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Introducao

A restricao ao crescimento radicular provocada pelo aluminio é a base de
diversos métodos de determinacao da resposta de trigo a esse cation, em hidroponia.
Métodos hidropbnicos fornecem uma caracterizacao especifica da tolerancia a toxidez
de aluminio, enquanto que métodos que envolvem solo incluem potencialmente outros
fatores ligados a acidez, tais como elevados teores de manganés e de ferro e
deficiéncia de fésforo e de molibdénio. O conjunto desses fatores é considerado como
a causa do crestamento, originalmente atribuido por Paiva (1942) para descrever as
restricoes ao desenvolvimento vegetativo e ao rendimento de trigo em solos acidos.
Além disso, as concentracoes relativas de outros elementos e a temperatura afetam a
solubilidade e severidade do aluminio (Camargo, 1984, 1985). Somando a isso as
variacdes espaciais de pH e de teor de aluminio e de outros elementos no solo,
entende-se que haja menor precisdo na capacidade de fenotipar as plantas quanto a
tolerancia ao crestamento a campo (Camargo, 1984). O cultivo hidrop6nico permite o
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controle de todas essas varidveis e possibilita estudos genéticos e caracterizacao de
germoplasma especificamente para tolerdncia a aluminio. Ainda assim, em testes de
tolerancia a aluminio em hidroponia se alcancou correlacdo em torno de 80%, com os
testes de campo de tolerancia a acidez (Baier et al., 1995), confirmando que o maior
fator responsavel pelo crestamento é o aluminio (Araujo, 1956).

Os diversos métodos hidropbnicos para tolerancia a aluminio constituem-se de
solucao nutritiva de baixa forca i6nica, pH 4, sem fésforo na presenca de aluminio e
avaliacao do efeito sobre as raizes na fase inicial de crescimento das plantas.

Ha dois tipos basicos de métodos hidropénicos utilizados para avaliacao da
tolerancia a aluminio em plantas. Um deles consiste em deixar as plantulas crescerem
em solucao nutritiva completa, inclusive com fésforo, retirando-as apds alguns dias
dessa solucao e colocando-as em solucdes exclusivas de aluminio, em doses
crescentes desse cation, por um ou dois dias, retornando, entdo, para a solucao
completa menos aluminio, em que é quantificado o recrescimento. O uso desse
método em trigo foi descrito por Camargo & Freitas (1981). Para auxiliar na
visualizacao do recrescimento, pode-se empregar tinturas indicadoras, como
“Eriochrome cyanine” 0,1% (Aniol,1983) ou Hematoxilina (2 g/L) com NalOs (0,2
g/L) (Polle et al., 1978). Outro tipo de método consiste em deixar sementes pré-
germinadas se desenvolverem em solucao nutritiva sem fésforo, por um periodo
aproximado de uma semana, comparando o crescimento das raizes na auséncia ou
presenca de aluminio. O crescimento por um periodo curto assegura menor
dependéncia de nutrientes da solucao nutritiva, que precisa ser de baixa concentracao
para possibilitar completa disponibilidade de aluminio.

Esse dltimo tipo de método é o mais freqientemente usado na Embrapa Trigo,
desde 1999. A seguir é descrito detalhadamente o protocolo usado para avaliar a
tolerancia de trigo a aluminio, conforme descrito em Baier et al. (1995), que
aperfeicoaram os métodos descritos em Moore et al. (1976) e Aniol (1991). Esse
protocolo pode ser seguido para outros cereais de inverno, alterando-se as
concentracdes de aluminio soldvel.

Metodologia para avaliacdo de tolerancia a aluminio em trigo, na Embrapa Trigo,
baseada em Baier et al. (1995).

1. Preparo de semente
1.1 Desinfeccao externa de semente

Desinfectar semente mediante imersao em solucao comercial de hipoclorito de
sédio (2%), por 3 a 5 minutos, enxaguando em seguida com seis passagens de agua
destilada.



1.2 Germinacao

Dispor as sementes sobre dois circulos de papel germiteste dentro de placa de
petri, umedecendo os papéis com agua destilada. Recobrir com outro disco de papel.
Tampar e identificar a placa e colocar a 5-7 graus Celsius até o momento de iniciar a
germinacao.

