 0,99 a 0,88 a 0,93 A
P32R21 0,73 a 1,57 a 1,15 A

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna (maitscula) e na linha (mintscula)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A tabela de correlacdo (Tabela 4) entre as variaveis PL, SL, DIF e DIFR
indicou uma correlagdo positiva para PL X SL e também uma alta correlagao
positiva entre SL X DIF, SL X DIFR e DIF X DIFR. A primeira correlagéo é
justificavel, uma vez que o hibrido tolerante ao A" demonstrou um maior
crescimento inicial da raiz principal. A segunda correlagdo indicou que, no
presente trabalho, ambas as variaveis SL e DIF poderiam ser empregadas para
separar os hibridos. A terceira e quarta correlagdes indicam que DIFR depende
mais de PL do que DIF, indicando que a melhor variavel é DIF. E fundamental
destacar a importancia da medida da raiz principal no inicio do experimento,

possibilitando o calculo da diferenca (DIF), denominada de incremento por
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Menosso (1994). Essas mesmas varidveis, com denominacdes diferentes, foram
utilizadas por Sawazaki & Furlani (1987), onde os dados de correlagéo
demonstraram que o crescimento liquido da radicula (CLR) (= DIF) fqi 0 menos
afetado pelo crescimento inicial (CIR) (= PL) e o mais correlacionado com o
crescimento final (CFR) (= SL) obtido em solugédo nutritiva com alumin:i'b. Aihda, 0s
autores acima citados consideraram o CLR (= DIF) como a caracte:risticé mais
eficiente para discriminar genétipos de milho quanto aq grau de tolerétlhci'a ao AP,
Por outro lado, autores como Magnavaca (1982), Lopes et al. (1987_), 'Br;andgni
(1993), Magnavaca & Bahia Filho (1995) e Martins ef al. (1999);"utiliziéfam o}
comprimento relativo da raiz seminal (CRRS) (= DIFR) para avaliar a'toleréncia ao
A", demonstrando ser o tnico parametro que considerava diferencas de vigor de
plantula entre os gendtipos testados e que apresentava os menores coeficientes

de variac&o para 0s ensaios.

TABELA 4. Coeficiente de correlacdo linear entre as variaveis PL (comprimento
inicial da raiz principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal-
cm); DIF (diferenca entre SL e PL - cm) e DIFR (PL/DIF) em dois
hibridos de milho submetidos a diferentes concentracées de A" e
Ca®*. Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

Variaveis n PL SL DIF DIFR
PL 47 1,00 0,40 * -0,17 -0,56
SL 47 1,00 0,83 * 043 *
DIF 47 1,00 0,80 *
DIFR 47 1,00

" Significativo a 5% de probabilidade.

Com base nos resultados obtidos, & possivel afirmar que as varidveis SL e

DIF foram as melhores para discriminar a tolerancia ao Al®*, sendo que a
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metodologia utilizada foi eficiente para a diferenciagdo dos hibridos de milho
testados. Prioli et al. (1985) e Magnavaca & Bahia Filho (1995) também
destacaram a eficiéncia do método de solugdo nutritiva para o estudo.da tolerancia
ao AP* em milho, indicando também uma boa correlagéo entre esse método com
resultados de campo. Um fator importante a ser considefédd: foi o
desenvolvimento e o comprimento da raiz principal no :momehto' 'injéial de
tratamento com a solucdo utilizada. A desuniformidade da variavel PL bar__ece ter
contribuido para o incremento do erro experimental. Da mesma fdrma_ a variéyel
DIFR também ndo foi eficiente, pois estava impregnada | pela "\'/ariaééo do
comprimento da raiz principal no momento inicial. Assim sendo, a metodologia de
germinacdo das sementes deve ser realizada de forma diferente daquela
empregada nesse trabalho, objetivando preferencialmente a obtencdo de plantulas
vigorosas e com raizes principais uniformes. A melhor combinagdo de A** e Ca®*

foi de 6 e 40 mgL™, respectivamente, devendo ser essa combinagéo empregada

nos trabalhos subsequentes,

4.2 - Avaliagdo da variabilidade genética da tolerancia ao aluminio nas
populagdes Tuxpeiio e Sintético Elite

O ganho genético através da selecéo requer a existéncia de variabilidade
genetica na populagéo a ser melhorada (Hallauer & Miranda Filho, 1988). Assim
sendo, a variabilidade genética das populagdes Tuxpefio e Sintético Elite quanto a
tolerancia ao A" em solug&o tratamento foi avaliada, sendo utilizada uma solucéo

com 6 mgL”" de A** e 40 mgL™! de Ca®". Essas duas populacdes foram estudadas
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por serem de extrema importancia em programas de melhoramento de milho para
o sul do Brasil (Vacaro, 1999).

