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Introducéo

O trigo é cultivado anualmente em grande extensao
territorial, sendo considerado um dos principais alimentos da
dieta humana, e usado, direta ou indiretamente por 35% da
populacdo mundial. Em forma de péo e de outros derivados,
o trigo constitui um dos alimentos mais importantes da cesta
bésica brasileira. Sendo que o consumo médio de trigo no
Brasil € de, aproximadamente, 58 kg/habitante ano, contra
120 kg na Argentina, apresentaram um levantamento do
consumo per capita de derivados do trigo na Regido
Metropolitana de Curitiba - Parané (Silva et al., 1996).
Devido a importancia desse cereal, estudos detalhados, nas
mais variadas areas da ciéncia, vém sendo realizados no
intuito de contribuir e auxiliar o melhorista nas diferentes
etapas dos programas de melhoramento genético.

Um dos aspectos considerados é o efeito do
aluminio (Al) solavel, constituindo um dos principais fatores
limitantes da produtividade das culturas em solos acidos,
gue constituem cerca de 40% das terras agricultaveis no
mundo (Camargo et al., 2000). No Rio Grande do Sul, o
trigo é cultivado principalmente na metade norte do Estado,
em sua quase totalidade, em solos que apresentam grande
variacdo em parametros quimicos, em funcédo do material
de origem e do sistema de cultivo. A calagem eleva o pH
do solo e insolubiliza o Al. Porém, por tratar-se de um clima
umido, a reacidificacdo do solo e 0 aumento do teor soluvel
e trocavel de Al é um processo natural. A presenca de Al



em elevado teor nessas formas quimicas no solo afeta o desenvolvimento do
sistema radicular e pode reduzir drasticamente a produgéo de graos.

A capacidade de cultivares brasileiras de trigo se desenvolverem
adequadamente em condicBes de solo acido é reconhecida mundialmente.
Trabalhos realizados por Rosa & Camargo (1991) demonstraram que as
cultivares BH 1146, IAC 5-Maringa, IAC 21 e IAC 24 séo tolerantes e Anahuac
75, cultivar originaria do México, € sensivel ao Al no solo. Inimeros outros
trabalhos foram e vém sendo conduzidos com as cultivares BH 1146 e Anahuac,
em solucdo hidropdnica contendo aluminio (Camargo & Oliveira, 1981; Camargo,
1984), bem como os relacionados com aspectos moleculares e, mais
recentemente caracteristicas genémicas associadas ao efeito do Al.

Os estudos realizados em relacdo a esta caracteristica mostram que as
raizes das plantas se tornam menores, engrossam e perdem a ramificacéo fina,
reduzindo sua capacidade de absorver agua e nutrientes (Foy & Silva, 1991)
guando na presenca deste elemento em niveis toxicos. Além do mencionado,
Delhaize et al. (1993) destacam que a injaria causada pelo aluminio,
especificamente, reduz a producdo de matéria seca, com os efeitos se fazendo
sentir de forma mais acentuada sobre o sistema radicular.

De acordo com Abichequer et al. (2003) a tolerancia ao aluminio,
classicamente é explicada por dois mecanismos, sendo o primeiro designado
como mecanismo de exclusédo, no qual o Al é impedido de alcancar seus sitios de
toxicidade na planta. O segundo, refere-se aos mecanismos internos, ou seja, de
reparo, que possibilitam a penetracdo do aluminio no interior da célula, tendo, no
entanto, sua acao fitotdxica neutralizada, conforme estudos de Cancado et al.
(1999). Outros mecanismos bioquimicos também tém sido propostos para
explicar a tolerancia.

O excesso de aluminio se relaciona também com distdrbios na divisdo
celular. Moraes-Fernandes (1982) aborda que ha alta correlacdo entre os niveis
de aluminio no solo e a elevada frequéncia de anormalidades cromossémicas na
divisédo celular e anormalidades citolégicas em micrésporos de cultivares de trigo,
principalmente naquelas com germoplasma introduzido do CIMMYT.

