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RESUMO

Dal’Maso, Vanessa. Eficiéncia nutricional de fosforo, em estadios fenoldgico de aveia-
branca. [118] f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2020.

Mecanismos de adaptacdo das plantas a baixa disponibilidade de fosforo (P) tém relagcdo com a
eficiéncia nutricional de algumas culturas agricolas. No entanto, ainda ndo se sabe como isso
varia no ciclo fenol6gico e quais sdo 0s mecanismos importantes para a eficiéncia nutricional
desse nutriente em aveia-branca. Com esse estudo, objetivou-se verificar quais sdo 0s
mecanismos que influenciam a eficiéncia nutricional de fésforo (ENP) e como isso varia entre
alguns estadios do ciclo fenoldgico dessa cultura. O experimento foi realizado a campo, em um
Latossolo Vermelho distr6fico himico, em Passo Fundo, RS, em 2018. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso. As cultivares de aveia-branca foram a URS Taura e a
UPFPS Farroupilha. As amostras de solo e plantas utilizadas para avaliar os mecanismos e a
ENP foram obtidas de parcelas com disponibilidades de P baixa, média e alta. Os mecanismos
(colonizagdo micorrizica, fosfatase acida, morfologia de raiz) e os tipos de eficiéncias
nutricionais (enraizamento, aquisi¢do, translocacdo e uso) foram avaliados no perfilhamento e
na antese. As eficiéncias nutricionais também foram avaliadas na maturacéo fisiol6gica. No
perfilhamento, 0 mecanismo que esta associado a eficiéncia de aquisi¢do foi a morfologia de
raiz (&rea superficial especifica, volume e nimero de pontas das raizes), além da fosfatase acida.
Na antese, a eficiéncia de enraizamento, também estd associada aos mesmos atributos
morfoldgicos de raiz (exceto o nUimero de pontas das raizes). A colonizacdo de fungos
micorrizicos nativos ndo esta associada as eficiéncias avaliadas, independente do estadio
fenoldgico. A expressdo génica dos transportadores de P ainda deve ser confirmada, com novos

primers e condicdes de teste.

Palavras-chave: 1. Eficiéncia de uso de fdsforo. 2. Morfologia de raiz. 3. Fosfatase acida.
4. Micorrizas. 5. Transportador de fosforo. 6. Avena sativa.



ABSTRACT

Dal’Maso, Vanessa. Phosphorus nutritional efficiency in white oat phenological
stadiums. [118] f. Dissertation (Masters in Agronomy) — University of Passo Fundo,
Passo Fundo, 2020.

Mechanisms of plant adaptation to low availability of phosphorus (P) are related to the
nutritional efficiency of some agricultural crops. However, it is not yet known how this varies in
the phenological cycle and what are the important mechanisms for the nutritional efficiency of
this nutrient in white oats. This study aimed to verify what are the mechanisms that influence
the nutritional efficiency of phosphorus (NEP) and how it varies between some stages of the
phenological cycle of this culture. The experiment was carried out in the field, in a humic
dystrophic Red Latosol, in Passo Fundo, RS, in 2018. The experimental design was in
randomized blocks. The white oat cultivars were URS Taura and UPFPS Farroupilha. The soil
and plant samples used to evaluate the mechanisms and NEP were obtained from plots with low,
medium, and high P availability. The mechanisms (mycorrhizal colonization, acid phosphatase,
root morphology) and the types of nutritional efficiencies (rooting, acquisition, translocation,
and use) were evaluated in tillering and anthesis. Nutritional efficiencies were also evaluated in
physiological maturation. In tillering, the mechanism that is associated with acquisition
efficiency was the root morphology (specific surface area, volume, and the number of root tips)
beyond to acid phosphatase. In the anthesis, rooting efficiency is also associated with the same
root morphological attributes (except the number of root tips). At this stage, although NEP is
higher to tillering and physiological maturation. The colonization of native mycorrhizal fungi is
not associated with any type of efficiencies, regardless of the assessed stage. The gene
expression of P transporters is not conclusive, new primers and conditions will need to be
tested.

Keywords: 1. Phosphorus use efficiency. 2. Root morphology. 3. Acid phosphatase.
4. Mycorrhiza. 5. Phosphorus transporter. 6. Avena sativa.
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1 INTRODUCAO

A baixa disponibilidade de fosforo (P) do solo pode limitar a producdo agricola,
em cerca de 40% dos solos mundiais, e tem sido corrigida com a aplicacdo de
fertilizantes fosfaticos (VANCE, 2001). Contudo, em solos &cidos e ricos em Oxidos de
ferro e aluminio, a eficiéncia dessa pratica é limitada, pois parte do P aplicado €
transformado em formas nédo disponiveis as plantas (AKHTAR; OKI; ADACHI, 2008).

Esse aspecto, juntamente com o aumento da producdo agricola, em paises de
clima tropical, aumentou em 6,9% a utilizacdo desses fertilizantes, entre 2013 a 2016
(FAO, 2019). Embora os fertilizantes fosfaticos sejam importantes para a corre¢éo da
disponibilidade do P do solo, 0 aumento crescente do consumo desse produto preocupa,
pois, as reservas naturais utilizadas para a extracdo da matéria-prima necessaria para a
producdo dos fertilizantes fosfaticos sdo finitas, com disponibilidade critica para atender
a demanda futura (WITHERS et al., 2018). Nesse sentido, estudos cientificos, que
identifiquem estratégias para a melhor utilizacdo desse nutriente sdo cada vez mais

importantes.

Entre algumas das estratégias, que estdo em estudos, para melhorar o uso de P do
solo, ou da eficiéncia da adubacéo fosfatica, constam a correcéo da acidez do solo, 0 uso
de microrganismos solubilizadores de fosfatos, fungos micorrizicos e plantas com
maior eficiéncia de uso de P (LANA, 2009; SHARMA et al., 2013; WANG; SHEN;
LIAO, 2010; WANG; ZHAO; BUCKING, 2016). Os teores criticos de P, em solos
manejados com plantio direto, podem ser maiores, quando sdo cultivados com o0s cereais
de inverno, em relacdo a outras espécies cultivadas (VIEIRA et al., 2015). Dentre esses,
inclui-se a aveia, que ocupa o sétimo lugar em area de cultivo mundial e representou
1,4% e 0,87% da area cultivada e da producdo de cereais no mundo, em 2017 (FAO,
2017).

Vanessa Dal’Maso 13



A eficiéncia nutricional das plantas estd relacionada com a capacidade de
adquirir nutrientes do meio de crescimento, incorpora-los e utilizad-los em determinado
produto, como massa da parte aérea ou de grdo (FAGERIA, 1998). Ha esforcos para
compreender a eficiéncia de aquisicdo e utilizagdo de nutrientes, em solos com baixa
fertilidade natural, o que contribui para melhorar a eficiéncia do uso de fertilizantes, de
maneira sustentavel (BEEBE et al., 2012). O uso de plantas eficientes, isto é, aquelas
com maior producdo vegetal, por unidade de P absorvido do solo, e que, assim,
produzem mais, em relacdo a cultivares pouco eficientes, em solos com baixa
disponibilidade de P, é um das alternativas mais promissoras e sustentavel para
contornar a problematica desse nutriente, em solos agricolas. Cultivares com maior
eficiéncia nutricional em relacdo ao P (ENP) produzem mais massa seca da parte aérea,
por unidade de P absorvido do solo, incluindo a massa de grdo (JEFFERY et al., 2017;
LAMBERS; MARTINOIA; RENTON, 2015).

A eficiéncia de uso de P (EUP) dessas cultivares é maior, pois elas contam com
determinados mecanismos, que favorecem essa eficiéncia. Entre outros, esses
mecanismos estdo relacionados como caracteristicas morfologicas e a arquitetura das
raizes, a producdo de exsudatos radiculares, e/ou de enzimas, como as fosfatases; a
maior expressao de genes transportadores de P inorgéanico (Pi) para dentro das células; a
maior associacdo com espécies bacterianas e flngicas, que aumentam a solubilizacdo e
a aquisicdo de varias formas de P (WANG; SHEN; LIAO, 2010).

A colonizagéo de fungos micorrizicos arbusculares aumenta a area de superficie
de absorcdo potencial de uma raiz e o volume de solo explorado por esse 6rgdo da
planta; consequentemente, é importante para aquisi¢cdo de nutrientes (HILL et al., 2010).
Além disso, as plantas com maior eficiéncia de aquisicdo de P (EAP) podem alterar a
arquitetura das raizes, em resposta as condi¢coes de déficit desse nutriente no solo (NIU
et al., 2013). Assim, genotipos de plantas colonizados com fungos micorrizicos tém
maior acimulo de P e produzem maior biomassa vegetal (WANG; ZHAO; BUCKING,
2016).

Vanessa Dal’Maso 14



A variabilidade genética é muito importante para a biotecnologia, pois com ela
pode-se selecionar e produzir plantas com genes responsivos a muitos funcionamentos e
agregar genes de outras espécies na cultura desejada. A maioria das adaptacOes
associadas a maior eficiéncia de P sdo o resultado da inducdo ou supressdo de
determinados genes (AZIZ et al., 2013). Proteinas Transportadoras de P (PHT —
Phosphate Transporter) foram identificadas em raizes, e em 0rgdos vegetativos e
reprodutivos (Arabidopsis e batata), indicando que ndo facilitam somente na captacao
de P da rizosfera, mas também sdo responsaveis pela (re) mobilizacdo de Pi dentro das
células e planta (GUO et al., 2008; NAGARAJAN et al., 2011; RAUSCH et al., 2004;).

Em genétipos de trigo genes transportadores de P como o TaPHT 2;1 foi
expresso 14 vezes mais em hastes de genotipo com maior EUP, sob privacdo desse
nutriente; e os niveis de expressdo génica de TaPHT 1;2 foram expressos
constantemente, em raizes finas desse genétipo (AZIZ et al., 2014). Nesse mesmo
trabalho, foi observada variagdo da expresséo de diferentes genes, em fungéo das partes
da planta, da nutricdo de P e do estddio de desenvolvimento. Os transportadores de
fosfato (PHTS), que sdo divididos em quatro familias (GUO et al., 2008), a maior parte
da familia 1 (PHT1) estdo localizados na membrana plasméatica (NUSSAUME et al.,
2011).

Em Arabidopsis, membros do PHT1 apresentam forte expressdo em raizes, sao
responsaveis pela absorcdo de P do solo, distribuicdo e remobilizacdo dentro da planta
(NUSSAUME et al., 2011; BAKER et al., 2015). Em aveia, ainda ndo ha relatos de

estudos que investigaram ou catalogaram esses genes.

O aumento da atividade enzimatica da fosfatase acida no solo disponibiliza P
para as plantas, pois essa enzima cataliza a hidrolise de ésteres e de anidridos do acido
fosforico (TABATABAI, 1994). Essas enzimas sdo produzidas por bactérias, fungos e
raizes de plantas, e transformam formas complexas, e as vezes indisponiveis, de P
organico em fosfato disponivel. A producdo de fosfatase depende de vérios fatores,

como a demanda de P das plantas, a atividade microbiana, os substratos organicos com
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P, e a disponibilidade desse nutriente no solo. A rizosfera é diretamente influenciada por
secrecOes de fosfatases (MARGALEF et al., 2017).

Em solos intemperizados, a atividade dessa enzima é importante na ciclagem de
P e indica a capacidade dos ecossistemas em neutralizar a limitagdo desse nutriente
(TURNER et al.,, 2013). A atividade enzimatica do solo é importante para a
mineralizacdo do P organico do solo, como constatado com cultivar de trigo com maior
EUP (XIN-BIN et al.,, 2012) e, mais especificamente, com a maior atividade da
fosfatase &cida, em solo rizosférico dessa cultura (DENG et al., 2018). Trabalho com
cevada silvestre demonstrou que ha relacdo entre a EAP e a EUP, com a atividade dessa

enzima, em solo rizosférico (YE et al., 2018).

Além desses mecanismos de adaptacdo a solos com baixa disponibilidade de P, a
morfologia de raiz também é um atributo muito importante para a eficiéncia nutricional
a esse nutriente. A arquitetura do sistema radicial esta associada poisitivamente com a
EAP, tanto de nutrientes minerais, como da agua do solo. Alguns dos atributos de raiz
estudados para verificar efeitos da sua arquitetura sdo: o comprimento de raiz, a area
superficial especifica, o volume radicial, o didmetro e o nimero de pontas de raizes. Em
dois gendtipos trigo, a area superficial especifica, 0 comprimento e volume de raiz
foram associadas positivamente com as eficiéncias de aquisi¢cdo, de enraizamento, de
translocacdo e de uso de P, em solos com baixa e adequada disponibilidade desse
nutriente; e contribuiram para maior produtividade (NGUYEN; STANGOULIS, 2019).

Embora o conhecimento da interacdo simultdnea dos mecanismos associados a
ENP possa contribuir para o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas a solos com
menor disponibilidade de P e, ou com melhor uso desse nutriente quando aplicado com
fertilizante fosfaticos, ndo ha relato na literatura de trabalhos que investiguem varios
mecanismos em um mesmo estudo, e ndo se conhece como a associacdo desses
mecanismos com as eficiéncias variam com os estadios do ciclo fenoldgico; em especial

da cultura da aveia-branca (Avena sativa L.).
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A hipdtese assumida neste trabalho € que os mecanismos de adaptacdo a

disponibilidade de P influenciam nas eficiéncias nutricionais desse nutriente, em

cultivares de aveia-branca, e isso varia com o estadio do ciclo fenoldgico da cultura.

O objetivo principal deste estudo foi verificar quais sdo 0s mecanismos que

influenciam a eficiéncia nutricional de fésforo, em estadios do ciclo fenolégico da

aveia-branca. Os objetivos especificos constam a seguir, e foram obtidos utilizando as

cultivares Farroupilha e Taura, de aveia-branca, avaliadas no perfilhamento e na antese,

e alguns dele também na maturacdo fisiolégica, em solo com variacdo da

disponibilidade de P (baixa, alta e muito alta).

Os objetivos especificos foram os seguintes:

avaliar a atividade de fosfatase acida, em solo rizosférico;

avaliar a colonizagdo micorrizica de fungos arbusculares nativos, do solo do

experimento, em raizes das plantas;

avaliar a morfologia de raiz: &rea superficial especifica, volume, nimero de

pontas e diametro;

validar os pares de iniciadores (primers), selecionados, dos genes
responsaveis pelo transporte de P e verificar a expressdo relativa desses

genes em raizes e parte aérea;

avaliar a producdo de matéria seca de raiz e o teor e quantidade de raiz, da
parte aérea (folhas e colmo) e de grdo (essas duas ultimas foram também

avaliadas na maturacao fisioldgica);

avaliar as eficiéncias de aquisicdo, enraizamento, translocacéo e uso de P;

Vanessa Dal’Maso 17



— identificar a contribuicdo dos mecanismos estudados (morfologia de raizes,
atividade de fosfatase acida, colonizacdo micorrizica e expressdo génica do
transportador de P), para as eficiéncias de enraizamento, aquisicéo,

translocacdo e de uso de P; e como esses mecanismos variam com 0S

estadios do ciclo fenoldgico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fosforo

2.1.1 Fésforo dosolo

Existem dois grupos gerais de P no solo, os compostos de P inorgénico (Pi) e
organicos, dependendo da natureza do composto a que o P esta ligado. O P dos minerais
primarios e o adsorvido, fazem parte do grupo do Pi. Esse nutriente quando adsorvido
pode ligar-se de trés formas a superficie dos minerais: ligagdes monodentadas,
bidentadas e binucleadas, e a energia de ligacdo ocorre de forma crescente nesses
compostos, enquanto que a possibilidade de dessor¢do do fosfato aumenta na ordem
inversa (PARFITT, 1989; SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

Em solos de regides tropicais e subtropicais, intemperizados, essas ligacfes com
0 passar do tempo tornam-se mais estaveis, de dificil liberacdo dos fosfatos. Os
principais responsaveis por esse fendmeno ocorrer sdo os Oxidos de ferro pouco
cristalizados, a quantidade de aluminio substituindo ferro e, em menores quantidades, 0s
oxidos bem-cristalizados e a caulinita (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

Devido a adsor¢éo dos fosfatos os solos tem menor disponibilidade de P.

O teor de P no solo é de cerca de 0,05% (p/p), porém apenas 0,1% desse esta na
forma disponivel para plantas (ZHU et al., 2011). A aplicacdo de fertilizantes fosfatados
é a ferramenta mais utilizada no combate da deficiéncia de P nos solos. A adicdo de
fertilizantes inorganicos em excesso, para superar o efeito de deficiéncia desse nutriente
pode levar a problemas ambientais, como a contaminacdo do lencol freatico e a

eutrofizacdo da 4gua (KANG et al., 2011). H& um interesse nesse sentido de conhecer
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manejos para otimizar a eficiéncia da fertilizacdo do fosforo, aumentar a produtividade

das culturas e reduzir a poluicdo ambiental causada pela perda de fosforo do solo.

A troca entre o solo e a planta de nutrientes ocorre na rizosfera, regido onde os
solos e as raizes entram em contato, considerada muito influenciada pelas raizes de
plantas, e com alta atividade microbiana. Essa regido do solo também ¢ farta
diversidade microbiana, e em grande parte se deve a substancias originarias dos
metabolismos das plantas. Bactérias, fungos e as plantas, vivem em um processo
constante de simbiose (BERG; SMALLA, 2009; EMBRAPA, 2012).

O microbiota da rizosfera tem um forte efeito na satde das plantas, facilitando a
aquisicdo de nutrientes e proporcionando as plantas a tolerar estresses abidticos. Essa
ainda esta associada a um determinado gendtipo da planta que ird reagir de formas
diferentes a fatores externos, como o estresse ao déficit de P no solo. Para isso, além do
genotipo, outros mecanismos podem responder a esse fator, como por exemplo: a
morfologia de raizes, exsudacdo de acidos organicos, atividade da fosfatase, interaces
com microorganismos (MIYASAKA; HABTE, 2001).

2.1.2 Fésforo para as plantas

Essencial para o metabolismo das plantas, o P exerce importante funcdo no
transporte de energia da célula, na respiracdo e na fotossintese. Os obstaculos de
absorcdo de Pi no inicio do ciclo vegetativo podem afetar o crescimento da planta que
ndo consegue se recuperar nos demais ciclos, mesmo que a mesma seja suprida com Pi a
niveis adequados. O fornecimento apropriado de Pi €, pois, fundamental em todos os
ciclos de crescimento da planta (GUO et al., 2008).

E na forma inorganica que a maior parte do P se encontra os tecidos das plantas
superiores. O P inorganico concentrado varia de acordo com a disponibilidade externa,
em contrapartida as concentracdes de P organico ativo metabolicamente sdo mais

estaveis. Se o fornecimento de P for apropriado, a maior parte da reserva de P
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inorgénico se conserva nao metabolico e é armazenado no vacuolo como ortofosfato
(KAVKA,; POLLE, 2016; VERSAW; HARRISON, 2002).

2.1.3 Reservas de fosforo

Nutrientes como P, nitrogénio e potassio sd0 necessarios para o crescimento e
producdo das plantas. O nitrogénio pode ser obtido por meio de fixacdo bioldgica ou
processos industriais, mas o P é obtido em grande parte da mineracdo, ou em menor
quantidade por ciclagem (STEWART; HAMMOND; KAUWENBERGH, 2005).

A prética agricola consome 90% de todo P extraido, e 0 consumo mundial desse
nutritens estd aumentando (PANTANO et al., 2016). Em 2017, foram utilizadas 45,45
milhdes de toneladas, aplicadas para uso agricola (FAO, 2019). Estima-se que, em
meados de 2050, a demanda mundial de P duplique, alguns estudos apontam que podera
ocorrer um pico na producdo de fertilizantes fosfatados nos préximos 30 anos
(CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009). Apenas quatro paises — Marrocos, China,
Africa do Sul e Jordania — controlam 80% das reservas de fosfato utilizavel do mundo.
O tesouro féssil do Marrocos responde por cerca de 37% das reservas mundiais
(SCHMUNDT, 2010).

A maior procura e a oferta limitada causaram um aumento no custo do fosfato de
rocha. Em 1961, a tonelada custava cerca de 80 dodlares, aumentando para até 450
dolares, em 2008, o preco deste insumo, desde entdo, tém flutuado, mas estd em cerca
de 700 ddlares a tonelada, segundo relatério de 2015 do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA) (GOMES, 2016).

A FAO - 6rgdo das NacGes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdo, em
fevereiro de 2011, alertou que oitenta paises se encontravam em situacdo de inseguranca
alimentar. Essa situacdo pode se agravar, € muito, com a escassez das reservas de P,
quando havera consideravel reducdo na produtividade agricola, em decorréncia da falta

desse nutriente, principalmente em lavouras de solos tropicais, que tem baixas
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concentracbes de P disponivel e no decorrer dos ciclos de culturas pode acabar se
esgotando (FIXEN, 2009; STEWART, HAMMOND, KAUWENBERGH, 2005).

Surge entdo uma equacao nada facil de resolver, em que se percebe um cenario
global que projeta uma crise de oferta de P, e consequentemente de alimentos, em um
futuro ndo muito distante, podendo culminar em conflitos entre nagdes pelo dominio das

Gltimas reservas ou por solos com capacidade produtiva de alimentos (GOMES, 2016).