Como uma tentativa para melhorar o processo de germinacéo, foi utilizada
outra metodologia, onde as sementes foram dispostas em papel germinador
umedecido em agua destilada, enroladas, acondicionadas em sacos pIa’s’ticoscom
um furo e dispostos verticalmente em B.0.D (Cambraia & Cambraia, 1'995). Os
resultados indicaram que esta metodologia foi mais eficiente do que a
anteriormente utilizada, pois as sementes germinaram. de modo mais répido "e_
uniforme, tanto dentro, quanto entre os hibridos (testemunhas) e Eopulagées

(Figura 5).

FIGURA 5. Germinac&o em rolo de papel das sementes de milho da
populagdo Sintético Elite (a), dos hibridos C929 (tolerante)
(b) e P32R21 (sensivel) (c). Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999.
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O tratamento controle com auséncia de AP** na solucéo tratamento néo foi
empregado nesse experimento. As plantas avaliadas foram provenientes de
populagdes de polinizagdo aberta; desta forma, cada individuo era Unico, nio
sendo possivel os tratamentos com e sem A" nos mesmos individuos. Assim
sendo, o artificio de incluir os hibridos C929 (tolerante) e P32R21 ‘("S’ens'n’vel) foi
empregado como mecanismo para verificar a qualidade de diSCﬁrﬁivna'c,I:éo da
tolerancia ao A** nas populagbes segregantes e de: prover urha estimat}iva do
efeito de ambiente para o célculo da variancia genética-e da herdabi'lic_i_ade'.' ,,

O comportamento dos hibridos testemunha no ensaio' com a pOp;.L'JlagéO
Tuxpefio revelou que a solucdo tratamento utilizada permitiu a diferenciacdo de
gendtipos sensiveis e tolerantes. A média dos caracteres SL e DIF foi superior
para o hibrido C929 (Tabela 5), indicando que os gendtipos tolerantes cresceram
mais do que 0s sensiveis no presente ensaio. Por outro lado, a variavel peso de
plantula (PESO), incluida nesta etapa, n&o foi eficiente para separar os genétipos
sensiveis dos tolerantes. Furlani & Clark (1981), Magnavaca (1982) e Lopes et al.
(1987) também indicaram que essa variavel n3o era eficiente para a avaliagcéo da
tolerancia ao Al*, verificando sua independéncia em relagdo ao nivel de AP e
incapaz de detectar diferencas entre gendtipos tolerantes e sensiveis. As
variancias também demonstraram um comportamento distinto em relacdo aos
hibridos para as varidveis PL e DIF, onde o genétipo tolerante apresentou
variancias mais elevadas do que o sensivel (Tabela 5). Desta forma, para a
estimativa da variancia do ambiente foi empregada a média da variancia dos

hibridos controle. Essa diferenca de média e variancia sugere que o hibrido
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sensivel P32R21 tinha uma qualidade inferior de sementes do que o hibrido C929.
O vigor inicial das plantulas do hibrido sensivel foi menor, revelado pela.variavel
PL; assim sendo, provéveis desuniformidades na germinag&o teriam um impacto

menor na variancia desse gendtipo.

TABELA 5. Médias e variancias para os caracteres PL {comprimento inicial da raiz
principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal - cm); DIF
(diferenca entre SL e PL - cm) e PESO (peso de plantula- apés ensaio
em solug&o tratamento) nas testemunhas Tolerante (C929) e Sensivel
(P32R21) a0 AP na populagio Tuxpefio. Faculdade de
Agronomia/lUFRGS, Porto Alegre, 1999 E

Parametros Testemunha PL SL ' DIF - PESO
Médias ' C929 6,532’ 11,45 a 493 a 1,09 a
P32R21 3,73 a 585 b 213 b 0,96 a
Variancias C929 5,55 A2 460 A 0,84 A 0,11 A
P32R21 0,54 B 0,94 A 0,08 B 0,03 A

' Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de t ao nivel de 5% de probabilidade.

