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Introgressao do alelo favoravel do gene de resisténcia ao aluminio
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Resumo — A cevada é um dos cereais mais sensiveis ao Al3*, cuja toxicidade reduz o crescimento
radicular em solos acidos. O alelo do gene HVAACT1, que possui uma insercdo na regido promotora,
esta ligado a resisténcia ao AI** em cevada, a sua maior expressdo génica no apice radicular e a maior
exsudacéo de citrato. Nenhuma cultivar de cevada obtida por programas de melhoramento no Brasil
possui este alelo, portanto, este trabalho objetivou introgredi-lo em cultivares brasileiras e avaliar o
impacto na resisténcia ao Al**. Para tanto, a cultivar americana Dayton (portadora do alelo favoravel)
foi cruzada com as cultivares brasileiras sensiveis ao Al** BRS Caué, BRS Itanema e MN 6021. Ap6s
quatro ciclos de retrocruzamento, com sele¢éo deste alelo via marcador molecular, as plantas foram
avaliadas em experimento de curta duragdo em solo acido. O alelo favoravel do gene HvVAACT1

promoveu aumento na resisténcia em cultivares mais sensiveis ao Al3*,

Termos para indexacdo: Hordeum vulgare, solo acido, melhoramento, selecdo assistida por

marcadores.

Introducéo

A cevada (Hordeum vulgare spp. vulgare) € um dos cereais mais sensiveis ao aluminio téxico (Al®*).
Como resultado desta sensibilidade, o desenvolvimento do sistema radicular é prejudicado pela
presenca de Al®*, cuja concentracdo aumenta em solos com pH < 5,0 (Kochian et al., 2015). A reducéo
do crescimento radicular leva a reducdo da absorcdo de nutrientes e agua, tornando a planta mais

propensa a doencas e estresse hidrico, reduzindo seu potencial produtivo.

O locus Alp no cromossomo 4 é o principal condicionante da resisténcia ao Al®* em cevada e foi

identificado por Minella e Sorrels (1992; 1997) na cultivar americana Dayton (Cl 9517). O gene
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localizado neste locus é denominado HVAACT1 (Hordeum vulgare aluminum-activated citrate
transporter) (Furukawa et al., 2007) ou HYMATE (Hordeum vulgare multidrug and toxic compound
extrusion protein) (Wang et al., 2007). Este gene codifica um transportador de membrana responséavel
por exsudar citrato pelos apices das raizes. Ao ser liberado pelas raizes, o citrato forma um complexo
com AP*, minimizando seus efeitos negativos (Zhao et al., 2003). O HvAACT1 é expresso
constitutivamente nas raizes e a exsudacgédo de citrato é ativada pela presenca de Al3*, existindo uma
correlacao positiva entre a exsudacgéo de citrato e a resisténcia ao Al** (Zhao et al., 2003; Furukawa et
al., 2007).

Uma insercéo de cerca de 1 kb na regido promotora de HYAACT1 é encontrada apenas em genotipos
de cevada cultivada resistentes ao Al®* (Fujii et al., 2012; Ferreira et al., 2018). Esta insercao esta
relacionada a maior expressao de HYAACTL1 no apice radicular, @ maior quantidade de citrato exsudada
pelaraiz e consequente maior resisténcia ao Al** (Zhao et al., 2003; Wang et al., 2007; Fuijii et al, 2012).
Assim, 0 alelo que contém a inser¢éo é considerado favoravel. Ao investigar a variagdo alélica de
HVAACT1 em 50 cultivares e linhas de cevada de diferentes programas de melhoramento no Brasil,
este alelo nao foi detectado (Ferreira et al., 2018). Conseqguentemente, a resisténcia ao Al3* em cevada
brasileira é inferior quando comparada a genétipos com a insercdo, tal como Dayton, cultivar

amplamente usada como controle resistente ao Al** em cevada (Ferreira et al., 2018).

Neste contexto, este trabalho objetivou introgredir o alelo favoravel do gene HVAACT1 de tolerancia a
AB*, da cultivar americana Dayton, em trés cultivares brasileiras de cevada cervejeira e avaliar a

resisténcia ao Al3+.

Material e métodos

Os cruzamentos foram realizados de 2014 a 2019, na Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS. A cultivar
Dayton foi o parental masculino e as cultivares brasileiras BRS Caué, BRS Itanema e MN 6021,
sensiveis ao AIP*, os parentais femininos. As plantas portadoras deste alelo foram os parentais
masculinos até obter plantas RC1 do recorrente MN 6021, e até RC2 com BRS Caué e BRS Itanema.
Os gendtipos recorrentes foram os parentais masculinos nos ciclos seguintes de retrocruzamentos
(RC), até RC4. A sequir, as plantas foram autofecundadas por duas a cinco gerac¢8es para identificar
plantas homozigotas. Para tanto, a cada geracédo, de 12 a 15 sementes foram semeadas para verificar
a segregacao do alelo superior. O alelo foi detectado por PCR nos RC e autofecundages, usando o0s
primers TGCTTTTAGAGTGGCCAACA e CTCTCGATGCAGCAAGTCAG. Apods obter as plantas
homozigotas (quando todas as plantas testadas de uma populacdo foram PCR positivas), estas foram
submetidas a teste de curta duracdo em solo acido. O solo, coletado na area experimental da Embrapa
Trigo, foi ajustado para pH 4,4 e teor de aluminio trocavel de 37,8 mmolc/dm?, correspondendo a 63%