2.1.4 Eficiéncia nutricional do fésforo

A distingdo de genotipos cultivados quando a eficiéncia nutricional do P €
indispensdvel (BALMFORD; GREEN; SCHARLEMANN, 2005). A eficiéncia
nutricional do gendtipo é definida como a capacidade de adquirir nutrientes de um meio
de crescimento e incorporar ou utiliza-los na producao de parte aérea ou grao (BLAIR,
1993). A eficiéncia nutricional de P (ENP) est4 associada a capacidade que a planta tem
em adquirir o P do meio de crescimento e utilizar na producdo de matéria seca da parte

aérea.

A eficiéncia nutricional € estimada com um conjunto de indices simples,
frequentemente utilizados para avaliar a eficiéncia da cultivar e do fertilizante aplicado.
Os principais indices utilizados para avaliar a ENP sdo: a eficiéncia de aquisi¢do e de
uso. A eficiéncia de aquisicdo é influenciada por aspectos morfolégicos do sistema
radicial (eficiéncia de enraizamento) e parametros cinéticos de absorcao (eficiéncia de
absorcdo). A eficiéncia de uso depende de translocacao (eficiéncia de translocagédo) e da
conversdao em biomassa (eficiéncia de uso do nutriente) (LAMBERS et al., 2016;
TRINDADE; ARAUJO, 2014; WANG; SHEN:; LIAO, 2010).

A aquisicdo do P do solo esta ligada com o potencial da planta em disponibilizar
maior quantidade do nutriente na solucdo do solo, seguido pela capacidade de
suprimento e a absorcdo pela raiz, realizado pela expressdo de genes que ativam o
transporte de P na membrana. A utilizacdo do P pela parte aérea € definida como a
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capacidade que a planta tem em transportar o nutriente absorvido nas raizes para a parte
aérea, e producdo de matéria seca (WHITE; HAMMOND, 2008)

A aquisicdo e utilizacdo de nutrientes deficientes no solo sdo calculados com
base nas diferencas de rendimento das culturas, ou na absor¢do de nutrientes entre as
parcelas adubadas e um controle ndo fertilizado (WHITE; HAMMOND, 2008).
Cultivares com maior eficiéncia nutricional de P produzem mais MS da parte aérea
(colmo, folha e grdo) por unidade de P absorvido do solo, incluindo grdo e perfilhos
(FAGERIA; BALIGAR, 1997).

Se os suprimentos de P do solo e das reservas da semente forem inadequados
para manter um rendimento étimo de producdo da cultura, as aplicacdes de fertilizantes
fosfatados podem fornecer este nutriente a planta. E importante que as aplicacdes de P
sejam manejadas de forma a assegurar o suprimento inicial do nutriente as plantas desde
a fase inicial da cultura. A absorcdo relativa de P proveniente do solo e do fertilizante
pode diferir dependendo do tipo e do estdgio de desenvolvimento da planta (GONDIM
etal., 2014).

Determinadas plantas respondem a deficiéncia de P aprimorando sua capacidade
em aglomerar a substancia. Aquelas plantas que passaram por estresse de P
proporcionam apresentam importante acrescimo na absor¢do quando em contato com o
nutriente, assim sendo, a concentragdo de P nos tecidos é maior que as plantas que
tiveram deficiéncia em P. A deficiéncia em P, pode levar as plantas a perderem a
habilidade de regular a absorcdo do nutriente, podendo leva-las a uma absorcdo
indiscriminada quando for regularizado o fornecimento do nutriente (NUSSAUME et
al., 2011).

Quando as plantas recebem os niveis desejaveis de P, ndo acontece nem o
estresse, nem a deficiéncia. Uma alta relacdo entre P inorganico e P orgéanico na planta
parece sinalizar ao sistema de transporte para aumentar a taxa de influxo. O
restabelecimento de um suprimento externo de P inorganico parece ser regulado pela

concentracdo de P inorgénico na planta, que pode ajudar a protegé-la contra a toxicidade
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de P (GUO et al., 2008, KAVKA; POLLE, 2016). Outro fator que pode influenciar a
absorcdo de P pela planta nos estagios iniciais do crescimento, é a temperatura, isso se
deve a difusdo mais lenta e a menor solubilidade do P no solo, esta dltima é o efeito
mais simples da temperatura do solo, pois € menor em baixas temperaturas (GUO et al.,
2008; VERSAW; HARRISON, 2002).

2.2  Aveia-Branca

A aveia-branca é utilizada tanto na alimentagdo humana quanto de animais,
gerando uma crescente demanda pela cultura. O cultivo de aveia-branca tornou-se uma
das principais culturas de inverno no sul do pais, visto que pode ser usada como rotacéo
com o trigo, pois é excelente para a cobertura do solo, producdo de grdos e como
controladora de doencas do trigo, juntamente com outras leguminosas (SANTOS;
LHAMBY, 2001).

Encontra-se com o sétimo lugar em area de cultivo e em producdo no mundo e
representou 1,8% da area cultivada e 1,2% da producdo mundial de cereais, entre 2002-
2016 (FAO, 2017). Na Europa o cultivo de aveia corresponde a 58,8%, e a América
26,3 %, destacando os paises com maior producédo a Russia, Canada, Austrélia; o Brasil
estd em décimo lugar na producdo de aveia (FAO, 2019). No Brasil, a regido sul é a que
mais produz, seguida do Mato Grosso do Sul e S&o Paulo (FLOSS, 2011).

No Rio Grande do Sul, a aveia-branca, dentre as culturas de inverno, foi a que
teve 0 maior aumento de area cultivada, passando de 118,4 mil hectares para 218,3 mil
hectares. Somadas as areas plantadas com aveia nos estados da regido Sul, essa cultura
cresceu de 189,5 para um total de 289,1 mil hectares (FLEMING, 2016).

A aveia-branca € um cereal que pode ser utilizado de varias maneiras:
alimentacdo humana e matéria-prima para a industria, formacao de pastagens de inverno
para pastejo direto e/ou elaboracdo de feno e de silagem, cobertura de solo e adubacéo
verde com vistas a implantacdo das culturas de verdo, em sucessdo (MORI, 2012). Essa

cultura melhora as condi¢des do solo quando incorporada, e pode ser usada apos a
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colheita de outros cultivos, pois mantém o solo protegido para o plantio direto (KOPP et
al., 2009). Grande parte da area cultivada no Brasil é como espécie produtora de grao e
palha para a cobertura do solo, beneficiando as culturas de verdo (CECCON; GRASSI
FILHO; BICUDO, 2004).

Devido a recente classificacdo como alimento funcional, essa cultura necessita
de constantes pesquisas de producgéo e qualidade industrial para cada cultivar langada,
para avaliar, entre outros fatores, a qualidade industrial e rendimento de grdo, em
diferentes ambientes de cultivo (FONTANELI, 2012).

Cultivares de aveia-branca, proveniente de distintos programas de
melhoramento, podem apresentar variagdes no desempenho agronémico. H4 um grande
esforco dos melhoristas em adequar novas constituicdes genéticas a diferentes interesses
e sistemas de cultivo, tendo por base a escolha de genitores-elite para compor 0s
cruzamentos artificiais para possibilitar ganhos na produtividade e qualidade dos graos
mais rapidamente (HARTWIG et al., 2007). A aveia-branca é um cereal que esta
expandindo-se fortemente no cenario agricola sul-brasileiro, como importante cereal de
inverno, devido a sua adaptabilidade, sendo empregada na alimentacdo humana, bem
como animal (FINATTO et al., 2008).

Também ha busca por estratégias que aumentem o rendimento da cultura e um
maior conhecimento das caracteristicas fisioldgicas de crescimento e desenvolvimento
relacionadas com o rendimento. A formacdo do rendimento € dependente de varios
fatores. O rendimento de grdo é igual a taxa de crescimento multiplicada pela duracéo
do periodo do crescimento e pelo indice de colheita (FLOSS et al., 2007). Porém, se
enfatiza a necessidade de buscar novas cultivares adaptadas aos diferentes ambientes
presentes nas diferentes regides de cultivo, como tipos de solo e resisténcia a moléstias,
agregando producéo e qualidade de grdos (WOHLENBERG et al., 2013).

A demanda por adubacdo fosfatica para essa cultura, como para as demais, ira
depender primeiramente da disponibilidade de P no solo, se é o primeiro ou segundo

cultivo apds a correcdo e também o rendimento esperado. De acordo com a pesquisa
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estadual (CQFS-RS/SC, 2016), para o rendimento de grdo de 3,0 t/ha, a adubacdo de
manutencdo sugerida é de 45 kg P.Os/ha. Para cada tonelada de gréo adicional a essa

expectativa de RG, sugere-se acrescentar 15 kg de P.Os/ha.

2.3 Mecanismos de aquisicao e utilizacao de fésforo

2.3.1 Fosfatase acida

As enzimas da fosfatase sdo produzidas por bactérias, fungos e raizes das plantas
e servem para separar um grupo fosfato de seus substratos, transformando formas
complexas e as vezes indisponiveis de P organico em fosfato assimilavel. Assim, a
producdo de fosfatase depende de uma combinacdo de demanda de P de plantas e
microbios, substrato organico disponivel de P e limitacdo de P do solo (MARGALEF et
al., 2017).

Também s8o importantes para catalisar inimeras reacBes necessarias para
decomposicdo de residuos organicos, formacdo da matéria orgéanica, estruturacdo do
solo e ciclagem de nutrientes (MENDES et al., 2001).

Ha grande parte do P no solo encontram-se na forma orgénica, porém para se
tornarem capazes de serem absorvidos se faz necessario a mineralizagdo desses
compostos organicos, devido as plantas somente absorvem o P na forma inorganica
(GIANFREDA, 2015). Ha uma correlacéo entre as fosfatases, originarias das raizes das
plantas, e a nutricdo das plantas com fosforo, particularmente em solos rizosféricos de
plantas colonizadas por micorrizas (GIANFREDA; RUGGIERO, 2006).

Existem dois tipos de fosfatases, acidas e alcalinas, isso ocorre devido a gama de
pH que essas estdo ativas, 4-6 e 9-11, respectivamente (BROWMAN; TABATABAI,
1978; EIVAZI; TABATABAI, 1977). A atividade dessas enzimas tanto &cida como
alcalinas sdo influenciadas por varios fatores, como as propriedades do solo, interacdo
entre os organismos do solo, cobertura vegetal, entrada de lixiviados e presenga de
inibidores e ativadores (HYSEK; SARAPTKA, 1998; JUMA; TABATABAI, 1977).
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Ha relatos que a fosfatase nos solos encontra-se superior na superficie e
reduzindo com a profundidade do solo (CHEN et al., 2000; JUMA; TABATABAI,
1977). A atividade enzimética dos solos da rizosfera € geralmente mais elevada
comparada a do solo. Essa depende ndo apenas da estimulagdo da atividade microbiana
associada a raiz pela rizodeposicdo, mas também da liberacdo de enzimas pelas raizes
ou pela lise das células da raiz (GIANFREDA, 2015).

Evidentemente "A intensidade da exsudacdo da enzima fosfatase acida é
fortemente influenciada pela demanda de P da espécie vegetal” (MASEKO; DAKORA,
2013). Atividade da fosfatase &, portanto, um fator importante na manutencao e controle
da taxa de ciclagem de fdsforo. O estresse hidrico também pode ser um fator
determinante para a atividade enzimatica. Por exemplo, uma reducao da disponibilidade
de agua em 21% nos locais do Mediterraneo diminuiu a atividade da fosfatase em 31%
a 40% (SARDANS; PENUELAS, 2004). Essa ainda é mais correlacionada com a
quantidade de matéria organica do solo, com a composi¢do das comunidades
microbianas (WALDROP; BALSER; FIRESTONE, 2000).

A matéria organica do solo além de aumentar a atividade dos microrganismos,
protege a enzima da decomposicdo (HARRISON, 1983). Os niveis de P indicam estado
nutricional do solo minimizando a dependéncia do sistema em relacdo a ciclagem do P
organico por meio da atividade enzimatica, resultando em menores niveis
(MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2003).

Foi observado o aumento da atividade da fosfatase &cida em solos com até 4% de
matéria organica, cultivados tanto com leguminosas ou gramineas. O efeito dessa
caracteristica do solo permitiu um incremento de até 20% da atividade dessa enzima,
além de também ajudar no acumulo da FA na rizosfera (TARAFDAR; RATHORE,
2016).

A atividade de fosfatase acida também pode ser influenciada pela cultura e
através do manejo, a maior taxa de atividade dessa enzima foi observada em cobertura

vegetal de ervilha (Pisum sativum L.) quando esta foi colhida e deixada sob o solo, e
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quando foi incorporada no solo houve um decréscimo na atividade enzimética
(PIOTROWSKA-DLUGOSZ; WILCZEWSKI, 2014). Um Latossolo vermelho
distroférrico foi incubado com seis espécies de gramineas e seis leguminosas,
separadamente cada uma, para observacdo da atividade enzimatica da fosfatase &cida,
porém essas ndo diferiram significativamente dentre os dois grupos e nem entre as
espécies, porém os valores superiores foram encontrados em gramineas (BELO et al.,
2012).

Nahas (2002), encontrou diferengas significativas em solos cultivados com
braquiaria e tremogo-branco, sendo que a graminea apresentou maior nimero de
bactérias com a atividade de fosfatase &cida. A secrecdo de FA pelas raizes exerce um
efeito positivo na disponibilidade de P no solo (TARAFDAR; JUNGK, 1987). Em solo
com cultivares com maior EUP, independente da disponibilidade desse nutriente, a
atividade de fosfatase acida foi mais alta tanto no solo da rizosfera como a 0-4mm de

distancia do compartimento de raiz (YE et al., 2018).

2.3.2 Colonizagéo micorrizica

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo microorganismos naturais do
solo e podem melhorar significativamente a absor¢do de nutrientes das plantas e a
resisténcia a varios fatores de estresse abidtico (SUN et al., 2018).  Esses fungos
formam uma simbiose com as raizes em até 90% das plantas terrestres (ZHU; SONG,;
XU, 2010). O fungo desenvolve estruturas internas nas raizes e de hifas extra
radiculares; essas funcionam como extensdes do sistema radicular, aumentando a éarea
de exploracdo do solo em mais de cem vezes (SMITH; READ, 1997). A planta
hospedeira fornece ao fungo fontes de carbono sollveis em contrapartida o fungo
viabiliza um aumento na capacidade de absorver agua e nutrientes presentes no solo
(ENTRY et al., 2002).

Devido esse aumento de area de contato com o solo, o efeito benéfico mais
pronunciado e estudado dos FMA é no desenvolvimento das plantas hospedeiras como

consequéncia da maior absorcao de nutrientes, particularmente os de baixa mobilidade
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no solo. Por exemplo, a taxa de captacéo de P foi significativamente melhorada em
plantas de milho colonizados por FMA (GARCES-RUIZ et al., 2017). Ensaios
experimentais em tomateiro inoculados com FMA mostraram aumento da area foliar e
dos teores de nitrogénio, potassio, célcio e fosforo, refletindo o aumento do crescimento
das plantas (BALLIU; SALLAKU; REWALD, 2015). Com essa simbiose entre as
plantas e as FMA ocorre uma maior absor¢do de P e reduz a necessidade de fertilizagao
desse nutriente, em pelo menos 25%, sem qualquer reducao no rendimento das culturas
(CEBALLOS et al.; 2013).

A formacdo e funcdo da relagdo micorrizica sdo influenciadas por diversos
fatores ambientais do solo, como condi¢des edaficas, a composi¢do do solo, umidade,
temperatura, pH, capacidade de troca de cation, e também por estressores antro
patogénicos, incluindo compactacdo do solo, metais e pesticidas aplicados (ENTRY et
al., 2002). Ainda também pode ser afetado por questbes nutricionais, sob condigdes
limitadas de fdsforo, essa associagdo simbidtica melhora o suprimento de fosforo as
raizes infectadas das plantas hospedeiras (BUCHER, 2007).

Acredita-se que a FMA melhore a absorcdo de quase todos os nutrientes
essenciais e diminua a absorgédo de sodio e cloro, levando a estimulagdo do crescimento
(EVELIN; GIRI; KAPOOR, 2012). A simbiose entre raizes e FMA é uma das mais
antigas estratégias para aumentar a tolerdncia das plantas a estresses ambientais, como
limitacdo de P (BRACHMANN; PARNISKE, 2006).

A umidade do solo influi diretamente na germinacdo dos esporos e no
crescimento micelial, considerada 6tima para desenvolvimento e eficiéncia dos FMA
quando estd entre 40 e 80% (SIEVERDING, 1991). A eficacia das FMA foi em
temperaturas do solo variando entre 18° a 41°C, encontraram méaxima colonizacao,
esporulacdo e aumento do crescimento em soja a 30°C (SCHENCK; SMITH, 1982).

Cavalcante, Goto e Maia (2008) citam que é possivel encontrar isolados de FMA
dentro de uma faixa de pH que varia de 2,7 a 10. O pH pode influenciar qualitativa e

quantitativamente a colonizacdo de diversos tipos de plantas e diferentes géneros de
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FMA, com isso esporos do género Glomus, sdo encontrados com maior facilidade em
solos neutros, enquanto que os géneros Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora e

Entrophospora séo correlacionados com solos acidos (SOUZA et al., 2015).

A compactagdo do solo reduziu o comprimento radicular, a formagéo
micorrizica, 0 peso de raiz, a captacdo de P e o0 crescimento da parte aéra de Trifolium
subterraneum L. (NADIAN et al.,, 1997). A densidade do solo ndo teve efeito na
colonizacdo micorrizica das raizes das plantas. No entanto, a interacdo densidade do
solo x FMA afetou a porcentagem de colonizacdo e o numero de esporos (SALES et al.,
2018).

Inimeros estudos mostraram que o pesticida benomil inibe a infeccdo FMA e
absorcdo de P em plantas cultivadas (ENTRY et al., 2002); outros trabalhos
comprovaram que esse produto reduziu a FMA em gramineas anuais, levando a também
reducdo de biomassa de plantas (CAREY; FITTER; WATKINSON, 1992;
NEWSHAM; FITTER; WATKINSON, 1994; WEST; FITTER; WATKINSON, 1993).

A colonizagdo também se difere pela familia das plantas, quando foram
inoculadas com Glomus mosseae obteve-se comportamentos distintos entre culturas de
milho e soja; enquanto que para soja houve uma colonizagdo micorrizica de 30-40%

para a graminea esse valor foi superior aproximando de 60-65% (MENG et al., 2015).

2.3.3 Morfologia de raiz

As plantas possuem diversas estratégias para absorver o P do solo, dentre essas
pode ser citada a alteracdo da morfoldgica no sistema radicial da planta. A morfologia
das raizes refere-se as caracteristicas da superficie de um Unico eixo radicular como
orgdo, incluindo caracteristicas de a epiderme, como pélos, didametro, o padrdo de
aparéncia das raizes filhas, ondulacdes do eixo radicular e senescéncia cortical. A
arquitetura das raizes das plantas, a configuracdo espacial dessas no solo, mostra um
grau significativo de flexibilidade em resposta a distribuicdo heterogénea dos recursos e

variacdes das condi¢bes do solo (LYNCH, 1995).
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Fatores ambientais como a seca, temperatura extrema, falta de nutrientes
suficientes, exposicdo a minerais téxicos, e compactacdo do solo, podem ser
considerados para o desenvolvimento do sistema radicial; e a partir dessa exposicdo a
planta responde ajustando o seu crescimento. As raizes passam por continuas mudancas
que pode ser modificada através da estimulacdo ou inibi¢cdo do crescimento da raiz
priméria, atraves da formacdo das raizes laterais, dos didmetros radiculares, da direcdo
do crescimento das raizes, da densidade e ainda do comprimento dos pelos radiculares
(SATBHAI; RISTOVA; BUSCH, 2015).

O volume é um dos parametros mais importantes para o sistema raiz, que define
o volume do solo explorado pelas raizes (dado pela profundidade e amplitude da
extensdo do sistema radicular) e a area superficial da raiz qual faz interface com o solo.
O primeiro parametro determina a zona a partir da qual os nutrientes méveis podem ser
adquiridos e o ultimo parametro determina a zona a partir da qual os nutrientes imdveis
podem ser adquiridos (BRAY, 1954).

Para melhorar a absor¢do de nutrientes as plantas modulam o crescimento e a
arquitetura das raizes, e ao aumentar a superficie absorvente total do sistema radicular e
direcionar o crescimento para manchas do solo ricas em nutrientes, sdo capazes de se
adaptar a disponibilidade de nutrientes no solo (KIBA; KRAPP, 2016).

O P é um nutriente imovel no solo, devido isso e a fixagdo em constituintes
minerais, que diminuem a disponibilidade, as plantas desenvolveram estratégias para
sua aquisicdo. Uma das estratégias consiste na exploracdo méaxima e continua do solo
através da proliferacdo e extensdo de todos os tipos de raiz, com preferéncia pelas raizes
que sdo metabolicamente eficientes (LYNCH; HO, 2005). As adaptacGes a baixa
disponibilidade de P na morfologia de raizes incluem: mais raizes adventicias e longas,
raizes basais mais orientadas horizontalmente, laterais maiores da raiz principal, laterais
mais dispersas de ordem superior, maior densidade de pelos nas raizes e comprimento
(juntamente com o aumento da exsudacdo de acido organico e maior afinidade com
transportadores P), maior associacdo com micorrizas e maior formacdo de aerénquima
(RANATHUNGE; STEUDLE; LAFITTE, 2003).
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Embora a arquitetura das raizes em monocotileddneas e dicotiledéneas seja
significativamente diferente, as principais caracteristicas adaptativas das raizes se
correlacionam com a aquisicdo de P é comum entre todas as espécies de plantas
vasculares (RAMAEKERS et al., 2010). Em cereais a disponibilidade de P do solo
afetou a producdo de massa seca de raiz, aumentando a area de contato do P no solo e
maior massa de grdo (WOLSCHICK et al., 2016).