2 Variancias seguidas pela mesma letra maitscula na-coluna ndo diferem entre si
pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade.

Por outro lado, na populagdo Sintético Elite os hibridos controle
apresentaram comportamento similar na média, com excegcao da variavel SL
(Tabela 6); sugerindo maior cuidado no emprego da variavel DIF para os estudos
de variabilidade genética nessa populagé@o. As variancias foram iguais para os
hibridos C929 e P32R21, exceto para a variével DIF (Tabela 6). Novamente, para

a populagao Sintético Elite, a estimativa da variancia de ambiente foi realizada

através da variancia média dos dois hibridos,
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TABELA 6. Médias e variancias para os caracteres PL (comprimento inicial da raiz
principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal - cm); DIF
(diferenca entre SL e PL - cm) e PESO (peso de plantula apés ensaio
em solug&o tratamento) nas testemunhas Tolerante (C929) e Sensivel
(P32R21) ao AP na populagdo Sintético Elite. Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

Parametros Testemunha  PL SL DIF PESO

Médias €929 453a’ 9,28 a 475a - 065a
P32R21 3,13 a 6,25 b 3,13 a 0,65 a
Variéancias C929 1,16 A 210A ~ 172A  ~0,02A
P32R21 0,24 A 0,36 A 0,04 B - 0,00A

* Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de t ao nivel de 5% de probabilidade. S
“ Variéncias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste
de F ao nivel de 5% de probabilidade. SR ST )

A andlise de variancia dos resultados observados revelou diférengas entre
as populagbes Tuxpefio e Sintético Elite em relagéo ao carater tolerancia ao AI**,
onde o quadrado médio de populagdes foi altamente significativo para as variaveis
PL, SL e DIF (Tabela 7). Novamente os coeficientes de variacdo foram elevados,
variando de 34,2 até 76,2. Esse alto valor de coeficiente de variagao é atribuido ao
erro experimental, sendo que a nova metodologia de germinacdo de sementes
n&o contribuiu para a sua reducdo. Talvez o emprego de um delineamento de
blocos casualizados pudesse reduzir esse erro, colocando as duas populacdes no
mesmo experimento; entretanto, ele nado foi considerado porgue o experimento foi
conduzido em condicOes controladas de ambiente.

As medias para as varidveis SL e DIF demonstraram que a populacao

Sintético Elite possui maior tolerancia ao A®* do que a Tuxpefio (Tabela 8). Da

mesma forma, o vigor inicial da semente foi superior para essa populagéo (medido

=
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TABELA 7. Resumo da anélise de variancia para os caracteres PL (comprimento
inicial da raiz principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal -
cm); DIF (diferenca entre SL e PL - cm) e PESO (peso de plantula
apods ensaio em solugdo tratamento) medidos em duas populacdes de
milho submetidas a solugéo tratamento com AI** e Ca®*. Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

Quadrados médios '

Causas da variagéo GL PL SL - DIF . PESO
POP 1 522 * 1153 * 143 * 01
CV (%) 41,3 34,2 76,2 . 24,0

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade por teste de F.

pela varidvel SL). De acordo com Vacaro (1999), a po_pula'gé"o' Tu{xpéﬁo
empregada no presente trabalho foi introduzida do Méxii’co, Sendo que-'"g'enehs_" para
coloragéo de gréao foram alterados em condigées de ambiente braéileiro. Assim
sendo, ela néo sofreu grande pressdo de selecdo para tolerancia ao A, haja
vista néo ser a toxicidade ao A" um problema em solos mexicanos. Por outro
lado, a populagdo Sintético Elite foi totalmente desenvolvida e selecionada no
Brasil em condigbes de solo de cerrado. Esse fato determinou uma intensa
pressédo de selegdo para alelos de tolerancia ao AI**, implicando em um nivel mais
elevado de manifestagcéo desse carater. As variéncias das duas populacdes ndo
foram diferentes estatisticamente (Tabela 8), sendo que a variavel SL produziu as
maiores variancias. A distribuicdo de freqiiéncia para os caracteres SL e DIF nas
populagdes Tuxpefio e Sintético Elite revelaram variabilidade para ambos os
caracteres (Figura 6), sendo que a distribuicdo para SL foi aproximadamente
normal e apresentou uma amplitude da classe trés até a classe 24. Por outro lado,
o carater DIF demonstrou um desvio para o sentido da sensibilidade , tendo uma

