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RESUMO

A toxidez causada pelo aluminio (Al) € um dos fatores que mais restringem o
crescimento e o desenvolvimento das culturas em solos acidos. Recentemente, foi
identificado e clonado um gene de efeito maior que confere tolerancia a Al em
sorgo, denominado Altsg. No presente trabalho, foi feita uma caracterizacdo
detalhada da tolerancia ao Al em 13 linhagens de sorgo, procurando associar a
variabilidade da tolerancia ao Al com variacdes na estrutura e no padrdo de
expressao do gene Altsg. Diversas evidéncias indicaram que a tolerancia ao aluminio
tem um forte componente indutivel, modulado tanto pela atividade de AP* quanto
pelo tempo de exposicdo ao estresse. Os agrupamentos baseados nos padrbes de
crescimento radicular discriminaram as linhagens de sorgo quanto aos niveis de
tolerdncia ao Al, onde as linhagens CMS225, SC566 e SC283 foram as mais
tolerantes. VariacOes na sequéncia de nucleotideos do gene Altsg ndo explicaram a
tolerancia diferencial ao aluminio entre as linhagens de sorgo. No entanto, a
deteccdo de um cdédon de parada prematura no haplotipo de Tx642 explicou a alta
sensibilidade ao Al dessa linhagem, enquanto que a substituicdo ndo conservadora
de um aminoacido no primeiro éxon em SC566 pode estar relacionada a tolerancia
ao Al superior com relacdo as demais linhagens. Por outro lado, diferencas no nivel
de expressédo do Altsg apresentaram uma correlagdo de 0,95 com a tolerancia ao

aluminio, avaliada por meio do crescimento radicular na atividade de 27 nM de Al,

sugerindo que a tolerancia ao Al é primariamente condicionada pelo nivel de

expressao do gene Altsg em sorgo.
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ABSTRACT

Aluminum (Al) toxicity is one of the most limiting factors to crop yield in acid
soils. Recently, a major gene controlling Al tolerance in sorghum, designated Altsg,
was cloned and characterized. In this work, an in-depth characterization of Al
tolerance in 13 sorghum inbred lines was undertaken and associations to Altsg
haplotypes and gene expression patterns were sought. Several evidences indicated
that aluminum tolerance in sorghum shows an inductive component, which is

modulated either by the AP*

activity in nutrient solution or by the time of exposure to
the metal. Cluster analyses based on root growth patterns permitted discriminating
sorghum lines to their levels of Al tolerance, with CMS225, SC566 and SC283 being
the most tolerant lines. Variations in the nucleotide sequence of the Altsg gene could
not explain the variability in Al tolerance among the sorghum lines. However, an early
stop codon on the Tx642 haplotype was responsible for the high Al sensitivity showed
by this line, whereas a non-conservative amino acid substitution in the first exon of
SC566 might be associated to its highest Al tolerance level amongst all lines. On the
other hand, the correlation coefficient between differences in Altsg expression and

aluminum tolerance was 0.95, indicating that Al tolerance is primarily conditioned by

the level of Altsg expression in sorghum.
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1. INTRODUCAO

O sorgo é um dos principais cereais produzidos no mundo (FAO, 2006). Além
de ser explorado sob diversas formas, 0 sorgo apresenta uma notavel tolerancia a
seca e a outros estresses ambientais, tornando-se uma excelente alternativa para a
producéo agricola em areas marginais (Amaral et al., 2003).

No Brasil, em torno de 127 milh6es de hectares aptos para a utilizacao
agricola sdo compostos por solos acidos (Rocha, 1997), onde uma das principais
limitacbes a producdo vegetal € a toxidez de aluminio. O 4pice radicular é o sitio
primario da acdo toxica desse metal, que causa uma drastica inibicdo do
crescimento do sistema radicular, restringindo a absorcdo de agua e nutrientes
(Kochian et al.,, 1995). Apesar de haver estratégias agrondmicas capazes de
minimizar os efeitos danosos do aluminio, a forma mais eficiente e economicamente
viavel de aumentar a produtividade agricola em solos acidos consiste na utilizagéo
de cultivares mais tolerantes (Foy, 1984).

O desenvolvimento de gendtipos tolerantes ao aluminio requer a identificacao
tanto de genes quanto de alelos que possuam efeitos superiores na expressdo da
tolerdncia. Nesse sentido, varios esfor¢cos tém sido direcionados para aumentar o
conhecimento acerca da tolerancia ao Al em sorgo. Um gene que explica 80% da
variagdo fenotipica da tolerancia ao aluminio foi mapeado na regido terminal do
cromossomo 3 de sorgo por Magalhdes et al. (2004), sendo denominado Altsg.
Utilizando marcadores que flanqueiam o gene Altsg em populacdes derivadas do
cruzamento de 11 linhagens de sorgo com amplo espectro de tolerancia ao aluminio
com uma linhagem sensivel (BR012), Caniato et al. (2007) constataram a existéncia

de diferentes alelos no loco Altsg, além de novos genes envolvidos na tolerancia ao



Al. O gene Altsg foi isolado por meio da estratégia de clonagem baseada em mapa e
codifica um membro de uma familia de transportadores de membrana, responsavel
pelo efluxo de citrato em raizes de sorgo (Magalhdes et al., 2007). Tal resultado
confirma as evidéncias que apontam a exsudacdo de citrato pelas raizes como o
principal mecanismo de tolerancia ao aluminio em SC283 (Magalhaes, 2002).

Com base na sequéncia do gene Altsg torna-se fundamental estudar e
caracterizar o(s) mecanismo(s) que controlam a variabilidade alélica nesse loco.
Assim, o presente trabalho objetivou o estudo da estrutura e da expressédo do gene
Altsg entre linhagens de sorgo com ampla variabilidade para a tolerancia ao
aluminio.

Espera-se que esses estudos aumentem o entendimento dos mecanismos
gue modulam a variabilidade fenotipica da tolerancia ao aluminio e viabilizem a
identificacdo de alelos superiores para serem efetivamente utilizados no

desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao aluminio téxico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A culturado sorgo

O sorgo Sorghum bicolor [L.] Moench) é atualmente o quinto cereal mais
produzido no mundo, depois do milho, do trigo, do arroz e da cevada (FAO, 2006). A
producdo mundial em 2005 foi de 58,7 milh6es de toneladas, obtidas em uma éarea
de 44,7 milhdes de hectares. A maior area plantada esta localizada nos continentes
africano e asiatico, onde é muito utilizado na alimentacdo humana (FAO, 2006).
Devido a sua grande capacidade de producdo e suas caracteristicas nutricionais, o
sorgo também € muito empregado na alimentacdo animal. Seus graos si0 uma
importante fonte de energia em dietas de monogastricos e ruminantes, podendo
substituir outros cereais como o milho e o trigo (Santos, 2000).

No Brasil, segundo dados da FAO (2006), a safra de sorgo no ano 2005 foi de
1,5 milhdes de toneladas, produzida em 758,4 mil hectares. Sua utilizagdo na
alimentacéo animal é explorada de diversas formas, havendo cultivares especificos
para cada tipo de produto final, quer seja para producédo de grdos, massa verde ou
pastejo (Sawazaki, 1998).

A tolerancia a seca e a outros fatores de estresse ambiental faz com que a
cultura de sorgo seja indicada para o plantio intercalado com outras culturas como a
soja nas condicbes do centro-oeste do Brasil. Além disso, na busca por fontes
alternativas de etanol, cultivares de sorgo sacarino apresentam boas possibilidades
para serem utilizados em nichos especificos onde a cana-de-acUcar ndo pode ser

cultivada de maneira competitiva (Teixeira et al., 1997).
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2.2. Solos acidos e o aluminio solavel

Estima-se que mais de 50% dos solos potencialmente araveis do mundo
sejam acidos (pH<5,0), caracterizados pela elevada toxidez de aluminio e pela baixa
fertilidade natural (Uexkull e Mutert, 1995). As causas da acidez do solo podem ser
naturais, devido ao material de origem e ao processo de intemperizacdo; ou como
resultado de acdo antropica, tais como utilizacdo excessiva de fertilizantes
amoniacais e a poluicdo industrial, que pode levar ao fenébmeno da chuva &cida
(Johnson et al., 1997; Samac e Tesfaye, 2003).