Colocar em ambiente com temperatura de 20-25 graus Celsius por 36-40 horas
para promover a germinacao (Fig.1).
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Fig 1. Sementes pré-germinadas, com tamanho adequado para colocacao na tela.

2 Preparo de solucdes
2.1 Solucao-estoque

Preparar solucdes-estoque, individualizadas, usando os seguintes reagentes p.a.
e respectivas quantidades: CaCl,.2H,0, 58,80 g/L; KNO3;, 65,70 g/L; MgCl,.6H,0,
50,80 g/L; (NH4),S04, 1,30 g/L; NH4sNO3, 3,20 g/L. Pesar cada reagente,
dissolvendo-o em copo de becker com cerca de 100 ml de agua destilada. Transferir
guantitativamente para baldo volumétrico de 1 L, com sucessivas lavagens do copo
de becker e completar a 1 L com agua destilada. Colocar cada solucao em um frasco
e armazena-lo em local sem incidéncia direta de luz.

2.2. Solucao nutritiva

Preparar solucao nutritiva com a seguinte composicao e concentracao finais:
400 pmol/L de CaCl,, 650 pmol/L de KNO3, 250 umol/L de MgCl,, 10 pmol/L de
(NH4),S04; 40 pmol/L de NH4sNO;3 (pH 4,0). Para isso, usar 1 mL da solucao estoque
de cada sal por litro de agua destilada e deionizada. Corrigir o pH para 4, usando HCI
(cerca de 0,8 mL de HCI 0,1 N/L de solucao), monitorando com pHmetro.



2.3. Solucao-estoque de aluminio

Dissolver 0,894 g de AICI; em baldao volumétrico de 100 mL usando agua
destilada. Armazenar em local sem luz direta, em frasco escuro. A concentracao da
solucao-estoque é de 1 mg de Al/mL.

3. Preparo das bandejas e transplante
3.1. Preparo das bandejas

Revestir com saco plastico novo, bandeja de aluminio, de 43 cm de
comprimento por 27,5 de largura, com 5 cm de altura, para evitar contato da solucao
com a superficie da bandeja. Colocar dentro uma estrutura formada por tela plastica
com 2 mm de malha firmada em grade de pléastico rigido, com alvéolos de 6 cm
comprimento por 3 cm de largura por 1,8 cm de altura. Usar tiras de poliestireno, nas
margens externas da estrutura telada, para promover a flutuacao dela. Colocar dois
litros da solucao nutritiva (Fig. 2).
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Fig. 2. Bandeja montada, mostrando detalhes de encaixe da grade de plastico, dos
tubos e mangueiras para aeracao e da colocacao de bdias de poliestireno.

3.2. Transplante

Transplantar oito sementes pré-germinadas com raizes menores do que 0,5 cm
de comprimento, inserindo as raizes nos orificios da tela. Tomar cuidado para nao
danificar as raizes, substituindo a semente pré-germinada por outra, em caso de
dobradura ou quebra de raiz. Colocar oito sementes de um mesmo gendtipo por
alvéolo, repetindo a operacao com o mesmo gendtipo em tantas bandejas quantas
forem as doses previstas de aluminio (Fig.3).

Colocar, da mesma maneira, sementes pré-germinadas das cultivares IAC 5 e
Anahuac 75, como testemunhas de material resistente e sensivel a aluminio,
respectivamente.
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Fig. 3. Plantas no momento de término de teste, (96 horas), mostrando a esquerda
bandeja sem Al e a direita, bandeja com 2 mg Al/L.

4. Ajustes na camara de crescimento

4.1. Ajustar a cdmara de crescimento para 23 ° Celsius, +-1°C.

4.2 Colocar as bandejas em prateleira com lampadas fluorescentes, sobre estrado
para evitar troca de calor com a prateleira (Fig.4).
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Fig. 4. Vista geral do teste, mostrando o sistema de iluminacdo e o compressor de ar
a direita.

4.3. Proporcionar aeracao na solucao nutritiva inserindo nela dois tubos de vidro,
pelas laterais da bandeja. O tubo de vidro, com 20 cm de comprimento e didmetro
interno de 3 mm conecta-se a um compressor pequeno através de tubo de silicone.



