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RESUMO

Resposta de cultivares de Urochloa brizantha a toxidade de aluminio livre
durante as fases de germinacéo e desenvolvimento de plantulas

Considerando obter maior produtividade de pastagens para evitar a ocupacao de
novas areas, a manutencdo e a sustentabilidade do setor agropecuario, tanto no
Brasil como no mundo, o aumento da eficiéncia de uso da agua na agricultura e a
utilizacdo de solos &cidos associados ao aluminio, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as mudancas na germinacéo, no desenvolvimento inicial das plantulas e em
alguns parametros bioquimicos em cultivares de Urochloa brizantha submetidos a
estresses causados pela toxidez de aluminio livre. Os tratamentos foram resultantes
da combinacdo de seis cultivares (Marandd, BRS Piatd, MG4, MG5, Xaraés e
Basilisk), com cinco niveis de toxidez de aluminio (0; 1; 2; 4 e 8 mmol, A" dm3)
obtidos com solucdes de tricloreto de aluminio (0;0,3996; 0,7992; 1,5984 e 3,1968
AICP(g.L-1)) em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Nas
avaliacdes preliminares foram selecionados lotes com aproximadamente mesma
qualidade fisiolégica inicial das sementes (grau de umidade, germinagdo e
viabilidade). No ensaio 1, os lotes selecionados foram submetidos a germinacdo em
condicdes de estresse simulado em laboratério analisando-se germinacdo por
protrusdo de raiz e por plantula normal, comprimento e massa seca de parte aérea e
raiz. No ensaio 2, a avaliacdo foi realizada no sétimo dia, apds a transferéncia das
plantulas para a condicdo de estresse, medindo-se a taxa de crescimento relativo do
comprimento e massa de parte aérea e raiz e realizada também as andlises
bioquimicas: indice de estabilidade da membrana (IEM), atividade de superoxido
dismutase (SOD), determinagédo de prolina, de antioxidantes totais (DAT) e de
malondealdeido (MDA). Na fase de desenvolvimento estudada, até 14 dias apos
semeadura, 0 cultivar mais tolerante ao aluminio consegue manter crescimento de
raiz na condicdo de estresse, enquanto o mais suscetivel reduz o crescimento
radicular e desenvolve proporcionalmente mais parte aérea, uma vez que O
crescimento ocorre com base na mobilizacédo de reservas dos tecidos da semente. A
metodologia utilizada no ensaio 1 indicou que a qualidade inicial de semente
interfere na avaliacéo e que os niveis crescentes de Al*® sdo danosos a germinacéo.
O cultivar MG5 apresenta plantulas com maior comprimento e massa na condi¢éo
sem estresse e a partir da dose 1 mmolc. dm™ de AIB* apresenta maior declinio nas
determinacdes, indicando baixa tolerancia ao estresse. O cultivar Basilisk ndo é o
mais tolerante em funcéo da germinacdo, mas seu desenvolvimento, principalmente
de raiz, € menos afetado com o aumento das doses de AIF*. A metodologia utilizada
no ensaio 2, por ndo envolver a germinacdo e portanto nao sofrer interferéncia
desse evento, conseguiu evidenciar mais claramente as diferencas entre o0s
cultivares. Os cultivares, Xaraés (taxa de crescimento relativo de massa seca de
parte aérea), MG5 e MG4 (taxa de crescimento relativo de comprimento de parte
aérea), se destacam apenas na situacdo sem estresse, com maiores
desenvolvimentos no controle (0) até o nivel 1 mmolc. dm™® de AB*. O cultivar
Basilisk € o mais tolerante conseguindo acumular massa seca na raiz mesmo nas
doses de AIR" mais elevadas, enquanto o cultivar Marandu consegue fazer o mesmo
até o nivel 4 mmolc. dm™ de AB*. Diante das determinacdes bioquimicas, Prolina,
SOD e DAT néo sdo indicadoras da toxidez de AI3”, porém, IEM e MDA foram mais
promissoras.

Palavras-chave: Estresse; Pastagem; Brachiaria brizantha.



ABSTRACT

Urochloa brizantha cultivars response to free aluminum toxicity during
germination and seedling development

Whereas it is necessary to obtain higher pastures productivity to prevent new areas
occupation, agriculture maintenance and sustainability, even in Brazil and in the
world, the increasing demand for water use efficiency in agriculture and use of acid
soils associated with aluminium. The aim of this study was to evaluate the changes in
germination and in the early seedlings development and some biochemical
parameters in Urochloa brizantha cultivars subjected to stresses caused by free
aluminum toxicity. The treatments were resulting from the combination of six cultivars
(Marandu, BRS Piatd, MG4, MG5, Xaraés and Basilisk), with five levels of aluminium
toxicity (0; 1; 2; 4 and 8 mmolc AIR" dm3) obtained using aluminium trichloride
solutions (0; 0.3996; 0.7992; 1.5984 and 3.1968 AICI3 (g. L-)) in random design with
four replicates. At the preliminary evaluations lots were selected with almost the
same seed initial physiological quality (moisture content, germination and viability).
During first trial, the selected lots were submitted to germination in simulated stress
condition in laboratory quantifying germination considering root protrusion or normal
seedling, shoot and root length and dry mass. At the second trial, the evaluations
were done at the seventh day after seedling transfer to stress conditions, measuring
length and dry mass of shoot and root relative growth-rate and biochemical
determinations: membrane stability index (MSI), superoxide dismutase activity
(SOD), proline, total antioxidants (DAT) and malondialdehyde amount (MDA). At the
seedling studied period, up to 14 days after sowing, the most aluminium tolerant
cultivar maintain root growth in that conditions, while the most susceptible one
reduced root growth and developed proportionally more shoot, once the growth is
done with reserves mobilization from seed tissue. The first trial methodology shows
that the initial seed quality interferes in the evaluation and the Al** increasing levels
were harmful to germination. The MG5 cultivar presented longer and heavier
seedlings without stress and following 1 mmolc. dm™ de AR presented decreasing
measurements, showing low stress tolerance. The Basilisk cultivar is not the more
tolerant considering germination results, but its development, principally of the root, is
lower affected with Al¥*levels increasing. The second trial methodology, once do not
include the germination period and its influence, achieve cultivar differences clearer.
The cultivars, Xaraés (dry mass of shoot relative growth-rate), MG4 and MG5 (length
of shoot relative growth-rate), was superior only at the non-stress situation, with more
development at control (0) up to 1 mmolc. dm™ de A" level. The Basilisk cultivar is
more tolerant accumulating root dry mass even in high A" levels, while the Marandu
cultivar do the same up to 4 mmolc. dm™ de AR*. The biochemical analyses, Proline
amount, SOD and DAT was not related with AI** toxicity, but MSI e MDA was
promising.

Keywords: Stress; Grassland; Brachiaria brizantha.
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1 INTRODUCAO

A producdo, de carne e leite no Brasil, € feita em grandes areas de
pastagens (172 milhdes de hectares, INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2006) e uma grande porcentagem destas é de pastagens cultivadas
(~55% ou 94 milhdes de hectares, FERRAZ, 2003). A producdo de carne possui um
valor de exportacdo da ordem de US$ 4,4 bilhes, sendo o Brasil 0 maior exportador
de carne do mundo (PICCIANI, 2010). O valor da producédo de carne é de R$13,8
bilndes, ficando atrds apenas das culturas de cana-de-aglcar, soja e cereais
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2006).

As éareas dedicadas a pecuaria ocupam 20% do territdrio nacional
contra apenas 10% das areas agricolas. No Estado de S&o Paulo a area ocupada
com pastagens representa 39,37% do total (6,5% das areas de pastagens do pais,
sétima posi¢do no ranking do pais, INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2006), sendo que desta, 89% ¢é cultivada com gramineas do género
Urochloa (LUPA, 2008). Em relacédo a producao de carne por area, o Brasil tem uma
média de 75 kg equivalente carcaca ano™ ha™ e possui um potencial de mais de 300
kg (PANIAGO, 2010). O aumento da produtividade das forrageiras, com
consequente aumento da lotacdo de animais, poderia liberar entre 50 e 60 milhdes
de hectares nos proximos anos para a agricultura no Brasil (PICCIANI, 2010).