O aluminio (Al) apresenta-se como o metal mais abundante da litosfera,
compreendendo em torno de 7% da crosta terrestre (Lindsay, 1979). Em valores de
pH préximos da neutralidade, o aluminio encontra-se predominantemente
precipitado na forma de hidroxido de aluminio, que ndo causa fitotoxidez. No
entanto, como consequéncia da acidez, ocorre um aumento da solubilidade do
aluminio a partir de aluminossilicatos e o0xidos de Al presentes nos minerais que
constituem os solos (Martin, 1992). Assim, em valores de pH abaixo de 5,0, o Al
pode ser encontrado como um complexo octaédrico hexahidratado, Al(H.O)s>* que
por convencdo é denominado comumente como cation AP*. Embora existam as
formas parcialmente protonadas AI(OH)?*, Al(OH).", a espécie AP parece ser

aquela de maior carater fitotoxico (Kochian, 1995).

2.3. Toxidez do aluminio em plantas

A toxidez de aluminio pode ser considerada uma das principais limitacdes ao
uso agricola dos solos acidos. O &pice radicular € o sitio primario da acdo desse
metal e o primeiro sintoma da toxidez € a inibicdo drastica do crescimento do

sistema radicular, que eventualmente pode resultar em dano fisico, dependo do grau
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de toxicidade e do tempo de exposicdo ao estresse (Ryan et al., 1993; Delhaize et
al., 1995). As raizes intoxicadas por Al tornam-se incapazes de explorar camadas
mais profundas do solo, restringindo a absorcdo de 4gua e nutrientes. Assim, a
toxidez causada pelo Al, associada as deficiéncias na absorcdo de agua e
nutrientes, e a baixa disponibilidade de fosforo, sdo responsaveis pela substancial
reducdo da produtividade de diferentes culturas em solos acidos (Foy et al., 1978).
Os primeiros efeitos do Al em processos metabdlicos podem ser observados poucos
minutos apos a indugdo do estresse, 0s quais sdo seguidos de efeitos secundarios
gue aparecem depois de varias horas ou dias (Kochian et al., 1995). Dentre os
efeitos diretos da presenca do aluminio estdo a inibicdo da absorcdo de Ca?*, Mg?,
a reducdo no efluxo de K*, a formacéo de calose, a exsudacéo de acidos organicos,
entre outros (Rengel, 1996). Adicionalmente, a inibicdo da absorcéo celular de Ca?"
afeta, em maior ou menor intensidade, varios processos celulares importantes, tais
como, mitose, citocinese, gravitropismo e mesmo a sinalizacdo celular (Huang et
al.,1996).

A acidez do solo e os problemas advindos dela, incluindo a toxidez de Al, séo
corrigidos por intermédio da pratica de calagem, que consiste na aplicacdo e
incorporacgéo de calcério ao solo. Entretanto, a aplicacédo de calcério na superficie do
solo ndo soluciona os problemas de acidez nas camadas inferiores e a calagem a
grandes profundidades apresenta limitagcdes técnicas e econdmicas (Foy, 1984).
Assim, a forma mais eficiente de se evitar os efeitos danosos do Al consiste no
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes. Programas de melhoramento
genético tém identificado fontes de tolerancia ao Al em varias espécies de interesse

agrondmico (Parentoni et al., 2001), entretanto, 0os mecanismos fisiologicos,
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bioquimicos e moleculares da tolerancia ainda n&do estdo completamente

esclarecidos.

2.4. Avaliacao datolerancia ao aluminio em plantas

Diferentes métodos podem ser empregados para identificacdo de plantas
tolerantes ao estresse por aluminio. Técnicas de avaliagdo em campo selecionam
genotipos sob todas as condicfes inerentes aos solos acidos, refletindo ndo apenas
os efeitos da toxicidade ao Al, mas sua interacdo com os demais fatores fisicos e
guimicos do solo (Furlani e Clark, 1981). Assim sendo, apesar de ser um parametro
extremamente importante em programas de melhoramento, as avaliagbes em campo
para estudos basicos de tolerancia ao Al podem nédo ser adequadas.

A maioria dos trabalhos envolvendo a avaliacdo de genétipos quanto a
tolerancia ao Al tem sido conduzida utilizando-se solucdo hidropdnica sob condigfes
controladas. Tal metodologia permite avaliar um grande nimero de plantas em um
curto periodo de tempo e com uma elevada precisdo, considerando apenas a
influéncia do aluminio. O critério mais utilizado para medir a toxicidade ao Al
consiste na avaliagdo do percentual de crescimento liquido relativo (%CLR), que
representa o crescimento radicular de plantas tratadas com Al em relacdo a
condicdo controle. Assim, os valores de CLR séo obtidos pela divisdo da média de
crescimento liquido (CL) medido ap6s um periodo de exposicdo ao Al pela média de
crescimento liquido obtido de plantulas cultivadas nas mesmas condi¢cdes
experimentais, porém na auséncia de Al (controle). Os valores de CL representam o
comprimento de um dia menos o comprimento radicular imediatamente antes da

submissdo do estresse. Assim, pela avaliagdo quantitativa da inibicdo do
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crescimento radicular sob estresse de aluminio, € possivel discriminar
fenotipicamente os genotipos tolerantes ou sensiveis (Aniol, 1990).

Outra estratégia também utilizada na selecdo de gendtipos tolerantes ao
aluminio consiste na coloragcédo radicular com hematoxilina (Tang et al., 2000). A
hematoxilina possui a capacidade de se complexar com cétions livres, mostrando-se
eficiente para discriminar gendtipos tolerantes ao aluminio, de forma precoce e nao-
destrutiva (Polle et al., 1978). O método é simples e baseia-se na propriedade
colorimétrica da hematoxilina, que gera uma coloracdo azul-purpura no tecido
radicular, quando na presenca do Al. Gendtipos sensiveis acumulam mais aluminio
em suas raizes em comparacdo com genotipos tolerantes e assim, pode ser feita a
discriminacdo antes mesmo que diferencas no crescimento das raizes sejam
mensuraveis (Delhaize et al., 1993a; Cancado et al., 1999). No entanto, devido a
natureza qualitativa do método, este se mostra inadequado em estudos fisiolégicos
em que a tolerancia ao aluminio precisa ser avaliada de forma quantitativa e ao

longo do tempo.

2.5. Mecanismos fisiolégicos da tolerancia ao aluminio

Varios mecanismos de tolerdncia ao auminio tém sido propostos, podendo
ser divididos em dois grupos: (1) mecanismos simplasticos, decorrentes da
imobilizacdo ou neutralizacdo do Al dentro da célula e (2) mecanismos de exclusédo
ou apoplasticos, com a imobilizacdo ou neutralizacdo do Al externamente a célula

(Kochian, 1995).
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2.5.1. Mecanismos simplasticos de tolerancia
Essa classe de mecanismos tem como base a neutralizacdo do Al dentro da

planta. Assim, o cation AF*

pode ser complexado por acidos organicos (Foy, 1988;
Taylor, 1988), sendo mantido inativo no citoplasma (Taylor, 1988) ou vacuolos
(Helyar, 1987), podendo ainda interagir com proteinas ou outros compostos (Suhaya
e Haug, 1985), prevenindo os seus efeitos negativos nos diversos processos
metabdlicos.

Esta estratégia € utilizada por espécies vegetais como trigo mourisco
(Fagopyrum esculentum, Ma et al., 1998), cha verde Camellia sinensis, Nagata et
al., 1992) e a horténcia (Hydrangea macrophylla, Takeda et al., 1985), na qual a cor
das sépalas varia de vermelha a azul a medida que o pH do solo é reduzido. Essa
mudanca se deve a formacdo de um complexo entre o Al acumulado e o &cido 3-

cafeoilquinico e o delfinidina-3-glucosideo (Takeda et al., 1985). Segundo Ma et al.

(1997), esta espécie pode acumular mais de 3000 g de Al por grama de peso seco.

2.5.2. Mecanismos de excluséo

Os mecanismos de exclusdo tém sido alvo de inimeros estudos e parecem
ser a principal classe de mecanismos de tolerancia ao aluminio em varias espécies
de plantas (Kochian et al., 2004). Entre eles destacam-se: liberacdo de compostos
fendlicos pela raiz (Ofei-Manu et al.,, 2001); a elevacdo do pH da rizosfera
(Degenhardt et al., 1998), a producao de mucilagem (Miyasaka e Hawes, 2001) e a
exsudacao de acidos organicos pelo sistema radicular (Delhaize et al., 1993a; Pellet

etal., 1995).
Um grande numero de evidéncias tem indicado a exsudacdo de &cidos

organicos pelas raizes como o principal mecanismo de tolerancia ao aluminio em
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espécies como trigo (acido malico, Delhaize et al., 1993a; Ryan et al., 1995a; 1995b;
Pellet et al., 1996), milho (acido citrico, Pellet et al., 1995; Jorge e Arruda, 1997;
Pifieros et al., 2002), Arabidopsis thaliana (dcido malico, Hoekenga et al., 2003) e
sorgo (&cido citrico, Magalhdes, 2002; Kochian et al., 2002). Acidos di e tri-
carboxilicos com massa molecular reduzida sédo capazes de formar complexos
estaveis com o AP presente na rizosfera, reduzindo ou mesmo anulando seus
efeitos toxicos, uma vez que tais complexos sao incapazes de atravessar a
membrana plasmatica (Kochian et al., 2004).