Genotipos de feijdo com maior nimero de pélos radiculares e raizes mais rasas
produzem significativamente maior biomassa do que genétipos de pélos mais curtos e
raizes profundas (MIGUEL; POSTMA; LYNCH, 2015). O genétipo de trigo que obteve
maior eficiéncia da raiz (calculada como mg de P absorvido por unidade de g de matéria
seca ou superficie radicular (MORI et al., 2016), teve um aumento na area superficial,
no comprimento total e volume radicular, além de contribuir para a alta produtividade
desse em solos com baixo P (NGUYEN; STANGOULIS, 2019).

Em aveia-branca, a producdo de massa seca de raiz, em solo com elevada
disponibilidade de P, foi 33 % maior, em relacdo & producéo obtida em baixo P, o que
possibilitou maior incorporacdo de P nos tecidos celulares, maior EUP e

consequentemente, maior massa de gréo (SILVA et al., 2011).

Em genoétipos de soja com eficiéncia nutricional de P apresentaram maior
comprimento, area superficial e volume radicular do que os genétipos ineficientes de P
na condicdo de P baixo e alto (ZHOU et al., 2016). As gramineas possuem um sistema
radicial bem desenvolvido, que responde melhor em producéo de grdo se comparado a
leguminosas, quanto submetidas a nivel restritivo de P (LAMBERS; TESTE, 2013).

2.3.4 [Expressao génica de transportadores de fésforo

Nos ultimos anos vérias técnicas vém sendo desenvolvidas para permitir a
analise global e/ou pontual da expressdo génica das espécies. A capacidade de medir

simultaneamente a expressao de milhares de genes é um sistema analitico poderoso, e a

Vanessa Dal’Maso 32



disponibilidade de novas tecnologias para esse fim tem fornecido muitas novas

estratégias de estudo da resposta génica (MITRA et al., 2003).

As plantas se adaptaram a uma ampla gama de niveis de Pi do solo,
desenvolvendo varios transportadores de Pi que medeiam tanto a absorcdo de Pi de raiz
como a translocagao de Pi em plantas (WANG et al., 2015).

Todas as tecnologias para analisar o perfil transcricional permite a analise de
populacbes de RNAm a partir de células ou tecidos selecionados, produzindo medidas
de expressdo génica em larga escala, no entanto cada tecnologia fornece dados com
diferentes utilizagOes e interpretacbes (MEYERS et al., 2004). De fato, nenhuma das
tecnologias existentes suporta todas as necessidades experimentais, e ha, entretanto,
vantagens e desvantagens para cada uma delas (CLOSE et al., 2004). Essas diferencas
fazem as tecnologias serem complementares. Além do bom desenho e andlises
experimentais, a validacdo de diferencas quantitativas aparentes nos niveis de RNAmM

devido ao uso de diversas técnicas complementares, sdo importantes (MEI et al., 2003).

As plantas absorvem o P na forma de fosfato inorganico, cuja concentracdo é
geralmente baixa (<10 pumoles/L) em solugbes de solo (KAKVA; POLLE, 2016). As
plantas absorvem nutrientes do solo principalmente através de proteinas transportadoras
localizadas na membrana plasmaética das células epidérmicas e pelos radiculares. O Pi é
absorvido do solo, transportado através das células do cértex e da endoderme da raiz até
chegar ao xilema e transportado para as células e tecidos dos diversos orgaos da planta
através de diferentes classes de proteinas transportadoras de fosfato (NUSSAUME et
al., 2011). A absorcédo de P e a translocacdo é realizado por um grupo diversificado de
transportadores de fosfato (PHTs) (GUO et al., 2008), em plantas, os transportadores de
Pi pertencem a quatro familias: PHT1, PHT2, PHT3 e PHT4 (LOPEZ-ARREDONDO
etal., 2014).

Os transportadores envolvidos na aquisicdo de Pi sdo codificados pela familia de
genes PHT1, sdo predominantemente expressos nas células epidérmicas e na regido

externa do cortex dos pelos radiculares e tem sido indicado como responsaveis pela
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absorcéo de Pi na interface solo-planta. Em contraste com os genes PHT1, membros das
familias PHT2, PHT3 e PHT4 tém sido associados principalmente com a distribuicéo de
Pi entre compartimentos subcelulares, e seus produtos génicos estdo localizados no
reticulo endoplasmatico (PHT2), membranas de plastidios (PHT3), membrana
mitocondrial interna e aparato de Golgi (PHT4) (LOPEZ-ARREDONDO et al., 2014).

A expressdo dos genes PHTL1 € fortemente induzida, sob auséncia de P no solo,
aumentando a capacidade das raizes em adquirir P e remobiliza-lo dentro das plantas
(SMITH et al., 2003; RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005). Um grande namero
de transportadores de PHT1 foi identificado em muitas espécies de plantas e mostra

diferencas nos locais de expresséo e afinidades para Pi (NUSSAUME et al., 2011).

Foram identificados em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) nove genes
PHTL1. Destes, os genes AtPHT1.1 e AtPHT1.4 sdo altamente expressos na interface
raiz-solo, incluindo a epiderme, células ciliadas da raiz e toda a raiz em condic¢Ges de
baixo P (MUDGE et al., 2002), e sdo 0s principais genes responsaveis pela aquisi¢éo de
P por raizes em suprimentos alto e baixo de P (CATARECHA et al., 2007; MISSON et
al., 2004; SHIN et al., 2004). E provavel que o AtPHT1.8 e o AtPHT1.9 atuem
sequencialmente no interior da planta durante a translocacdo de P da raiz para a parte
aérea (LAPIS-GAZA; JOST; FINNEGAN, 2014).

Existem 13 membros PHT1 no genoma do arroz (Oryza sativa L.), e alguns deles
foram funcionalmente caracterizados, incluindo OsPHT1.1, OsPHT1.2 e OsPHTL.6,
OsPHT1.4 e OsPHTL1.8 (Al et al., 2009; LI et al., 2015; SUN et al., 2012; YE et al.,
2015). Por exemplo, 0 OsPHT1.6 é expresso nas células epidérmicas e corticais das
raizes primarias e laterais mais jovens e atua como um transportador de alta afinidade,
com um amplo papel na captacdo e translocacdo de P em toda a planta, enquanto o
OsPHT1.2 esta localizado exclusivamente nas raizes primarias e laterais e funciona

como um transportador de baixa afinidade na translocagdo do P (Al et al., 2009).

Em cevada (Hordeum vulgare L.), at¢ o0 momento, 11 genes PHT1 foram
relatados, anteriormente chamados HvVPHT (SMITH; CYBINSKI; RAE, 1999). Os
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nomes desses genes foram alterados para HORvu;Phtl (BUCHER; RAUSCH;
DARAM, 2001). O HORvu;Phtl.1 é confirmado como um transportador de alta
afinidade para o transporte de Pi (PREUSS; HUANG; TYERMAN, 2011). O
HORvu;Pht1.6 é expresso em raizes e brotagdes (HUANG et al., 2008). Além disso, é
altamente expresso em folhas velhas em comparagdo com folhas jovens, especialmente
no tecido do floema foliar (RAE et al., 2003).

Huang et al. (2011) investigaram a expressao dos genes PHT1 e sua relacdo com
a eficiéncia de aquisicdo de P e eficiéncia de utilizacdo de P (quantidade de biomassa
produzida por unidade de P adquirido) em quatro genotipos de cevada. Eles ndo
encontraram um padrdo claro na expressdo dos quatro paralelos de HORvu;Phtl.1
(HORvu;Pht1.1, 1.2, 1.9, 1.10) entre os quatro genotipos de cevada, mas observaram
que a expressdao de HORvu;Phtl.3 e 1.6 se correlacionavam positivamente com a

eficiéncia de utilizagéo de P.

Em trigo (Triticum aestivum L.) foram identificados um total de 36 genes PHTL,
dos quais, 34 foram distribuidos de maneira desigual em 13 cromossomos e divididos
em cinco grupos, esses genes foram nomeados de TaPHT1.1 a TaPHT1.16 (ZHANG et
al., 2019). Davies et al. (2002) isolaram a primeira sequéncia completa de um gene
PHT1 de trigo (TaPHTL1.10, anteriormente conhecido TaPT2). O TaPHT1.10 foi
induzido por deficiéncia de P nas raizes e apresentou maior expressao de transcritos nas
variedades de trigo com eficiéncia de P (DAVIES et al., 2002). Além disso, 0
TaPHT1.10 funciona como um transportador P de alta afinidade (TENG et al., 2017).
Os genes TaPHT1.1, 1.2, 1.9 e 1.10 s&o expressos especificamente na raiz (TENG et al.,
2013). Porém, ainda ndo sabe quais sdo os genes envolvidos na absorcdo de P do solo,

distribuicdo e remobilizacdo na planta de aveia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Amostras analisadas

As amostras de solo e planta analisadas no trabalho foram obtidas em parcelas

experimentais selecionadas de um experimento de adubacéo fosfatada, descrito a seguir.

3.1.1 Cultivares de aveia-branca

As cultivares de aveia avaliadas foram a UPFPS Farroupilna e URS Taura
(Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas das cultivares avaliadas. Passo Fundo, 2019

. Cultivar
Caracteristica -
UPFPS Farroupilha URS Taura
Ciclo Médio Precoce
Estatura de planta Alta Baixa
Posicionamento da folha bandeira Intermediéaria Ereta
Forma da panicula Equilateral Equilateral
Coloracéo de gréo Branca Amarela
Avrista Baixa quantidade Sem frequéncia
Habito de crescimento Ereto Ereto

Fonte: CBPA (2014).

A cultivar UPFPS Farroupilha foi selecionada a partir da linhagem UPF 99H34-
5-5, pelo Programa de Melhoramento de Aveia, da UPF, em 2012, originada da
genealogia da cultivar UPF 18 e OR 2. A cultivar URS Taura foi desenvolvida pela
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 2009, a partir das linhagens UFRGS
970216-2 x UFRGS 970461, que formaram a linhagem UFRGS 046054-2 (CBPA,
2014).
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A escolha dessas duas cultivares foi motivada por terem diferentes EUP e de
resposta a adubacao com esse nutriente em um trabalho realizado em casa de vegetacéo,

além de, ser devido sua genealogia e origem serem distintas (MANICA, 2017).

3.1.2 Amostras estudadas

As amostras das plantas das cultivares de aveia mencionadas no item
anterior foram obtidas em parcelas experimentais com diferentes teores de P do solo, em
4 blocos experimentais do experimento de adubacdo fosfatica (Tabela 2). Os teores de P
dessa tabela pouco variam, pois sdo de amostras de solo coletadas antes da adubacdo
fosfatica. Contudo, além das duas cultivares, as amostras desse experimento foram
utilizadas, pois era esperado que a disponibilidade desse nutriente variasse, em funcao
da aplicacdo de duas doses de P (60 e 120 kg P2Os/ha), e das parcelas sem aplicacéo
dessas doses (Tratamento controle), o que foi efetuado na semeadura da aveia-branca.
Assim, isso favorece contrastar as cultivares quanto aos mecanismos e atributos
avaliados no trabalho, relacionados com a eficiéncia nutricional das plantas, e cuja

expressao varia com a disponibilidade de P do solo.

Tabela 2 — Amostras avaliadas no trabalho, identificando a cultivar de aveia-branca,
dose de fésforo (kg P.Os/ha), teor desse nutriente (mg P/kg), antes da semeadura da
aveia (junho, 2018), e a disponibilidade de P no solo. Passo Fundo, 2019

(Continua)
Amostra Cultivar kg P,Os/ha mg P/kg! Bloco  Disponibilidade?
T-D0-1 URS Taura 0 9,32 1 Média
T-DO0-2 URS Taura 0 11,12 2 Média
T-DO0-3 URS Taura 0 11,45 3 Média
T-D0-4 URS Taura 0 7,08 4 Baixa
T-D60-1 URS Taura 60 9,59 1 Média
T-D60-2 URS Taura 60 10,97 2 Média
T-D60-3 URS Taura 60 11,73 3 Média
T-D60-4 URS Taura 60 7,03 4 Baixa
T-D120-1 URS Taura 120 9,45 1 Média
T-D120-2 URS Taura 120 11,23 2 Média
T-D120-3 URS Taura 120 11,67 3 Média
T-D120-4 URS Taura 120 7,09 4 Baixa
F-DO0-1 UPFPS Farroupilha 0 9,18 1 Média
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Tabela 2 — Amostras avaliadas no trabalho, identificando a cultivar de aveia-branca,
dose de fosforo (kg P-Os/ha), teor desse nutriente (mg P/kg), antes da semeadura da
aveia (junho, 2018), e a disponibilidade de P no solo. Passo Fundo, 2019

(Concluséo)

Amostra Cultivar kg P2Os/ha mg P/kg! Bloco  Disponibilidade?
F-D0-2 UPFPS Farroupilha 0 11,08 2 Média
F-D0-3 UPFPS Farroupilha 0 10,98 3 Média
F-D0-4 UPFPS Farroupilha 0 6,93 4 Baixa
F-D60-1 UPFPS Farroupilha 60 9,87 1 Média
F-D60-2 UPFPS Farroupilha 60 10,78 2 Média
F-D60-3 UPFPS Farroupilha 60 11,36 3 Médio
F-D60-4 UPFPS Farroupilha 60 7,12 4 Baixa
F-D120-1 UPFPS Farroupilha 120 9,52 1 Média
F-D120-2 UPFPS Farroupilha 120 11,06 2 Média
F-D120-3 UPFPS Farroupilha 120 11,58 3 Média
F-D120-4 UPFPS Farroupilha 120 7,21 4 Baixa

Fonte: Dados do autor.

1 Camada de 0-10, analisadas com o método Mehlich-1. 2 Classificagdo de disponibilidade de P, na
camada de solo de 0-10 cm (CQFS-RS/SC, 2016). B: baixa; M: média; A: alta; MA: muito alta.

3.2  Caracteristicas ambientais da area experimental

O experimento foi conduzido entre junho a novembro de 2018, no Centro de
Pesquisa Agropecuaria (CEPAGRO) da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, em Passo Fundo, Rio Grande do Sul
(28°13'5,33"S e 52°23'59,14"0). Essa area anteriormente foi preparada para a
implantacdo de um pomar, foi ajustado o pH para 6,0, em profundidade. Antes da
implantacdo desse experimento, a rea foi cultivada com milho, adubado com a dose de
manutencéo de P (60 kg P-Os/ha) sugerida pela pesquisa estadual (CQFS-RS/SC, 2016),

exceto no Tratamento Controle (sem aplicacéo de P).

A altitude da area experimental é 652 m e o clima, conforme classificacdo de
Kdppen e Thornthwaite, é do tipo fundamental Umido e variedade subtropical
(KUINCHTNER; BURIOL, 2001). As condigdes de temperatura, radiacdo solar,
umidade do ar e precipitacdo pluvial, que ocorreram durante o ciclo da cultura da aveia

(Figura 1), foram obtidas da estacdo meteoroldgica A839, da Embrapa Trigo, localizada
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em local proximo do experimento.

Figura 1 - Condicdes climéticas da estacdo A839 — Passo Fundo proxima da area do
experimento, em 2018. Passo Fundo, 2019
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Fonte: Adaptado da Embrapa Trigo (2019).

O solo da area do experimento ¢ um Latossolo Vermelho distréfico himico, da
unidade de mapeamento Passo Fundo, RS. Esse solo é muito intemperizado e tem o
predominio de oxidos de ferro e de aluminio, além de caulinita, entre os minerais da
fracdo argila (STRECK et al., 2008). Essa composi¢do mineraldgica indica que esse
solo tem alta capacidade de adsorcdo de P, indisponibilizando parte desse nutriente,

quando adicionado com fertilizante fosfatico soltvel.
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Antes da semeadura da aveia, o solo das parcelas experimentais foi amostrado
na camada de 0-10 cm, e os atributos quimicos foram analisados, conforme Tedesco et
al. (1995) (Tabela 3). O solo da camada de 10-20 cm também foi amostrada, nessa
mesma época, obtendo-se uma amostra composta por bloco experimental. Os resultados
da analise do teor de P disponivel, nessa camada, indicaram: 4,59; 5,02; 5,34 e 4,27 mg
P/kg, respectivamente, no Bloco 1, 2, 3 e 4. A determinagédo dos teores de argila, silte e

areia foram realizados pelo método do hidrémetro (KLEIN, 2012).

Tabela 3 — Atributos quimicos e fisicos do solo antes da implantacdo do experimento de
adubacéo fosfatica. Passo Fundo, 2019

Atributo do solo 0-20 cm
Avreia (g/kg) 430
Argila (g/kg) 480

Silte (g/kg) 90
pH (Agua) 5,6
indice SMP 6,2
CTC pH 7,0 (cmolc/kg) 13,2
Matéria organica (g/kg) 3,2
K (mg/kg) 151,3
Al (cmolc/kg) 0
Ca (cmoldkg) 5,2
Mg (cmolc/kg) 2
S (mg/kg) 18
B (mg/kg) 0,7
Mn (mg/kg) 14,5
Zn (mg/kg) 3,6
Cu (mg/kg) 6,3

Fonte: Dados do autor.

1K, S e B: disponivel; Al, Ca, Mg e Mn: trocéaveis; Zn e Cu:
extraiveis.

Vanessa Dal’Maso 40



3.3  Procedimentos experimentais

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeticdes.
As cultivares foram dispostas em faixas, devido a maior facilidade operacional para a
semeadura, que foi realizada com semeadora agricola. As doses foram dispostas dentro
das faixas, em parcelas sorteadas dentro dos blocos. As dimensdes das faixas foram de 4
m x 35 m (140 m?), e das parcelas dentro de cada faixa foram de 5m x4 m (20 m?). O P
foi aplicado na linha da semeadura da aveia, na forma de superfosfato triplo (46 %
P20s).

A implantagdo da cultura de aveia e 0s manejos culturais, como o controle de
plantas daninhas, doencas fungicas, foram realizados de acordo com as indicacdes
técnicas para essa cultura (LANGARO; CARVALHO, 2014). A densidade de
semeadura foi de 300.000 plantas/ha. As sementes foram tratadas com o fungicida
tiram+carboxina (300 mL/100 kg de semente). A semeadura ocorreu em 27 de junho de
2018. As pragas foram controladas preventivamente, com a aplicagédo dos inseticidas
imidacloprido + beta-ceflutrina (30 g de principio ativo/ha). O controle de doencas
fangicas da parte aérea foi realizado com o fungicida azoxistrobina + ciproconazol (0,3
L de principio ativo/ha) mais 06leo mineral, conforme indicado pelo fabricante,

realizando aplicagOes preventivamente.

A quantidade de nitrogénio utilizada na adubacdo nitrogenada (150 kg/ha)
foi baseada na expectativa de rendimento de grdo (RG) de 4,0 t/ha da aveia-branca, e no
teor de matéria organica do solo, além da cultura precedente (CQFS-RS/SC, 2016). Essa
adubacdo foi em cobertura, nos estadios de afilhamento e de alongamento, conforme
recomendacdo da pesquisa regional, em todos os tratamentos e na forma de ureia (46%

de N), além de uma quantidade inicial, aplicada na semeadura (20 kg N/ha).
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3.4  Amostragem e avaliacdes
3.4.1 Epoca de amostragem e tamanho da amostra

Avaliou-se alguns mecanismos e atributos de solo e de plantas, relacionados
com a ENP, além de indices que expressam essa eficiéncia. As amostras avaliadas
foram coletadas no perfilhamento, na antese e na maturacao fisioldgica da aveia, quando
as plantas estavam nos estadios 29, 68 e 90 a 93, da escala de Zadoks, Chang e Konzak
(1974), respectivamente. A morfologia das raizes e a CM foi avaliada somente no
perfilhamento e antese, enquanto o RG e o teor de P do grdo foram avaliados somente

na maturacdao fisioldgica.

As amostras de plantas, coletadas no perfilhamento e na antese, foram obtidas
em area de 0,25 m? (0,50 m x 0,50 m), e utilizadas para estimar a MS da parte aérea. As
amostras de plantas utilizadas para avaliar o RG foram coletadas em &area de 5 m?, da
parte central da parcela. A fosfatase acida, a morfologia das raizes e a CM foi avaliada
em amostras coletadas de 5 plantas por parcela, obtidas na mesma area utilizada para
determinar a MS. Para amostrar as raizes, as plantas foram retiradas do solo com uma
pa-de-corte, em mini trincheiras, abertas até a profundidade de 0,30 m. A dimensao das
mini trincheiras foi de 0,50 m x 0,20 m. A amostragem de solo para estimar o teor de P

disponivel foi realizada com pa-de-corte, posicionada na linha de semeadura.

3.4.2 Mecanismos de aquisicdo e absorcdo de fosforo

Entre os mecanismos relacionados com a ENP, avaliou-se a atividade da
fosfatase acida e a colonizacdo micorrizica da rizosfera, a morfologia do sistema

radicial e a expressao génica das plantas.