amplitude variando da classe zero até a classe 15.
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TABELA 8. Médias e variancias para os caracteres PL (comprlmento inicial da raiz
principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal - cm) DIF
(diferenca entre SL e PL - cm) e PESO (peso de plantula apés ensaio
em solucdo tratamento) em duas populagoes de milho submetidas a

solugdo tratamento com AP e Ca®* Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999 '
Varidveis  Populagbes PL SL DIF PESO
Médias Tuxpefio 494 b' 675 b 178 b . 099 a
Sintético Elite 7,37 a 10,45 a 3,08 a 0,96 a
Varidncias  Tuxpefio 520 A? 792 A 1,64 A . ,.006 A

Sintético Elite 7,66 A 944 A° 503 A 0,05 A
' Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna néo dtferem entre si pelo
teste de t ao nivel de 5% de probabilidade.
2 Variancias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna n&o dlferem entre si
pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade. :

'Com base nas variancias observadas nos' hibridkos. cohtrole e nas
populagbes, as variancias genética e de ambiente foram estimadas conforme
metodologia apresentada por Allard (1960). A variancia de ambiente foi estimada
pela média dos hibridos sensivel e tolerante para cada populagdo separadamente.
A variancia genética foi detectada para os dois caracteres avaliados nas duas
populagGes (Tabela 9), sendo mais reduzida na Tuxpefio. Esse fato era esperado
conforme a origem do germoplasma. A herdabilidade no sentido amplo indicou
que grande parte da variagdo observada para os caracteres foi determinada
geneticamente. Apesar dessas estimativas serem preliminares, os valores obtidos
foram elevados, principalmente na populagdo Sintético Elite, indicando a
possibilidade da selecdo para o carater tolerancia ao AP em populacdes

altamente segregantes,
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FIGURA 6. Distribuicdo de frequéncias para os caracteres SL
(comprimento final da raiz principal - cm) (a) e DIF (diferencga
entre SL e PL - cm) (b) para as populacbes de milho
Tuxpeno e Sintético Elite submetidas a solucdo tratamento
com AP* e Ca*. Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto
Alegre, 1999.
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TABELA 9. Variéncias genética (VG), fenotipica (VP) e de ambiente (VE) e
herdabilidade (h?) para as populagbes Tuxpenio e Sintético Elite
submetidas a solugdo tratamento com AI®* e Ca®*. Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

VG VP VE —
Populagtes __SL__DIF__SL DIF __SL DF 5L _ DF

Tuxpefio 515 1,18 792 164 277 0,46 0,65 0,72
Sintélico Elite 821 4,15 944 503 1,23 0,88 0,87 - 0,83

4.3 - Avaliagdo da variabilidade genética da tolerancia ao a]urhinjo nas
geracoes Fi e F; |

As geragdes F e F, de trés cruzamentos envol'ven'do'li'nhage‘as corﬁo pais
(SR1502(T)/CP2523(T); SR1502(T)/SHE707(S) e SH4216(S)/SH4103(S), onde
T = tolerante e S = sensivel ao Al**) foram avaliadas em solugéo tratamento com
concentragdes de 6 mgL™” de AP e 40 mgL™" de Ca?*. No cruzamento entre as
linhagens tolerantes néo foi observada diferenca entre as geragdes para nenhuma
variavel (Tabela 10). Por outro lado nos demais cruzamentos as geragdes tiveram
comportamento distinto, onde a geragdo F, do cruzamento entre as linhagens
sensiveis demonstrou maior valor do que a geracgédo F4 para as variaveis PL e SL.
No cruzamento entre a linhagem tolerante e a sensivel a geracao F» foi superior
para as variaveis SL e DIF e inferior para PL. Comparando os diferentes
cruzamentos ficou evidenciado que as médias da geracgdes do cruzamento T1XT2
(SR1502(T)/CP2523(T)) foram superiores as demais7 refletindo a tolerancia

esperada para esse cruzamento (Tabela 10),

|
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TABELA 10. Médias para os caracteres PL (comprimento inicial da raiz principal -
cm); SL (comprimento final da raiz principal - cm) e DIF (diferenca
entre SL e PL - cm) das geracdes Fy e F, de trés cruzamentos de
linhagens de milho submetidos a solucdo tratamento com A** e Ca®*.
Faculdade de Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