O sitio de exsudacdo de acidos organicos localiza-se no apice radicular de
trigo (Delhaize etal., 1993b), milho (Pellet et al., 1995) e trigo mourisco (Zheng et al.,
1998), coincidindo com o sitio alvo da toxicidade do Al.

Em valores de pH tipicos do citosol, os acidos organicos apresentam-se como
anions, que podem ser liberados em diferentes padrdes considerando o tempo de
inicio da exsudacéo apos a exposi¢cao ao aluminio (Ma, 2000a). Enquanto no padréo
I, nenhum intervalo é verificado entre a adicdo do Al e o inicio da exsudacdo dos
acidos organicos, no padrao Il, um periodo de horas pode ser observado. Assim, a
resposta imediata no padréo | sugere que o aluminio possa ativar um canal ibnico
pré-existente (Ma, 2000a; Ma et al., 2001), como ocorre em trigo, onde o Al induz
rapidamente a abertura de canais permeaveis ao malato na membrana plasmatica
de células radiculares (Ryan et al.,1997; Zhang et al., 2001). JA em centeio, um
intervalo de seis e dez horas foi observado entre a exposi¢cdo ao aluminio e niveis
significativos de exsudacdo de malato e citrato, respectivamente (Li et al., 2000).
Esse intervalo de tempo sugere a necessidade da indugdo de genes, que podem

estar relacionados ao metabolismo e/ou transporte de acidos orgéanicos no padréao
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de secrecdo do tipo Il. No entanto, até o momento, nenhuma evidéncia clara foi
encontrada confirmando esta hipétese.

Diversos estudos fisioldgicos tém sido realizados com objetivo de investigar
mais detalhadamente os mecanismos de toler&dncia ao aluminio baseados na
exsudacdo de acidos organicos ativada por Al. Pellet et al. (1995) verificaram que
mudancas no conteddo radicular de acidos organicos em resposta ao Al foram
evidentes entre cultivares de milho. Além disso, Pifieros et al. (2002) encontraram
uma correlagdo positiva entre a exsudagado de acidos organicos ativada por aluminio
e 0 aumento no conteudo interno radicular desses acidos induzido por Al em milho.
Isso levou tais autores a especularem que, nessa espécie, o transporte dos acidos
organicos ativados por Al e a sintese destes &cidos podem estar atuando
conjuntamente nos genétipos tolerantes.

A superexpressdo de enzimas envolvidas no metabolismo de acidos
organicos, como citrato sintase e malato desidrogenase, em plantas transgénicas de
tabaco, arabidopsis e alfafa, permitiu um aumento no contetddo e na exsudacao de
acidos organicos, bem como um aumento da tolerancia ao Al (Fuente et al., 1997;
Tesfaye et al., 2001). Entretanto, estudos em trigo e centeio demonstraram que o
transporte através da membrana plasmatica em células radiculares apresenta-se
como o ponto chave do processo, ao contrario da sintese desses acidos. De acordo
com essa hipétese, a exposicdo ao cation AP* estimularia a liberacdo de Aacidos
organicos no apice radicular, sem alteracdo da concentracdo interna dos mesmos
(Delhaize et al., 1993b; Li et al., 2000; Ryan et al., 2001; Hayes e Ma, 2003). Além
disso, ao contrario dos resultados obtidos por Fuente et al. (1997), Delhaize et al.
(2001) verificaram que plantas de tabaco transformadas com o gene da citrato

sintase, apesar de apresentarem uma elevada atividade desta enzima, né&o
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apresentaram um aumento significativo na concentragcao interna e na exsudacao de

citrato, tdo pouco na tolerancia ao aluminio.

2.6. Genética da tolerancia ao aluminio em plantas

Uma caracteristica interessante entre as espécies de gramineas é que elas
tém sido consideradas como um sistema genético Unico (Bennetzen e Freeling,
1993), tendo sido gerado um mapa-consenso no qual diversos genomas foram
alinhados (Gale e Devos, 1998). Assim, com base em relagbes de ancestralidade
comum, torna-se possivel a identificacdo de genes homoélogos, presentes em
regides conservadas de espécies distintas.

A tolerancia ao aluminio € uma caracteristica quantitativa que, dependendo
da espécie e do cruzamento, apresenta padrdo de heranca monogénica ou
poligénica. Na tribo Triticeae, que inclui espécies como trigo, cevada e centeio, 0
controle genético da tolerancia ao aluminio parece dever-se, principalmente, a uma
série alélica de genes ortdlogos, isto é, genes presentes em diferentes espécies que
evoluiram a partir de um gene ancestral comum (Garvin e Carver, 2003). Genes de
tolerancia ao aluminio tém sido mapeados em regiées sinténicas nos cromossomos
4DL em trigo (Altsy, Riede e Anderson, 1996), 4H em cevada (Alp, Tang et al., 2000)
e 4RL em centeio (Alt3, Miftahudin et al., 2002). No entanto, diversos trabalhos tém
demonstrado que outros genes podem estar envolvidos na tolerancia ao aluminio
nessas espécies (Aniol e Gustafson, 1984; Ma et al., 2000b; Tang et al., 2002; Matos
et al., 2005).

A variagdo natural da tolerancia ao aluminio em outras espécies de diferentes
tribos da familia das Poaceae, como o milho (Magnavaca et al.,1987; Ninamango-

Cérdenas et al., 2003) e o arroz (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2001; 2002; 2003),
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apresentam uma natureza claramente quantitativa. Em arroz, um QTL de tolerancia
ao Al foi mapeado no cromossomo 3 (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2003), que €
homedlogo (cromossomo em diferentes espécies derivado de um mesmo
cromossomo ancestral) ao cromossomo 4 de trigo, cevada e centeio (Klein et al.,
2003). A presencga de marcadores moleculares comuns ligados, tanto ao QTL no
cromossomo 3 de arroz quanto aos genes de tolerancia ao aluminio no cromossomo
4 da tribo Triticeae, sugere que tais locos podem ser ortélogos (Nguyen et al., 2003).

O primeiro gene de tolerancia ao aluminio foi clonado em trigo e denominado
ALMT1, sendo caracterizado como um transportador de malato ativado pelo
aluminio, o que demonstrou coeréncia com o principal mecanismo fisiolégico de
tolerancia ao aluminio verificado nesta espécie (Sasaki et al., 2004). Este gene é
expresso constitutivamente em 4&pices radiculares de trigo, apresentado niveis de
expressdo superiores nas linhagens tolerantes em relagdo as sensiveis, sendo a
proteina localizada na membrana plasmatica (Sasaki et al., 2004; Yamaguchi et al.,
2005). Delhaize et al. (2004) demonstraram que plantas transgénicas de aveia
superexpressando ALMT1 apresentaram um aumento significativo na taxa de
exsudacdo de malato, com consequente aumento da tolerdncia ao aluminio.
Recentemente, o gene ALMT1 foi localizado no cromossomo 4DL de trigo, em uma
regido consistente com aquela do principal loco de tolerancia ao aluminio detectado
nesta espécie, Altgy (Raman et al., 2005).

Em arabidopsis, a tolerancia ao aluminio foi descrita como uma caracteristica
geneticamente complexa (Hoekenga et al., 2003), sendo que varios mutantes
sensiveis e tolerantes ao Al ja foram isolados e caracterizados (Larsen et al. 1996;
Larsen et al. 1998). Com base na similaridade de sequéncia com 0 gene de

tolerancia ao Al em trigo, ALMT1, Hoekenga et al. (2006) identificaram o gene
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homologo AtALMT1, que codifica um transportador de malato localizado na
membrana plasmatica, sendo responsavel por parte da tolerancia ao Al em
arabidopsis. Plantas cuja expressdo do gene AtALMT1 foi suprimida perderam a
capacidade de exsudar malato sob exposicdo ao aluminio, tornando-se mais
sensiveis em relagdo as plantas controles. Ainda segundo Hoekenga et al. (2006), a
expressdo do gene AtALMT1 assim como a atividade de transporte de sua proteina
sdo reguladas pela presenca do aluminio. Entretanto, variacdes nos niveis de
expressdo génica e na seqUéncia codificadora do AtALMT1 em ecétipos de
arabidopsis ndo foram correlacionadas com as diferencas na tolerancia ao Al.