Dentre os mais variados métodos de analise citolégica, Boscardin (2005)
destaca as pesquisas realizadas em células metafasicas das Regifes
Organizadoras Nucleolares (NORs), bem como do volume nucleolar em espécies
distintas, visando relacionar tais organelas quanto a biogénese dos ribossomos,
controle do ciclo celular, caracterizagcdes cromossdmicas em estudos evolutivos
ou genéticos e, mais recentemente, em respostas a estresses, uma vez que 0
tamanho do nucléolo varia em funcao de sua atividade biolégica.



Material e métodos

Com o objetivo de detectar variagcdes no volume nucleolar em cultivares
de trigo na presenca de aluminio em solucao, foi realizado um experimento no
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Trigo, usando as seguintes cultivares:
BH 1146 (tolerante ao aluminio) e Anahuac (sensivel). Sementes de ambas as
cultivares foram obtidas do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Trigo. A
seguir serdo descritos 0s principais passos envolvidos na técnica:

1) Semeadura e coleta de raizes em solugdo com aluminio:

Para cada cultivar foram preparadas placas de petri contendo fina camada
de algodao e, sobre estas, papel germitest, a fim de permitir a germinacao das
sementes. As sementes foram embebidas com 80 mL de solucéo de aluminio,
sendo realizados quatro diferentes tratamentos: a) controle com agua destilada,
b) solucdo contendo 2 mg Al/L, c) solucdo contendo 4 mg Al /L; e d) solucao
contendo 20 mg Al/L.

Antes da semeadura, as sementes foram desinfectadas com solucéo de
hipoclorito de sodio a 50%, seguida de lavagem com &lcool a 70 %. As placas
com as sementes foram mantidas em germinador a 20 °C, por 5 dias, ou até que
tivesse sido emitida a raiz e esta apresentasse a regiao meristematica bem
desenvolvida.

2) Coleta de raizes e pré-tratamento:

A coleta das raizes foi realizada quando estas apresentavam
aproximadamente 2 cm de comprimento. As raizes foram cortadas e
mergulhadas em agua destilada, permanecendo a 4°C, por 24 h, no escuro.

3) Fixacdo das pontas de raizes:

A fixacao foi feita utilizando-se trés partes de alcool etilico (P.A.) para
uma parte (3:1) de &cido acético glacial (P.A.), por 24 horas em temperatura
ambiente. Apds a fixacdo do material, as raizes foram transferidas para élcool
70%, conservando as mesmas a temperatura de -20°C.

4) Preparo de laminas:

Para a analise do volume nucleolar, foram consideradas 10 células bem
individualizadas de cada cultivar, em trés repeticdes. Primeiramente, fez-se a
lavagem das raizes em agua destilada, por trés vezes, trocando-se a agua a cada
5 minutos, a fim de eliminar residuos do fixador e/ou do alcool 70%. Apoés,
realizou-se a hidrélise das raizes, imergindo as mesmas em HCI 5N, por 1 minuto,
em camara umida a 60° C. Para o preparo das laminas, foi retirado somente a
ponta das raizes, mantendo a integridade da regido meristemética. O
esmagamento do material foi realizado, colocando uma Unica gota de &cido
acético 45% sobre a lamina, quando foram realizados pequenos cortes, com



auxilio de um bisturi. Em seguida, colocou-se a laminula sobre o tecido macerado
e pressionou-se esta por meio de uma prensa especifica para confeccéo de
laminas. As laminas, foram entdo armazenadas a —20°C até o momento da
coloracgéo.