5. Aplicacao do teste

5.1. Deixar uma bandeja sem aluminio e adicionar a quantidade desejada de aluminio
por bandeja, para se ter a concentracao estabelecida para o teste. Normalmente os
testes para trigo, na Embrapa Trigo, sado realizados com as doses zero e 2 mg/L, ou
seja, zero e 4 mL da solucao estoque de aluminio por dois litros de solucao nutritiva.

5.2. Anotar a hora de aplicacao da solucao de aluminio e deixar as plantulas
crescendo, sob luz continua, por 96 horas, substituindo a solucdo a 24, 48 e 72
horas. A cada substituicdo, recolocar aluminio no tratamento correspondente.

6. Coleta de dados

6.1. Apdbs 96 horas de crescimento, retirar a solucao nutritiva e colocar as bandejas
em geladeira ou congelador até o momento da quantificacao do crescimento das
raizes (Fig. 5 e 6).
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Fig. 5. Vista de raizes de trigo, em solucdo sem aluminio, no término do teste.

. Foto: Paulo Kurtz

Fig. 6. Vista de raizes de trigo, em solucao com a 2 mg Al/L, no término do teste.



6.2. Anotar o crescimento das duas raizes maiores de cada pléantula, em mm (Fig.7).
Descartar os dados da plantula com maior soma de comprimento das raizes e da
plantula com menor soma, para diminuir a variabilidade.

Foto: Paulo Kurtz

Fig. 7. Medicao das duas raizes maiores de cada plantula de trigo.

7. Interpretacdo dos dados

A interpretacao da tolerdncia do gendtipo de cereal de inverno pode ser baseada
no quociente entre o comprimento médio das raizes em solucdao com aluminio e o
comprimento médio das raizes crescidas na solucao sem aluminio, sendo definido
como sensivel o material semelhante a testemunha sensivel e resistente o material
semelhante a testemunha resistente. Os materiais genéticos com crescimento
radicular intermediario sao considerados medianamente suscetiveis quando
apresentam indices numéricos de 26 a 50% maiores do que a média da testemunha
sensivel (Anahuac 75) e medianamente resistentes quando seus indices estao entre
51 e 75% do valor obtido pela testemunha resistente (IAC 5). Outra forma de
interpretacao é a comparacao direta entre as médias do comprimento de raizes dos
gendtipos com as testemunhas.

No caso de trigo, o uso de 1 mg de Al/L ou de 2 mg Al/L apresentaram
correlacao semelhante com os dados do indice de suscetibilidade ao crestamento,
obtidos a campo (R de -0,75 e -0,77, respectivamente (Voss & Sousa, 2001). Na
Embrapa Trigo adotou-se o uso de 2 mg de Al/L para os testes comparativos de
rotina, mas outros niveis de aluminio podem ser adotados conforme os objetivos dos
estudos (Fig. 8).
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Fig. 8. A esquerda raizes submetidas a solucdo nutritiva sem Al e a direita, raizes
submetidas a solucao nutritiva com 2 mg Al/L, por 4 dias.

8.0bservacoes

Todo material que entra em contato com a solucao e sementes deve ser lavado
com uma passagem de acido cloridrico 1%, seguido por trés passagens de agua
destilada e deionizada, para limpeza de cations potencialmente remanescentes na
limpeza com detergentes.

Um video mostrando essa metodologia foi desenvolvido na Embrapa Trigo, para
disponibilizar a técnica para interessados (Avaliacao, 2003).