A conservacdo de genes em gramineas tem sido amplamente relatada,
incluindo para a tolerancia ao aluminio (Garvin e Carver, 2003). Entretanto, os genes
ALMT1 e AtALMTL1 séo a primeira evidéncia de conservacgao funcional de genes que
conferem a tolerdncia ao Al entre mono (trigo) e dicotiledéneas (arabidopsis)
(Hoekenga et al., 2006; Magalhaes, 2006), reforcando a importancia de estudos de
gendmica comparativa. A utilizacdo de mapeamento comparativo para integrar
informacbes de genomas em plantas modelo como arroz e arabidopsis tem sido
fundamental em diversas estratégias gendmicas (Nelson et al., 2004). Devido ao
tamanho reduzido do seu genoma, 0 sSorgo apresenta-se como uma espécie para,
juntamente com o arroz, complementar estudos de gendmica comparativa em
gramineas (Mullet et al., 2002; Price et al., 2005). Nesse sentido, iniciativas visando
0 sequenciamento do genoma desta espécie tém sido adotadas Kresovich et al.,

2005).
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2.6.1. Genética da tolerancia ao aluminio em sorgo

Magalhées et al. (2004) verificaram que a tolerancia ao aluminio em sorgo,
avaliada em populacbes derivadas dos cruzamentos das linhagens altamente
tolerantes SC283 e SC566 com uma testadora sensivel comum (BRO0OO7), foi
influenciada principalmente por um gene de efeito maior, denominado Altsg. O gene
Altsg foi mapeado no cromossomo 3 de sorgo, que ndo é homeéblogo ao
cromossomo 4 de espécies pertencentes a tribo Triticeae (trigo, centeio e cevada).
No entanto, o cromossomo 3 de sorgo € homedlogo ao cromossomo 1 de arroz
(Klein et al., 2003), onde um QTL de tolerancia ao aluminio em posicédo conservada
foi detectado em diferentes populacgdes (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2001, 2002,
2003). Isso sugere que a heranca quantitativa para a tolerancia ao Al verificada em
arroz, uma das gramineas mais tolerantes, pode ser atribuida a acao de pelo menos
dois QTLs que possuem genes ortdlogos nas tribos Andropogoneae (sorgo) e
Triticeae (trigo) (Magalhéaes et al., 2004).

Caniato et al. (2007) avaliaram a tolerancia ao Al em 12 linhagens de sorgo
de diferentes racas morfoldgicas e origens geograficas apresentando ampla variacédo
fenotipica para a tolerdncia ao Al, incluindo as linhagens BR007, SC283 e SC566
avaliadas por Magalhdes et al. (2004). Dois marcadores flanqueando Altsg foram
utilizados para estudar o envolvimento desse loco na tolerancia ao Al em populacdes
geradas a partir do cruzamento dos diferentes gendtipos de sorgo como uma
linhagem testadora comum, BR012. Para estudar o efeito fenotipico isolado dos
alelos no loco Altsg, foram desenvolvidas linhagens semi-isogénicas utilizando-se
duas linhagens tolerantes como doadores (3DX e CMS225) e a linhagem sensivel
BR012 como parental recorrente. Os resultados sugerem que as diferencas na

tolerancia ao Al entre tais linhagens de sorgo sdo condicionadas por diferentes
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alelos do gene Altsg, que podem ser classificados em ordem ascendente de efeito
fenotipico como BR012<3DX<CMS225. Entretanto, nas linhagens SC112 e 5DX,
genes distintos ao gene Altsg contribuiram para a tolerancia ao Al. Assim, Caniato et
al. (2007) identificaram uma grande variabilidade em termos de genes e de alelos
envolvidos na toleréncia ao aluminio em um painel de 12 linhagens de sorgo.

Mais recentemente, Magalhdes et al. (2007), utilizando a estratégia de
clonagem baseada em mapa, isolaram o gene Altsg, que codifica um membro de
uma familia de transportadores de membrana, responsavel pelo efluxo de citrato em
raizes de sorgo.

A elucidacdo dos processos que atuam na tolerancia ao aluminio, principalmente
no que se refere a caracterizacdo do gene Altsg, torna-se de fundamental importancia
para compreensao do(s) mecanismo(s) de tolerancia ao Al em sorgo e sobretudo para

o desenvolvimento de gendtipos que sejam mais tolerantes a esse estresse.

23



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético
Foram utilizadas as 12 linhagens de sorgo previamente caracterizadas por

Caniato et al. (2007), denominadas BRO07B, BRO12R, 5DX61/6/2, 9DX9/11,

3DX57/1/1/910, SC112-14, SC175-14, SC283, SC549, SC566, 1S8577,

CMSXS225R, incluindo o gendtipo BTx642, que também faz parte do programa de

melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo. Abreviacdes representadas
pelos caracteres sublinhados nos homes de cada linhagem foram utiizadas ao longo
do texto. Como testemunha para o experimento de crescimento radicular foi utilizada
a linhagem semi-isogénica ATF10B, derivada do cruzamento entre 0os genoétipos
SC283 (doador) e BROO7 (recorrente) (Magalhdes, 2002). Essa linhagem foi

selecionada por apresentar um padréao de crescimento radicular conhecido.

3.2. Avaliacdo datolerancia ao aluminio em solucéo nutritiva

Sementes das linhagens de sorgo foram germinadas em rolos de papel de
germinacdo umedecidos em agua deionizada por quatro dias em camara de
crescimento com temperatura diurna média de 27 = 3°C, noturna de 20 + 3°C e
fotoperiodo de 12 horas. As plantulas foram entéo transferidas para copos plasticos
perfurados, acomodados em placas de PVC dentro de bandejas plasticas com
capacidade para 8,5 litros de solucdo nutritiva. As plantulas foram mantidas por 24
horas em solucdo nutritiva completa sem Al (Magnavaca et al., 1987), com o pH
ajustado para 4,0, sob aeracdo constante. Apés esse periodo, foi adicionada nova
solucdo nutritiva com a mesma constituicdo anterior, porém adicionando-se
AIK(S04)2.12H,0 nos tratamentos contendo Al. Os experimentos foram mantidos em

camara de crescimento, sob as mesmas condi¢des utilizadas para a germinacao.
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Os experimentos foram conduzidos com cinco concentracdes de Al: 0, 60,
110, 148 e 222 uyM, que correspondem a {0}, {11}, {20}, {27} e {39} uM
respectivamente, onde as chaves indicam atividade de Al livre estimadas com o
programa GEOCHEM-PC (Parker et al., 1995). Cada linhagem foi representada por
14 plantulas em cada atividade de Al. Devido ao grande numero de plantulas os
gendtipos foram divididos em cinco experimentos, utilizando-se em cada um deles
sete plantulas da linhagem tolerante ATF10B como testemunha.

Para obtencdo de uma curva de resposta ao Al ao longo de um periodo de
seis dias, avaliou-se o crescimento liquido diario, onde cada valor refere-se a
medicg&o radicular em um dado dia menos o valor do dia anterior. Calculou-se ainda
a taxa de crescimento radicular (mm/dia) a partir das inclinacbes das curvas de

crescimento em cada atividade de Al ao longo do tempo.

3.2.1. Andlise de agrupamento dos padrdes de crescimento radicular

Os padrdes de crescimento radicular foram agrupados de acordo com o
comportamento apresentado nas diferentes concentracdes de aluminio e/ou ao
longo do tempo. As analises foram realizadas no Laboratério Bioinformatica e
Computagcéo Bio-Inspirada da Universidade Estadual de Campinas por meio do
algoritmo HaiNet (“Hierarchial Artificial Immune Network”, Bezerra et al., 2005), que
agrupa hierarquicamente as curvas de crescimento em funcdo do padrdo de

similaridade entre elas.

3.3. Identificacao de hapl6tipos do gene Altsg
O isolamento do DNA gendmico das treze linhagens (BR007, BR012, 5DX,
9DX, 3DX, SC112, SC175, SC283, SC549, SC566, I1S8577, CMS225, Tx642) foi

realizado segundo a modificagdo do método descrito por Saghai-Maroof et al.
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(1984). Para isso, 600 pL de tampao CTAB [2 % (m/v) CTAB; 0,2 M Tris- HCI (pH
7,5); 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 2 % (v/v) 2-mercaptoetanol] foram
adicionados a aproximadamente 500 mg de material vegetal moido em nitrogénio
liquido até a obtencédo de um pé fino. A mistura foi mantida em banho-maria a 65°C
durante uma hora, com homogeneizacdo a cada 15 minutos. Em seguida,
promoveu-se a lavagem com igual volume de solucdo de cloroférmio-octanol (24:1,
v/v), com homogeneizacdo constante por 20 minutos. O material foi centrifugado a
16.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante transferido para novo microtubo, onde
foram adicionados 500 pL de isopropanol mantido a -20 °C. Os microtubos foram
centrifugados a 16.000 x g por 10 minutos, 0 sobrenadante descartado e o
precipitado lavado com 200 pL de etanol 70 % (v/v) gelado. Os tubos foram
novamente centrifugados por 5 minutos a 16.000 x g, o sobrenadante foi descartado
e o etanol residual retirado em centrifuga a vacuo por cinco minutos. Os precipitados
foram ressuspendidos em 100 puL de tampédo TE contendo RNase A (10 mM Tris-
HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 pg/uL RNase A).