Além deste impacto econémico direto, o crescente uso de gramineas
forrageiras tem auxiliado o desenvolvimento da industria de sementes no Brasil. Em
decorréncia disso, o0 pais transformou-se no maior produtor, consumidor e
exportador de sementes (ANDRADE; VALENTIM, 2006). De importador destas
sementes na década de 70, o Brasil passou a ocupar o posto de maior produtor e
exportador de sementes tropicais do mundo, exportando para mais de 40 paises
(SILVA FILHO, 2009). As sementes do género Urochloa, principalmente de U.
brizantha cv. Marandu dominam o comeércio nos mercados interno e externos
(VECHIATTO, 2004).

No Brasil a maioria dos solos destinados a producgéo vegetal apresenta
baixa fertilidade e problemas de acidez e toxidez por aluminio, fatores responsaveis
pelo baixo rendimento da maioria das culturas. No caso especifico das pastagens,
gue normalmente ocupam areas marginais, esses problemas sao ainda mais sérios.

A alta concentragcdo de aluminio nos solos acidos assume, portanto, papel
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importante na agricultura e pecuéria nacionais, afetando diretamente 0s processos
fisiol6gicos e metabdlicos da grande maioria das espécies cultivadas (MARTINS et
al., 2010). A solucdo encontrada para a producdo agricola nesses solos € uma
combinacéo de préaticas de manejo, calagem associada a correcdo de deficiéncia de
nutrientes e o uso de cultivares desenvolvidos para essas condi¢cdes (ALVES, 1984).

Na composi¢édo do solo, o aluminio é considerado o terceiro elemento
quimico mais frequente na crosta terrestre, e em situacdo de pH abaixo de 5,5,
tende a se dissociar das estruturas minerais de argila para a solu¢do do solo, onde
geralmente estd presente em concentracdes na faixa de 10 a 350 mmol L
(MACHADO, 1997).

Dentre as alternativas consideradas viaveis para contornar essas
dificuldades, a obtencéo de cultivares melhoradas tolerantes ao aluminio toxico, tém
sido consideradas a mais promissora, constituindo uma das mais importantes
demandas dos produtores pecuarios de todo o Pais, sendo intensa a procura de
variedades de forrageiras adaptadas aos diferentes ecossistemas (MARTINS et al.,
2010). A adaptacao ao nivel populacional, ou a aclimatacdo, ao nivel de uma planta
individual, ocorre por meio da combinagcdo de processos comportamentais,
morfoldgicos, anatdomicos, fisioldgicos e bioquimicos que, por sua vez, dependem de
processos moleculares (GASPAR et al., 2002).

Considerando a necessidade de obter maior produtividade de
pastagens para evitar a ocupagdo de novas areas, a manutencdo e a
sustentabilidade do setor agropecuario, tanto no Brasil como no mundo,
demandardo do aumento da eficiéncia de uso da agua na agricultura e utilizagdo de
solos acidos associados ao aluminio.

A intensificacdo da producdo de bovinos de corte tem gerado uma
demanda por cultivares de Urochloa superiores, que devem combinar elevada
capacidade de producédo e plasticidade ecoldgica. Assim, para que esta forrageira
atinja o seu potencial de producéo e crescimento, torna-se necessario a escolha de
genaotipos mais tolerantes a deficiéncia de agua, salinidade e toxidez por aluminio,
principalmente na fase de maior susceptibilidade que vai da germinacéo da semente
a emergéncia da plantula no campo, fases estas fundamentais para o efetivo
estabelecimento da cultura, especialmente em uma cultura que podera ser mantida
por mais de 15 anos (SANO et al.,, 2008) sem renovacdo, desde que em boas
condi¢cbes de manejo (BODDEY et al., 2004).



15

O objetivo deste trabalho foi avaliar as mudancas na germinacdo, no
desenvolvimento inicial das plantulas e em alguns parametros bioquimicos em
cultivares de Urochloa brizantha disponiveis comercialmente (Marandu, BRS Piat§,
MG4, MG5, Xaraés e Basilisk) submetidos a estresses causados pela toxidez de

aluminio livre.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Urochloa brizantha

As gramineas do género Urochloa constituem, no Brasil, as principais
espécies forrageiras tropicais cultivadas, ocupando a maioria da extensao das
pastagens cultivadas (COSTA et al., 2008). Sete espécies africanas perenes (B.
arrecta, B. brizantha, B. decumbens, B. dictyoneura, B. humidicola, B. mutica e B.
ruziziensis) tém sido amplamente utilizadas como forrageiras, especialmente, na
Ameérica Tropical, e em menores propor¢cdes na Asia, no Sul do Pacifico e na
Australia (KELLER-GREIN et al., 1996).0 interesse dos pecuaristas por essas
espécies deve-se a capacidade de producdo de matéria seca, aos reduzidos
problemas fitossanitarios, a estabilidade de crescimento em todas as estacdes do
ano e a ampla adaptabilidade edafica (CASTRO; CARVALHO; REIS, 1996).

Classificada como Urochloa brizantha, e originaria de uma regiao
vulcanica da Africa (BOGDAN, 1977), planta cespitosa, muito robusta, de 1,5 a 2,5m
de altura, com colmos iniciais prostrados, mas produzindo afilhos
predominantemente eretos. Rizomas muito curtos e encurvados. Colmos floriferos
eretos, frequentemente com afilhamentos nos nos superiores, que leva a
proliferacdo de inflorescéncias, especialmente sobre regime de corte ou pastejo
(NUNES et al., 1985).

A temperatura ideal para o crescimento é de 30-35°C, e a temperatura
minima € de 15°C. Apresenta boa tolerancia ao frio permanecendo verde no inverno
(BOGDAN, 1977; SKERMAN; RIVEROS, 1990). Em relacdo a profundidade efetiva,
€ Otima em solos profundos, boa tolerancia a solos de textura média a arenosa, e
solos com boa drenagem do perfil (ALCANTARA; PEDRO JR; DONZELLI, 1993).

Por sua plasticidade genética, que Ihes permite adaptar-se a variadas
condi¢cbes de solo e clima numa ampla faixa de latitudes, espécies desse género
vém ganhando consideravel importancia como gramineas forrageiras (VALLE,
1990). A formacéo de pastagem deve apresentar um elevado nivel tecnoldgico, com
0 uso de sementes de alta qualidade e poder germinativo (ARONIVICHI; ROCHA,
1985).

A U. brizantha caracteriza-se por sua diversidade de usos como

pastejo direto, forrageira para fenacdo e silagem e, na integracdo lavoura-pecuaria
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ou como cultura produtora de palhada em sistema plantio direto, por apresentar
elevado potencial de producdo de biomassa em regides tropicais (RODRIGUES;
RODRIGUES, 1987), principalmente quando recebe tratos culturais, corre¢cdo do
solo, fertilizacdo e, até em alguns casos, irrigacdo, como uma cultura agricola (DIAS;
ALVES, 2008). A grande demanda no uso de Urochloa como pastagens é devido a
facil adaptacdo a solos &cidos e pobres, resisténcia a seca e a pragas, e a sua
qualidade nutricional adequada para a alimentacdo bovina (LAPOINTE; MILES,
1992; KELLER-GREIN et al.,, 1996). Esta forrageira apresenta facilidade de
adaptacdo a varios tipos de solos e algumas espécies sdo resistentes a
determinadas pragas como a cigarrinha das pastagens (FISHER; KERRIDGE, 1996;
MILES; MAASS; VALLE, 1996).

Embora seja inegavel o aumento de cultivares de U. brizantha
disponiveis no mercado, a disponibilidade de informagbes sobre estes cultivares
ainda é escassa, principalmente quanto aos aspectos de tolerancia a estresses
abidticos. Portanto, estudos para identificar possiveis fontes de variacdo que
orientem tomadas de decisdo no melhoramento genético de U. brizantha que, por
ser apomitica, teoricamente apresenta pouca variabilidade genética dentro dos

cultivares, apresentam-se como prioritarios.

2.2Toxidez de Aluminio

Os solos tropicais, onde ocorre a producdo de pastagens, sao
intemperizados e apresentam acidez, tanto devido a concentracdo de protons (H")
quanto de aluminio trocavel (AI**) (FAGERIA, 1985). Sendo que o uso da fase juvenil
pode ser (til para a selecdo de plantas mais tolerantes a este estresse (DELHAIZE
et al., 1993; BLAHA et al., 1997; MA et al., 2001, RYAN et al., 2011), estratégias de
tolerancia ao meio sao requeridas principalmente para culturas perenes onde a
aplicacdo de insumos corretivos da acidez, em profundidade, € dificil de ser
introduzida no sistema produtivo.