Cruzamentos Geracao PL SL - DIF

TXT.2 Fi 54 a 97 a 44 a
F> 49 a 84 a . 34 a
TiXS3® Fq 45 a 58 b 13 b
F, 23 b 6,1 a . - .38 a
S1XS, ¢ = 27 b 39 b @ 13 a
F» 7.2 a 84 a 12 a

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna dentro de cada cruzamento nao
diferem entre si pelo teste de t ao nivel de 5% de probablhdade :

T = tolerante; S = sensivel.

ASR1502(T)/CP2523(T): SR1 502(T)/SH6707(S) e °SH421 6(S)/SH41 03(S)

As variancias das geracbes F; e F; em cada cruzamento demonstraram
diferenca entre as geragdes para todas as variaveis, com excecdo para PL no
cruzamento T4XT2, SL no cruzamento T1XSz (SR1502(T)/SH6707(S)) e DIF no
cruzamento S$41XS, (SH4216(S)/SH4103(S)) (Tabela 11). No entanto, no
cruzamento envolvendo as linhagens tolerantes ao A, as variancias da F, foram
superiores as da F», revelando influéncia do ambiente e auséncia de variabilidade
genética na manifestagao do carater. Por outro lado, a variavel DIF no cruzamento
T1XS3 revelou uma variancia superior na geragéo F», sugerindo a presenca de
variabilidade genética para o caréter tolerancia ao A" nesse cruzamento.

Com base nas geragdes Fy e F, as variancias genética, fenotipica e de
ambiente e a herdabilidade foram estimadas para a variavel DIF (Tabela 12). Os
dois cruzamentos envolvendo as linhagens de igual comportamento n&o

apresentaram variancia genética. Esse fato sugere que as linhagens tolerantes

empregadas na andlise ndo apresentavam genes diferenciados para a tolerancia
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ao A®. Por outro lado, no cruzamento das linhagens T1XS3 foi detectada
variabilidade genética, sendo que a herdabilidade no sentido amplo foi média,

indicando que grande parte da variabilidade detectada era de origem genética.

TABELA 11. Variancias para os caracteres PL (comprimento inicial’ da raiz
principal - cm); SL (comprimento final da raiz principal - cm) e DIF
(diferenca entre SL e PL - cm) das.geragbes Fi € F, ‘de trés
cruzamentos de linhagens de milho submetidos™ a solucdo
tratamento com AI®* e Ca®. Faculdade de Agronomia/UFRGS,
Porto Alegre, 1999 L

Cruzamentos Geragéo PL . SL -~ DIF_

T XT,A Fq 248 a' 13,59 a 710,09 a
F, 430 a 6,47 b . 524 b
TXS:E F 6,33 a 16,06 a - 594 b
F, 066 b 11,93 a 14,47 a
S1XS, ¢ Fi 232 b 555 b 211 a
F, 13,70 a 17,31 a 1,21 a

' Variancias seguidas pela mesma letra na coluna dentro de cada cruzamento nao
diferem entre si pelo teste de F ao nivel de 5% de probabilidade.

T =tolerante; S = sensivel.

ASR1 502(T)/CP2523(T); BSR1 502(T)/SH6707(S) e € SH421 6(S)/SH4103(S)

TABELA 12, Variancias genética (VG), fenotipica (VP) e de ambiente (VE) e
herdabilidade (h?) para trés cruzamentos de linhagens de milho
submetidos a solugéo tratamento com AP®** e Ca?* Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999

Cruzamentos VG VP VE h?