As amostras foram quantificadas em gel de agarose 0,8 % (m/v) em tampao
TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH 8,0), comparando-se com um padrao de
DNA de concentragdo conhecida. Apos a eletroforese realizada a 100 V durante
uma hora, o gel foi incubado em solucédo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 15
minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Eagle Eye Il
(Stratagene, La Jolla, CA). O DNA estoque foi diluido em agua ultrapura para a
concentracéo de 10 ng/uL e armazenado a -20 °C.

Para o sequenciamento completo d gene Altsg foram utilizados pares de
iniciadores para amplificacdo de fragmentos gendmicos, conforme mostrado na

Tabela 1. As reacdes de amplificacdo por PCR foram preparadas em um volume
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final de 40 pL, consistindo de 60 ng de DNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KClI; 2
mM MgCly; 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, CA); 0,125 mM dNTPs e
20 rmols de cada iniciador. Os ciclos de amplificacdo foram: desnaturagao inicial a
95 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e
72 °C por 90 segundos, seguido por uma elongacéo final de 72 °C por 5 minutos,

mantendo a reacgédo a 4 °C.

Tabela 1: Pares de iniciadores utilizados nas reacdes de amplificacdo do gene Altsg

em sorgo.
Nome Posicéo Sequéncia (5°- 3") Frag(jggsnto
JL 37 Exon 1 GAAGCCGCAGTACCATTCTC 1065
JL 38 Porgcédo 5 CACGTGAGCCTGCATCTTTA
JL 47 Porcao 3 ACGTACTAGGGTCGTTTGGGTTGT 1065
JL 48 Exon 4 ACGCTGATAATGCTGAGCAAGCTG
JL49 Exon4/intron4 CCTACTGATCGACTACTGACCGCA 997
JL 50 Exon 1 GGGAACAGGAGGTTCGTGCCGTCC
JL 51 intron 1 GGCACGCACAGGCACAGTAACTTA 1003
JL 52 Por¢cédo 5 AACAAGTGGCCAAGTGGGTGATCA
JL 55 Exon 2 GCCCGCGCTGCGCTACCTGA 737

JL49 Exon4/intron4 CCTACTGATCGACTACTGACCGCA

Ao produto de PCR foram adicionados 5 puL de tampé&o de amostra [0,15 %
(m/v) azul de bromofenol; 0,15 % (m/v) xileno cianol; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM
EDTA pH 8,0; 50 % (v/v) glicerol e 0,5 % (m/v) SDS], sendo toda a mistura aplicada
em gel de agarose 1 % (m/v) em tampédo TAE. ApGs a eletroforese realizada a 100 V
durante uma hora, o gel foi incubado em solucéo de brometo de etidio (1 pg/mL) por
15 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Eagle Eye
Il (Stratagene, La Jolla, CA). Os fragmentos amplificados foram removidos do gel e
purificados com “QIlAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen, Valencia, CA) segundo as

recomendagdes do fabricante. As amostras foram entdo eluidas em 50 pL de

27



tampdo EB (Qiagen, Valencia, CA), liofilizadas em centrifuga a vacuo e
ressuspendidas em 10 pL de agua ultra-pura.

As reacdes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se entre 50 e 100
ng do DNA purificado; 2 pL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Forter City, CA); 2
ML do tampé&o 5X (Applied Biosystems, Forter City, CA) e 5 r mols do iniciador, em
um volume final de 10 pL. As reacbes foram submetidas a 96 °C por 20 segundos,
50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos, repetidos por 30 vezes.

Posteriormente, 40 pL de isopropanol 75 % (v/v) foram adicionados a cada
amostra, sendo incubadas durante 20 minutos no escuro e centrifugadas por 20
minutos a 16000 x g, descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados 100 pL de
etanol 70 % (v/v) ao precipitado, sendo os microtubos centrifugados a 16000 x g por
20 minutos, o sobrenadante removido e as amostras secas a temperatura ambiente
no escuro. Em seguida, foram ressupendidas em 10 pL de formamida HiDi (Applied
Biosystems, Foster City, CA), desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e mantidas no
gelo até a injecdo no equipamento ABI3100 (Applied Biosystems, Forter City, CA).

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo programa Segman 3.57
(DNAstar, Madison, WI) e as sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo
programa ClustalW (Thompson et al.,1994). Os polimorfismos de nucleotideos entre

as sequéncias foram estimados pelo indice g, onde q= Sn / @n.1)(n), sendo Sn o
namero de sitios polimorficos, n o tamanho da seqiéncia e an.1 = S1/i, que varia de 1

até n-1, onde i é o numero de seqliéncias comparadas (Watterson, 1975).
A predigdo da estrutura secundaria da proteina foi realizada por meio do

algoritmo SOSUI (Hirokawa et al., 1998; http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp).
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3.4. Analise da expressao do gene Altsg

A partir dos dados de crescimento radicular em varias atividades de aluminio
ao longo do tempo, observou-se que o tratamento com {27} uM de Al por trés dias foi
capaz de evidenciar as diferencas entre as linhagens sensiveis e tolerantes. Com
excecdo da linhagem ATF10B, foram cultivadas 14 plantulas de cada um dos treze
gendtipos de sorgo na auséncia (controle) e na presenca de {27} uM de Al, visando
a obtencao de tecido radicular para analise de expressdo do gene Altsg. Devido ao
grande namero de plantulas as linhagens foram divididas em dois experimentos sob
as mesmas condicfes, utilizando a linhagem SC283 como testemunha comum. Os
experimentos foram conduzidos segundo o delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticdes. Os resultados de cada experimento na presenca de Al foram
submetidos a andlise de variancia individual, sendo aplicado o teste F para avaliacdo
da homogeneidade de variancia. Uma vez atendido o requisito da homogeneidade,
procedeu-se a analise conjunta, utilizando o procedimento GLM (Modelo Linear
Generalizado) do programa SAS (SAS Institute, 1985). As médias ajustadas foram
comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de significancia.

Foram coletados apices radiculares de dez plantulas cultivadas por trés dias
sob estresse de aluminio ou na condi¢do controle. Para isso, um segmento de 1 cm
da raiz, medido a partir do &pice, foi removido com o auxilio de bisturi e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

As amostras de RNA foram extraidas com o “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen,
Valencia, CA), segundo as recomendacdes do fabricante. Ao final do procedimento,
as amostras foram eluidas em 35 L de agua tratada com DEPC. Uma aliquota de 5
pL do RNA foi diluida com 4 pL de agua DEPC e tratada com 10 U de DNase |

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) por 15 minutos a temperatura
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ambiente. Para a quantificacdo do RNA total foram utilizados 2 pL de cada amostra
acrescidos de 398 pL de agua DEPC. A pureza e a concentracdo do RNA foram
determinadas pela leitura das amostras em comprimento de onda de 260 e 280 nm,
utilizando-se o espectrofotometro Lambda Bio (Perkin Elmer, Wellesley, MA). A
integridade das amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose
1 % (m/v) contendo 0,25 pg/mL de brometo de etidio. Apés a eletroforese realizada
a 200 V durante 30 minutos, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no
equipamento Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA).

Para a sintese do DNA complementar foram utilizados 300 ng de RNA total,
previamente tratados com DNase |, 500 ng de oligo (dT);2-18 € 100 pmol de cada
dNTP, em um volume total de 12 puL. As amostras foram aquecidas a 65 °C por 5
minutos e transferidas para gelo. A seguir, foram adicionados 4 puL de tampéao 5x
(Invitrogen, Carslbad, CA), 2 uL de DTT 0,1 M e 1 pyL de agua DEPC. A mistura foi
incubada a 42 °C por 2 minutos, adicionando-se a seguir 1 pL de “SuperScript Il RT”
(Invitrogen, Carslbad, CA) e mantida a 42 °C por 90 minutos. Posteriormente, as
amostras foram aquecidas a 70 °C por 15 minutos e armazenadas a -20 °C.