A fase de estabelecimento da cultura implica em sucesso da
germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial das plantulas até que
apresentem condicbes de sobrevivéncia, baseada na producdo ativa de

fotoassimilados e absorcdo de agua e nutrientes do solo, quando passa a ser
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considerada uma planta estabelecida no meio. E considerada de grande risco,
sendo muito exigente em condi¢cdes favoraveis, como &agua, luz, temperatura e
auséncia de fatores impeditivos ou toxicos (FINCH-SAVAGE, 2004).

Souza Filho e Dutra (1998) mostraram que a germinacédo de sementes
de Calopogonium mucunoides em solos com concentracdo de aluminio de 20 mmol,
dm™ foi 6% menor que o controle. Em concentracdes inferiores ndo ocorreram
prejuizos a germinacao. Ja Szymanska e Molas (1996) ndo encontraram efeito do
APF* na germinacdo de Cucumis sativus. Porém, as concentracdes de Al**
influenciaram significativamente no crescimento. Em concentragcbes de 1 a 5 mg dm’
% de AP** o crescimento da plantula foi estimulado, ndo acarretando anormalidades
morfolégicas ou de desenvolvimento, porém em concentracées de 20 a 40 mg dm™
de A** ocorreu inibicdo do crescimento de plantulas e danos nas mesmas.

O uso de selecdo na fase juvenil mostra-se adequado para avaliar
diferencas genotipicas quanto a tolerancia a toxidez de AI** (BLAHA et al., 1997).
Esta selecdo pode ser executada pela coloracdo de hematoxilina, na qual os
genotipos resistentes ndo se colorem de vermelho e os gendtipos susceptiveis se
coram (OWNBY, 1993). Segundo Rutty et al. (1995) concentracdes de apenas 0,132
mmol. dm™® ja seriam suficientes para afetar o desenvolvimento de plantulas.
Entretanto, estresse por aluminio, em cultivares de soja, estudados por Custédio et
al. (2002), indicou que o comprimento da plantula foi estimulado na faixa entre 0,25
e 1,0 mmol. dm™ com maior desenvolvimento em 1,0 mmol. dm™. Concentracées
maiores foram prejudiciais aos cultivares estudados.

A fitotoxidez do aluminio manifesta-se, principalmente, na inibicdo do
crescimento das raizes dos vegetais, 0 que resulta num menor volume de solo
explorado pela planta, o que traz consequéncias negativas sobre a nutricdo mineral
e sobre a absorcdo de agua (FOY; CHANEY; WHITE, 1978). A r4pida resposta da
raiz indica que num primeiro momento o Al inibe a expansédo e alongamento das
células das raizes, e depois a divisdo celular também passa a ser inibida (KOCHIAN,
1995; MATSUMOTO, 2000).

Segundo Fleming e Foy (1968), a tolerancia das plantas a este ion
metalico esta relacionada a capacidade de continuidade da divisdo e alongamento
celular sob condicGes de estresse, modificacdo do ambiente radicular reduzindo a
concentracdo de aluminio disponivel, e possibilidade de manter areas

meristematicas viaveis para a formacdo de novos tecidos. A capacidade para
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sobreviver ao estresse é regida por mecanismos que conferem resisténcia e podem
ser escape ou tolerancia. Os mecanismos de escape envolvem reduzida atividade
metabdlica — levando a um estado de estabilizacdo do desenvolvimento “repouso”.
Sao0 aqueles que evitam a exposicdo ao estresse. Os mecanismos de tolerancia, por
sua vez, envolvem alta atividade metabdlica sob estresse moderado, e baixo sob
estresse severo permitem a planta suportar o estresse (OSMOND, 1987; BRAY;
BAILEY-SERRES; WEWRETILNYK, 2000; CAMARA; WILLADINO, 2005).

A absorcédo e o acumulo de Al pela planta afetam células e organelas
em nivel morfolégico, citogenético e fisiolégico, prejudicando consideravelmente o
estabelecimento, desenvolvimento e a produtividade final da lavoura (KUMAR et al.,
1995). A toxidez causada pelo Al aumenta o rompimento dos dictiossomos e sua
funcdo secretoria, a vacuolizacado e a degradacéo de graos de amido na ponta e nas
células meristematicas da raiz (TAMAS et al., 2006). Diante diSso, VArios processos
bioguimicos e fisiologicos podem j& ter sido alterados antes da inibicdo do
crescimento da raiz induzida por Al (ZHANG; ZHANG; GUO, 2007), entre eles o
estresse oxidativo (YAMAMOTO; MATSUMOTO; DEVI, 2003). Uma caracteristica
comum a esse tipo de estresse € a producdo de muitas moléculas do radical
superéxido (CHAFFAI;, MARZOUK; FERJAN, 2005), sendo essa espécie reativa de
oxigénio (ERO) altamente citotéxica, podendo causar dano oxidativo a biomoléculas
tais como lipidios, proteinas, pigmentos e o0s acidos nucleicos, levando a
peroxidacao de lipidios de membranas, perda de ions, hidrolise de proteinas e até
mesmo dano ao DNA (ZHANG; ZHANG; GUO, 2007).

2.3 Superoxido Dismutase (SOD, EC.1.15.11)

A SOD é uma enzima antioxidante envolvida na eliminacdo de EROs
em plantas (APEL; HERT, 2004; SCANDALIOS, 2005), estas, por sua vez tém a
funcdo de sinalizadoras nas células vegetais, e requerem no minimo dois
mecanismos diferentes para regular as concentracfes intracelulares desta espécie
reativa. Um mecanismo permite a fina modulagédo de baixos niveis de EROs com o
propoésito de sinalizacdo e o outro mecanismo permite a remo¢ao do excesso de
EROs, especialmente durante o estresse. Os processos oxidativos normais da célula

sdo responsaveis pela geracdo destas espécies reativas. Durante o transporte de
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elétrons nos cloroplasto e mitocéndrias, muitos desses elétrons sdo perdidos, e
entdo captados pelo O, formando as EROs (DELHAIZE et al., 2009).

Como o acumulo das EROs pode resultar em prejuizos consideraveis,
a célula dispbe de varios mecanismos para detoxificar eficientemente essas EROs.
Esses mecanismos de protecdo foram desenvolvidos pelas plantas durante o
processo de evolugdo, para controlar os niveis dessas moléculas e anular essa
toxidade. Moléculas antioxidantes, enzimas simples e um sistema mais complexo de
detoxificacdo podem estar envolvidos na protecdo celular contra as EROs.
Conhecidas como “escavengers” ou sequestradoras, varias enzimas reguladoras,
como a SOD, impedem a agédo toxica das EROs a célula vegetal (BOWLER, 1993;
MITTLER, 2002).

A SOD participa ativamente na remocdo do O, gerado através de
diferentes processos do metabolismo celular, tais como o transporte de elétrons na
mitocondria e cloroplasto (MITTLER, 2002). O Zn se encontra associado com o
cobre (Cu) na SOD dependente de Cu e Zn (Cu/Zn SOD). A Cu/Zn SOD esta
localizada nos cloroplastos, citosol e possivelmente no espaco extracelular. Muito
provavelmente o atomo de Cu é o componente catalitico e o0 Zn € o componente
estrutural da Cu/Zn SOD. Contudo, na deficiéncia do Zn, a atividade da Cu/Zn SOD
e drasticamente reduzida, mas pode ser restabelecida in vitro pelo suprimento de
Zn. Portanto, o atomo de Zn é um componente estrutural essencial para o
funcionamento normal da Cu/Zn SOD. A reducado na atividade da SOD ocorre com 0
aumento simultaneo do acumulo de O,. O radical superéxido é um dos principais
oxidantes responsaveis pela peroxidagdo de lipidios e consequente aumento na
permeabilidade das membranas (INZE; MONTAGU, 1995).