5) Separacdo lamina-laminula e coloracéo:

Separou-se a lamina da laminula mergulhando cada uma delas em
nitrogénio liquido e removendo-a com o auxilio de um bisturi. Apds esta etapa,
fez-se a coloracéo, na qual foi primeiramente usada uma gota de solucado de
gelatina e duas gotas de solucdo de AgNOs, colocando-se imediatamente a
mesma laminula, que foi retirada anteriormente, mantendo-se em camara umida
a 60°C, até que a coloracao obtivesse aspecto “fMarron-amarelado”; conforme o
método descrito por Boscardin (2005).

6) Avaliagdes:

Todas as analises foram realizadas em microscépio 6ptico, e as células
digitalizadas por meio do programa Pixel View. Como critério de selecdo, usou-se
células individualizadas e bem definidas com somente um nucléolo, ou seja,
forma mais esférica possivel. O programa computacional empregado foi o Adobe
Photo Deluxe. Todas as medidas foram convertidas em micrometros. Em todos
os casos foram realizadas medidas dos eixos perpendiculares e transversais. A
analise do volume nucleolar foi realizada de acordo com Martini & Flavel (1985)
em que o volume (V) do nucléolo é calculado pela formula [pi*4(D-+d)%/3]/64,
em que D representa didmetro maior e d representa diametro menor. Os
resultados foram analisados estatisticamente usando a ANOVA e as médias
foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e discusséao

No presente estudo todas as células, de ambas as cultivares, foram
analisadas em interfase mitética, o que propiciou a determinacdo do volume
nucleolar, bem como o numero de nucléolos por célula. De modo geral, poucas
variagcBes foram encontradas quanto ao numero de nucléolos entre as cultivares
e entre os tratamentos. O padrao obtido foi de acordo com o esperado, sendo
gue células contendo até trés nucléolos, foram as mais comumente observadas,
0 que para espécies hexaploides como o trigo (Triticum aestivum) pode-se ter, no
maximo seis nucléolos.

A capacidade de germinacao e crescimento das sementes das cultivares BH
1146 (tolerante) e Anahuac (sensivel) foi avaliada em todos os tratamentos. Os
resultados observados mostraram que nao houve diferenga significativa na
capacidade de germinacdo das sementes da cultivar BH 1146. No entanto, péde-se
observar que houve uma diminuicdo significativa na capacidade de germinacao e
crescimento das sementes da cultivar Anahuac, quando as mesmas foram tratadas



com solucdes de 2 e 4 mg de Al/L, efeito este provavelmente associado a
toxicidade do aluminio presente nas solucdes (Figura 1).

Além disso, a variacdo do volume nucleolar também foi nitida entre os
tratamentos e entre as cultivares. Comparando-se com o controle, pode-se notar
gue a germinacao ocorreu sem problema algum, bem como na analise citoldgica,
nenhum resultado foi significativo, ao contrario dos demais tratamentos.

Com relacdo a outros estudos citolégicos em gendtipos de trigo quando
submetidos a estresse com aluminio, houve a ocorréncia de instabilidade mitotica
e meidtica, altos niveis de polimorfismo dos micrésporos, mosaicismo
cromossomico, distlrbios de pareamento, aderéncias, cromossomos dicéntricos
e micronucleos nas células mitéticas (Santos Guerra & Moraes-Fernandes, 1977;
Del Duca, 1980; Bodaneze-Zanettini et al., 1993).

Diferencas genotipicas também foram observadas entre cultivares
derivadas da fonte de nanismo Norin 10, as quais apresentaram maior incidéncia
de instabilidade meidtica, responsavel, entre outros fatores, pela ocorréncia de
tipos desviantes do padréo da cultivar e pela desuniformidade varietal. As
principais anormalidades citolégicas observadas nos micrésporos de trigo,
relacionadas com a resposta diferencial dos gendtipos em solos com quatro
niveis de correcao da acidez, foram distlrbios da polaridade e de orientacdo do
fuso, producédo de pélen-p menores e com exina fina, producdo de micronucleos,
polens vazios e pélens com dois poros (Zinn et al., 1992).

Figura 1. Germinacdo das sementes da cultivar Anahuac somente em presenca
de agua.
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