3.4.2.1 Fosfatase acida
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A andlise da fosfatase acida foi efetuada no solo rizosférico que estava aderido
as raizes das plantas utilizadas para as outras avaliacGes descritas. Apos foi efetuada a
limpeza das raizes, com ajuda de uma luva, o solo aderido as raizes foi homogeneizado
e armazenado em tubos de plastico. Em seguida, os tubos foram acondicionados em

sacos plasticos, com abertura para a oxigenagdo da amostra.

Apos a coleta as amostras de solo rizosférico, essas foram acondicionadas em
camara do tipo BOD, com temperatura de 5°C, por 7 dias. Antes da analise da fosfatase
as amostras foram deixadas a temperatura ambiente, e a umidade foi ajustada em 70%
da capacidade de retencdo de agua. A atividade da fosfatase acida foi determinada com
0 método de Tabatabai e Bremner (TABATABAI, 1994). Resumidamente, esse método
consiste em pesar 1 g de solo, misturar com 0,2 mL de tolueno, 4,0 mL de tampéo
modificado (MUB pH 6,5) e 1,0 mL de p-nitrophenyl fosfato, e incubar a amostra por 1
h, a 37°C. Ap0s, foi adicionado 1,0 mL de CaCl2 (0,50 mol/L) e 4,0 mL de NaOH (0,50
mol/L). Essa mistura foi filtrada em filtro de papel Whatman n° 2 v (Figura 2). Apés a
filtragem, a atividade de fosfatase 4cida foi quantificada medindo a concentragdo de p-

nitrofenol na aliquota filtrada, em espectrofotometro a 440 nm (Figura 3).

Figura 2 - Filtragem das amostras utilizadas para determinar a atividade da fosfatase
acida.
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Figura 3 - Leitura da concentragao de p-nitrofenol em espectrofotometro utilizando o
método de colorimetria.

3.4.2.2 Colonizacdo micorrizica

A colonizagdo micorrizica (CM) de fungos arbusculares foi quantificada
preparando as raizes, de acordo com Phillips e Hayman (1970). A técnica consiste em
separar raizes finas, acondicionar em cépsulas plasticas, e, posteriormente, imergir em
solucdo de KOH 10% e aquecer a 120 °C por 15 min, em autoclave, para clarear as
raizes. Apos, foram lavadas em agua corrente e imersas em solucdo de HCI 1%, por 4
min. A solucao de imerséo foi vertida, sem lavar em agua, e a solugé@o de azul de tripano

0,05% foi adicionada, e novamente aquecida, a 120 °C, por 15 min, para a coloragéo.

A CM foi avaliada em 50 segmentos de raizes de, aproximadamente 1 cm, por
unidade experimental, conforme Trouvelot et al. (1986). Os segmentos foram colocados
em laminas microscépicas, e, ap6s adicionar glicerina, foram analisados em
microscépio. A contagem das micorrizas, foram consideradas a partir da presenca de

estruturas de fungos micorrizicos arbusculares (hifas, vesiculas e arbusculos), no campo
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de visdo. A percentagem foi determinada conforme Trouvelot, Kouch e Gianinazzi-

Pearson (1986), utilizando a Equacao 1:

numero total de fragmentos com raizes micorrizadas

CM (%) =

x100 (1)

namero total de fragmentos

3.4.2.3 Morfologia do sistema radicial

A morfologia das raizes foi avaliada retirando a amostragem com uma pa-de-
corte, na profundidade de 30 cm. Apos separado o solo que estava aderido a essa parte
da planta, com auxilio de &gua corrente e uma peneira com malha de abertura de 0,5
mm, para saida da dgua e retencdo das raizes. Em seguida, as raizes foram mergulhadas
em detergente Extran, diluido a 1% e, em seguida, lavadas em agua corrente e agua
destilada. A érea superficial especifica, volume e nimero de pontas das raizes foram
determinados com o programa Winrhizo®. As medidas foram determinadas em cada
planta, separadamente. Apds, calculou-se a média das 5 plantas de cada parcela, para as

analises estatisticas.

3.4.2.4 Expressao génica e validacao de iniciadores (primers)

Inicialmente, foi realizada a selecdo de genes, possivelmente, ligados com o
transporte transmembrana de P, em aveia-branca, a fim de analisar o comportamento
desses genes, nas duas cultivares, em solo com diferentes faixas de disponibilidade
desse nutriente. Essa selecdo foi baseada em estudos realizados com transportadores de
P em trigo, arroz e cevada (Apéndice 1) e genes de referéncia em aveia. Foram
selecionados 11 pares de iniciadores de diferentes genes responsaveis pelo transporte de

P em cereais (Quadro 1).

Como normalizador foi selecionado o gene de referéncia gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), de aveia, que serve como controle por apresentar expressao

constitutiva em todos os tecidos da planta (Quadro 1).
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Quadro 1 — Genes e pares de iniciadores selecionados para a validacéo de genes ligados
com o transporte transmembrana de fésforo, em aveia-branca. Passo Fundo, 2019

Cultura Gene Pares de iniciadores testados Referéncia
TAPHT 1.2 TAPHT 1.2 -F
TAPHT 1.2 -R
. TAPHT 1.6 TAPHT 1.6 - F
Trigo TAPHT 16 _R Teng et al. (2017)
TAPHT 1.10 TAPHT 1.10 - F
TAPHT 1.10-R
OsPT 1 OsPT1-F
OsPT1-R
Arroz OsPT 2 OsPT2-F Liu et al. (2011)
OsPT2-R
OsPT 6 OsPT6 - F
OsPT6-R
HVPT 1 HvPT1-F
HVWPT1-R Grace et al. (2009)
HVPT 2 HVWPT2 - F
HVPT 2 -R
Cevada | HORvuPht 1;1 HORwvuPht 1;1 — F
HORvuPht 1;1 - R
HORvuPht 1;2 HORvuPht 1;2 - F Glassop, Smith e Smith
HORvuPht 1;2 - R (2005)
HORvuPht 1;6 HORvuPht 1;6 — F
HORvuPht 1;6 - R
. GAPDH GAPDH - F «
Aveia GAPDH _R JarpsSova e Kundu (2010)

Fonte: Dados do autor.

Para expressdo relativa dos genes responsaveis pelo transporte de P, foram
coletadas amostras de folha e de raizes das plantas, duas semanas apds a emergéncia, no
estadio de perfilhamento. Durante a coleta, as amostras foram acondicionadas em papel
aluminio, em contato com o nitrogénio liquido e, logo em seguida, foram armazenadas
em refrigeracdo a -80 °C, para conservagdo do RNA. Antes desse armazenamento, as
raizes foram separadas da parte aérea, pois a extracdo de RNA e a subsequente

determinacéo da expressdo génica foi realizada nesses dois 6rgaos.

O RNA foi extraido utilizando Trizol (Sigma-Aldrich, EUA), seguindo
protocolo de Bitencourt et al. (2011). Apds a extracdo, as amostras foram quantificadas
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no equipamento nanoespectrofotdmetro NanoDrop™2000 (Thermo Scientific, EUA) e
mensuradas na absorbancia de Azeo € Azgo, ainda se observou a integridade dessas com a
realizacdo da eletroforese em gel de agarose (1%). Para eliminacdo da contaminacao
com DNA gendmico, as amostras foram tratadas com RQ1 RNase Free DNase
(Promega, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em sequéncia, realizou-se
a sintese de cDNA, utilizando 1 pg do RNA total das amostras, utilizando o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante.

As amostras de cDNA foram submetidas a analise de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para validagdo dos pares de iniciadores selecionados. Para a reagéo
de amplificacdo, foram testadas diferentes concentracdes de cDNA (10, 50 e 100 ng),
baseados em outros estudos; diferentes concentracdes de iniciadores (5 e 10 umoles); e
diferentes temperaturas de anelamento da reacdo (40, 50 e 55 °C), baseado na Tm de
cada iniciador. A reacao foi realizada em solugédo de 25 pL, diferentes concentragdes de
cDNA; 2,5 mmoles de cada deoxinucleotideo trifosfato, 25 mmoles de MgCl; 2 uL de
tampédo (5X); 0.1 pL de Taq polimerase (5U por pL) e diferentes concentracdes de cada
iniciador. As condicGes de amplificacdo empregadas foram um ciclo de desnaturacao
inicial a 94 °C (2 min), seguido por 40 ciclos de desnaturagéo, a 94 °C (30 s), diferentes
temperaturas de anelamento (45 s) e alongamento a 72 °C (1 min). A extensao final foi
realizada a 72 °C (5 min). Os produtos da amplificacdo foram analisados por
eletroforese, em gel de agarose, a 2%, corado com Gel Red (Biotium) e visualizado sob

luz ultravioleta (254 nm) com a analisador de imagem Amersham Imager 600.

Apds a verificacdo de amplificagdo das amostras, com o0s iniciadores
selecionados, foi realizada a analise da expressdo relativa dos genes via RT-qPCR.
Para isso, foi realizada analise da eficiéncia de amplificacdo de cada um dos iniciadores.
Foram testadas duas concentracGes de primers, 5 pmoles e 10 umoles, na diluicdo de
cDNA em 10, 50 e 100 ng na reacdo. O RT-gPCR foi realizado utilizando o Kit Fast
SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para cada reacdo de 20 pL utilizou-se 1 pL de cada um dos iniciadores

selecionados (forward e reverse) e 2 uL de cDNA.
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Os ciclos de amplifica¢do foram de 95°C por 20 s, 40 ciclos de 95°C por 3 s e 50
°C por 30 s, utilizando equipamento Step One Plus (Thermo Fischer Scientific, EUA).
Para analise da pureza dos produtos do RT-PCR, foi realizada a analise da curva de
dissociacdo (curva de melting), de 65°C a 95°C. Todas as amostras foram amplificadas
em duplicata técnicas. N&o foram realizados teste estatisticos.

3.4.3 Atributos de planta

Além da morfologia de raiz, mencionada no subitem 3.4.2.c, as amostras de
plantas (raiz, colmo, folha e grdo) foram analisadas quanto a massa seca (MS), o teor
(%P) e a quantidade de P acumulada (mg P/m?). Além dessas variaveis foi determinado

a proporcao entre a MS da parte aerea:raiz.

Os graos foram obtidos atraves de colheita mecanizada, em uma area util de 5
m? central da parcela. A massa de grios produzida por area foi ajustada considerando o
teor de &gua de 13%. Apds a pesagem da MS, as amostras de plantas foram moidas e
homogeneizadas, utilizando moinho de facas, para determinacédo dos teores de P, que foi
realizada utilizando o método da digestdo acida, em sistema aberto (TEDESCO et al.,
1995). Resumidamente, o procedimento utilizado consistiu em digerir as amostras em
bloco digestor, com controle eletrénico de temperatura. Foi utilizado 0,200 g de tecido
com 0,70 g de mistura de digestdo (100 g de Na2SO4, 10g de CuSO4.5H0) em &cido
sulfarico (H2SO4) com perdxido de hidrogénio (H202), em bloco aquecido a 350 °C. A
determinacdo de P nos extratos foi realizada por colorimetria. As quantidades de P

acumuladas nas partes avaliadas da planta foram estimadas utilizando a Equagéo 2:

(2)

mg P/m? = (MSx%P)

100

Em que: mg P/m?, ¢ a quantidade de P acumulada nas plantas presentes em 1 m2;, % P é

o teor de P da planta; MS é a matéria seca da planta.
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3.4.4 Eficiéncia nutricional

Com os resultados da massa seca, dos teores e das quantidades de P da planta,
avaliados conforme mencionado no item 3.4.3, os indices agrondmicos de ENP foram

calculados utilizando as equag6es informadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Equagdes utilizadas para calculo dos indices de eficiéncia nutricional ao
fosforo, em estadios do ciclo fenologico de aveia-branca. Passo Fundo, 2019

Indice nutricional Equacéo Referéncia
Eficiéncia de uso de P (EUP) EUP = (MS?)/ mg Pr + mg Ppa + mg Pg |Siddigi; Glass (1981)
(Ilz_zf{_cpu)anma de translocagdo de P ETP = mg Ppa/ mg P total Lietal (1991)
Eficiéncia de aquisicéo de P _ . Swiader; Chyan e Freiji
(EAP) EAP = mg P total / MS raiz (1994)

Eficiéncia de enraizamento (EEP) | EEP = (MS raiz)?/(mg Ppa + mg Pg) Siddiqi; Glass (1981)

MS: massa seca de grio (g/m?) expressa a 13% de umidade; mg Pr, mg Ppa, mg Pg: miligrama de fosforo
na raiz, parte aérea ou grio por m?, respectivamente; mg P total: soma mg raiz, parte aérea e grdo por m?
MS raiz: massa seca de raiz (g/m?) expressa a 13% de umidade.

3.5 Analise estatistica

A quantificagcdo da variabilidade das amostras analisadas e a associagdo dessas
amostras com as variaveis explicativas exploradas no trabalho, foi realizada com a
analise de componentes principais (ACP). Para essa analise, foram consideradas as
variaveis mensuradas nos estadios de perfilhamento, antese e maturacdo fisioldgica da

aveia-branca (Tabela 4), conforme descrito nos itens 3.4.2.a, b, c e d.

Tabela 4 — Variaveis analisadas na analise dos componentes principais, em estadios do
ciclo fenoldgico da aveia-branca. Passo Fundo, 2019
(Continua)

Estadio fenolégico®

Variavel?

Perfilhamento Antese Maturacdo fisioldgica
Fosfatase (mg/h/g solo) X
Diadmetro de raiz (mm/pl) X
ASE de raiz (cm?/pl) X
N° de pontas (N° p./planta) X
Volume de raiz (cm*/pl) X

XXX X1
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Tabela 4 — Variaveis analisadas na analise dos componentes principais, em estadios do
ciclo fenoldgico da aveia-branca. Passo Fundo, 2019
(Concluséo)

Estadio fenolégico!

Variavel? i
Perfilhamento  Antese Maturacdo

fisioldgica
MS de raiz (g/m?) X X X
P da raiz (mg/m?) X X X
MS da parte aérea (g/m?) X X X
Proporcéo parte aérea/raiz (g/m?) X X X
P da parte aérea (mg/m?) X X X
P total da planta (mg/m?) - X X
MS de gréo (g/m?) - - X
Teor de P do grdo (%) - - X

Fonte: Dados do autor.
1 X: analisada; -: ndo analisada. ? Fosfatase: atividade de fosfatase &cida (mg/h/g solo); Diametro:
diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial especifica de raiz (cm?/planta); N° pontas: niimero de
pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm®/planta); MS: massa seca de raiz ou da
parte aérea ou do grdo (g/m?); P: quantidade de P na raiz ou parte aérea ou do grdo ou total da planta
(mg/m?); PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz; Teor de P do gréo (%).

A matriz contendo todos os resultados amostrais foi padronizada, para cada j

fixo, pela seguinte Equacéo 3:

Em que: k é a amostra; j € a variavel analisada; Xj é a média; Sj é o desvio
padrédo da coluna j. Assim, com os dados, a média de cada variavel foi nula e a variancia

foi unitéria.

Antes de efetuar o método multivariado de ACP, foram calculados os
coeficientes de correlacdo de Pearson, ja que a existéncia de correlacdo entre as
varidveis analisadas com a ACP é pré-requisito para aplicar esse método. Os resultados
foram submetidos a matriz de correlacdo, utilizando as repeticdes, para selecionar as
variaveis com coeficiente de correlagcdo de Pearson esses foram significativos quando

sdo diferentes de 0 com um nivel de significancia de 0=0,05.
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Ap6s a ACP, procedeu-se a andlise de agrupamento (hierarquica)
(MALHOTRA, 2001), utilizando a distancia euclidiana, que é um coeficiente de
dissimilaridade, pois quanto menor a distdncia mais similar sdo 0s grupos de
tratamentos. A apresentacdo do grupamento foi com dendrograma, utilizando o método
de Ward. As andlises de correlacdo simples, multivariadas e o grupamento foram

efetuadas com o programa XLSTAT.
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4 RESULTADOS

4.1  Disponibilidade de fésforo no solo apds adubacéo da aveia-branca

Apoés a adubacgdo da aveia-branca onde foram utilizadas diferentes doses de P,
parcelas sem adubacéo fosfatada, dose de 60 e de 120 kg P2Os/ha, a disponibilidade do
P no solo variou entre essas doses aplicadas e os estadios que as plantas se encontravam.
No perfilhamento, as parcelas onde nédo foi a adubacdo fosfatica a maioria manteve a
disponibilidade que obtivemos antes da semeadura do experimento, exceto trés parcelas
que independentemente da cultivar implantada a disponibilidade aumentou em uma
classificacdo, ou seja, de baixa para média. Na antese, as parcelas sem adubacdo de P
cultivadas com Taura, foram classificadas como baixa, sendo que quando cultivada com
Farroupilha, predominou a disponibilidade média. Nesse estadio ndo diferiu quanto as
cultivares, quando adubadas com as doses de 60 P.Os/ha obtendo quatro parcelas com

disponibilidade alta e com 120 kg P2-Os/ha, duas parcelas alta e duas muito alta.

No ultimo estadio avaliado, sem a adubacdo fosfatica a maioria das parcelas
estavam com disponibilidade meédia. J& com as demais doses as parcelas se encontravam
com disponibilidade alta (Tabela 5). Foi identificado, na maturacéo fisioldgica, que ao
ser adubada com a dose 120 kg P2Os/ha as parcelas obtiveram teores mais altos que
adubadas a 60 kg P2Os/ha.
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Tabela 5 — Amostras de solo avaliadas nos estadios de perfilhamento, antese e
maturacdo fisiologica de aveia-branca (cultivares Taura e Farroupilha), nas doses de
fésforo (0, 60, 120 kg P2Os/ha), teor desse nutriente (mg P/kg), e a disponibilidade de P
no solo. Passo Fundo, 2019

Perfilhamento Antese Maturacéo fisiolégica
Amostra mg P/kg*  Classe? mgP/kg*?  Classe? mg P/kg! Classe?
T-DO-1 7,78 B 6,46 B 10,61 M
T-DO-2 10,40 M 6,54 B 10,21 M
T-DO-3 9,99 M 7,06 B 8,81 M
T-D0-4 7,67 B 7,06 B 9,71 M
T-D60-1 12,98 A 14,01 A 16,61 A
T-D60-2 17,67 A 24,44 A 16,51 A
T-D60-3 13,54 A 16,94 A 19,21 A
T-D60-4 12,34 A 13,11 A 19,51 A
T-D120-1 12,44 A 41,31 MA 21,51 A
T-D120-2 17,94 A 32,70 MA 20,71 A
T-D120-3 15,73 A 17,33 A 21,51 A
T-D120-4 10,39 M 23,32 A 20,81 A
F-D0-1 7,22 B 7,37 B 8,81 M
F-D0-2 9,28 M 8,57 M 9,71 M
F-D0-3 10,67 M 8,62 M 12,11 A
F-D0-4 7,33 B 9,92 M 10,51 M
F-D60-1 12,44 A 16,78 A 17,61 A
F-D60-2 12,61 A 8,60 A 15,61 A
F-D60-3 12,97 A 21,06 A 16,61 A
F-D60-4 11,90 M 15,48 A 16,51 A
F-D120-1 13,29 A 19,27 A 20,61 A
F-D120-2 13,41 A 20,85 A 21,01 A
F-D120-3 15,77 A 37,74 MA 21,51 A
F-D120-4 21,39 A 47,37 MA 20,71 A

Fonte: Dados do autor.

! Camada de 0-10, analisadas com o método Mehlich-1.2 Classificacdo de disponibilidade de P, na camada
de solo de 0-10 cm (CQFS-RS/SC, 2016). B: baixa; M: média; A: alta; MA: muito alta.
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4.2  Anadlise de correlagdo de Pearson

4.2.1 Perfilhamento

Com os resultados das variaveis analisadas no perfilhamento (Apéndice I1),
foram realizadas associacdes simples. Todos os resultados dos coeficientes de
correlacdo obtidos com a matriz de Pearson constam no Apéndice V; enquanto que as
correlagBes significativas obtidas compdem a Tabela 6. Os coeficientes dessa tabela
mostram que a associacao entre a MS da raiz ou da parte aérea da aveia e a quantidade
de P dessas partes da planta foi muito forte (r > 0,90); e a associagédo entre a MS da
parte aérea e a quantidade de P ou de MS da raiz e dessa Ultima variavel com a
quantidade de P da parte aérea foi forte (r = 0,70 a 0,90), segundo classificacdo proposta
por Hinkle, Wiersma e Jurs (2003).

O grau de associacdo moderada (r = 0,50 a 0,70) predominou entre as variaveis
com correlacdo significativa, incluindo a correlacdo entre a fosfatase acida e o teor de P
da raiz (r = 0,613), enquanto o grau de associacdo das demais correlagdes (niUmero de
pontas e ASE de raiz, quantidade de P e teor desse nutriente na parte aérea e volume de
raiz e propor¢do de massa da parte aérea e a raiz) foi fraco (r = 0,30 a 0,50). Além
dessas varidveis, a MS da raiz se correlacionou negativamente com a proporcao entre a

MS da parte area e MS da raiz (PA/R, r = -0,664), como era esperado.
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Tabela 6 - Variaveis com correlaces simples significativas (1), avaliadas no estadio de
perfilhamento das cultivares Taura e Farroupilha de aveia-branca, cultivada em
Latossolo com diferentes teores de fosforo (P). Passo Fundo, 2018

) Raiz Parte agrea
Variavel?
N° Pontas  Volume MS % P mg de P mg de P
Coeficiente de correlacéo de Pearson
Diametro - 0,512 - - - -
N
&E ASE 0,430 0,682 - - - -
mg de P - - 0,926 - - -
g MS - - 0,807 - 0,782 0,922
)
ij % P - - - - - 0,475
8 mg de P - - 0,756 - 0,688 -
PA/R - -0,449 -0,664 - -0,551 -
Fosfatase - - - 0,613 - -

Fonte: Dados do autor.