2.4 Prolina

Acumulo de prolina € uma resposta fisiolégica comum em muitas
plantas, em resposta a uma vasta gama de estresses bibticos e abidticos, como o
sal, seca, alta temperatura, baixa temperatura, metal pesado, patdgeno,
anaerobiose, a deficiéncia de nutrientes, poluicdo atmosférica e irradiacdo UV.
(HARE; CRESS, 1997; SARADHI et al., 1995; SIRIPORNADULSIL et al., 2002).
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Varios autores relataram acumulo de prolina quando as plantas foram
submetidas ao déficit hidrico (SHEVYAKOVA, 1984; HARE; CRESS, 1997;
CARCELLER; PRYSTUPA; LEMCOFF, 1999; LAZCANO-FERRAT; LOVATT, 1999).
O acumulo de prolina ndo esta associado somente as plantas que se desenvolvem
sob condicdes de estresse hidrico, mas também pode ser verificado em plantas sob
condi¢cbes de elevada acidez do solo, assim, os mecanismos fisiologicos envolvidos
nessa resposta devem ser similares (ZAIFNEJAD; CLARK; SULLIVAN, 1997).

Sob a influéncia do estresse, a sintese de proteinas € inibida e a
degradacdo de proteinas é acelerada, o que leva a um acumulo de aminoacidos e
aminas livres. Uma caracteristica marcante de um distirbio no metabolismo das
proteinas € a mudanca nas propor¢cdes dos aminoacidos e, frequentemente, um
aumento elevado na concentracdo de prolina (LARCHER, 2000). O acumulo de
prolina nas plantas sob estresse poderia ser decorrente da regulacdo osmatica e
protecdo da integridade celular (STEWART; LEE, 1974; SHEVYAKOVA, 1984), e
ainda participar na constituicdo de um estoque de N e C que poderia ser utilizado
depois do periodo de estresse (TAYLOR, 1996).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as mudancas na germinacdo, no
desenvolvimento inicial das plantulas e em alguns parametros bioquimicos em
cultivares de Urochloa brizantha disponiveis comercialmente (Basilisk, Marandd,
MG4, MG5, BRS Piata e Xaraés) submetidos a estresses causados pela toxidez de

aluminio livre.
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4 MATERIAL E METODOS

Os tratamentos foram resultantes da combinacao de seis cultivares de
Urochloa brizantha (Basilisk, Marandu, MG4, MG5, BRS Piatd e Xaraés), com cinco
niveis de toxidez de aluminio (0; 1; 2; 4 e 8 mmol. dm3 de Al?) com quatro repeti¢cdes.
Foram solicitadas, pelo menos trés lotes de sementes por cultivar, as empresas
produtoras, as quais foram escarificadas com acido sulfarico concentrado por 10
minutos, e avaliadas pelos testes de germinacéo, pureza, determinacdo de umidade
e teste de tetrazdlio, seguindo as metodologias estabelecidas em Brasil, Ministério
da Agricultura e Reforma Agréria (2009). Baseado no teste de germinacao, os lotes
dos cultivares escolhidos, mostraram porcentagem (%) e desvio padrdo de
germinacao, respectivamente, de: Basilisk (83,25 e 1,87), Marandu (77 e 2,00), MG4
(87,5 e 3,75), MG5 (91,25 e 3,87), Piata (65,75 e 6,94) e Xaraés (88 e 1,41) sendo
utilizados para instalacéo dos ensaios 1 e 2.

4.1 Estresse Durante a Germinacgéao (Ensaio 1)

As sementes dos lotes selecionados foram germinadas em condi¢des
de estresse simulado em laboratorio utilizando se solugdes de tricloreto de aluminio
(0:0,3996; 0,7992; 1,5984 e 3,1968 AICI*(g.L1)), para obtencdo dos 5 niveis de
estresse de aluminio (0, 1, 2, 4 e 8 mmol. dm3 de AI?") de acordo com Custddio et al.
(2002).

A germinacdo foi conduzida em caixas plasticas para germinacao,
sobre papel, com quatro repeticdes de 100 sementes por cultivar e nivel de estresse,
em germinador sob temperatura alternada de 15-35°C com emprego de luz por 8h
na maior temperatura. O papel foi embebido com agua (nivel zero) ou com as
solucbes correspondentes aos diferentes niveis de estresse, nha proporcao
equivalente a 2,5 vezes a sua massa. A avaliacdo foi conduzida apos 14 dias
computando-se a protrusdo de raiz primaria, plantulas normais, anormais e
sementes ndo germinadas de acordo com Brasil, Ministério da Agricultura e Reforma
Agraria (2009). Os resultados foram apresentados em porcentagem.

O desempenho das plantulas foi obtido por outro teste com 15

sementes por repeticdo e quatro repeticdes por cultivar e nivel de estresse. As
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sementes foram envolvidas entre trés folhas de papel para germinacéo
(Germitest®), duas como base e uma para cobrir, umedecidas com 2,5 vezes sua
massa, com agua (nivel zero) ou com as solucdes correspondentes aos diferentes
niveis de estresse. As sementes foram posicionadas formando linha Unica a 10 cm
da borda superior das folhas base. A avaliacdo foi conduzida 14 dias apds a
colocacao dos rolos em germinador, que foram envolvidos em sacos de polietileno e
mantidos sob temperatura alternada de 15-35°C com emprego de luz por 8h na
maior temperatura. As medidas de comprimento foram tomadas utilizando régua
graduada em mm medindo-se todas as plantulas individualmente enquanto que as
medidas de massa foram realizadas juntando-se todas as partes de uma repeticao
que foram acondicionadas em embalagem de papel e secas em estufa com
circulacio de ar a 60°C e 48h. Ao término da secagem, os materiais foram resfriados
em dessecador e pesados em balanca analitica com precisdo de 0,001 g
(NAKAGAWA, 1999). Os resultados foram denominados comprimento de parte

aérea e de raiz, e massa seca de parte aérea e raiz.

4.2 Estresse em Plantula (Ensaio 2)

As sementes dos lotes selecionados foram utilizadas para a aplicacéo
do estresse em plantulas. Para isso um grande numero de sementes de cada
cultivar (aproximadamente 800) foi germinado em condi¢des ndo estressantes. As
sementes foram envolvidas entre trés folhas de papel para germinacéo
(Germitest®), duas como base e uma para cobrir, umedecidas com 2,5 vezes sua
massa, com agua, até o 7° dia a partir da semeadura, em germinador com
temperatura alternada de 15-35°C e fotoperiodo de 8h na temperatura mais elevada.
No 7° dia ap0Os a instalacdo da germinagdo em agua, foram selecionadas plantulas
de tamanho uniforme, para a aplicacdo dos tratamentos de estresse conforme Echer
et al. (2010). As plantulas foram suficientes para compor quatro repeticoes de 15
plantulas por cultivar e nivel de estresse. Quatro repeticdes de 15 plantulas foram
utilizadas para a obtencdo da massa seca inicial das partes, obtida pela secagem
em estufa com circulacéo de ar 60°C por 48 horas.

O estresse nas plantulas selecionadas no 7° dia foi aplicado

transferindo-as para rolos de papel confeccionados com trés folhas de papel para
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germinacao (Germitest®), duas como base e uma para cobrir, umedecidas com 2,5
vezes a sua massa, com agua (nivel zero) ou com as solugdes correspondentes aos
diferentes niveis de estresse, marcando o comprimento de raiz e parte aérea inicial
de cada plantula com o lapis copia que deixa uma marca azul no papel umedecido.
As folhas de papel foram enroladas e envolvidas em sacos de polietileno, os quais
foram fechados e mantidos em germinador a 25°C constantes durante mais 7 dias. A
avaliacdo foi realizada no sétimo dia, ap0s a transferéncia para a condicdo de
estresse, em quatro repeticdes de 15 plantulas, medindo-se o comprimento inicial
(marcado com o lapis copia) e final de raiz e parte aérea das plantulas e as massas
secas conforme descrito para as avaliagbes do ensaio 1, calculando-se as taxas de
crescimento relativo pela formula adaptada de Hunt (1982).

R — InW 2—InW1
to—-t1

Onde; R = taxa de crescimento; In = logaritmo neperiano; W; =
comprimento ou massa inicial; W, = comprimento ou massa final; t;= tempo inicial e
t,= tempo final. Os dados referentes a taxa de crescimento relativo foram expressos
em cm dia™ ou g dia™.