TIXT A 0.00 524 10,09 0.00
T1X832 8,53 14,47 5,94 0,59
8:XS, ¢ 0,00 1,21 211 0,00

T = tolerante; S = sensivel.
ASR1502(T)/CP2523(T); BSR1 502(T)/SHB707(S) e © SH4216(S)/SH4103(S)

Na Figura 7 estdo apresentadas as distribuicbes de frequéncias para cada

cruzamento nas geragdes F1 e Fo. O cruzamento entre as linhagens tolerantes
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FIGURA 7. Distribuicdo de frequéncias para o carater DIF
(diferenca entre SL - comprimento final da raiz
principal e PL - comprimento inicial da raiz principal)
em trés cruzamentos de linhagens de milho
& SR1502(T)/CP2523(T); B SR1502(T)/SH6707(S) e

SH4216(S)/SH4103(S)) submetldos a solucdo
tratamento com AP e Ca®. Faculdade de
Agronomia/UFRGS, Porto Alegre, 1999.
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evidenciou uma grande influéncia do ambiente na variavel DIF. Nos demais
cruzamentos os valores tenderam a ser concentrados nas classes inferiores de
expressao do carater tolerancia ao A®*. No cruzamento T;XSs, 0s indiyl’d‘uos da
geracdo Fy ficaram mais proximos da sensibilidade ao AI**, indicando a existéncia
de dominancia para sensibilidade ao Al*". |

A existéncia de variabilidade genética para a tolerancia ao {Als‘_” em;:milho
tem sido relatada por varios pesquisadores, como por exemplo Bahig 'Fil'ho; et al.
(1978) e Sawazaki & Furlani (1987). Quanto & determinacgéo do.modo de héraﬁg_a
da caracteristica, ha algumas controvérsias. Diversos éutorés témli.relait'é'do a
existéncia de um gene maior dominante para a tolerancia ao A** em 'milho (Rhue
et al., 1978; Garcia Junior & Silva, 1979, Sibov et al., 1995; Moon et al., 1997). No
entanto, Sibov et al. (1999) concluiram que dois genes estavam envolvidos na
tolerancia ao Al em milho, sendo um deles de maior efeito. Por outro lado,
Brondani (1993) observou que o caréter era de natureza quantitativa. Magnavaca
& Bahia Filho (1995) também evidenciaram que a tolerancia ao Al era um caréter
de heranga quantitativa, indicando uma predominancia de genes dominantes para

a sensibilidade ao APP*. Os resultados desses autores concordaram com

resultados publicados previamente (Sawazaki & Furlani, 1987; Magnavaca, 1982).

4.4 - Analise Citogenética
A andlise citogenética foi realizada com o objetivo de avaliar o niimero
cromossomico e a freqiéncia da divisdo mitética nos diferentes genétipos de milho

tratados com AP** em solugdo nutritiva. Neste sentido foram coletadas 20 amostras
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(cada uma com duas a dez pontas de raizes) de cada genétipo tratado com Al**.
Os resultados nao indicaram diferencas entre e dentro dos oito gendtipos testados
tanto para a andlise da freqiéncia de células em divisdo, como para a

identificacdo de possiveis anomalias mitéticas (Tabela 13).

TABELA 13. Analise citogenética de células de pontas de raizes de mllho com e
sem divisdo mntotlca submetidas a solucdo tratamento com AP* e
Ca* e teste do y°. Departamento de Genética/lUFRGS, Porto Alegre

1999
N ° de células
Em divisdo
Laminas :
Genoti pos analisadas observado esperado Semdivisao 2
Fi (T1X83) 10 509 4831 9491 1,39
F2 (T1XT2) 8 229 2224 7771 0,19
F2(T:1XS3) & 15 576 553,9 14424 0,88
F2 (S1XS,) © 2 37 36,3 1963 0,01
Tuxpefio 5 184 177,2 4816 0,26
Sintético Elite 5 197 189,2 4803 0,32
C929 5 248 235,7 4752 0,05
P32R21 5 218 208,5 4782 0,43
TOTAL 55 2198 1906,4 52802 3,53

T = tolerante; S = sensivel.
ASR1502(T)/CP2523(T); B SR1502(T)/SH6707(S) e € SH4216(S)/SH4103(S)

Por outro lado, a presenca de AP na solucdo tratamento afetou
visualmente as raizes, principalmente aquelas provenientes de plantulas
sensiveis. Os sintomas mais comuns foram o escurecimento do tecido radical e o
enfraquecimento e a reducdo de raizes secundarias, dificultando a realizagéo da
medida do comprimento final da raiz (SL). Esses sintomas também foram

relatados por Foy et al. (1978),
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Na analise citogenética todas as células apresentaram um numero
cromossdmico normal (2n = 20) (Figura 8), sendo apenas encontradas algumas
pontes cromossomicas em quatro genétipos analisados: Fy (T1XSs3), F2 (TiXT, e
T1XS1) e no hibrido sensivel (P32R21). No entanto, a frequéncia dessa ariomalia
foi reduzida e parece n&o ter relacdo com o efeito do AI*. Cavalcante (1999)
estudando a populagdo de tangerina “Lee” também encontrou anbrj"malidades

oA

espontaneas em baixa freqiiéncia na meiose, como aderéncias e pontes.