Os pares de iniciadores utilizados para amplificar os genes Altsg € B-actina

(controle) estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Pares de iniciadores utilizados para amplificacdo parcial do cDNA dos

genes Altsg e b-Actina de sorgo.

Gene Iniciadores (5°- 3") Fragmento (pb)
Altsg JL57: GTGCTGGATCCGATCCTGAT 288
JL58: CACTGCCGAAGAAACTTCCA
b-Actina  ActR: GATCCACATCTGTTGGAACG 506

ActF: TGATGAAGATTCTCACTGAG
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As reacbes de PCR para a amplificacdo do cDNA foram otimizadas visando
estabelecer o numero de ciclos de amplificacdo que permitisse a quantificacdo
adequada dos fragmentos ainda na fase exponencial da reacédo. Foram testados de
24 a 42 ciclos com incrementos de 2 ciclos para ambos os genes.

Apés definicdo dos ciclos de amplificacdo do PCR semi-quantitativo, as
condicbes da reacdo em multiplex foram realizadas em um volume final de 20 L,
consistindo de 2 pL de cDNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2 mM MgCl;
0,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, CA); 0,125 mM dNTPs e 10 r mols
de cada iniciador. As condicdes de amplificacdo foram: desnaturagdo inicial a 94 °C
por 1 minuto, 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 40 segundos e 72 °C
por 90 segundos, elongacéao final a 72 °C por 5 minutos, mantendo a reagéo a 4°C.

Ao produto da amplificacdo foram adicionados 5 pL do corante citado no item
3.3, sendo toda a mistura aplicada em gel de agarose 1 % (m/v) em tampao TAE.
Apoés a eletroforese realizada a 100 V durante duas horas, o gel foi incubado em
solucdo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 15 minutos, visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado no equipamento Eagle Eye |l (Stratagene, La Jolla, CA). Os
produtos de amplificacdo de cada amostra foram quantificados utilizando-se do
programa “ImageQuant” (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Os dados de
expressdao do gene Altsg foram normalizados utilizando a razédo entre as

intensidades dos produtos amplificados do gene e da b-actina, representando assim

a expressao relativa do gene Altsg.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento radicular de linhagens de sorgo submetidas a cinco doses de

Al em solucéo nutritiva

Primeiramente foi avaliado o crescimento radicular da testemunha ATF10B
nas atividades de 0, 11, 20, 27 e 39 pM de Al ao longo do tempo em cada um dos
experimentos. O padrdo de crescimento radicular da ATF10B na presenca de Al foi
similar entre os cinco experimentos (Figura 1), o que permitiu uma analise
combinada dos dados.

Apesar da tolerancia ao aluminio ser uma variavel de distribuicdo continua,
gue depende fundamentalmente do nivel de tolerancia das linhagens e das doses de
Al, foram estabelecidas classes de tolerancia definidas com base nos valores de
%CLR (Crescimento Liquido Relativo) obtidos por Caniato et al. (2007) na atividade

de 27 uM de Al (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo das 13 linhagens de sorgo quanto a tolerancia ao aluminio.

Nivel de tolerancia ao Al & Parametro Linhagens

Sensivel %CLR=< 35 Tx642, BRO07, BR0O12
Moderadamente tolerante 35<%CLR<60 1S8577,SC112

Tolerante 61 <%CLR=<99 SCb549, 3DX, 5DX, 9DX, SC175
Altamente tolerante %CLR>100 CMS225, SC283 e SC566

# Valores obtidos por Caniato et al. (2007).

4.1.1. Crescimento radicular ao longo do tempo
O crescimento radicular das 13 linhagens de sorgo ao longo de seis dias na

auséncia do aluminio evidenciou um comportamento uniforme, com variacdes
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Figura 1. Agrupamento dos padrdes de crescimento radicular da linhagem de sorgo ATF10B em solucdo nutritiva na auséncia e
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presenca de diferentes atividades de aluminio ao longo de seis dias. Cada valor refere-se ao comprimento liquido diario. Valores

no gréafico representam médias de sete plantulas.
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associadas principalmente a magnitude das curvas (Anexo - Figura 1). As linhagens
SC283 e 5DX apresentaram os menores valores de crescimento radicular, enquanto
nas linhagens SC175 e BROO7 esses valores foram os mais elevados. O
crescimento radicular na auséncia de aluminio € um importante parametro a ser
considerado como controle, para comparar com o crescimento radicular sob estresse
de aluminio.

As atividades de 11 e 20 pM de Al n&o permitiram a discriminacdo das
linhagens de sorgo quanto a tolerdncia ao aluminio segundo a classificacao
realizada por Caniato et al. (2007) (Anexo - Figuras 2 e 3). Esta situacao € esperada
uma vez que em doses menores do aluminio, apenas as linhagens sensiveis
(Tx642, BROO7 e BR012) séo discriminadas das demais.

Ja na atividade de 27 nM de Al houve uma clara separagéo de dois grupos no
primeiro nivel de clusterizacdo (Figura 2). As linhagens que apresentaram uma
reducdo continua no crescimento radicular foram agrupadas no grupo A enquanto
que no grupo B encontraram-se linhagens que apresentaram manutengdo ou
aumento dos valores de crescimento radicular ao longo do periodo experimental. As
linhagens do grupo A foram subsequientemente divididas no grupo AA, onde a
reducdo mais acentuada do crescimento ocorreu a partir do primeiro dia de
exposicao ao Al (BR0O07, BR012 e Tx642) e no grupo AB, onde a reducdo drastica
ocorreu a partir do terceiro dia de exposicdo (SC112 e 1S8577). As linhagens
agrupadas em B apresentaram uma pequena reducao no crescimento radicular no
primeiro dia e uma clara recuperacdo a partir do segundo dia de exposi¢cdo ao
aluminio (SC283, CMS225, 3DX, SC549, SC566, 9DX, 5DX e SC175). A linhagem
SC175 se destacou pelo crescimento radicular superior em relacdo as demais.

Esses resultados séo consistentes com o nivel relativo de tolerancia previamente
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observado por Caniato et al. (2007), indicando que linhagens sensiveis ao Al
encontraram-se no grupo AA, as moderadamente tolerantes no grupo AB, as
tolerantes e altamente tolerantes nos gupos BA e BB. No entanto, as linhagens
tolerantes (SC549, 3DX, 5DX, 9DX e SC175) ndo puderam ser discriminadas
daquelas altamente tolerantes (CMS225, SC283 e SC566).

A atividade de 39 nM de Al foi eficiente para discriminar os genotipos
altamente tolerantes (Grupo B: CMS225, SC283 e SC566), que também
apresentaram inicialmente uma nitida queda do crescimento, com posterior
recuperacao apos dois dias em solucao contendo Al (Figura 3). Os demais genotipos
foram subdivididos em funcdo da inibicAo do crescimento radicular, onde as
linhagens sensiveis apresentaram um crescimento quase nulo a partir do segundo
dia de exposicéo ao Al (Grupo AA: BR007, BR012, Tx642).

A avaliacéo da tolerancia ao Al ao longo do tempo permitiu identificar pontos
de mudanca nas curvas de crescimento. Uma inibicdo inicial do crescimento
radicular seguida de uma recuperacao foi verificada em varias linhagens nos dois
primeiros dias de exposicdo ao aluminio. Este comportamento foi evidenciado
principalmente na atividade de 27 nM de Al (Figura 2). Nesta condicdo, as linhagens
agrupadas em BA e BB apresentaram um aumento significativo da tolerancia com o
aumento do tempo de exposicdo ao Al. Isto sugere que a tolerancia ao Al em sorgo
pode ter um comportamento indutivel ao longo do tempo nas linhagens
consideradas tolerantes ou altamente tolerantes. A {39} mM de AP* (Figura 3) esse
mesmo comportamento foi verificado nas linhagens SC283, CMS225 e SC566, que
foram capazes de resistir aos efeitos toxicos do Al mesmo nesta condi¢do. Padrdes

similares foram reportados em centeio (Li et al., 2000; Ma et al., 2000b).
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Figura 2. Agrupamento dos padrdes de crescimento radicular de 13 genétipos de sorgo em solucdo nutritiva na presenca de {27}
nmM de aluminio ao longo de seis dias. Valores no gréafico representam médias de 14 plantulas. As letras representam grupos

hierarquicos.