Durante o ensaio 2, aproximadamente 60 plantulas, por cultivar e nivel
de estresse, tratadas do mesmo modo como descrito no ensaio 2, foram utilizadas
para andlises bioquimicas: indice de estabilidade de membrana celular (IEM),
atividade de superoxido dismutase (SOD), determinacdo de prolina, determinacao
de antioxidantes totais (DAT) e determinacdo do conteido de malondialdeido (MDA).

4.3 Avaliacdo do indice de Estabilidade de Membrana Celular (IEM)

O indice de estabilidade de membrana celular foi determinado
indiretamente pela medida da condutividade elétrica, através de medicdes de
disperséo de ions para verificar a morte celular, segundo Rizhsky et al. (2002). Para
esta avaliagcao foram utilizados segmentos foliares das plantulas do ensaio 2. Trés
segmentos foliares de 1 cm de cada plantula, com 4 repeti¢cdes por cultivar e nivel
de estresse, foram retirados no 13°dia apds a instalacdo dos rolos no germinador
(sexto dia apoés transferéncia para a condi¢cdo de estresse), incubados por 1h em 5
ml de agua destilada a temperatura ambiente. Apéos a incubacédo, a condutividade da
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solucdo de banho foi medida por um condutivimetro Hanna modelo HI2300; o valor
obtido foi referido como valor C1. Os segmentos foliares retornaram entdo a essa
solucéo de banho e foram incubados a 98°C por 25 min. Apds resfriar a temperatura
ambiente, a condutividade da solucdo de banho foi medida novamente, referida
como valor C2. Para cada medicdo a dispersdo de ions foi expressa como
porcentagem de dispersao, segundo a formula:

IEM (%)= (valor C1/valor C2)* 100

4.4 Superoéxido Dismutase (SOD, EC.1.15.11)

As plantulas inteiras do ensaio 2, com 14 dias ap0s semeadura ou sete
dias apés aplicacdo do estresse, sendo 3 repeticdes de cada cultivar e nivel de
estresse, com aproximadamente 0,29 de massa fresca por repeticdo, foram
trituradas em tampao fosfato 0,0M (pH 7,0) gelado, contendo 0,4g de
polivinilpolipirrolidona, 2mM dithiothreitol, 0,2mM EDTA, centrifugando-se os extratos
a 12000g por 20 minutos a 4°C. No extrato resultante foi quantificada proteina de
acordo com Bradford (1976). O sobrenadante restante de cada amostra foi estocado
a -80°C.

Do extrato obtido, 50 uL foram adicionados a tampéao fosfato 0,1M (pH
7,8) contendo 1,3uM riboflavina, 13mM metionina e 63 uM Nitro blue tetrazolium
(NBT). Os tubos foram incubados a 25°C por 15 min sob iluminagao de lampadas
fluorescentes, sendo medida a absorbancia a 560nm. Tubos, contendo o0 mesmo
meio e ndo submetidos a luz, foram utilizados como branco. Uma unidade de SOD
foi definida como a atividade de enzima capaz de inibir a fotorreducdo do NBT a
formazan azul em 50% e foi expressa em unidades de SOD (mg proteina)*(LEI et
al., 2005).

4.5 Determinagéo de Prolina

Para se determinar a quantidade de prolina utilizou se o método

descrito por Bates et al. (1973) modificado por Machado Neto et al. (2004),

macerando-se 300 mg de material fresco das plantulas inteiras do ensaio 2 com 14
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dias apds semeadura ou sete dias apos aplicacdo do estresse, sendo 3 repeticdes
de cada cultivar e nivel de estresse, foram maceradas em 5 ml de &cido
sulfosalicilico a 3%. O extrato foi filtrado e 2 ml do material obtido, foi colocado em
um tubo de ensaio com 2 ml de acido acético glacial e 2ml de ninidrina acida e
mantidas em estufa a 100°C por uma hora, sendo resfriadas, em banho de gelo e
em seguida fez se a leitura em espectrofotbmetro a 520nm, em triplicatas. Os

resultados foram plotados contra uma curva de prolina (0 a 80ug/ml).

4.6 Determinacao de Antioxidantes Totais (DAT)

A determinacdo de antioxidantes totais foi realizada seguindo Re et al.
(1999). Para a obtencdo dos extratos, 100 mg de tecido foliar macerado, das
plantulas do ensaio 2 com 14 dias ap6s semeadura ou sete dias apos aplicacdo do
estresse, foram homogeneizados em 2 ml de metanol 50% (v/v). A solucéo foi
mantida em temperatura ambiente por 1h e centrifugada. O sobrenadante transferido
para um novo tubo e ao precipitado foram adicionados 2 ml de acetona 70% (v/v),
incubando por mais 1h, seguido de centrifugacdo. O sobrenadante foi misturado a
primeira solugdo e o volume completado para 5 ml de 4gua destilada. O radical
ABTS" foi preparado adicionando 88 pL de persulfato de potassio 140 mM em 5 ml
de ABTS 7 mM. A solucdo foi mantida no escuro por 12-16 h para a completa
oxidagdo de ABTS em ABTS", sendo posteriormente diluida em etanol 100%, até
atingir absorbancia de 0,700 (x 0,020) em 734 nm. O ensaio foi realizado com a
adicdo de 10 pl do extrato em 1 ml da solugdo de radical ABTS" diluida e apds 30
min a 30°C a absorbéncia foi determinada em espectrofotbmetro a 734 nm. Os
resultados foram comparados com curva-padrao de solugcéo de Trolox em etanol. As
andlises foram realizadas em triplicata e o0s valores expressos em milimol

equivalentes de Trolox por grama de massa fresca (mM equivalentes trolox.gMF™).

4.7 Determinacdo do Conteudo de Malondialdeido (MDA)

A metodologia utilizada foi baseada em protocolo descrito por Heath e

Packer (1968). Cerca de 100 mg de tecido foliar macerado, das plantulas do ensaio
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2 com 14 dias ap0s semeadura ou sete dias apds aplicagdo do estresse, foi
homogeneizado em 6,5 ml de etanol 80% (v/v) e em seguida a solugao foi
centrifugada. Desse extrato foi coletado 1 ml e transferido para tubo de
microcentrifuga contendo 1 mL de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,65% (p/v) em acido
tricloroacético (TCA) 20% (p/v). As amostras foram incubadas a 95°C durante 25
min, transferidas para o gelo e centrifugadas novamente para realizar leitura em
espectrofotometro.

Os equivalentes de MDA foram calculados através da seguinte

expressao:

Equivalentes MDA= [(As32-Asoo) / 155000] x 10°

Onde As3; indica a absorbancia maxima do complexo MDA-TBA a 532
nm, Asoo € a absorbancia a 600 nm, que corrige interferentes nao-especicficos e
155000 é o coeficiente de extingcdo molar para o MDA. O ensaio foi realizado em
triplicata e os valores expressos em nanomol de MDA por grama de massa fresca
(nmol g MF™).

4.8 Analise Estatistica

O ensaio 1 foi conduzido e analisado em delineamento inteiramente
casualizado e tratamentos arranjados em esquema fatorial de 6*5 (cultivares x nivel
de estresse) com quatro repeticdes e as variaveis analisadas foram germinagao por
protrusdo da raiz (GPR), germinacao por plantulas normais (GPN), comprimento e
massa seca de parte aérea (CPA e MSPA) e raiz (CR e MSR).

O ensaio 2 foi conduzido e analisado no mesmo esquema do ensaio 1
e foram avaliadas as taxas de crescimento relativo de comprimento de parte aérea
(TCR — CPA) e raiz (TCR — CR), e taxas de crescimento relativo de massa seca de
parte aérea (TCR — MSPA) e raiz (TCR — MSR), IEM, SOD, prolina, DAT e MDA.

Os dados porcentuais foram transformados em arco seno (x.100)?
enquanto os demais nao foram transformados. Quando indicado pela analise de
variancia, os cultivares foram comparados pelo teste Tukey com 5% de

probabilidade enquanto que os tratamentos de estresse foram avaliados por
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regressdo polinomial optando-se pela equagédo significativa com 5% de
probabilidade com menor grau do polinbmio e maior coeficiente de determinacao
(R).