FIGURA 8. Célula de ponta de raiz de uma plantula de milho do
hibrido C929 (tolerante) em processo de mitose contendo
0 numero de cromossomos caracteristicos da espécie,
2n=20. Departamento de Genética/lUFRGS, Porto Alegre,

1999.

Da mesma forma, Caetano-Pereira & Pagliarini (1997) relataram a
ocorréncia espontanea de citomixia em genétipos de milho com diferentes niveis

de heterozigose crescidos em solos de cerrado no Brasil Central, verificando que
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todos estadios meidticos foram afetados em ambos tipos de solo, acido e
corrigido. Por outro lado, Caetano-Pereira & Pagliarini (1996) verificaram que a
acidez do solo influenciou células meiéticas de milho, ocasionando alteragbes na
morfologia celular tipica. Zanella et al. (1991) também observaram anomalias em
trigo cultivado em solos acidos. :

E importante ressaltar que as raizes foram tratadas com a sUbﬂs’t‘f’é'nci.‘a PDB.
Como consequéncia, o fuso acromatico foi rompido, diﬁcultandoia ob,s_ervagéo de
anormalidades mitéticas. Também, devido a sobreposi_(;éo dos crbmqgsor.n“os, ‘éua
visualizagdo ficou dificultada até mesmo para' contagem "'do numero
cromossomico. Novas andlises dever&o ser realizadas sem o tratamento com PDB
para verificar anormalidades cromossomicas causadas pelo tratamento com AP,
Da mesma forma, a mitose, apesar de ser um processo simples de divisdo celular,
quando comparada com a meiose, é de dificil analise. Uma das dificuldades é a
visualizago dos cromossomos, uma vez que o tamanho e o nimero de células
em divisdo s&o menores, mesmo nas células meristematicas da raiz.

Em algumas células analisadas, foi observado um comportamento
semelhante a aderéncias cromossdmicas (Figura 9), podendo ser possivelmente
explicado como efeito do elemento quimico A**. E uma anomalia que pode
conduzir a erros na divisdo celular uma vez que os cromossomos ficam aderidos
em blocos. Esta observagéo foi feita também por Levan (1945), Fiskesjo (1983),
Zanella et al. (1984) e Zanella et al. (1991). De maneira geral, esse tipo de
anomalia é freqUentemente induzida por diferentes produtos quimicos (Sereno,

1978).

5



FIGURA 9.

Célula de ponta de raiz de uma plantula de milho
do hibrido P32R21 (sensivel) em processo de
mitose apresentando aderéncia cromossomica
(setas). Departamento de Genética/lUFRGS, Porto
Alegre, 1999.
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5 - CONCLUSOES

A melhor combinagéo das concentracées de AI3" e Ca® paré compor a
solugdo tratamento para a discriminacdo da tolerancia ao AP foram 6 e 40 ;‘mgL'1,
respectivamente. | "

Entre as varidveis analisadas para o presente trabalho, a variavel diferenca
(DIF) foi a mais eficiente para a deteccdo da tolerancia ao A",

As populagbes Tuxpefio e Sintético Elite possuem variabilidade genética
para a tolerancia ao A**, sendo que a populagéo Sintético Elite apresentou um
nivel um pouco mais elevado de tolerancia com uma herdabilidade éonsiderada
alta,

A analise das geracGes segregantes indicam a existéncia de poucos genes
com grande efeito no carater tolerancia ao AlI**. Pelos resultados obtidos pode-se
sugerir que a heranga é do tipo dominéancia para a sensibilidade em relacéo ao
gendtipos de milho estudados. Ha, entretanto, necessidade de maiores estudos.

O aluminio ndo demonstrou efeitos significativos em diferentes gendtipos
para a analise da mitose em células de raizes de milho, entretanto, devem ser

feitas andlises com um nimero maior de amostras por gendtipos de milho.

7
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