(1) Probabilidade de erro < 5%. 2 Didmetro: diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial
especifica de raiz (cm?/planta); mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea (mg/m?); N° pontas: niimero
de pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm3/planta); MS: massa seca de raiz ou
da parte aérea (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea; PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS
raiz; Fosfatase: atividade de fosfatase acida (mg/h/g solo).

4.2.2 Antese

Com os resultados das varidveis analisadas na antese (Apéndice IlI), foram
realizadas associagdes simples. Todos os resultados dos coeficientes de correlacéo
obtidos com a matriz de Pearson constam no Apéndice VI; enquanto que as correlagdes
significativas obtidas compGem a Tabela 7. Nesse estadio, observou-se que a associacao
entre a MS da raiz com a quantidade de P dessa parte da planta foi muito forte (r =
0,912). A associacdo da MS da parte aérea com a quantidade de P dessa parte da planta
e com a propor¢do de MS da parte aérea e raiz foi forte. Outras variaveis que se
correlacionaram fortemente (r > 0,70 e < 0,90) foram os atributos da morfologia de raiz,
em que o volume se associou com diametro e a ASE (r = 0,838 e 0,777,

respectivamente).
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Jé as correlagdes entre a quantidade de P da parte aérea com a propor¢do de MS
da parte aérea e raiz, e o teor de P e a quantidade desse nutriente na raiz foram de
associacdo moderada (r = 0,722 e 0,634). O Unico coeficiente de correlacéo significativo
negativo, foi obtido entre a MS de raiz e a relacdo de MS da parte aérea e a raiz,
seguindo o que foi constatado no perfilhamento; porém nesse estadio observou menor

intensidade de correlagéo (r < 0,50).

Tabela 7 - Variaveis com correlagdo simples significativas (1), avaliados no estadio de
antese das cultivares Taura e Farroupilha de aveia-branca, cultivada em Latossolo com
diferentes teores de fosforo (P). Passo Fundo, 2018

Variavel . Raiz Parte aérea
Diametro ASE MS % P MS mg de P
Coeficiente de correlagéo de Pearson
Diametro - 0,707 - - - -
g Volume 0,838 0,777 - - - -
mg de P - - 0,912 0,504 - -
MS da parte aérea - - - - - 0,851
PA/R - - -0,409 - 0,722 0,634

Fonte: Dados do autor.

(1) Probabilidade de erro < 5%. 2 Diametro: didmetro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial
especifica de raiz (cm?/planta); Volume: volume de raiz (cm®/planta); mg P: quantidade de P na raiz
ou parte aérea (mg/m?); MS: massa seca de raiz ou da parte aérea (g/m?); % P: teor de P da raiz ou
da parte aérea; PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz.

4.2.3 Maturacdo fisiolégica

Com os resultados das variaveis analisadas na maturacdo fisiologica (Apéndice
IV), foram realizadas associacdes simples. Todos os resultados dos coeficientes de
correlagédo obtidos com a matriz de Pearson constam no Apéndice VII; enquanto que as

correlagdes significativas obtidas compdem a Tabela 8.

Houve um predominio de correlagdes com o grau de associa¢do moderado (r >
0,50 e < 0,70), inclusive com relacdes inversas. Dentre as correlacdes negativas, inclui-

se a associacdo da quantidade de P de raiz com a propor¢do de MS da parte aérea e raiz
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(r = -0,668) e com a eficiéncia de aquisicdo desse nutriente (r = -0,901). No gréo, tanto
o0 teor de P e a quantidade desse foram correlacionados negativamente com a eficiéncia

de translocacéo desse nutriente (r = -0,686).

De forma semelhante, houve correlacdo negativa entre a eficiéncia de
enraizamento e a de aquisicdo (r = -0,613). Os maiores coeficientes de correlacdes
foram obtidos com os atributos mensurados na raiz, como mostram os valores desses
coeficientes observados com a eficiéncia de enraizamento e quantidade de P dessa parte
da planta (r = 0,930), e a correlacdo muito forte dessa Ultima varidvel com a MS da raiz
(r=10,926).

Tabela 8 - Variaveis com correlacdo simples significativas (1), avaliados no estadio de
maturacdo fisiologica das cultivares Taura e Farroupilha de aveia-branca, cultivada em
Latossolo com diferentes teores e adubacdo de fosforo. Passo Fundo, 2018

Raiz Parte aérea Grao

Variavel?
MS %P mgP MS %P mgP MS %P mgP PAR ER

Coeficiente de correlacéo de Pearson
mg Praiz 0,926 - - - - - - - - - -
mg P PA - - - 0,544 0,639 - . - - . .
MS gréo - - - - - 0,528 - - - - -
mg P gréo - - - - - - - 0,804 - - -
PA/R -0,713 - -0,668 0,429 - - - - - - -

mg P total - - - 0,480 0558 0,852 0,545 - 0,516 - -
EUP - - - - - - 0,800 -0,558 - - -
ER 0,930 - 0,890 - - - - - - -0,571 -
EAP -0,738 0,412 -0,676 - - - - - - 0,901 -0,613
ETP - - - 0414 0480 0,779 - -0,686 -0,581 - -

Fonte: Dados do autor.

(1) Probabilidade de erro < 5%. 2 mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea ou grdo (mg/m?); MS:
massa seca de raiz ou da parte aérea ou grio (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea ou do grio;
PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz; EUP: eficiéncia de uso de P; ER: eficiéncia de
enraizamento; EAP: eficiéncia de aquisicdo de P; ETP: eficiéncia de translocagéo de P.
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4.3  Analise dos componentes principais

4.3.1 Auto vetores

A andlise multivariada possibilitou quantificar as similaridades e
dissimilaridades entre as cultivares de aveia-branca, cultivadas em Latossolo com
diferentes teores de P, nos trés estadios em que as variaveis foram avaliadas
(perfilhamento, antese e maturacdo fisioldgica). Os resultados da analise dos
componentes principais (ACP), obtidos com as avaliacfes realizadas nesses estadios,
indicaram que 75,59% (perfilhamento), 91,53% (antese) e 82,38% (maturacao
fisiolégica) da variabilidade total das amostras analisadas foi explicada com esse
procedimento. Essa variabilidade foi obtida com a variancia acumulada em trés fatores
ou trés componentes principais (CP1, CP> e CP3) da ACP (Tabela 9). A variancia
representada em cada um desses componentes correspondeu a 40,6, 21,88 e 13,55%, no
perfilhamento; 38,58, 31,61 e 21,24%, na antese; 35,44, 31,89 e 15,05%, na maturacao

fisioldgica.

Nos trés estadios avaliados, a quantidade acumulada de MS de P na parte aérea
das plantas foram as variaveis com maior importancia relativa em relacdo ao CP1. Isso
também foi observado com a quantidade acumulada dessas duas varidveis na raiz das
plantas, mas somente no perfilhamento e na antese. Contudo, na maturacéo fisioldgica,
essas duas variaveis foram importantes em relacdo ao CP,. Outra variavel com maior
importancia relativa em relacdo ao CP; foi a quantidade de P total da planta, mas isso
foi observado somente na antese e na maturacdo fisiologica, enquanto a massa de grao
se destacou somente nesse ultimo estadio. Contudo, ressalva-se que essa variavel foi
avaliada somente nesse estadio (Tabela 9). As variaveis com maior importancia relativa
em relacdo ao componente principal e com a segunda maior variancia na ACP (CP2)
foram os atributos de raiz. No perfilhamento e na antese, foi a ASE e o volume de raiz.
A importancia dessas varidaveis foi maior no perfilhamento (0,60 e 0,57,
respectivamente), que na antese (0,47 e 0,41, respectivamente. Nesse ultimo estadio, a
propor¢do parte aérea e raiz foi também importante, em relacdo ao CP,, mas o sinal
negativo do auto vetor indica relagdo inversa ao observado com a ASE e o volume de
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raiz. Essa relagdo inversa e importancia desse vetor também foi observado no CPs, na

antese; e no CP,, na maturacdo fisioldgica (Tabela 9).

A atividade da fosfatase acida foi importante somente em relacdo ao componente
principal com a terceira maior variancia na ACP (CP3). Nesse componente, o valor do
auto vetor dessa varidvel e o nimero de pontas foi elevado (0,58), variando de forma
inversa ao diametro de raiz (-0,47 e — 0,41, no perfilhamento e na antese,
respectivamente) (Tabela 9). O teor de P do grdo na maturacao fisiologica foi a variavel
com maior importancia relativa em relacdo ao CPs. O valor do auto vetor (0,86) dessa
variavel, nesse estadio, foi 0 maior observado, entre todos os CP, varidveis e estadios

analisados.

A associacdo das variaveis com 0s componentes principais também pode ser
percebida, com os diagramas das Figuras 4, 5 e 6. Esses diagramas ilustram o
carregamento das varidveis nesses componentes e pode-se perceber visualmente quais
as variaveis estdo relacionadas com os componentes principais, conforme comentado

anteriormente.

Tabela 9 - Analise dos componentes principais, incluindo o percentual da variacdo
associada aos trés eixos e os auto vetores das variaveis de cada eixo, realizada em
estadios do ciclo fenoldgico das cultivares de aveia-branca Taura e Farroupilha,
cultivadas em Latossolo com diferentes teores de fésforo. Passo Fundo, 2018

(Continua)
Variancial Perfilhamento Antese Maturacao fisiologica
CPy CP, CP3 CPy CP, CP3 CPy CP; CP3
Total (%) 40,16 21,88 1355 38,68 31,61 21,24 3544 31,89 15,05
Acumulada (%) 40,16 62,04 7559 38,68 70,29 9153 3544 67,33 82,38
Variavel? Auto vetor
Fosfatase (mg/h/g solo) 0,01 -0,07 0,58 - - -
Diametro de raiz (mm/pl) 0,21 0,27 -047 0,28 0,32 -041
ASE de raiz (cm?/pl) 0,01 o060 -008 011 047 -0,30
N° de pontas (N° p./planta) -0,18 0,32 0,58 - - -
Volume de raiz (cm®/pl) 021 057 -0,01 0,22 041 -037
MS de raiz (g/m?) 0,48 0,00 0,09 0,36 0,22 043 -0,14 059 -0,01
P da raiz (mg/m?) 046 002 020 03 019 o046 -0,16 057 -0,02
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MS da parte aérea (g/m?) 044 -0,18 -004 042 -033 -009 042 0,12 0,11
Tabela 9 - Anélise dos componentes principais, incluindo o percentual da variagao
associada aos trés eixos e 0s auto vetores das variaveis de cada eixo, realizada em
estadios do ciclo fenoldgico das cultivares de aveia-branca Taura e Farroupilha,
cultivadas em Latossolo com diferentes teores de fosforo. Passo Fundo, 2018
(Concluséo)

Perfilhamento Antese Maturacao fisioldgica
CPq CP, CP; CP1 CP, CP; CP1 CP, CPs
Variavel? Auto vetor

Proporcéo parte
aérea/raiz (g/m?)

P da parte aérea (mg/m? 0,40 -0,25 0,07 039 -031 -0,18 050 0,23 0,01

-0,27 -019 -020 014 -045 -038 035 -042 013

P total da planta (mg/m?) - - - 051 -0,11 015 045 027 0,35
MS de gréo (g/m?) 043 0,05 -033
Teor de P do gréo (%) -0,14 -0,03 0,86

Fonte: Dados do autor.

1 CP;, CP,, CP3: Componente principal 1, 2 e 3, respectivamente. 2 ASE: Area superficial especifica. N°
de pontas: numero de pontas das raizes por planta. MS: Matéria seca. P: Fosforo. - : Sem correlacao. ... :
Né&o avaliado.

4.3.2 Amostras e variaveis explicativas

No perfilhamento, as amostras associadas com as variaveis de maiores vetores do
CP: foram, predominantemente, da cultivar Taura, das parcelas com teores de P que
variaram de 10,39 a 17,67 mg/kg. Uma dessas amostras (T-D60-4) se destacou por
representar mais de 39% da contribuicdo das observacdes no CPi. Além dessas
amostras, a cultivar Farroupilha, da parcela com teor de P de 21,39 mg/kg também teve
associagdo com o CPi. As variaveis associadas com as amostras relacionadas com esse
componente principal foram: MS e quantidade de P da raiz e parte aérea (Figura 4A e
4B).

J& as amostras associadas com o CP», foram, predominantemente, as do terceiro
bloco experimental do experimento, de parcelas com teores de P que variaram de 13,54
a 15,77 mg/kg (T-D60-3, F-D60-3 e F-D120-3), além de uma amostra da parcela ndo
adubada com fosfato, do quarto bloco experimental (teor de P de 7,67 mg/kg; T-DO0-4).
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As variaveis associadas com essas amostras foram: area superficial especifica e volume
de raiz (Figura 4A e 4B).

Com os eixos CP1 e CP», as amostras da cultivar Taura, das parcelas com teores
de P de 13,54 e 17,67 mg/kg, e da cultivar Farroupilha, das parcelas com teores de P de
10,67 e 21,39 mg P/kg, ficaram dispostas dentro de um mesmo quadrante, indicando
que elas possuem caracteristicas comuns de adaptacdo a disponibilidade de P do solo.
Essas amostras foram associadas as varidveis area superficial especifica e volume de

raiz, além da MS e da quantidade de P.

Como muitas variaveis foram importantes para explicar o CP3, em todos 0s
estadios, e 0 maior valor de auto vetor, observado no trabalho, foi obtido nesse eixo (P
do grdo, Tabela 9), além do plano bidimensional formado pelos eixos CP1 e CP2, 0

formado pelos eixos CP1 e CPs também foi analisado (Figura 4C e 4D).

No CPs3, a distribuicdo das variaveis fosfatase, nimero de pontas e,
negativamente o didmetro de raizes teve associacdo com as amostras da cultivar
Farroupilha das parcelas com teores de 12,97 e 12,44 mg P/kg (blocos 3 e 1,
respectivamente). Essas variaveis também estiverem associadas com esta cultivar no
solo sem adubacéo fosfatada (blocos 3 e 4), e com a cultivar Taura, cultivada em solo
com teor de P de 15,73 mg/kg diferentemente do observado nos eixos CP1 e CP, (Figura
4A e 4B).

Com os eixos CP1 e CPs, as amostras da cultivar Farroupilha, das parcelas com
teores de P que variaram de 7,33 a 12,97 mg/kg, e da cultivar Taura, da parcela com
15,73 mg P/kg , foram posicionadas dentro de uma mesma regido periférica, indicando
que elas possuem caracteristicas semelhantes de adaptagdo a variacdo do P disponivel
do solo. Essas amostras foram associadas a varidvel numero de pontas de raizes.
Também no terceiro componente as amostras da cultivar Farroupilha cultivadas com
12,44 mg P/kg e sem adubacéo fosfatada (F-D60-1 e F-D0-3), ficaram mais associadas
com a fosfatase &cida; o que sinaliza a utilizacdo desse mecanismo em solos deficientes
de P (Figura 4C e 4D).
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Figura 4 - Diagrama bidimensional dos componentes principais 1 e 2 (CP1e CP;)ele 3
(CP1 e CP»), ilustrando a distribuicdo do auto vetor das variaveis (A e C) e das amostras
avaliadas no perfilhamento da aveia-branca, em parcelas de blocos experimentais, com
diferentes teores de fosforo disponivel do solo (B e D). Passo Fundo, 2018

Perfilhamento
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CP1 (40.16%)

Fonte: Dados do autor.

(A e C) Fosfatase: atividade de fosfatase acida (mg/h/g solo); Didmetro de raiz (mm/planta); ASE: area
superficial especifica de raiz (cm?/planta); NUmero de pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume de
raiz (cm3/planta); MS raiz: massa seca de raiz (g/m?); P da raiz: quantidade de P na raiz (mg/m?); P da
PA: quantidade de P da parte aérea (mg/m?); MS da parte aérea: massa seca da parte aérea (g/m?);
Proporcdo PA/R: proporcdo de MS da parte aérea/raiz (g/m?).

(B e D) 2F, T: cultivar Farroupilha e Taura, respectivamente. 1, 2, 3, 4: nimero do bloco experimental.
DO: bloco 1 e 4, e 2 e 3 disponibilidade baixa e média, respectivamente; D60: disponibilidade alta, exceto
F-D60-4 (média); D120: disponibilidade alta, exceto T-D120-4 (média).
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Em geral, na antese, observou-se que algumas amostras associadas as variaveis
explicativas do CP1, no estadio anterior, permaneceram relacionadas a esse componente,
destacando a cultivar Taura, amostrada nas parcelas com teores de P de 24,00 e 13,11
mg/kg. Essa ultima amostra se destacou por representar mais de 26 % da contribuicdo
das observagbes no CP1, e 31,80 % no CP,. (Figura 5A e 5B). Também houve relagdo
desse componente com trés amostras da cultivar Farroupilha, do bloco 1, em que os
teores de P variaram de 7,37 a 19,27 mg/kg. Além dessas, outra amostra associada ao

CP1 foi a T-D120-2, em que a quantidade de P da planta foi a varidvel explicativa.

Outras varidveis associadas as amostras, e com maior importancia relativa em
relacdo a esse componente principal, foram aquelas também consideradas mais
explicativas no perfilhamento, como a MS e a quantidade de P da raiz e da parte aérea.
As amostras da cultivar Taura, mencionadas na anélise do CP da antese, se associaram
mais com a parte aérea das plantas, enquanto as amostras da cultivar Farroupilha se

associaram mais com as caracteristicas da raiz.

As amostras avaliadas na antese, associadas ao CP,, foram predominantemente
da cultivar Taura, amostrada nas parcelas ndo adubadas com fosfato (blocos 1 e 3), e
uma amostra com 17,33 mg P/kg; alem de uma amostra da cultivar Farroupilha,
amostrada em parcela com 15,48 mg P/kg (Figura 5B). As variaveis associadas a essas
amostras expressam caracteristicas morfolégicas de raiz, como a ASE e o volume
(Figura 5A e 5B). Ja, a variavel proporcao parte aérea e raiz, em que o valor do auto
vetor foi elevado nesse componente, ndo se associou a nenhuma das amostras
analisadas. Nesse estadio, as amostras que foram observadas préximas a origem dos
eixos ortogonais, como as da cultivar Taura, sem adubacdo fosfatada (T-D0-2 e 4), néo
contribuem para o estudo, ou seja, ndo possuem caracteristicas discriminatérias. 1sso
ocorreu nos trés CP analisados, evidenciando esse aspecto, como ilustrado nos

diagramas bidimensionais (Figura 5).

No CPs das amostras avaliadas na antese, as varidveis com 0s maiores vetores
foram aquelas associadas a cultivar Taura, de parcelas com teores de P variando de
14,01 a 32,70 mg/kg, e a apenas uma amostra da cultivar Farroupilha (19,27 mg P/kg)
(Figura 5D). Em contrapartida, verificou-se associagcdes negativas entre as amostras de
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Farroupilha (8,60 mg P/kg) e de Taura (sem adubacdo fosfatada), com varidveis
negativamente explicativas nesse eixo. As variaveis associadas com essas amostras
foram: MS e quantidade de P da raiz, e, negativamente, o diametro de raiz e a proporc¢éo

parte aérea e raiz (Figura 5C e 5B).

Figura 5 - Diagrama bidimensional dos componentes principais 1 e 2 (CP1e CP;)ele 3
(CP1 e CPs3) ilustrando a distribuicdo do auto vetor das variaveis e das amostras avaliadas
na antese da aveia-branca (A e C), em parcelas de blocos experimentais, com diferentes
teores de fésforo disponivel do solo (B e D). Passo Fundo, 2018
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Fonte: Dados do autor.

(A e C) 'Diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial especifica de raiz (cm?/planta); Volume de
raiz (cm?/planta); MS raiz: massa seca de raiz (g/m?); P da raiz: quantidade de P na raiz (mg/m?); P da
PA: quantidade de P da parte aérea (mg/m?); MS da parte aérea: massa seca da parte aérea (g/m?);
Propor¢do PA/R: proporgdo de MS da parte aérea/raiz (g/m?); P total: quantidade de P total da planta
(mg/m2).
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(B e D) ?F, T: cultivar Farroupilha e Taura, respectivamente.1, 2, 3, 4: nimero do bloco experimental. T-
DO: disponibilidade de P baixa; F-DO: disponibilidade de P média, exceto F-D0-1 (baixa); D60:
disponibilidade de P alta; T-D120-1,2: disponibilidade de P muito alta; T-D120-3,4: disponibilidade de P
alta; F-D120-1,2: disponibilidade de P alta; F-D120-3,4: disponibilidade de P muito alta.