Os calculos foram executados com auxilio do SISVAR (FERREIRA,
2008) para as analises de variancia, comparacbes de média e regressdes
polinomiais e Excel Microsoft Office para Windows 7 e para as regressoes lineares.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estresse Durante a Germinacéao (Ensaio 1)

A analise de variancia (Tabela 1) indicou que apenas a germinacao,
avaliada pela protruséo da raiz e porcentagem de plantulas normais, ndo apresentou
significancia para a interacdo cultivar x niveis de aluminio. Todas as outras
avaliacbes foram influenciadas pela interacdo dos dois fatores de variacéo

estudados.

Tabela 1. Valores de F obtidos na analise de variancia para Germinagdo por
protruséo de raiz (GPR), Germinacao por plantulas normais (GPN), Comprimento de
parte aérea (CPA), Comprimento de raiz (CR), Massa seca de parte aérea (MSPA) e
Massa seca de raiz (MSR), durante a germinacédo de sementes de seis cultivares de
Urochloa brizantha em funcédo de diferentes niveis de aluminio.

FV GL GPR GPN CPA CR MSPA MSR

Cultivar (A) 5 7,38* 9Q03* 14 42* 14,A43* 13,68* 13,83*
Tratamento (B) 4 9,29* 13,69** 65,92* 301,32** 20,86** 155,20**
Ax B 20 1,34™ 1,59"™ 753* 1214* 278% 7 27*

Erro 90

Média 78,1 46,4 1,77 1,07 0,017 0,002

CV% 16,27 34,3 2957 39,34 34,42 4259

FV fontes de variacdo. GL graus de liberdade. Média de GPR, GPN em porcentagem; CPA e CR em
cm; MSPA e MSR em gramas. CV% coeficiente de variacdo em porcentagem.

Na germinacédo por protrusdo de raiz (Figura 1A), a média inicial (nivel
zero) foi de 85,5%, decrescendo 2,48% com o aumento dos niveis de aluminio. Este
modo de avaliacdo considera todas as sementes que conseguem iniciar o
desenvolvimento da raiz primaria e foi menos sensivel que o parametro seguinte.

A germinacéao, considerando apenas as plantulas normais (Figura 1B),
decresceu 3,73% com o aumento dos niveis de aluminio, durante 14 dias, sendo

gue a média inicial foi de 57,5%.



Figura 1. Germinacao por protrusdo de raiz (GPR) (A) e Germinacéo (GPN) (B) de
sementes de Urochloa brizantha em funcéo de diferentes niveis de aluminio.
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O cultivar MG5 se destacou dos outros cinco cultivares (Tabela 2), com
maior porcentagem germinagao por protruséo de raiz (89,9%) e de germinacgéo por
plantula normal (55,65%). Ja o cultivar Basilisk, com 24,6% mostrou menor resposta
aos niveis de aluminio na germinacdo por plantulas normais, e o0s cultivares
Marandu (67,65%) Basilisk (72,6%) e Xaraés (76,6%) na germinacdo por protrusdo
de raiz. Ao contrario deste trabalho, resultados mostrados por Rao et al. (2006)
indicaram que o cv. Basilisk possui elevada resisténcia ao Al" e que o nivel de
resisténcia deste cultivar € muito superior a de variedades de culturas tais como o

milho, arroz de sequeiro ou trigo (Wenzl et al., 2001).

Tabela 2. Médias entre cultivares de Germinacdo por protrusdo de raiz (GPR) e
Germinacédo por plantulas normais (GPN) e de plantulas de Urochloa brizantha em
funcéo de diferentes niveis de aluminio.

Cultivares GPR (%) GPN (%)
Basilisk 72,60 bc 24,60 b'

MG4 80,15 ab 51,15a
MG5 89,90 a 55,65a

Marandu 67,65 ¢ 4495a

Piata 81,70 ab 50,35a
Xaraés 76,60 bc 71,70 a

'Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.

Quanto ao comprimento de parte aérea (Figura 2A) do cultivar Basilisk,
ocorreu um ajuste linear de 2,08cm inicialmente, no nivel zero, com decréscimo de
0,2cm conforme aumento dos niveis de aluminio. Os cultivares MG4, MG5 e
Marandu, apresentaram ajustes quadraticos com minimos em 6,28; 5,93; 6,71
mmolc dm3 de AP’, respectivamente. O cultivar Piatd adequou se um ajuste
quadratico, com méaxima em 3,39 mmolc dm?3 de ABR". Ja o cultivar Xaraés,
apresentou um ajuste linear com 1,8 cm, no nivel zero, com decréscimo de 0,11cm
com o aumento das doses de aluminio. Pelo DMS obtido no teste de comparacao de
médias, no nivel zero e 1 mmolc dm?3 de AlR*, MG4 e MG5 mostraram superioridade,
enquanto que, ndo ocorreram diferencas entre os cultivares nos niveis 2, 4 e 8

mmolc dm™ de Al3".
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No comprimento de raiz (Figura 2B), o efeito do nivel de Al para os seis
cultivares foram altamente significativos, no qual o Basilisk, MG4, MG5, Marandu,
Piatd e Xaraés, apresentaram ajustes quadraticos com minimas em 5,49; 5,22; 5,55;
5,44; 5,81 e 5,84 mmolc dm™ de AIR* respectivamente. De acordo com Haussler et al.
(2006), sementes de B. ruziziensis e B. dictyoneura cultivadas em solos com alta
saturacdo de aluminio (76 a 87%) sao capazes de desenvolverem o sistema
radicular sem apresentarem sintomas de toxicidade a esse elemento. Por outro lado,
Almeida, Monteiro e Jank (2000), diz que a presenca de aluminio influiu, de forma
distinta, no crescimento radicular dos 30 genoétipos de Panicum maximum estudados
por ele, e que para a maioria dos genétipos, o comprimento das raizes foi
grandemente inibido pela presenca do aluminio, havendo comportamento
diferenciado entre eles. Pelo DMS obtido no teste de comparacdo de médias, os
cultivares MG4 e MG5 apresentaram 0s maiores comprimentos de raizes na
auséncia de Al. No nivel 1 mmolc dm® de AP’ os cultivares MG5 e Xaraés
conseguem apresentar comprimento de raiz maior que o cultivar que menos
desenvolveu raiz, que foi o Basilisk. Neste ensaio também foi observado que o
comprimento radicular é inibido mais fortemente que o comprimento de parte aérea

na presenca de A",
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Figura 2. Comprimento de parte aérea (CPA) (A) e Comprimento de raiz (CR) (B) de
plantulas de Urochloa brizantha em funcdo de diferentes niveis de aluminio. DMS
(diferengca minima significativa) obtida no teste Tukey (5% de probabilidade).
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Para massa seca de parte aérea (Figura 3A), os cultivares Basilisk,
MG4, Marandu e Xaraés apresentaram uma média inicial, no potencial zero, de
0,0138; 0,0239; 0,0211e 0,0243g respectivamente, diminuindo 0,0011; 0,0026;
0,0021 e 0,0011g a cada aumento do nivel de aluminio. Ja o cultivar MG5, mostrou
um ajuste quadratico com minima em 6,12 mmolc dm™ de A, e o cultivar Piat3,
ajuste quadratico com méaxima em 3,2 mmolc dm de AIR*. Considerando o DMS
obtido de 0,012, o cultivar MG5 apresentou a maior massa de parte aérea sem
presenca de Al. O mesmo aconteceu no nivel de 1 mmolc dm® de AlR*. Nos niveis
com maior concentragdo de Al ndo ocorreram diferengas entre os cultivares.