36



30 - {39} uM Al SC283
=5 BROO7
3 24 SC566
3 3DX
3 18 - BRO12
g CMS225
S 24 SC112
2 R
o] N ——— T
5 \\\ =
3 N SC549
5 0 T T T T T 1 sc17s
0 1 2 3 4 5 6 158577
Dias TX642
—~ 30 | BROO7
€
£ 3DX
24
5 A BRO12
3 B SC112
g 5DX
2 2 4 9DX
@ SC549
£ 6 SC175
8 o ) 1S8577
—— 642
0 1 2 3 4 5 6
Dias
5 . | } | 30 - |
£ 30 30
5 24 24 24 1
=
R AA s ] AB 5 ] AC
©
S © 4 2 1 2 1
5 N
6 \ 6 6
€ N
S ~—_
g 0 T %‘n — 0 T T T T 1 0 T T T T T 1
o 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Dias Dias Dias
BROO7 BRO12 3DX 5DX SC549 sci7s
sc112 TX642 9DX 1S8577

30 q
24 A
18
P \/
6 ,,/\/\
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Dias
SC283 SC566
CMS225
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Esse comportamento indutivel apds dois dias de exposicdo ao aluminio sugere a
necessidade de inducéo de genes envolvidos no mecanismo de tolerancia ao Al em

sorgo.

4.1.2 Crescimento radicular ao longo do tempo em diferentes atividades de Al

Diante da resposta indutivel da tolerancia ao Al, avaliouse a taxa de
crescimento radicular, calculada a partir da inclinacdo das curvas de crescimento ao
longo tempo em cada atividade de Al (mm/dia). O agrupamento das curvas de
crescimento permitiu a caracterizacdo das linhagens em quatro grupos distintos
(Figura 4). No grupo A, as linhagens BR007, Tx642 e BR012 tiveram o crescimento
radicular inibido a partir de {11} uM de Al, podendo ser caracterizadas como
sensiveis. As linhagens SC112 e 1S8577, pertencentes ao grupo B, mostraram uma
induc&o no crescimento radicular até a atividade de 11 nM de Al, a partir da qual foi
observada uma inibicdo no crescimento, com uma drastica reducéo a {20} nM de Al.
Essas linhagens podem ser consideradas moderadamente tolerantes.

No grupo C foram incluidas as linhagens 3DX, SC175, SC549, 9DX e 5DX,
gue apresentaram um aumento da taxa de crescimento radicular até as atividades
de 20 nM (3DX e SC549) ou 27 nM de Al (SC175, 5DX e 9DX), a partir das quais
houve uma acentuada inibicdo no crescimento radicular. Esse grupo foi considerado
tolerante. O limiar indutivo observado nos grupos B e C (Figura 4) é consistente com
o nivel de tolerancia observado em uma Unica atividade e em um unico periodo de
exposicao ao Al (Tabela 3). Isso sugere que a tolerancia diferencial ao Al entre
esses grupos deve-se a manutencdo da resposta indutiva com o aumento da

atividade de Al
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As linhagens CMS225, SC283 e SC566, agrupadas em D, apresentaram
taxas de crescimento praticamente constantes até a atividade de 39 niM de Al,
novamente demonstrando uma tolerancia superior em relacdo as demais linhagens.
Dentre as linhagens agrupadas como altamente tolerantes, CMS225 apresentou
uma acentuada inibicdo a {11} nM de Al, o que nao foi observado nas demais
linhagens.

De maneira geral, além do comportamento indutivel no crescimento radicular
ao longo do tempo de exposicdo ao Al (Figuras 2 e 3), houve uma inducédo do
crescimento radicular em resposta as diferentes doses de Al, dependendo do nivel
de tolerancia de cada linhagem (Figura 4). As excecdes foram observadas para as
linhagens altamente tolerantes, que apresentaram uma taxa de crescimento
radicular constante nas diferentes atividades de Al (Grupo D, Figura 4).

Assim, em relacdo a reposta indutiva, quatro padrdoes foram caracterizados.
Enquanto as linhagens sensiveis ndo apresentaram nenhum tipo de inducédo, as
linhagens moderadamente tolerantes mostraram um comportamento indutivo apenas
ao longo das atividades de Al. As linhagens tolerantes mostraram um
comportamento indutivo tanto ao longo do tempo quanto ao longo das atividades de
Al. J4 as linhagens altamente tolerantes (CMS225, SC283 e SC566) apresentaram
um comportamento indutivo ao longo do tempo e taxas de crescimento constantes
nas doses de aluminio. A existéncia de duas respostas indutivas distintas verificadas
entre as linhagens com diferentes niveis de tolerancia ao Al pode indicar a atuagéo
de mecanismos diferentes envolvidos no controle da tolerancia ao aluminio.

Os diferentes padrfes observados entre e dentro dos grupos formados com
base no crescimento radicular ao longo do tempo e nas diferentes doses de Al

(Figuras 2, 3 e 4) confirmam a variabilidade genética no controle da tolerancia ao Al
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encontrada por Caniato et al. (2007). A atribuicdo dos padrbes observados a
diferentes alelos do gene Altsg ou a genes distintos de tolerancia requer a utilizacao

de estoques genéticos apropriados, trabalho esse que se encontra em andamento.

4.2. Estrutura gendmica e haplotipos do gene Altsg

O gene Altsg possui cinco éxons e quatro introns totalizando 2408 pares de
bases (pb), sendo que a sua regido codificadora possui 1803 pb na linhagem SC283
(Magalhéaes et al., 2007). Detalhes da estrutura do gene estdo mostrados na Figura
5A.

O alinhamento das seqiéncias do gene Altsg revelou um reduzido nimero de
polimorfismos na regido codificadora entre as linhagens de sorgo. Onze dos treze
gendtipos ndo apresentaram variacdo na sequéncia de nucleotideos do gene, sendo
0 mesmo haplotipo da linhagem altamente tolerante SC283, Altsg-1. Na linhagem
SC566 houve uma Unica substituicdo de timina (T) por adenina (A) no primeiro éxon
do gene, sendo denominado haplotipo Altsg-2. Uma notavel excecao foi observada
no haploétipo Altsg-3 da linhagem Tx642, que apresentou a maioria dos polimorfismos
identificados ao longo do gene, incluindo substituicbes de nucleotideos Unicos
(SNPs), insercbes e delecdes (Figura 5B). Assim, a variabilidade na tolerancia ao
aluminio verificada entre as treze linhagens de sorgo ndo pode ser explicada pelas
variagbes estruturais na sequéncia do gene Altsg, uma vez que tanto linhagens
altamente tolerantes (CMS225 e SC283) quanto sensiveis (BR0O07 e BR012)
apresentaram o mesmo haplétipo.

Do total de 63 sitios polimérficos, 11 foram localizados nos introns e 52 nos
éxons. O primeiro éxon foi 0 Unico que apresentou polimorfismos, sendo 34 do tipo

inser¢do/delecdo (indel), variando entre um e nove nucleotideos, e 18 SNPs, dos
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855 136 97 101 614
116 308 93 88
1

AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG - -~~~ ~~~-~ -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAAACTAACACT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ ~~-~--~~~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCCCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ -~~~ ~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~ -~~~ -~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGTCCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ ~--~--~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ ~-~---- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAAACTAACACT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~ -~~~ -~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATGAACTAA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~ -~~~ -~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTAA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~ -~~~ -~--~- -~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ -~--~-~--~~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ ~~-~~-~~~ CGTCACGGTTCGTCCCATAGGCTCA-GCT
AAGAATTCGTTGAGAGCAGGGG -~~~ ~~-~-~~~ CGTCACGGTTCGTCCCAAAAACTAG-GGT
——————— TA------A-- - AAACAACCGTCGCCAT AGTGGC ------AGTGTAAGCTCA-GCG

1 2 34

Haplotipos
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-1
Altsg-2
Altsg-3

Figura 5. Estrutura do gene Altsg e descri¢cdo dos haplotipos. (A) As setas representam 0s cinco éxons que sao interrompidos por
guatro introns. Os tamanhos dos éxons e introns séo referentes ao gendtipo de sorgo SC283. (B) Alinhamento parcial das
sequéncias do Altsg indicando os polimorfismos entre 13 gendtipos de sorgo. As seqliéncias foram alinhadas através do programa
ClustalW, sendo apenas os polimorfismos mostrados. O éxon e os introns que contém polimorfismos séo identificados por linhas

acima e abaixo das sequéncias. As bases em negrito destacam as mutac6es em relacdo ao Altsg-1, que caracterizam os diferentes
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quais todos eles, com excecdo de um SNP, foram identificados na linhagem Tx642.
Em todos os introns foram observados polimorfismos, sendo 10 SNPs e uma indel
de apenas um nucleotideo.