Como observado na antese, as amostras da cultivar Taura, das parcelas com
16,51 e 19,51 mg P/kg e (Blocos 2 e 4, respectivamente), mantiveram-se associadas as
variaveis de maior auto vetor no CP1 (MS e quantidade de P da parte aérea), na
avaliacdo realizada na maturacdo fisioldgica (Figura 6A e 6B). Essas variaveis também
foram as com maior importancia em relacdo as amostras da cultivar Farroupilha, sem
adubacdo fosfatada (blocos 2, 3 e 4). As amostras da cultivar Taura, dos solos com
maiores teores de P (20,71 e 21,51 mg/kg), ou com 16,61 mg P/kg (T-D60-1) e da
cultivar Farroupilha, sem adubacdo fosfatada (F-D0-2), também foram associadas as
seguintes variaveis com maior importancia explicativa, quantidade de P total da planta,
MS e quantidade de P da parte aérea. As variaveis associadas ao CP; na avaliacao
efetuada na antese, e que mantiveram essa associagcdo nesse mesmo componente na
amostragem efetuada na maturacéo fisiologica, foram: MS e quantidade de P da parte
aerea, e a quantidade total desse nutriente na planta.

No CP2, obtido com as avaliagbes da maturacdo fisiologica, a amostra da
cultivar Taura, cultivada sob elevado teor de P (21,51 mg/kg), no bloco 1, foi a que
proporcionou maior contribuicdo da variabilidade desse componente (> 35%) (Figura
6B). Semelhante ao perfilhamento, observou-se que duas amostras do bloco 3, porém
das duas cultivares (Farroupilha e Taura) e com teores iguais de P (21,51 mg/kg),
também continuaram associadas ao CP.. As variaveis que se associaram positivamente
a esse componente foram a MS e a quantidade de P da raiz. J& a proporcao parte aérea e
raiz foi associado negativamente ao CP», e mais relacionada com a amostra da cultivar
Farroupilha, do solo com 21,01 mg/kg (F-D120-2) (Figura 6A e 6B).

Na avaliacdo da maturacéo fisioldgica, o CPs indicou que amostras da cultivar
Taura, uma sem adubacdo fosfatada e a outra de solo com 21,51 mg P/kg; além de uma
da cultivar Farroupilha, do solo com 20,61 mg P/kg, foram as observa¢Ges com maior
importancia em relagdo a esse CP (Figura 6D). Ja as varidveis com maior importancia

relativa, em relacdo ao CP3, foram a quantidade de P total da planta e o teor desse
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nutriente no grdo, com destaque para esse ultimo atributo, devido ao maior auto vetor

obtido no estudo, e que define as direcdes dos eixos da maxima variabilidade (Figura

6C e 6D).

Figura 6 - Diagrama bidimensional dos componentes principais 1 e 2 (CP1e CP2),ele 3
(CP1 e CPs3) ilustrando a distribuicdo do auto vetor das variaveis e das amostras avaliadas
na maturacao fisioldgica da aveia-branca (A e C), em parcelas de blocos experimentais,
com diferentes teores de fosforo disponivel do solo (B e D). Passo Fundo, 2018

Maturagao Fisiologica
Observacoes (CP1 e CP2: 67,33%)

(A) (B)
6 5
.
. T-D120-1
2 Pdaraiz |
MS da raiz 3
gg = P wtslda o s 1 F-D0-2
(o)) T- -
%) MS daPA 1 F-D60-L F_Dug_l;e 3I—rnzo[—)%5 -
“m o M3 do grig FD60-2% TO -[?o 106071 *'4T-D60= " Po4
N Teor de P no grio 0 ——F-D603° FD0-3—+—
& F-D60-4 ®
i 8 1 T-D0-3° LeT-D120-4 .
N F-D120-1 T-D60-3
Proporgdo 2 = -
4 PAR F-DO-1 F-D120-2
3 o F-D120-4
T-DO-1
-6 -4
s 6 4 2 0O 2 4 6 8 6 5 4 3 2 41 0 1 2 3 4 5 6
Observacoes (CP1 e CP3: 50,49%)
(A) (B)
8 3
T-D0-2
L)
F-D120-2
6 Teor Pdo grio | 3 .
T-D120-3
;\; 4 F-D120-]
w L
S P total L TDOd  FDI12g3,
4 2 T-D120-2" *
N oporgdo PA/R FDg0-2 F-D60-1 << T-D60-1
(s3] 3 MS da parte aérea 0 —} ; . : ;
& P da raiz VSR D01 FD6od T-D60-4 T-D60-3
5 ¥ . . L
MS de raiz P da parte aérea T-D120-1 F-DO-1 F-D120-4 JF-D0-4
L]
2 -1 F-D60-3 5 F.;D0-3
MS de grdo T-D120-4 T-D60-2 °F-D0-2
T-D0-3
4 2 .
8 6 4 2 o 2 4 6 8 3 2 1 0 1 2 3 4

Fonte: Dados do autor.

CP1 (35.44%)

(A e C) 'Diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial especifica de raiz (cm?/planta); Volume de
raiz (cm3/planta); MS raiz: massa seca de raiz (g/m?); P da raiz: quantidade de P na raiz (mg/m?); P da
PA: quantidade de P da parte aérea (mg/m?); MS da parte aérea: massa seca da parte aérea (g/m?);
Propor¢do PA/R: proporgdo de MS da parte aérea/raiz (g/m?); P total: quantidade de P total da planta

(mg/m?).
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(B e D) 2F, T: cultivar Farroupilha e Taura, respectivamente. 1, 2, 3, 4: niimero do bloco experimental.
DO: disponibilidade de P média, exceto F-D0-3 (alta); D60 e D120: disponibilidade de P alta.

4.3.3 Anélise de agrupamentos

Com os resultados das variaveis selecionadas para a ACP, foi gerado um
dendrograma, para cada estadio do ciclo fenoldgico, com a finalidade de agrupar as
amostras, e assim, identificar a dissimilaridade entre elas. No estadio de perfilhamento e
da antese, as amostras foram reunidas em trés grupos. No Grupo 1 (G1), formado com
os resultados do perfilhamento, predominaram as amostras da cultivar Taura, dos solos
com teores variando de 10,39 a 19,94 mg P/kg (5 amostras). No Grupo 2 (G2), néo
houve influéncia da cultivar e predominaram as amostras do Bloco 1. Nesse grupo, foi
observado uma amostra de cada cultivar do tratamento sem adubacdo fosfatada
(controle), além de outras amostras com teores proximos a 13 mg P/kg. No Grupo 3
(G3), predominaram amostras dos blocos 2, 3 e 4, das cultivares Farroupilha com teores
de P variando entre 11,90 a 15,77 mg/kg, além de amostras de Taura (controle) (Figura
7A).

Na antese, o0 G1 foi formado somente por uma amostra da cultivar Taura (13,11
mg P/kg; T-D60-4), também observada nesse grupo, no perfilhamento. Isso indica
caracteristicas especificas dessa amostra, importantes no inicio do ciclo dessa cultivar.
O G2 foi formado, principalmente, pela cultivar Farroupilha, das trés faixas de
disponibilidade de P do solo; aléem da cultivar Taura (controle, exceto a parcela do
blocos 3). No G3, foi incluida somente a amostra da cultivar Taura, dos solos com
teores de P de 17,33 a 51,31 mg P/Kkg, exceto a parcela do bloco 4 (Figura 7B).

Na maturagdo fisioldgica, as amostras foram reunidas em cinco grupos. No G1,
foi incluida uma amostra da cultivar Taura (19,21 mg P/kg; T-D60-3) e outra da cultivar
Farroupilha (21,01 mg P/kg; F-D120-2). No G2, foram reunidas trés amostras da
cultivar Farroupilha, do solo sem adubacdo fosfatada. O G3 foi composto somente por
uma amostra da cultivar Taura (21,51 mg P/kg; T-D120-1). O G4 foi constituido, em

Vanessa Dal’Maso 67



geral, por uma amostra de cada cultivar e faixa de disponibilidade de P do solo, mas das
parcelas dos Blocos 1 ou 4. O G5 concentrou amostras da cultivar Farroupilha, da
mesma faixa de disponibilidade de P do solo (15,61 a 17,61 mg P/kg) (Figura 7B).

Figura 7 - Dendrograma resultante da analise de conglomeragdo de vinte e quatro
amostras das cultivares Taura e Farroupilha de aveia-branca, em um Latossolo com
diferentes teores de fosforo, nos estadios de perfilhamento (A), antese (B) e maturacéo
fisiologica (C). Passo Fundo, 2018
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Fonte: Dados do autor.

LF, T: cultivar Farroupilha e Taura, respectivamente. DO, D60, D120: dose 0, 60 e 120 kg P,Os/ha ,
respectivamente. 1, 2, 3, 4: nimero do bloco experimental.

4.3.4 Andlise de agrupamentos e eficiéncia nutricional
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A partir da analise de agrupamento, foram identificados os valores das eficiéncias
nutricionais das amostras que compdem cada grupo. De modo geral, nos trés estadios
avaliados, as amostras do G1, que podem ou ndo diferir entre os estadios, foram as com

maior eficiéncia nutricional de P (Tabela 10).

No perfilhamento, as amostras do G1 foram as com maiores valores de EUP,
ER. Ja as amostras do G3 foram aquelas com maior EAP e ETP. Na antese, o G1 foi
composto de uma Unica amostra, em que foi observada as maiores EUP, EAP e ETP,
porém com menor ER, enquanto as amostras do G3 foram aquelas com o maior valor
desse altimo tipo de eficiéncia. No estadio de maturacao fisioldgica, as amostras com
maiores eficiéncias foram distribuidas em um nimero maior de grupos. As amostras do
G1 foram as com maiores valores de EAP e de ETP, mas menor ER. As amostras do G2
foram as com maiores valores de EUP, enquanto as do G3 foram aquelas com maior ER
(Tabela 10).

Tabela 10 - Eficiéncia nutricional média dos grupos de amostras das cultivares Taura e
Farroupilha de aveia-branca, identificados com a analise de agrupamento, em estadios
fenoldgicos. Passo Fundo, 2018

Eficiéncias relativas®

Eficiéncias — perfilhamento Antese Maturacao Fisiolégica

Gl G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2 G3 G4 G5
EUP 40,7 36,6 278 1000 306 32,1 595 822 449 784 565
ER 700 350 108 180 259 70,2 33 156 100,0 84 20,2
EAP 426 582 676 1000 524 443 945 432 164 505 36,8
ETP 82,7 87,1 888 1000 70,2 560 896 880 806 678 715

ENP 59,0 542 488 795 448 506 61,7 572 605 512 463

Fonte: Dados do autor.

L EUP: eficiéncia de uso de P; ER: eficiéncia de enraizamento; EAP: eficiéncia de aquisi¢do de P; ETP:
eficiéncia de translocacéo de P; ENP: eficiéncia nutricional de P.

2 perfilhamento; G1: T-D60-4, F-D0-3, T-D60-3, T-D120-4, F-D120-4, F-D60-1, T-D60-2, T-D120-2;
G2: F-D0-1, T-120-1, F-D120-2, T-D0-1, F-D120-1; G3: T-120-3, F-D0-2, F-D60-1, T-D0-2, T-D60-1,
F-D0-4, F-D60-3, T-D0-3, F-D60-4, T-D0-4, F-D120-3.

3 Antese; G1: T-D60-4; G2: F-D120-4, T-120-4, F-D120-3, F-D60-3, F-D60-4, F-D120-2, T-D0-2, T-DO-
4, T-D0-1, F-D0-4, F-D0-2, T-D60-3; G3: T-D120-1, T-D0-3, F-D60-2, T-D60-2, T-D120-2, T-D60-1, F-
D120-1, F-D0-3, T-D120-3, F-D0-1, F-D60-1.
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4 Maturagéo fisiolégica; G1: T-D60-3, F-120-2; G2: F-D0-4, T-D60-4, T-D0-3, F-D0-2, F-D0-3, T-D60-
2; G3: T-D120-1; G4: T-DO0-1, F-DO0-1, F-D120-4, F-D60-4, T-D120-4; G5: T-DO-4, F-D60-1, F-D60-2,
F-D60-3, T-D0-2, F-D120-1, T-D120-2, T-D60-1, T-D120-3, F-D120-3.

4.4  Expressdo génica

4.4.1 Reacgdoem cadeia da polimerase - PCR

Primeiramente, foi realizada a sele¢ao dos genes candidatos, através de um
estudo na literatura em busca por trabalhos que envolvessem a expressdo génica da
Familia de Transportadores de Fosforo (PHT — Phosphate Transporter Family). Foram
selecionados genes de espécies similares a aveia-branca (Quadro 1), visto que, esta
espécie ndo possui sequéncias do genoma no Genbank (National Center for
Biotechnology Information - NCBI). Apds a obtencdo dos primer selecionados para
cada gene da PHT, foi realizada uma PCR, para avaliar quais os primers amplificariam
a sequéncia correta com base no tamanho esperado de amplicon. A validagdo desses
primers e importante para realizacdo da RT-gPCR.

A temperatura de anelamento (Ta) da reacdo de PCR foi baseada na temperatura
de melting (Tm) de cada primer. A Ta corresponde a temperatura em que ocorre 0
pareamento entre primer e a sequéncia alvo (gene). Geralmente, a Ta € de 3 a 5°C
menor que a Tm, e pode ser definida como a temperatura de desnaturagao de 50% das
moléculas de DNA (Tabela 11).

O gene de referéncia utilizado (GAPDH), que foi selecionado através de
trabalhos com aveia-branca, amplificou em todas as amostras, de forma estavel,
confirmando que esse gene é ideal para ser utilizado como controle na normalizacéo dos
dados do RT-gPCR. A maioria dos primers testados da PHT, ndo amplificaram o gene
alvo, apresentando mau-pareamento com o cDNA (TAPHT 1.6, OSPT 1, OSPT 2, OSPT
6, HVPT 1, HvPT 2, HORvuPht 1;2 e HORvuPht 1;6), e foram desconsiderados. Os
genes que amplificaram, no tamanho esperado de amplicon, foram do trigo (TAPHT 1.2
e TAPHT 1.10) e da cevada (HORvuPht 1;1).
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As amostras em que se observou a amplificagdo com o primer do gene TAPHT
1.2 foram da raiz da cultivar Farroupilha, cultivada em solos com teor de P de 8,3 e 49,7
mg/kg. O primer do gene TAPHT 1.10, aléem de amplificar essas mesmas amostras,
apresentou pareamento com uma amostra de raiz da cultivar Taura, em solo com
disponibilidade muito alto P (33,6 mg/kg). As amostras em que se observou a
amplificagdo com o primer de cevada HORvuPht 1;1 foram das raizes e da parte aérea
da cultivar Taura. Como observado com o primer de trigo TAPHT 1.10, isso ocorreu
nos tratamentos com disponibilidade de P em nivel baixo (6,0 e 6,1 mg/kg de P) e muito
alto (33,6 e 52,24 mg/kg de P) (Tabela 11).

Tabela 11 - Temperaturas de anelamento utilizadas em cada primer na reacdo da PCR e
amostras em que ocorreu amplificacdo do gene alvo, em aveia-branca (cultivares Taura
e Farroupilha), no estagio 13 da escala de Zadoks, Chang e Konzak (1974). Passo
Fundo, 2018

Temperatura de

Cultura Nome gene Amostra amplificada

anelamento

TAPHT 1.2 F-D0-4 e F-D120-1 (raiz) 50 °C

Trigo TAPHT 1.6 - 50 °C

TAPHT 1.10 F-D0-4, F-D120-1 e T-D120-2 (raiz) 50 °C

OsPT 1 - 55 °C

Arroz OsPT 2 - 55 °C

OsPT 6 - 55 °C

HvPT 1 - 50 °C

HVPT 2 - 50 °C

Cevada HORwUPht 1:1 T-DO-1, T-D120-2 (r:,;uz) T-D0-2, T-D120- 50 °C

1 (aérea)

HORvuPht 1;2 - 50 °C
HORvuPht 1;6 - 50°Ce40°C

Aveia GAPDH Todas as amostras 50 °C

Fonte: Dados do autor.

4.4.2 Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real

Os primers que amplificaram o gene alvo, no tamanho esperado de amplicon,

na PCR, foram selecionados para a realizacdo da RT-gPCR. Para isso, se faz necessario
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a validagéo do gene de referéncia e dos primers selecionados para o estudo de expressdo
dos genes PTH, em aveia. Para a validacdo foram utilizadas as concentracdes 5 e 10

pumol de primer e 10, 50 e 100 ng de cDNA na reacéo (Figura 8).

A especificidade do primer do gene GAPDH, que é de aveia, foi confirmada
pela presenca de um Unico pico na curva de dissociacdo (melting curve) na temperatura
de 82 °C (Figura 8). Em todas as reacdes deve-se realizar a analise da curva de melting
como controle de especificidade do fragmento amplificado de acordo com o tamanho do
fragmento. A analise de curva de melting permite a identificacdo do fragmento
amplificado em temperatura especifica (Tm), podendo também distinguir sequéncias de

composic¢des semelhantes com bases na diferenca de suas temperaturas de dissociacao.

Quando analisada a curva de melting dos primers do gene alvo (TAPHT 1.2,
TAPHT 1.10 e HORvuPht 1: 1), que ndo sdo especificos para aveia-branca e sim para 0s
genes do trigo e da cevada, diferentes padrdes de curva, com diferentes picos e Tm,
foram observados. Assim, ndo € possivel afirmar que o gene amplificado é o gene

ligado com o transporte de P em células das amostras de aveia analisadas (Figura 8).

Figura 8 - Curvas de melting dos genes GAPDH, TAPHT 1.2, TAPHT 1.10 e HORvuPht
1;1, nas concentracGes de primers (5 e 10 umol) e cDNA (10, 50 e 100 ng) na reacédo, no
RT-gPCR. Passo Fundo, 2019
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Curva de melting
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Fonte: Dados do autor.

L (A): concentrages de 10 umol de primer com 50 e 100 ng de cDNA na reagéo; (B): concentracdes de 5
UM de primer com 10 e 50 ng de cDNA

Ao realizar a analise da curva de melting, foi observado diferentes picos de Tm e
padrdes de curva nas duplicatas do cDNA, as quais foram extraidas de uma mesma
amostra (Figura 9). Isso indica que cada amostra da duplicata amplificou diferentes
genes ou fragmentos com alteracGes nucleotidicas. Esse resultado, possivelmente indica

que os primers utilizados ndo sdo especificos do gene alvo em aveia-branca.

Figura 9 - Curva de melting dos genes TAPHT 1.2 e HORvuPht 1;1, nas concentragdes
de 10 pmol de primer e 100 ng de cDNA na reacdo, no RT-qPCR. Passo Fundo, 2019
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Curva de melting
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Fonte: Dados do autor.

4.4.3 Verificacdo da transcrigdo reversa e da reacdo em cadeia da polimerase

Ao verificar diferentes picos de Tm entre duplicatas, optou-se por testar na PCR,
amostras de raiz e da parte aérea das duas cultivares de aveia utilizadas no trabalho, em
solos com disponibilidade de P entre baixa e muito alta, e nos trés primers com
concentracdo de 10 umol e 50 ng de cDNA na reacdo. Foram realizadas 2 repeticOes da

reacdo de PCR, com as mesmas condigdes e amostras (replicatas).

Os resultados da eletroforese ndo foram reprodutivos, ou seja, as amostras que

amplificaram o gene na primeira reacdo, ndo amplificaram na segunda, e vice-versa
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(Figura 10). Assim, ndo foi possivel concluir se as amplificagGes observadas foram dos
genes transportadores de P em aveia-branca, pois isso requer primers especificos da

cultura.

A amplificacdo do gene GAPDH foi estavel em todas as amostras (Figura 10),
indicando que as amostras de cDNA utilizadas nas reacdes estavam integras.
Figura 10 - Analise da PCR com os primers TAPHT 1.10 e GAPDH em amostras de

raizes das cultivares Taura e Farroupilha de aveia-branca, cultivadas em Latossolo,
com niveis de P baixo e alto. Passo Fundo, 2019

GAPDH

105 pb

208 pb
. R ek X K

Fonte: Dados do autor.

16, 2, 14: Taura, nivel baixo de P no solo; 4, 12, 16: Farroupilha, nivel baixo de P no solo; 18, 22, 26:
Taura, nivel alto de P no solo; 24 e 28: Farroupilha, nivel alto de P no solo. 2M: DNA marcador de 500
pb
8 B: Branco (agua). 4 (A) e (B): Repetigbes 1 e 2, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A adubacéo de correcéo, realizada para elevar a disponibilidade de P do solo, de
baixa e média, para alta, possibilitou contrastar os solos das parcelas analisadas, com o
tratamento controle, onde essa corre¢cdo nao foi realizada. Nossos resultados mostram
que as doses de 60 e 120 kg P2Os/ha possibilitaram corrigir os teores de P para alto. Na
maior dose o incremento do teor de P foi em média 18,16 % maior que na dose de 60 kg
P2Os/ha, ja para o solo ndo corrigido a diferenca foi de 52,23%. Isso corrobora com a
pesquisa regional, que sugere doses de correcdo de 80 e 40 kg P2Os/ha, em solos com
disponibilidade baixa e alta, respectivamente (CQFS-RS/SC, 2016).

Assim, era esperado pouca diferenca entre os mecanismos (fosfatase acida,
colonizagdo micorrizica, morfologia de raizes) e a eficiéncia nutricional de fésforo entre
as amostras com disponibilidade alta de P. No entanto, nossos resultados mostraram
alguns destaques para algumas amostras com doses de 60 kg P2Os/ha. Portanto, pode ser

atribuido que a correcdo do solo ocasionou uma melhor morfologia de raiz.