Quanto a massa seca de raiz (Figura 3B), o cultivar Basilisk mostrou
meédia inicial de 0,0023g, diminuindo 0,0003g a cada aumento do nivel de aluminio.
Os outros cinco cultivares, MG4, MG5, Marandu, Piatd e Xaraés, com ajustes
quadraticos, apresentaram minimas em 4,83; 6,33; 4,75; 4,5 e 7,2 mmolc dm™ de
AlR*. No experimento efetuado por Martins et al. (2011), o aumento gradativo das
concentracfes de aluminio na solucdo afetou a producdo de matéria seca da parte
aérea de B. ruziziensis, mas ndo das raizes. Nolla, Schlindwein e Anghinoni (2007),
em soja, verificaram decréscimos tanto para matéria seca da parte aérea quanto
para as raizes quando aumentadas as doses de aluminio. Neste ensaio, no entanto,
as massas de raizes foram mais afetadas que as de partes aéreas. Com 4 mmolc
dm? de AR por exemplo, os cultivares reduziram a zero a massa de raiz enquanto
ainda foram observadas massas de partes aéreas (Figuras 3A e 3B). O DMS obtido
para massa seca de raiz foi 0,0019 (Figura 3B), entdo os cultivares MG4 e MG5
apresentaram as maiores massas diferindo dos cultivares Xaraés e Basilisk na
condicdo sem AIR*. No primeiro nivel de A", apenas o cultivar MG5 manteve a

superioridade. Nos demais niveis ndo houve diferenca entre os cultivares.
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Figura 3. Massa seca de parte aérea (MSPA) (A) e Massa seca de raiz (MSR) (B)

de plantulas de Urochloa brizantha. DMS (diferenga minima significativa) obtida no teste Tukey
(5% de probabilidade).
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5.2 Estresse em Plantula (Ensaio 2)

Os valores de F obtidos na analise de variancia de todos os parametros
estudados no ensaio 2 encontram-se na Tabela 3. Como no ensaio 2 as plantulas
foram uniformizadas antes do inicio dos tratamentos e durante o periodo de estresse
(7 dias) elas s6 puderam contar com as reservas da semente, ndo houve alteracéo
de massa total significativa. Entdo, as alteracfes significativas de massa observadas
nas taxas de crescimento relativo de massa seca de parte aérea e raiz foram, na
maioria das vezes, uma em detrimento da outra.

Os parametros bioquimicos estudados foram, em maior numero,
significativos apenas em relacdo aos cultivares (Prolina, SOD e DAT). O IEM
apresentou respostas em relacdo aos cultivares e doses de AP**, no entanto nao
houve significancia da interacdo. Para MDA houve significancia para o estudo de
cultivares, para as doses de Al** e para a interacdo dos fatores.

Tabela 3. Valores de F obtidos na analise de variancia para Taxa de crescimento
relativo de comprimento de parte aérea (TCR-CPA), Taxa de crescimento relativo de
comprimento de raiz (TCR-CR), Taxa de crescimento relativo de massa seca de
parte aérea (TCR-MSPA), Taxa de crescimento relativo de massa seca de raiz
(TCR_MSR), indice de estabilidade de membrana (IEM), Prolina, Atividade de
enzima Superoxido Dismutase (SOD), Determinacéo de antioxidantes totais (DAT) e
Determinacéo do conteudo de malondialdeido (MDA) de plantulas de seis cultivares
de Urochloa brizantha em funcéo de diferentes niveis de aluminio.

FV GL TCR-CPA TCR-CR TCR-MSPA TCR-MSR [EM PROLINA SOD DAT MDA

Cultivar (A) 5 2100% 483  728%  6435% 6864 16,28 12,75 28,72 2260**
Tratamento (B) 4 47,79% 1450%  324%  828% 517%* 530" 160 144" 577%

AxB 20 531% 218  250%  870* 119® 217™ 115 163" 4,76*
Erro 90

Média 0053 0,002 0,01 0019 2432 576 0001 575 056
CV% 248 1829 6931 5101 4591 8742 6811 5694 53,08

FV fontes de variacdo. GL graus de liberdade. Média de TCR_CPA e TCR_CR em cm dia™;
TCR_MSPA e TCR_MSR em g dia™. Média de IEM em porcentagem; Prolina em ug g, SOD mg
proteina’l, DAT mM equivalentes troon.gMF'l e MDA em nmol g MF™. CV% coeficiente de variacao
em porcentagem.
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Para TCR_CPA (Figura 4A), os -cultivares Basilisk e Marandu
apresentaram um ajuste quadratico com minimas em 6,2 e 6,26 mmolc dm de A",
respectivamente. Os cultivares MG4, Piatd e Xaraés mostraram um ajuste linear com
médias no potencial zero de 0,0689; 0,0583 e 0,0498 cm dia™, e foram diminuindo
respectivamente, 0,0042; 0,004 e 0,0024 cm dia™t, a cada aumento do nivel de
aluminio. O cultivar MG5 ndo exibiu variacdo desse parametro em funcdo do
aumento nos niveis de AI** (valor de F do desdobramento n&o significativo),
indicando que nao sofreu reducdo de crescimento da parte aérea durante o periodo

I** utilizados. De acordo com o DMS de

de duracdo do estresse e dos niveis de A
0,027 calculado pelo teste Tukey (5% de probabilidade), sem Al e no nivel 1 mmolc
dm? de AIR*, o Marandu difere do cultivar que menos cresce parte aérea (Xaraés).
No nivel 4 mmolc dm= de AR*, no entanto, os cultivares MG5 e MG4 diferem do
cultivar que menos cresce parte aérea (Basilisk). No nivel 8 mmolc dm de AR,
apenas o cultivar MG5 difere do Basilisk como, respectivamente, de maior e menor
crescimento de parte aérea.

Quanto a TCR_CR (Figura 4B), apenas os cultivares MG4, MG5 e
Xaraés foram significativos, mostrando os trés respectivamente, ajuste quadratico
com minimas em 5,12; 6,16 e 6 mmolc dm de AI3*. Os cultivares Basilisk, Marandu
e Piatd ndo exibiram variagcdo de taxa de crescimento de comprimento de raiz em
funcdo do aumento das doses de Al (valores de F do desdobramento né&o
significativo). Neste caso, de acordo com o DMS de 0,0086 calculado pelo teste
Tukey (5% de probabilidade), na auséncia de Al o cultivar Xaraés foi o que mais
alongou raiz em oposicéo ou cultivar Basilisk, que foi 0 que menos apresentou taxa
de crescimento de raiz. No nivel 1 mmolc dm™ de AR*, apenas o cultivar Xaraés

manteve crescimento de raiz, diferindo dos demais.
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Figura 4. Taxa de crescimento relativo de comprimento de parte aérea (TCR_CPA)
(A) e taxa de crescimento relativo de comprimento de raiz (TCR_CR) (B) de
plantulas de Urochloa brizantha em funcéo de diferentes niveis de aluminio. DMS
(diferenga minima significativa) obtida no teste Tukey (5% de probabilidade).
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Para TCR_MSPA (Figura 5A), os cultivares Basilisk e Xaraés,
apresentaram um ajuste linear com médias iniciais de 0,0135 e 0,0144 g dia™,
decrescendo respectivamente, 0,0019 e 0,0013 g dia™ a cada aumento do nivel de
aluminio. Os cultivares MG4 e Marandu, apresentaram ajuste quadratico com
maxima de 4,1 mmolc dm3 de AL3 e minima de 55 mmolc. dm3 de Al
respectivamente. Os cultivares MG5 e Piata ndo apresentaram resposta ao aumento
da concentracdo de Al no substrato (valor de F do desdobramento néo significativo)
para essa avaliacdo). De acordo com o DMS de 0,015 calculado pelo teste Tukey
(5% de probabilidade), na dose zero, o cultivar Xaraés translocou mais massa das
reservas alimentares da semente para a parte aérea diferindo do cultivar MG5 que
menos translocou massa para a parte aérea, nos niveis 1 e 2 mmolc dm? de A" ndo
houve diferenca entre os cultivares. Na dose 4 mmolc dm? de AI*, os cultivares
Xaraés e MG4 diferem dos cultivares Basilisk e Marandi como 0s que apresentaram
maior e menor taxa de translocacdo de massa para crescimento de parte aérea na
presenca de A",