da CTC efetiva (solo acido), e para pH 5,2 e 0,5 mmolc/dm3 de aluminio trocavel (solo corrigido). As
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sementes foram colocadas sobre papel germitest umedecido com agua, mantidas a 4 °C por quatro
dias, pré-germinadas por 24h a 23 + 2 °C e semeadas. Em cada repeti¢cdo, foram semeadas cinco
sementes/tubo (25 cm de altura e 5 cm de diametro), dois tubos/genétipo, sendo um com 450 g de solo
acido e outro de solo corrigido. Os tubos foram cortados ao meio na longitudinal, colados e tampados
embaixo com um copo de plastico de 200 mL. Os solos foram umedecidos a 80% da capacidade de
campo e a agua evapotranspirada foi reposta a cada dois dias. O experimento teve trés repetices
(blocos) em camara de crescimento com fotoperiodo de 16h, 18 °C dia e 14 °C noite. Seis (12 e 22
repeticdes) ou sete (32 repeticdo) dias apds a semeadura, as raizes foram lavadas, fotografadas e a
mais longa foi medida utilizando-se o software ImageJ (Schneider et al, 2012). O comprimento relativo
das raizes (CRR) foi calculado pela proporcao do crescimento radicular na presenca de aluminio em
relacdo ao crescimento na auséncia de aluminio (comprimento da raiz em solo acido/comprimento da
raiz em solo corrigido) x 100. O erro relacionado foi estimado pela férmula SEcrr = CRR[(SEx/X)%+
(SEyly)?)*%, onde x é a média do comprimento das raizes em solo corrigido e y, em solo acido (Zhou et
al., 2013). O experimento foi realizado no delineamento em blocos ao acaso em esquema fatorial e os
dados de comprimento foram submetidos & andlise de varidncia usando o pacote ExpDes.pt no
software R (R Core Team version 4.2.0).

Resultados e discusséao

A andlise da resisténcia ao Al** em testes de curta duragdo em solo parece apresentar uma boa
correlagdo com o desempenho das plantas em condi¢g8es de campo (Pereira, 2018). Este teste ja foi
usado previamente para cevada, evidenciando diferencas significativas entre Dayton e cultivares
nacionais de cevada (Ferreira et al., 2018). Entretanto, no experimento aqui realizado, houve alguma
discrepéncia entre as repeticdes, pois as propor¢des de crescimento radicular tenderam a ser menores

no primeiro bloco e maiores no terceiro.

Mesmo assim, BRS Itanema e MN 6021 foram inferiores ao controle positivo de resisténcia ao Al®*
(Dayton) em todas as repeticdes. Para estas duas cultivares foram obtidas linhagens homozigotas para
o alelo favoravel do gene HVAACTL1 e linhagens de retrocruzamento sem este alelo. Nestes casos,
foram obtidas linhagens homozigotas contendo o alelo favoravel que apresentaram crescimento relativo
maior que linhagens sem o alelo superior. Destacaram-se as linhagens IxXD FARC4-7-138-247-85 e IxD
FARC4-7-138-249-46 (BRS ltanema) e MxD F5RC45-132-183-155-52 e MxD F5RC4-5-132-183-155-
53 (MN 6021).

N&o houve consisténcia de resposta nas avaliagdes conduzidas com as linhagens derivadas dos
cruzamentos envolvendo a cultivar BRS Caué. O crescimento relativo da raiz de BRS Caué foi superior

ao de Dayton na primeira repeticéo, similar na segunda e inferior na terceira. No entanto, o crescimento
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das raizes de BRS Caué em solo corrigido na primeira repeticdo foi menor do que nos outros
tratamentos, indicando alguma possivel intercorréncia. Nao foi verificado aumento significativo no
comprimento relativo das raizes em solo acido devido a introgresséo do alelo superior nas linhagens
derivadas desta cultivar. Uma das razfes pode ser a segregacdo do gene nas linhagens testadas ou
alguma variacao nao intencional dentre as repetices. Entretanto, a linhagem CxD F2RC4-198-42, que
apresentou crescimento da raiz maior que o da cultivar BRS Caué nas repeticdes 2 e 3, destacou-se

como promissora.

Embora as cultivares brasileiras BRS Caué, BRS Itanema e MN 6021 sejam consideradas mais
sensiveis ao AIP* quando comparadas com Dayton, existe variabilidade genética entre elas para a
resisténcia ao AI** (Ferreira et al., 2018). Possivelmente por MN 6021 ser mais sensivel que as demais,
a introgressao do alelo favoravel tenha gerado uma resposta mais significativa de resisténcia ao Al3*
nas linhagens derivadas desta cultivar.

Considerac@es finais

A introgressdo do alelo favoravel do gene HVAACT1 em cultivares de cevada brasileira promove
aumento na resisténcia ao Al** em testes de curta duragdo em solo acido. A resposta parece ser mais
eficiente em cultivares muito sensiveis ao AlI3* (MN 6021). Estudos adicionais sdo recomendados tanto
para testar esta hipétese quanto para verificar o impacto do alelo favoravel na produtividade dos
materiais em condi¢cbes de campo ou em testes de longa duracdo, especialmente nas linhagens que

se destacaram.
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