5.1 Mecanismos de aquisicdo e absorcao de fosforo

5.1.1 Morfologia de raiz

Os atributos morfoldgicos da raiz foi o mecanismo mais evidente, que
observamos nas amostras analisadas, em relacdo a eficiéncia nutricional, nos estadios de
perfilhamento e de antese. No perfilhamento, dentre as eficiéncias analisadas, a EAP
variou a morfologia de raiz. A maioria das amostras com maior EAP foram as com
maior area superficial especifica, volume e nimero de pontas de raizes. Em trabalho
com dois gendtipos de trigo, eficiente e ndo ao uso de P, analisados aos 24 dias apos a

semeadura, as razdes médias entre os tratamentos com P baixo e P adequado do
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comprimento total, area superficial especifica, volume, nimero de pontas e largura
média da raiz foram maiores no gendtipo eficiente (NGUYEN; STANGOULLIS, 2019).

Outros trabalhos com trigo, e outros cereais, também evidenciaram que plantas
eficientes em P alteram a morfologia da raiz, em solo com disponibilidade baixa, ou alta
desse nutriente (FITA; NUEZ; PICO, 2011; ZHOU et al., 2016). Os trabalhos ainda
mostram que as diferengas entre gendétipos quanto a EAP deve-se, principalmente, as
caracteristicas morfoldgicas e arquitetura das raizes (LYNCH et al., 2011; OSBORNE;
RENGEL, 2002; WANG; SHEN; LIAO, 2010).

Os resultados que observamos nas amostras do Grupo 3 corroboram o relatado
nesses trabalhos. Essas amostras apresentaram maior EAP e ETP, porém, menor EUP e
ER. Em solos com baixa disponibilidade de P, a aquisicdo desse nutriente é mais
importante, que a sua utilizacdo para a producédo de biomassa vegetal (MANSKE et al.,
2001). Além disso, os resultados das amostras do Grupo 3 mostram que a ENP nao foi
maior, entre 0s grupos obtidos com a analise multivariada, mesmo que esse grupo tenha
maior EAP e ETP.

Para a eficiéncia nutricional das plantas, a EUP é considerada mais importante
que a EAP, em culturas expostas ao suprimento adequado desse nutriente (MANSKE et
al., 2001), o que pode explicar os resultados da ENP das amostras desse grupo. Nosso
resultado concorda com o trabalho citado acima, pois a maioria das amostras desse

grupo (G3) foram cultivadas em solo com disponibilidade média e alta.

Ainda no estaddio de perfilhamento, a ER foi o tipo de eficiéncia mais
importante, para discriminar o grupo de amostras com maior ENP. Esse tipo de
eficiéncia tem correlagdo positiva com a EUP, o que é explicado pelo volume de raiz e
pela area superficial da raiz, nos estadios iniciais do crescimento das plantas
(ALMEIDA et al., 2018). Os resultados obtidos com as amostras do Grupo 3 mostram
que a morfologia da raiz também foi importante para a ER, no estadio de antese. Nesse
estadio, as amostras desse grupo apresentaram maior area superficial especifica e

volume de raiz.
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Por outro lado, esses resultados diferem parcialmente do relatado por Wang et
al. (2015), que trabalharam com cevada, apds 28 dias do plantio, e em condicdes de
hidroponia e baixa disponibilidade de P. Por outro lado, nossos resultados concordam
com os desses autores, em relacdo ao nimero de pontas e o volume de raiz, observados

em plantas com maior ER.

Isso indica que, sob baixa disponibilidade de P, ocorre maior crescimento
radicial, possibilitando mais aquisicdo desse nutriente, no estadio inicial de crescimento.
Assim, o comprimento da raiz € maior, em relacdo ao observado com disponibilidade
adequada de P. No entanto, em estadio mais avancado do ciclo fenoldgico, como o da
antese, ocorre o0 contrario, isto é, o crescimento do sistema radicial € maior, em solo
com maior disponibilidade desse nutriente (NGUYEN; STANGOULIS, 2019). Isso
também foi confirmado em nossos resultados, como demonstrado com as amostras do
Grupo 3, em que a maior ER ndo implicou aumento da ENP, tanto na antese, como na

maturacdo fisiologica da aveia-branca.

Contrastando com as amostras do Grupo 3, em que a ENP foi inversamente
proporcional a ER, as amostras do Grupo 1, avaliadas na antese, apresentaram maior
ENP, como consequéncia da maior EAP, ETP e EUP. A partir do estadio de antese ndo
ocorre crescimento de raiz das plantas de aveia (BROUWER, 1986); ou, como relatado
em trabalhos mais recentes, realizados com trigo (NGUYEN; STANGOULIS, 2019) e
milho (ALMEIDA et al., 2018).

Por outro lado, embora o crescimento das raizes cesse no inicio do estadio
reprodutivo, ou na antese em cereais; a atividade fisioldgica dessa parte da planta
persiste, até que o enchimento de grdos atinge o maximo (FEHR; CAVINESS, 1977).
Esses argumentos explicam porque a ER nédo foi um dos tipos de eficiéncia com maior
importancia na antese, mas foi no perfilhamento, estadio em que o crescimento das

raizes é rapido, pois as reservas das sementes e 0 solo em contato com P sdo limitados.
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5.1.2 Fosfatase acida

Assim como a morfologia de raiz, a atividade de fosfatase acida foi variavel
importante para discriminar as amostras do Grupo 3, no estaddio de perfilhamento,
contribuindo para a maior EAP. Assim, esses resultados comprovam a importancia
dessa enzima em gendtipos com maior EUP, como relatado para plantas de cevada
silvestre (YE et al., 2018) ou ervilha, faba e trigo (NURUZZAMAN et al., 2006). Os
resultados desses ultimos autores também indicam menor influéncia desse mecanismo
em cereais, 0 que pode estar relacionado com os resultados que observamos nas
amostras do Grupo 3, em que a morfologia da raiz teve maior contribuicdo, que a

fosfatase &cida.

A associacao positiva entre a atividade dessa enzima e a EAP pode ser atribuido
ao menor volume de solo explorado pelas raizes, pois, nesse estadio inicial de
crescimento, as raizes ainda estdo sendo formadas. Consequentemente, ha menor
aquisicdo ou maior dificuldade das plantas em adquirir P, em solos com baixa
disponibilidade desse nutriente. 1sso tambeém tem relacdo com a baixa mobilidade e
concentracdo do P na solucdo do solo (CLARKSON; GRIGNON, 1991; WANG et al.,
2010), o que também explica a maior aquisicdo desse nutriente, em plantas com maior

area e volume de raiz, em contato com o solo.

Ao contréario do verificado no perfilhamento, as avaliacdes realizadas no estadio
posterior mostraram que a contribuicdo dessa enzima nédo foi importante para explicar a
ENP. Além da menor taxa ou de cessar o crescimento de raizes, com o avanco do ciclo
fenolégico, o aumento da disponibilidade de P observado no tratamento de 120 kg de
P2Os/ha e nas avaliagbes realizadas na antese, pode ter influenciado a menor

contribuicdo da fosfatase, observada nesse estadio.

Os resultados obtidos com a analise de correlacdo simples mostram associa¢ao
positiva entre a atividade dessa enzima e o teor de P da raiz, no estddio de
perfilhamento, mas isso ndo ocorreu na antese, incluindo as associacdes da fosfatase

com os diferentes tipos de eficiéncias analisadas. Sabe-se que a atividade dessa enzima
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reflete a condigdo nutricional da planta, da atividade das bactérias do solo, relacionadas
com a aquisicdo de P (FUJITA et al., 2017; RAZAVI et al., 2017), e que 0 uso intensivo
de fertilizantes fosfatados inibe a expressao da fosfatase (FRASER, 2015).

Além disso, foi constatado menor atividade dessa enzima com a diminui¢do do
crescimento da raiz de arroz, avaliado aos 35 e 45 dias apds a semeadura (WEI et al.,
2019). Contudo, o papel dessa enzima em plantas adaptadas a solos com baixa
disponibilidade de P ainda ndo esta totalmente compreendido, e necessita de mais
estudos (CIERESZKO; SZCZYGLA; ZEBROWSKA, 2011), incluindo investigacdes

que relacionem a sua atividade com os estadios do ciclo fenoldgico.

5.1.3 Colonizag¢éo micorrizica

A analise de correlacdo simples ndo indicou associacdo entre o percentual de
colonizagdo de fungos micorrizicos arbusculares nativos nas raizes e as variaveis
analisadas, incluindo os tipos de eficiéncias nutricionais avaliadas. A colonizagdo
micorrizica é influenciada por muitos fatores, além da disponibilidade de P do solo. Em
relacdo a esse uUltimo, nossos resultados estdo de acordo com o relatado em outros
trabalhos, que indicam diminuicdo desses fungos em solos com maior disponibilidade
desse nutriente, principalmente, adubados com doses elevadas de fertilizantes fosfatados
(MADER et al., 2000; TRESEDER, 2004).

Nesse sentido, Wang, Zhao e Bucking (2016) observaram que o aumento da
disponibilidade de P do solo reduziu a taxa de colonizacdo micorrizica, quando

genotipos de soja com baixa ENP foram inoculados com esses fungos.

Praticas agricolas, como monocultivo ou elevadas doses de fertilizacdo,
impedem a proliferacdo de hifas e diminuem a funcionalidade da simbiose pela
colonizacdo micorrizica (MADER et al., 2000; VERBRUGGEN; KIERS, 2010). Além
disso, a maior parte dos fungos responsaveis pela simbiose com plantas cultivaveis e

que se desenvolvem em solos agricolas, podem ter caracteristicas menos benéficas
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comparado com fungos que fazem a simbiose com plantas em ambientes nativos
(VERBRUGGEN; KIERS, 2010).

Com isso podemos tambem explicar auséncia de efeito dos fungos micorrizicos
na ENP, verificada nas amostras adubadas com fosfato, também constatada nas
amostras sem aplicacdo desse fertilizante. Nessa condicéo a colonizacdo micorrizica, no
perfilhamento obteve uma média (38,75%), sendo superior em comparagao com a maior
dose aplicada (120 kg de P.Os/ha). A baixa colonizagdo ou ndo explicativa para a ENP
pode estar relacionada a alguns fatores externos. Entre os fatores podemos citar as
baixas temperaturas (10 a 16 °C), registrada nas épocas de avaliacdo desses fungos, cuja
colonizagdo aumenta em temperaturas maiores que 18 °C (SCHENCK; SMITH, 1982)
ou decresce em temperaturas menores que 15 °C (SOUDZILOVSKAIA et al., 2015).

Outro fator que pode ter influenciado os resultados que observamos com 0s
fungos micorrizicos é o uso de fungicidas no tratamento de semente (carboxina e tiram).
Sementes de ervilha e de grdo-de-bico tratadas com fungicidas restringiram a
colonizagdo micorrizica, o crescimento do hospedeiro e a absorcdo de P, em diferentes
faixas de disponibilidade desse nutriente (JIN; GERMIDA; WALLEY, 2013).

5.1.4 Expressao génica

Vérios mecanismos foram desenvolvidos pelas plantas para melhorar a aquisi¢cdo
e a utilizacdo de P, em ambientes em que o suprimento desse nutriente é limitante
(ELLIOTT; LAUCHLLI, 1985). A expressdo dos genes transportadores de P € um desses
mecanismos (VANCE; UHDE-STONE; ALLAN, 2003) e consiste na codificacdo de
proteinas nas membranas celulares das plantas, que possibilitam aumentar a aquisi¢éo
desse nutriente (ARAUJO; MACHADO, 2006).

Em nosso trabalho, a expressdo dos genes transportadores de P ndo foi
confirmada, devido diferentes amplificaces entre as duplicatas técnicas. Apesar dos
primers utilizados serem selecionados de espécies monocotileddneas que apresentam

alta similaridade e sequéncias simétricas conservadas dos genes PHT1 (PARRA-
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ALMUNA et al., 2020), para aveia-branca parece ndo ocorrer 0 mesmo, provavelmente

por apresentar pares de bases distintos dessas espécies que selecionamos 0s primers.

Essa diferenca entre os genes PHT de aveia-branca com as outras espécies, pode
ser explicado por diferentes desenvolvimentos evolutivos que influenciaram em seus
genomas, através dos quais, as gramineas diferem em tamanho, nivel de ploidia e
nimero de cromossomos (GRUN et al., 2018). Provavelmente por esses motivos, 0s

primers ndo se anelaram no gene alvo ou anelaram em outros genes.

Como a aveia é uma planta hexaploide, a falta de especificidade dos primers
pode também ter ocasionado na amplificacdo de genes de outros conjuntos
cromossémicos (aveia possui trés conjuntos diploides). Independente da fusdo desses
genomas, para a formacdo dos alopoliploides algumas mudancgas genéticas foram
observadas como ligadas a expressdo génica. Entre esses, a reorganizacdo do genoma
(ganho ou perda de sequéncia de DNA), mudancas na atividade transcricional dos genes
e modificacdes epigenéticas (TAIZ; ZIEGER, 2014). Possivelmente, isso explique os
Varios picos observados e os diferentes picos de amplificacdo na curva de melting das
duplicatas técnicas. A ocorréncia de genes PHT1 homologos em diferentes genomas,
cromossomos ou em diferentes bracos do cromossomo, ja foi encontrada em trigo
(GRUN et al., 2018), o que pode acarretar anelamento dos primers, ndo especificos, em

diferentes genes.

Para evitar esses problemas na amplificacdo dos genes, 0s primers devem ser
projetados para amplificar os alelos homoélogos em um locus particular; por exemplo, o
nivel de expressdo relativo de PHT1 pode representar o de todos os trés alelos
homdlogos nos conjuntos de cromossomos do genoma. Além disso, se faz necessario o
sequenciamento desses genes em aveia-branca, visto que, possui sequéncias distintas

dos transportadores de P de plantas ja estudadas, impossibilitando a subclonagem.
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5.2 Eficiéncia Nutricional

Entre os mecanismos que estudamos para explicar a ENP em aveia-branca, a
morfologia de raiz, no perfilhamento e antese; e a atividade de fosfatase &cida, no
perfilhamento; foram os que se destacaram. A ENP foi maior na antese, comparado aos
demais estadios avaliados. Nossos resultados também evidenciam que a contribuicdo
para a maior ENP variou entre os tipos de eficiéncia avaliados de acordo com 0s

estadios do ciclo fenoldgico dessa cultura.

Para o estagio de perfilhamento, o que mais contribuiu para o grupo mais
eficiente nutricionalmente de P foram as ER, EUP e ETP; ja na antese foram as EUP,
EAP e ETP e na maturacdo fisioldgica foi a EAP e ETP. Também observado por
Nguyen e Stangoulis (2019), genoétipo de trigo com maior eficiéncia nutricional a P
obteve maior EUP nesses trés estadios, enquanto que a EAP ndo obteve diferencas

significativas entre os genotipos na maturacao fisiologica.

Contudo, o trabalho ndo identificou qual o mecanismo estd associado a
eficiéncia de translocacao e uso de P em aveia-branca. De acordo com o que se conhece
com a nutricdo desse nutriente em culturas de gréos, possivelmente, a expressao de
genes transportadores de P pode ser o0 mecanismo associado a essas eficiéncias, porém
outros estudos devem serem realizados a respeito desse assunto. 1sso estad de acordo
com Schroeder et al. (2013), que consideram gue 0s genes transportadores melhoram a
eficiéncia do uso de nutrientes. Em genotipos de cevada a elevada expressao de genes
transportadores foram associados a EUP e a remobilizacéo de P interno (HUANG et al.,
2011; PREUSS; HUANG; TYERMAN, 2011).
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6 CONCLUSAO

A eficiéncia nutricional da aveia-branca, em relagdo a fésforo, esta associada
com alguns dos mecanismos de adaptacdo a baixa disponibilidade desse nutriente,
estudados no trabalho, que variam com estadio fenoldgico. As eficiéncias de aquisicédo e
de enraizamento estdo associadas positivamente com a morfologia da raiz (area
superficial especifica e o volume), no perfilhamento e na antese, respectivamente. O
nimero de pontas da raiz estd associado a eficiéncia de aquisicdo somente no
perfilhamento. Além da morfologia da raiz, a eficiéncia de aquisicdo esta associada

positivamente com a atividade da fosfatase acida, nesse mesmo estadio.

A eficiéncia nutricional da aveia a fosforo & maior na antese. Nesse estadio,
também sdo maiores as eficiéncias de translocacdo, de aquisicdo e de uso desse
nutriente. 1sso indica a importancia desses tipos de eficiéncias e o estadio da antese, em
estudos que avaliam a eficiéncia nutricional desse nutriente, nessa cultura. Em outros
estadios (perfilhamento e maturacédo fisiologica), a eficiéncia de translocacédo é a que
mais contribui para a eficiéncia nutricional da aveia, em relacdo ao fosforo. Por outro
lado, a colonizagdo de fungos micorrizicos nativos ndo teve associagdo com nenhuma
das eficiéncias. Ja a expressao génica dos transportadores de fosforo, precisa ser testada
com novos primers e genes, e com técnica que seja mais restritiva quanto a fatores

externos, para confirmarmos os resultados obtidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As eficiéncias estudadas no trabalho possibilitaram afirmar que na antese foi
observada a maior eficiéncia nutricional a P, sendo que as eficiéncias que contribuiram
para esse resultado foram de aquisicdo, uso e translocacdo. Novos trabalhos podem
incluir outras formas de eficiéncias, como fisioldgica e de absorcdo, para maior
compreensdo dessa variavel. Porém, considera-se importante que novas pesquisas
investigue-se, além da importancia morfologia de raiz demonstrada no trabalho, outros
mecanismos, ndo avaliados nesse estudo, estdo envolvidos nessas eficiéncias e nesse

estadio.

Quanto as cultivares, poderia ser refeito o estudo com maior nimero dessas para
verificar a variabilidade quanto as eficiéncias e aos mecanismos de mais genotipos,
visando auxiliar para melhor entendimento desse sistema. Os mecanismos que nao
foram englobados no trabalho e que poderiam ser estudados sdo a producdo e a
exsudacdo de fosfatases pelas plantas, a exsudacdo de acidos organicos de baixo peso
molecular, a producdo de pélos radiciais, além da expressdo dos transportadores de P

(avaliado no trabalho, mas nao foi conclusivo).

Também se sugere para 0s proximos trabalhos realizar a inoculacdo de fungos
arbusculares micorrizicos, pois como Vvisto esses possuem mais respostas e maior
eficiéncia na colonizacdo. Além dessa inoculagdo poderia ser testada com bactérias da
espécie Azosperillum brasilense, que em alguns trabalhos j& mostraram promissores
também a eficiéncia de P. Outra questdo seria identificar os genes transportadores de P
para a aveia-branca, que ainda nao sdo conhecidos ou sequenciados; para esse estudo
seria mais prudente realizar sob cultivo hidropénico com solucdo nutritiva, diminuindo

os fatores externos que podem alterar a expressdo desses genes. Inclusive a coleta
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poderia ser realizada em fase de plantula para o sequenciamento e na antese para

comparar a expressdo dos genes transportadores de P.
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APENDICES



Apéndice | - Genes e pares de iniciadores selecionados com suas respectivas
temperaturas de anelamento e tamanho em pares de bases esperados do intervalo do
primer, para a validacao de genes ligados com o transporte transmembrana de P em

aveia-branca.



Cultura Nome Gene Primers testados Sequéncias dos primers (5'-3") Temperatura ('C) Amplicon? (pb)

TAPHT 1.2 TAPHT 1.2-F TGAGACCGGCTACTCACGG 58,9 158
TAPHT 1.2-R AATGGAGTCATCGTCGCCAA 56,8

Trigo TAPHT 1.6 TAPHT 16-F TTTTTTATGGTCGGAGAGCGTT 54,8 78
TAPHT 1.6 -R CAGCCCTAATTAACCTGGACAACT 56,8

TAPHT 1.10 TAPHT 1.10-F GCGTTCGGGTTCCTGTATGC 58,8 208
TAPHT 1.10 -R CAGTCGGAGCAATGGTGTCGT 59,8

OsPT 1 OsPT1-F TCTGACTTTCCCTCGCACC 58 283
OsPT1-R AGAACCGGAAGAAGCAGAGC 57,3

Arroz OsPT 2 OsPT2-F AGCTGTTGGGTCGCCTTTACTACA 60,3 187
OsPT2-R ACGACCATGAGGATGAGCGTGAAT 60,3

OsPT 6 OsPT6-F ACGCTCTCAGGGCAATCTTTCTTT 60,5 81
OsPT6-R TGAGCATGAGGGTGATGCCATAGA 59,9

HVPT 1 HvPT1-F CGATGATGGCATCGATGCTTA 55,2 197
HWT1-R GCACCATCAGAAAATTGCAATCTC 55,2

HVPT 2 HVWPT2-F GAGCTCTCCAAGGAGAACGTTG 57,5 148

HVPT 2 -R AATTACAGCAACAAAACAAGCCG 55
Cevada HORvuPht 1;1 HORvuPht 1;1 - F GGCATCGATGCTTAGGCTGG 58,6 200
HORwvuPht 1;1 - R CGAATACAGAGCACCATCAG 53

HORvuPht 1;2 HORvuPht 1;2 - F AACTGGTGTCTAAGACATGC 52,4 150
HORvuPht 1;2 - R AAGCATTACATTGTCACGGC 53,8

HORvuPht 1;6 HORvuPht 1;6 — F TGGGATGTCACGTCACCTTA 55,7 80
HORvuPht 1;6 — R TGTTCCGATTTTGTTGGTGA 52,5

Aveia GAPDH GAPDH - F TGTCCATGCCATGACTGCAA 57,4 105
GAPDH -R CCAGTGCTGCTTGGAATGATG 56,7

Fonte: Dados do autor.