Na TCR_MSR (Figura 5B), o0s cultivares Basilisk e Xaraés,
apresentaram um ajuste linear com médias iniciais de 0,0312 e 0,0059 g dia™,
decrescendo respectivamente, 0,0045 e 0,0005 g dia™* a cada aumento do nivel de
aluminio. J4 os cultivares MG4 e Marandu, mostraram um ajuste quadratico com
minima em 3,6 mmolc. dm3 de AB" e maxima em 4,4 mmolc dm?3 de AP,
respectivamente. Os cultivares MG5 e Piata néo foram influenciados pelos niveis de
APP* estudados (valores de F do desdobramento n&o significativos). O DMS de 0,020
calculado pelo teste Tukey (5% de probabilidade) sugere que os cultivares nao
diferiram quanto a translocacdo de reservas dos tecidos da semente para o
crescimento da raiz (aumento de massa) na auséncia e na menor concentracdo de
Al. No nivel 4 mmolc dm de APR*, os cultivares Basilisk e Marandl conseguem
translocar mais massa para as raizes do que os demais cultivares estudados.
Porém, notou-se uma relacéo inversa entre a translocacdo de massa para a raiz e
para a parte aérea e diferentes estratégias dos cultivares. Enquanto Basilisk e
Marandd, na presenca de aluminio, translocaram reservas principalmente para o
crescimento de raiz comprometendo o crescimento de parte aérea, o que pode ser
interpretado como uma reacdo de tolerancia, os cultivares Xaraés e MG5

responderam de modo contrario (Figura 5A).
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Figura 5. Taxa de crescimento relativo de massa seca de parte aérea (TCR_MSPA)
(A) e Taxa de crescimento relativo de massa seca de raiz (TCR_MSR) (B) de
plantulas de Urochloa brizantha em fungcdo de diferentes niveis de aluminio. DMS
(diferenga minima significativa) obtida no teste Tukey (5% de probabilidade).
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Para o indice de estabilidade de membrana (IEM) (Figura 6), os
resultados ajustaram-se a um modelo quadratico com maxima em 3,32 mmolc dm™3
de AR', quanto ao estudo de doses, porém ndo houve interacdo entre os fatores
estudados (Tabela 3). O cultivar Basilisk, com o maior indice entre todos os
cultivares, consequentemente, estruturas mais conservadas, corrobora resultados
obtidos por Bitencourt et al. (2011), onde sugeriu-se a utilizagdo do cultivar Basilisk
como 0 mais tolerante ao aluminio e sendo também uma excelente op¢cao para
mapeamento, entre 0s genotipos testados em seu experimento. Verificou-se que
Basilisk apresentou maior IEM (Tabela 4) e um dos menores de MDA (Figura 7)
(quanto maior MDA, maior peroxidacao de lipideos) o que indica coeréncia, pois com
menor peroxidacdo de lipideos as membranas permanecem mais integras e,
portanto, mais aptas para impedir a lixiviacdo de eletrolitos, o que realmente
aconteceu.

Na determinacdo do teor de prolina ndo ocorreu significancia dos
tratamentos de niveis de A** e na interacdo entre os cultivares e tratamentos. De
acordo com a Tabela 4, o cultivar que melhor respondeu a anélise de prolina foi o
cultivar Xaraés, com 15,327 ug g™, superior a todos os outros cultivares. O cultivar
Marandu, com 0,498 ug g™, apresentou menor média de teor de prolina, porém nao
diferiu de Basilisk, MG4 e MG5. Autores como Hare e Cress (1997) relataram
acumulo de prolina quando as plantas de trigo foram submetidas ao déficit hidrico, o
acumulo de prolina nas plantas sob estresse poderia ser decorrente da regulacéo
osmatica e protecdo da integridade celular (STEWART; LEE, 1974; SHEVYAKOVA,
1984). Mas neste trabalho, pela andlise estatistica, ndo houve alteragdo no contetdo
de prolina com o aumento da concentracdo de aluminio e os cultivares diferiram
quanto ao teor de prolina, independentemente do aluminio, como uma caracteristica

constitutiva.
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Figura 6. Indice de estabilidade de membrana celular (IEM) de plantulas de
Urochloa brizantha em funcédo de diferentes niveis de aluminio.
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Para a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD - Tabela 4), o
cultivar Xaraés foi 0 que apresentou maior atividade da enzima com 0,00215 mg
proteina™. O cultivar Marandu, com 0,00043 mg proteina™, mostrou a menor média
em resposta a andlise, porém ndo diferiu dos cultivares Basilisk, MG4 e Piatd. Nao
ocorreu atividade significativa em relacdo aos diferentes niveis de aluminio, ao
contrario de Hossain (2011), onde, em sementes de trigo, 0 estresse de aluminio
aumentou significativamente a atividade da SOD em comparac¢ado com os controles.

A andlise de atividade de SOD indicou o cultivar Xaraés com a maior
atividade dessa enzima enquanto também foi observado maior contetdo de prolina,
embora néo tenha havido significancia, na analise de variancia, para a determinacéo
de SOD em relacéo aos niveis crescentes de Al. A maior atividade de SOD e o maior
conteudo de prolina desse cultivar pode, talvez, explicar uma menor tolerancia ao
aumento das concentragdes de Al no substrato. Como, nessa fase, a plantula usa as

reservas da semente, na impossibilidade de desenvolver raiz na presenca de
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aluminio, ocorre o desenvolvimento da parte aérea e a ativacdo das reacdes de

defesa.

Tabela 4. indice de estabilidade de membrana celular (IEM), Determinacdo do teor
de prolina (Prolina), Atividade de enzima Superéoxido Dismutase (SOD) e
Determinacéo de antioxidantes totais (DAT) de plantulas de Urochloa brizantha em
funcao de diferentes niveis de aluminio.

Cultivares  IEM (%)* PROLINA (ug g'l) ** SOD (mg protel’na'l)** DAT (mM equivalentes troon.gMF'l)**

Basilisk 65,87 a 2,00 bc 0,00107 bc 5430 b
MG4 1775 b 4,03 bc 0,00064 hc 11,733 a
MG5 1185 b 5,71 bc 0,00127 b 10,684 a
Marandi 20,65 b 049 ¢ 0,00043 ¢ 2,484 he
Piatd 1833 b 7,00 b 0,00054 hc 0500 c
Xaraés 1146 b 1532 a 0,00215 a 3,685 hc

'Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey com 5% de probabilidade.

O MG4 foi superior em producao de MDA (Figura 7) com o aumento da
concentracdo de Al. Os cultivares ndo diferiram na situacdo sem estresse. Os
demais cultivares néo responderam a essa determinac¢ao (ndo ocorreram ajustes de
modelos matematicos significativos). O MDA é um intermediario que indica alta
peroxidacdo de lipideos e comprometimento da membrana celular das plantulas.
Este resultado pode ser justificado em funcédo da grande sensibilidade do MG4 ao
aluminio, pois houve transferéncia de massa seca para a parte aérea em detrimento
da raiz que ficou inibida devido ao aluminio presente no substrato (Figura 5A) até 4,1

mmolc dm™ de Al3".
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Figura 7. Determinacdo do conteudo de malondialdeido (MDA) de massa fresca de
plantulas de Urochloa brizantha em funcdo de diferentes niveis de aluminio. DMS
(diferenca minima significativa) obtida no teste Tukey (5% de probabilidade).
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6 CONCLUSAO

Na fase de desenvolvimento estudada, até 14 dias apos semeadura, 0
cultivar mais tolerante ao aluminio consegue manter crescimento de raiz na
condicdo de estresse, enquanto 0 mais suscetivel reduz o crescimento radicular e
desenvolve proporcionalmente mais parte aérea, uma vez que 0 crescimento ocorre
com base na mobilizacdo de reservas dos tecidos da semente.

A metodologia utilizada no ensaio 1 indicou que a qualidade inicial de
semente interfere na avaliacdo e que os niveis crescentes de Al*® sdo danosos a
germinacao. O cultivar MG5 apresenta plantulas com maior comprimento e massa
na condicdo sem estresse e a partir da dose 1 mmolc. dm™ de AlR* apresenta maior
declinio nas determinacdes, indicando baixa tolerancia ao estresse. O cultivar
Basilisk ndo é o mais tolerante em funcdo da germinacdo, mas seu
desenvolvimento, principalmente de raiz, € menos afetado com o aumento das
doses de A",

A metodologia utilizada no ensaio 2, por ndo envolver a germinacéao e
portanto nao sofrer interferéncia desse evento, conseguiu evidenciar mais
claramente as diferengas entre os cultivares. Os cultivares, Xaraés (taxa de
crescimento relativo de massa seca de parte aérea), MG5 e MG4 (taxa de
crescimento relativo de comprimento de parte aérea), se destacam apenas na
situacdo sem estresse, com maiores desenvolvimentos no controle (0) até o nivel 1
mmolc. dm™ de AB*. O cultivar Basilisk é o mais tolerante conseguindo acumular
massa seca na raiz mesmo nas doses de AIR" mais elevadas, enquanto o cultivar
Marandu consegue fazer o mesmo até o nivel 4 mmolc. dm™ de AR'.Diante das
determinacdes bioquimicas, Prolina, SOD e DAT né&o sao indicadoras da toxidez de

AI3*, porém, IEM e MDA foram mais promissoras.
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