9. Resultados

Alguns resultados obtidos utilizando essa metodologia para fenotipagem para
tolerancia a aluminio em genétipos de trigo, para o programa de melhoramento
genético, sdo comentados a seguir. Testes iniciais de Voss et al. (1999), compararam
diversos gendétipos em doses de O, 1, 4 e 8 mg Al/L, mostrando correspondéncia
entre resultados de tolerancia a toxidez de aluminio em hidroponia com os resultados
de crestamento, em campo. Com essa metodologia, outro grupo de cultivares foi
avaliado nas doses de1, 2 e 3 mg Al/L, mostrando comportamento diferenciado das
cultivares Jacui, Trintecinco e Toropi com relacao a cultivar BH 1146 (Tabela1). Essas
cultivares apresentaram maior desenvolvimento de raizes em dose de 3 mg/L do que
BH 1146, mantendo cerca de 80% do valor obtido na dose 1 mg/L enquanto para BH
1146 a reducao foi de 50% (Tabela 1). Esse elevado percentual de reducéo relativa
entre 3 e 1 mg Al/L foi encontrado também em Anahuac, BR 18 e CEP 24. As razdes
dessa diferenca entre BH 1146 e Toropi foram pesquisadas em estudos posteriores
(Carvalho et al. 2002, Boff et al. 2005), confirmando que o principal gene que atua na
tolerancia a aluminio em Toropi ndao é o mesmo de BH 1146. Tal como para BH 1146,
o gene de tolerancia a Al de Toropi encontra-se no cromossoma 4 D, mas esta
localizado no braco menor, enquanto que o gene principal de tolerancia a Al de BH
1146 esta localizado no braco maior do cromossoma (Riede & Anderson, 1996).

Outros estudos usando esta técnica foram desenvolvidos visando comparar a
tolerancia de duplo-hapléides produzidos na Embrapa Trigo (Langaro et al., 2003) e



para caracterizar fenotipicamente os diversos acessos da cultivar de trigo Frontana
quanto a tolerancia a aluminio. Embora originalmente Frontana fosse conhecido como
resistente ao crestamento, observou-se, em teste hidrop6nico, variacao na resposta
ao Al soluvel conforme a origem do acesso, muitos dos quais recebidos de 6rgaos de
pesquisa de outros paises (Rocha et al., 2003). Essa técnica foi também usada para
eliminar, ja na geracao F2, material genético sensivel a aluminio, proveniente de
cruzamentos que incluiam algum genitor com esse tipo de reacao, como Anahuac 75,
Buck Pronto e Jupateco 73. Essa selecao é expedita, pois os materiais sensiveis
praticamente nao desenvolvem raizes, nao havendo necessidade de medicoes. As
plantulas tolerantes sao retiradas da solucao e imediatamente transplantadas para
avanco de geracao.

Tabela 1. Comprimento médio e relativo de raizes de trigo crescidas em solucao
nutritiva com trés doses de Al. Embrapa Trigo, Passo Fundo. 1999.

Gendtipo Comprimento médio e relativo de raizes’
1 mg Al/L 2 mg Al/L 3 mg Al/L
cm cm 2/12 cm 3/13

Anahuac 75 1,34 0,75 0,56 0,64 0,48
BH 1146 5,67 3,71 0,67 2,94 0,53
BR 18 4,69 3,24 0,69 2,38 0,51
BR 49 5,30 3,38 0,64 2,06 0,40
CEP 24 4,34 3,18 0,73 2,24 0,52
Embrapa 120 3,44 1,50 0,44 1,66 0,48
IAC 24 4,72 2,57 0,54 2,18 0,46
Jacui 4,70 4,62 0,98 3,96 0,84
Klein Orion 4,14 1,85 0,45 1,51 0,36
Toropi 5,35 4,55 0,85 4,36 0,81
Trintecinco 4,35 4,60 1,06 3,50 0,80

(1) Média de duas raizes/planta de seis plantas.
(2) 2/1 Razéao entre média de raizes em 2 mg Al/L e 1 mg Al/L.
(3) 3/1 Razao entre média de raizes em 3 mg Al/L e 1 mg Al/L.

Consideracdées finais

O método hidropoénico descrito acima tem sido util em estudos detalhados para
estudos genéticos e de biotecnologia, fornecendo dados quantitativos para tolerancia
de trigo ao aluminio soluvel. No entanto, uma alternativa para separar os gendtipos de
trigo em categorias conforme sua resposta a aluminio de forma mais expedita e
menos dependente do vigor das sementes, é desejavel. Variacoes no vigor das
sementes sao comuns, principalmente quando originadas de safras e de locais
diferentes. Essa variabilidade é uma fonte de erro experimental, dificultando a
repetibilidade dos indices numéricos. A Embrapa Trigo esta desenvolvendo
procedimentos que permitam uma discriminacao visual das categorias de tolerancia a



aluminio, conforme classificacao de Sousa (1999) e simplificando alguns passos na
execucao dos testes.
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