1 Amplicon: pedago de RNA ou DNA, que é fonte ou produto de uma amplificagéo.




Apéndice Il - Resultados originais das variaveis analisadas em aveia-branca no estadio
de perfilhamento das cultivares Farroupilha e Taura, cultivadas em diferentes teores
de P com trés doses de adubacéo de P. Passo Fundo — 2018



Raiz Parte aérea
Amostra Fosfatase CM Diametro ASE N°depontas Volume MS %P mgP MS %P mgP PA/R ER EAP ETP EUP

T-DO-1 7,76 50 1,12 15,2 179,0 0,44 114 022 256 2632 030 794 231 025 920 0,76 1,28
T-DO-2 8,64 60 0,94 23,6 473,3 0,56 6,88 025 171 2536 024 603 369 0,07 11,25 0,78 0,87
T-DO-3 7,09 80 1,55 45,4 287,7 0,65 536 0,20 10,7 2288 025 579 427 0,10 1280 084 172
T-DO0-4 6,00 30 1,07 32,5 813,3 0,95 1156 0,17 199 2416 027 650 209 022 734 077 0,93
F-DO-1 9,35 40 0,85 13,9 150,7 0,30 932 0,22 20,7 31 039 1218 333 0,16 1529 086 1,72
F-D0-2 8,66 10 0,91 22,5 445,0 0,52 592 0,27 160 168 0,27 454 284 0,09 1037 0,74 0,69
F-D0-3 10,01 30 1,14 33,8 939,3 0,97 19,36 0,25 487 2041 028 581 105 082 552 05 0,83
F-D0-4 12,02 10 0,76 16,5 1050,3 0,30 42 023 95 1344 032 433 320 003 1257 082 031
T-D60-1 8,75 20 1,15 12,8 196,3 0,39 6,88 0,14 95 1984 033 647 288 0,07 10,79 087 057
T-D60-2 9,98 20 1,30 27,1 226,7 0,88 17,36 0,23 40,7 42,24 028 1169 243 063 908 0,74 3,46
T-D60-3 10,15 60 1,41 33,1 370,7 1,46 13,32 0,22 286 214 024 514 161 037 601 064 091
T-D60-4 9,63 40 1,36 24,3 387,3 0,84 30,36 024 733 6532 028 1859 215 097 854 072 415
F-D60-1 9,89 20 0,85 33,2 864,0 0,74 1492 022 331 336 030 1022 225 041 907 0,76 198
F-D60-2 7,87 70 0,86 18,0 607,3 0,40 96 018 173 213 029 616 223 016 822 0,78 0,79
F-D60-3 9,20 60 0,84 31,8 1238,7 0,68 6,32 022 140 2352 034 795 372 008 1480 0,85 1,10
F-D60-4 6,98 20 0,85 47,1 903,3 1,00 824 015 124 156 028 440 189 0,11 6,84 0,78 0,39
T-D120-1 8,82 60 0,81 13,8 132,0 0,30 17 0,16 268 3244 036 1160 191 060 840 081 2,08
T-D120-2 7,42 40 1,14 24,7 332,0 0,69 16,96 0,12 19,8 38,76 034 1305 229 045 886 087 229
T-D120-3 12,02 30 1,13 22,9 524,7 0,68 10,32 0,27 275 242 028 682 234 015 927 0,71 0,78
T-D120-4 6,82 30 1,04 28,3 559,7 0,74 21,12 017 354 2748 038 1033 130 083 657 074 131
F-D120-1 7,00 40 0,86 18,1 131,7 0,38 17,12 0,22 379 3204 026 845 187 050 715 069 164
F-D120-2 5,86 40 1,10 22,9 171,0 0,65 10,36 0,14 147 2352 013 316 2,27 017 447 068 0,88
F-D120-3 9,04 40 1,15 37,8 644,3 0,69 10,36 0,20 209 2312 033 773 223 017 948 0,79 0,80
F-D120-4 8,16 20 1,08 29,9 156,9 1,10 23,68 020 478 3924 030 1163 166 092 693 0,71 234

Fonte: Dados do autor.

! Fosfatase: atividade de fosfatase 4cida (mg/h/g solo); CM: percentagem de colonizagdo micorrizica na raiz por planta; Diametro: diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial
especifica de raiz (cm?/planta); N° pontas: nimero de pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm®/planta); MS: massa seca de raiz ou da parte aérea (g/m?); % P: teor
de P da raiz ou da parte aérea; mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea (mg/m?); PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz; ER: eficiéncia de enraizamento; EAP: eficiéncia de
aquisicdo de P; ETP: eficiéncia de translocacéo de P; EUP: eficiéncia de uso de P.



Apéndice 1l - Resultados originais das variaveis analisadas em aveia-branca no estadio
de antese das cultivares Farroupilha e Taura, cultivadas em diferentes teores de P
com trés doses de adubacao de P. Passo Fundo — 2019



Raiz Parte aérea
Amostra Fosfatase CM Diametro ASE N°depontas Volume MS %P mgP MS %P mgP PA/R P total ER EAP ETP EUP

T-DO-1 7,98 50 1,21 48,09 933,33 1,43 372 011 424 2632 024 629 239 10533 2,77 283 060 6,58
T-DO0-2 7,69 30 1,21 51,48 811,00 1,55 70,12 0,09 599 2536 0,28 721 284 13202 6,72 188 055 487
T-DO0-3 8,37 40 1,57 60,25 1067,33 2,46 61,16 010 62,3 2288 0,24 540 236 11636 12,92 190 046 4,550
T-D0-4 10,13 40 1,26 49,50 519,67 1,61 68,4 008 547 2416 031 741 3,07 12884 758 188 058 4,53
F-D0-1 6,47 40 1,42 58,50 310,00 2,07 916 012 1104 31 022 69,0 223 17943 17,34 19 0,38 5,36
F-D0-2 6,82 60 1,12 42,94 599,33 2,07 4048 0,10 421 168 034 573 341 9950 4,06 246 058 284
F-DO0-3 11,61 70 1,13 49,45 1203,33 1,41 7092 0,10 684 2041 0,22 457 224 11414 1136 161 040 3,65
F-D0-4 7,14 30 1,18 47,84 359,33 1,37 40,4 0,08 310 1344 032 432 322 7425 2,83 184 058 243
T-D60-1 7,78 70 1,36 51,17 652,33 1,75 8564 0,13 111,7 19,84 0,22 433 218 15496 11,10 1,81 0,28 254
T-D60-2 7,48 50 1,06 25,47 306,33 1,64 9348 0,10 96,3 4224 0,24 1016 241 19794 19,02 212 051 9,01
T-D60-3 7,04 80 1,16 38,34 813,00 1,20 4748 011 520 214 027 579 271 10996 4,68 232 053 4,16
T-D60-4 7,43 50 1,38 40,97 442,00 1,42 579 0,10 591 6532 027 1739 266 23293 356 402 075 18,32
F-D60-1 6,07 50 1,17 56,42 1131,67 1,72 8752 0,09 787 336 022 738 220 15243 1504 1,74 048 741
F-D60-2 5,63 40 1,63 70,04 518,00 2,88 66,64 010 657 2136 0,24 507 238 11648 8,05 1,75 044 3,92
F-D60-3 6,74 40 0,92 51,74 442,00 1,40 55,84 0,07 39,8 2352 0,20 477 203 8753 682 157 055 6,32
F-D60-4 9,25 30 1,02 40,11 538,67 1,00 46,08 0,11 495 156 021 333 214 8281 354 180 040 294
T-D120-1 3,63 70 1,66 66,86 269,67 2,77 7532 0,09 693 3244 025 810 250 15032 12,78 200 054 7,00
T-D120-2 5,81 70 1,18 45,16 320,00 1,33 973 0,09 896 3876 0,14 530 1,37 14268 16,97 147 037 10,53
T-D120-3 7,33 70 1,28 52,61 729,33 1,68 78,08 010 745 242 022 535 221 12795 857 164 042 458
T-D120-4 591 60 1,01 39,06 1140,00 0,98 60,92 011 641 2748 021 566 206 12071 7,52 198 047 6,26
F-D120-1 6,90 80 1,41 50,00 726,67 1,74 1054 0,10 109,7 32,04 018 569 1,77 16660 1981 158 0,34 6,16
F-D120-2 9,24 60 1,42 48,76 387,67 1,75 5308 0,08 431 2352 025 587 250 101,76 4,39 192 058 544
F-D120-3 6,22 70 091 27,49 173,67 0,68 62,72 012 742 2312 023 521 226 12639 6,35 202 041 423
F-D120-4 3,88 50 1,30 34,70 489,98 1,49 3928 0,10 400 3924 0,13 525 134 9255 2,83 236 057 16,64

Fonte: Dados do autor.
! Fosfatase: atividade de fosfatase acida (mg/h/g solo); CM: percentagem de colonizagdo micorrizica na raiz por planta; Diametro: diametro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial
especifica de raiz (cm?/planta); N° pontas: nimero de pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm3/planta); MS: massa seca de raiz ou da parte aérea (g/m?); % P: teor



de P da raiz ou da parte aérea; mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea (mg/m?); PA/R: propor¢do MS da parte aérea/ MS raiz; P total: soma da quantidade de P da raiz, parte aérea e
grédo (mg/m?); ER: eficiéncia de enraizamento; EAP: eficiéncia de aquisigdo de P; ETP: eficiéncia de translocacéo de P; EUP: eficiéncia de uso de P.



Apéndice IV - Resultados originais das variaveis analisadas em aveia-branca no estadio
de maturacdo fisioldgica das cultivares Farroupilha e Taura, cultivadas em
diferentes teores de P com trés doses de adubacédo de P. Passo Fundo — 2018



Raiz Parte aérea Gréo
Amostra MS %P mgP MS %P mgP MS %P mgP PA/R Ptotal ER EAP ETP EUP
T-D0-1 28 0,14 38,7 172,00 0,24 4112 149,20 0,29 4372 6,14 887 0,92 31,68 0,46 25,09
T-D0-2 72 011 79,1 268,00 0,28 7617 150,60 0,44 6596 3,72 1500 3,65 2084 051 1512
T-DO-3 60 0,10 62,6 272,00 0,24 642,1 158,00 0,15 2354 453 940 4,10 15,67 0,68 26,55
T-D0-4 68 0,14 985 228,00 0,31 699,4 160,20 0,34 5431 335 1341 3,72 19,72 0,52 19,14
F-D0-1 40 0,12 48,3 236,00 0,22 5252 15540 0,27 4149 5,90 988 1,70 24,71 0,53 24,43
F-D0-2 88 0,10 889 324,00 0,34 11059 202,60 0,17 3464 368 1541 533 1751 0,72 26,63
F-D0-3 64 013 80,8 376,00 0,22 8424 20460 0,19 39,9 588 1320 3,30 20,63 0,64 31,71
F-D0-4 52 0,16 81,0 312,00 0,32 10040 234,80 0,23 5330 6,00 1618 1,76 31,12 0,62 34,07
T-D60-1 68 0,13 86,6 349,33 0,22 7617 196,00 0,32 6174 514 1466 3,35 2155 052 2621
T-D60-2 72 011 81,4 372,00 0,24 8950 19880 0,18 3578 517 1334 4,14 1853 0,67 29,62
T-D60-3 36 0,16 585 400,00 0,27 10827 209,80 0,20 4238 11,11 1565 0,86 4347 0,69 2813
T-D60-4 68 011 724 276,00 0,27 7346 24400 0,32 7686 4,06 1576 3,08 2317 0,47 37,79
F-D60-1 76 015 1176 272,00 0,22 597,2 14860 0,29 4354 358 1150 559 1513 0,52 19,20
F-D60-2 80 0,13 101,9 212,00 0,24 5037 162,00 0,31 5006 265 1106 6,37 13,83 0,46 23,73
F-D60-3 72 0,13 964 276,00 0,20 5603 169,80 0,24 409,2 383 1066 535 1480 0,53 27,05
F-D60-4 60 0,13 758 280,00 0,21 5979 189,40 0,30 566,3 4,67 1240 3,09 20,67 0,48 28,93
T-D120-1 160 0,11 182,7 296,00 0,25 7389 14760 0,25 363,1 185 1285 2323 8,03 0,58 1696
T-D120-2 84 0,12 103,3 488,00 0,24 6678 171,40 0,30 5056 581 1.277 6,01 1520 0,52 23,01
T-D120-3 88 0,10 84,1 344,00 0,22 760,4 17440 0,38 6575 391 1502 546 17,07 051 20,25
T-D120-4 48 0,15 70,1 280,00 0,21 5768 196,80 0,22 4369 583 1084 227 2258 0,53 3574
F-D120-1 48 0,15 70,6 344,00 0,18 6104 14520 0,35 5038 7,17 1185 2,07 24,68 052 17,79
F-D120-2 32 0,13 415 376,00 0,25 9386 162,40 0,36 5830 11,75 1563 0,67 4884 0,60 16,87
F-D120-3 84 0,10 87,6 342,67 0,23 7729 177,40 0,32 567,7 4,08 1428 526 17,00 054 22,03

F-D120-4 40 0,10 38,2 308,00 0,13 4122 17880 0,28 4935 7,70 944 1,77 2360 0,44 33,87
Fonte: Dados do autor.
1 MS: massa seca de raiz ou da parte aérea ou de grdo (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea ou de grdo; mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea ou de grdo (mg/m?); PA/R:
proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz; P total: soma da quantidade de P da raiz, parte aérea e grdo (mg/m?); ER: eficiéncia de enraizamento; EAP: eficiéncia de aquisicdo de P; ETP:
eficiéncia de translocacdo de P; EUP: eficiéncia de uso de P.




Apéndice V - Matriz de correlacdo de Pearson de varidveis analisadas em aveia-branca
no estadio de perfilhamento das cultivares Farroupilha e Taura, cultivadas em
diferentes teores de P com trés doses de adubacédo de P. Passo Fundo — 2018



Coeficiente de correlagio®

Variavel?
Fosfatase Didmetro ASE N°Pontas Volume MSraiz %Praiz mgPraiz CM (%) MSPA PA/R %PPA

Diametro  -0,0362 - - - - - - - - - - -
ASE -0,1855 0,3631 - - - - - - - - - -
N° Pontas  0,2653 -0,3446  0,4301 - - - - - - - - -
Volume -0,0065 0,5119 0,6819 0,1796 - - - - - - - -
MS raiz -0,0347 0,2705  -0,0020  -0,2620 0,3759 - - - - - - -
%P raiz 0,6130 0,0241  -0,0297  0,1667 0,0371  0,0043 - - - - - -
mg P raiz  0,1856 0,3032 0,0119  -0,1730 0,3795  0,9263 0,3487 - - - - -
CM (%) -0,2316 0,2487 0,0619  -0,1730  -0,0813 -0,1226  -0,0938 -0,1451 - - - -
MS PA 0,0272 0,3080  -0,1202  -0,3800 0,1400  0,8073 0,0705 0,7818 0,0210 - - -
PA/R 0,1059 -0,0176  -0,0560  0,0474 -0,4491 -0,6639  0,1694 -0,5512 0,3036 -0,1712 - -
%P PA 0,2543 -0,3231  -0,2113  0,1373 -0,3109 0,1090  -0,0784 0,0277 -0,1117 0,031 0,0014 -
mg P PA 0,0970 0,1453  -0,1880 -0,307 0,0071  0,7557 0,0060 0,6883 -0,0071  0,9218 -0,1580 0,4747

Fonte: Dados do autor.

! Probabilidade de erro < 5%.

2 Fosfatase: atividade de fosfatase acida (mg/h/g solo); Diametro: didmetro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial especifica de raiz (cm?/planta); N° pontas: nimero de
pontas de raizes (N° pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm®/planta); MS: massa seca de raiz ou da parte aérea (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea; mg P:
quantidade de P na raiz ou parte aérea (mg/m?); CM: percentual de colonizagdo micorrizica; PA/R: propor¢do MS da parte aérea/ MS raiz.



Apéndice VI - Matriz de correlacdo de Pearson de varidveis analisadas em aveia-branca
no estadio de antese das cultivares Farroupilha e Taura, cultivadas em diferentes
teores de P com trés doses de adubacdo de P. Passo Fundo, 2018



Coeficiente de correlagao*

W
vaniavel Fosfatase Didmetro ASE N°Pontas Volume MSraiz %Praiz mgPraiz CM (%) MSPA PA/R %PPA
Fosfatase - - - - - - - - - - - -

Didmetro raiz  -0,1913 - - - - - - - - - - -

ASE -0,0715 0,7073 - - - - - - - - - -
N° Pontas 0,3343 -0,0573  0,1787 - - - - - - - - -
Volume raiz -0,2398 0,8376 0,7767 -0,0446 - - - - - - - -
MS raiz -0,0754 0,2076 0,2117 -0,0443 0,2175 - - - - - - -
%P raiz -0,0969 0,0404  -0,2344  0,0682 -0,0775  0,1210 - - - - - -
mg P raiz -0,0964 0,2067 01012 -0,0454  0,1658  0,9118  0,5038 - - - - -
CM (%) -0,1369 0,0291 -0,1671 0,0875 -0,0943  0,3214 0,3398 0,3900 - - - -
MS PA -0,3016 0,715  -0,2102  -0,1953  -0,0115 0,2978  0,0494 0,2513 0,0935 - - -
PA/R -0,2694 0,0584 -0,3346 -0,1118  -0,1548 -0,4091  0,0463 -0,3577  -0,0857  0,7221 - -
%P PA 0,3208 0,0219 0,0832 -0,0278 0,1651 -0,3745 -0,2085 -0,3880 -0,2816  -0,2981 -0,1330 -
mg P PA -0,0678 0,1905 -0,1361 -0,1711  0,0698 0,1250  -0,0166 0,0855 -0,0538 0,8505 0,6339 0,2179

Fonte: Dados do autor.
! Probabilidade de erro < 5%.

2 Fosfatase: atividade de fosfatase acida (mg/h/g solo); Diametro: didmetro de raiz (mm/planta); ASE: area superficial especifica de raiz (cmZplanta); N° pontas: nimero de pontas de raizes (N°
pontas/planta); Volume: volume de raiz (cm¥planta); MS: massa seca de raiz ou da parte aérea (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea; mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea (mg/m?); CM:
percentual de colonizagdo micorrizica; PA/R: propor¢do MS da parte aérea/ MS raiz.



Apéndice VII - Matriz de correlagdo de Pearson de variaveis analisadas em aveia-
branca no estadio de maturacéo fisioldgica das cultivares Farroupilha e Taura,
cultivadas em diferentes teores de P com trés doses de adubacéo de P. Passo Fundo,
2018



» Coeficientes de correlacéo!
Variavel®

MS Raiz %P Raiz mgP Raiz MSPA PA/R %PPA PPA MSGrdao %P Grao mgP Grdao P total EUP ER EA

%P Raiz  -0,3600 - - - - - - - - - - - - -
mg P Raiz  0,9264 -0,0011 - - - - - - - - - - - -
MS PA 0,0947 -0,0541 0,0577 - - - - - - - - - - -
PA/R -0,7134  0,3355 -0,6675  0,4289 - - - - - - - - - -
%P PA 0,1109 0,1160 0,1184  -0,2739 -0,1623 - - - - - - - - -
mg P PA  0,1303 0,0558 0,0995 0,5435 0,2570 0,6393 - - - - - - - -
MS Grédo -0,1356  0,0168 -0,1604  0,2982 0,1503 0,3046 0,5283 - - - - - - -
%P Grao -0,0120 -0,0679 -0,0288  -0,1196 -0,0466 -0,1196 -0,2490 -0,3712 - - - - - -
P Grao -0,0731  -0,1048 -0,1177  0,0364 0,0108 0,0193 0,0103  0,2396 0,8037 - - - - -
P total 0,1920 -0,0085 0,1527 0,4795 10,1322 0,5583 0,8517  0,5445 0,2093 0,5164 - - - -

EUP -0,3235  -0,0044 -0,3388 0,0083 0,1186 -0,0420 0,0158 0,8001 -0,5579 -0,0520 -0,0585 - - -
ER 0,9304 -0,2458 0,8904 -0,0031 -0,5711 10,0304 0,0016  -0,2748 -0,0792 -0,2234 0,0014 -0,3458 - -
EA -0,7376 0,4123 -0,6763 0,1612 0,9005 0,1820 0,3350 0,2216 0,0880 0,1902 0,2899 0,0921 -0,6126 -
ETP 0,0602 0,0581 0,0391 0,4139 0,2358 0,4797 0,7793 0,2897 -0,6862 -0,5810 0,3505 0,0762 0,0368 0,1852

Fonte: Dados do autor.

! Probabilidade de erro < 5%.

2 MS: massa seca de raiz ou da parte aérea ou do grao (g/m?); % P: teor de P da raiz ou da parte aérea ou do grdo; mg P: quantidade de P na raiz ou parte aérea ou do grdo (mg/m?);
PA/R: proporcdo MS da parte aérea/ MS raiz; P total: quantidade total de P (mg/m?); EUP: eficiéncia de uso de P; EAP: eficiéncia de aquisicdo de P; ETP: eficiéncia de translocacio de
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