A diversidade global de nucleotideos (g) do gene Altsg entre as trezes
linhagens de sorgo foi de 0,0038. O mesmo parametro avaliado para o gene ALMT1
foi igual a 0,0034, calculado a partir de 13 linhagens de trigo com tolerancia
diferencial ao Al (Raman et al., 2005). Esses autores também ndo associaram 0s
polimorfismos na regido codificadora do gene ALMT1 com a tolerancia diferencial ao
aluminio em trigo. Hoekenga et al. (2006) obtiveram g de 0,0032 para o gene
AtALMT1, homologo ao ALMT1, em seis ecétipos de arabidopsis, também com
niveis variaveis de tolerancia ao aluminio. Tais valores, no entanto, foram menores
do que a diversidade de nucleotideos média entre os genes de Arabidopsis thaliana

(g = 0,007) (Schmid et al.,, 2005), sugerindo uma conservacao estrutural dos

mesmos quando comparados aos demais genes.

A predicao da proteina codificada pelo haplotipo Altsg-1 revelou uma proteina
composta por 600 aminoacidos e 11 dominios transmembranicos (Figura 6). A
mutacao observada no haplétipo Altsg-2 da linhagem SC566 resultou ra troca do
aminodacido leucina pela histidina na posicdo 261, localizada no quarto dominio
transmembréanico (Figura 6). Apesar da troca ter ocorrido entre um aminoacido
hidrofébico (leucina) por um hidrofilico (histidina), a estrutura secundéria predita da
proteina ndo sofreu alteracdo significativa. No entanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de que a elevada tolerancia da linhagem SC566 esteja relacionada a
essa mutacdo. Os polimorfismos no primeiro éxon da linhagem Tx642 ocasionaram
uma mudanca da matriz de leitura, resultando no aparecimento de um codon de

terminagdo prematuro. A proteina predita foi de apenas 241 aminoécidos, sendo
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eliminados oito dominios transmembranicos que certamente possuem importancia
para a sua funcionalidade, que também pode ser responsavel pela elevada

sensibilidade ao aluminio da linhagem Tx642.

SC283: Altgs-1
o
(600 aa)
SC566: Altgg-2 l
- — -
(600 aa)

Tx642: Altgg-3

(241 aa)

Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura secundéaria da proteina Altsg

predita por meio do algoritmo SOSUI (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp). Cada
retangulo cinza indica um dominio transmembranico. A seta mostra a localizacdo do

aminoacido polimorfico do gendtipo SC566 em relacdo ao SC283.

Assim, apesar da tolerancia ao aluminio ndo poder ser explicada com base
nas variacdes estruturais do gene Altsg, 0s polimorfismos identificados na sequéncia
codificadora dos dois hapl6tipos podem estar associados com pelo menos parte da
tolerancia ao aluminio, uma vez que a linhagem Tx642 é sensivel, enquanto SC566

altamente tolerante.

4.3. Expressao do gene Altsg
As condicfes da reacdo de RT-PCR semi-quantitativo foram otimizadas para

amplificar em multiplex os genes Altsg e 3-actina, sendo selecionados 30 ciclos para
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amplificacdo, por permitir uma quantificacdo adequada dos fragmentos ainda na fase

exponencial da reagéo (Figura 7).
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Figura 7. Padronizacéo das condi¢cdes de RT-PCR semi-quantitativo dos genes Altsg

e R-actina. A) Otimizacdo da reacdo multiplex. B) Curva de amplificacdo para

determinacdo do numero de ciclos de PCR para andlise semi-quantitativa.

O teste de homogeneidade de variancia com os dados de expressao relativa
do gene Altsg na presenca de aluminio permitiu a analise estatistica conjunta dos
dados, sendo que as médias de cada linhagem foram ajustadas em fungcédo da média

da linhagem comum SC283.
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A expressado relativa do gene Altsg na presenca de {27} uM de aluminio

possibilitou a classificacdo das linhagens em quatro grupos pelo teste de Scott-Knot

a 5% (Tabela 4).

Tabela 4. Expresséo relativa do gene Altsg (Altsg / B-Actina), haplétipos e tolerancia

ao aluminio avaliados em 13 genatipos de sorgo.

2 Expressao

Linhagem b Haplétipos ° Fenétipo
relativa de Altsg
BROO7 0,62 a Altsg-1 Sensivel
Tx642 0,67 a Altsg-3 Sensivel
SC112 0,78 a Altsg-1 Moderadamente tolerante
BRO12 0,99 a Altsg-1 Sensivel
1S8577 149 b Altsg-1 Moderadamente tolerante
SC549 1,65 Altsg-1 Tolerante
5DX 1,80 Altsg-1 Tolerante
3DX 1,99 Altsg-1 Tolerante
SC175 2,12 Altsg-1 Tolerante
9DX 2,13 Altsg-1 Tolerante
CMS225 2,52 d Altsg-1 Altamente tolerante
SC283 2,57 d Altsg-1 Altamente tolerante
SC566 3,05 d Altsg-2 Altamente tolerante

% Médias com a mesma letra constituem grupos homogéneos pelo teste Scott-Knott a

5% de probabilidade. Os valores representam médias de trés repeticdes e foram

avaliados ap6s trés dias de submisséo a {27} uM de aluminio.

® Com base na seqiiéncia codificadora do gene Altsg

¢ Com base nas taxas de crescimento radicular ao longo das atividades de Al (0, 11, 20,

27 e 39 pM).

As linhagens BR0O07, Tx642, SC112 e BRO012 apresentaram uma baixa

expressao do gene Altsg e, com excecdo da SC112, foram classificadas como

sensiveis ao Al (Tabela 3). As linhagens SC112 e 1S8577 apresentaram padrdes de
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crescimento radicular muito parecidos (Figuras 2 e 4) e foram classificadas como
moderadamente tolerantes. Apesar de ambas as linhagens serem igualmente
classificadas com relacdo a tolerancia ao Al, a expressédo do Altsg em SC112 foi
duas vezes menor que na linhagem 1S8577. O padrdo de expressao do gene Altsg
na linhagem SC112 corrobora perfeitamente com os dados de Caniato et al. (2007)
gue demonstraram que a tolerancia ao Al nessa linhagem nédo é controlada por esse
gene. Assim, a tolerancia superior de SC112 com relag¢do as linhagens sensiveis
seria condicionada por gene(s) distinto(s) ao Altsg.

A linhagem Tx642 néo foi previamente avaliada por Caniato et al. (2007), mas
sua elevada sensibilidade ao Al esta associada ao baixo nivel de expresséo do gene
Altsg. Entretanto, é interessante o fato de que essa linhagem foi a Unica a apresentar
um grande numero de polimorfismos na regido codificadora, sugerindo que esses
polimorfismos possam comprometer a estabilidade do mRNA.

As linhagens SC549, 3DX, 5DX, 9DX e SC175 apresentaram uma expressao
intermediaria do gene Altsg e foram classificadas como tolerantes ao Al. Dentre
essas linhagens, 3DX e 5DX apresentam uma similaridade genética de 100%
considerando resultados de quinze marcadores microssatélites (Caniato et al.,
2007). Apesar de ambas as linhagens terem sido agrupadas como tolerantes, a
superioridade na tolerancia ao Al de 5DX em comparacdo com 3DX é ressaltada
pelo padréo de crescimento radicular tanto na atividade de 27 uM (Figura 2) quanto
na taxa de crescimento radicular (Figura 4) e confirmada pelos dados de Caniato et
al. (2007). Esses autores sugerem que a maior tolerancia da 5DX pode ser advinda
da introgressao de genes diferentes do Altsg. Evidéncias apresentadas no presente
trabalho suportam essa hipétese, uma vez que os niveis de expressao do gene Altsg

na presenca do Al nessas duas linhagens foram muito similares, sugerindo que
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essas linhagens herdaram o mesmo alelo. Assim, a maior tolerdncia ao Al da
linhagem 5DX seria realmente conferida por outro(s) gene(s), distinto(s) ao Altsg.

As linhagens CMS225, SC283 e SC566 apresentaram 0s maiores niveis de
expressdo do Altsg e foram consideradas altamente tolerantes ao Al de acordo com
a taxa de crescimento radicular. A linhagem SC283 é um padréo de tolerancia ao Al,
tendo sido utilizada como fonte para a clonagem do gene Altsg (Magalhdes et al.,
2007). Mesmo tendo sido agrupada juntamente com CMS225 e SC283, a linhagem
SC566 apresentou um maior crescimento radicular sob estresse de aluminio,
ressaltado nas Figuras 3 e 4. Tal tolerancia pode estar relacionada tanto a maior
expressdo do gene Altsg na presenca do aluminio quanto a mutagdo nao-sinbnima
no primeiro éxon, que alterou um aminodacido no quarto dominio transmembranico
da proteina predita. Como resultado, a linhagem poderia ter um transportador de
membrana mais eficiente e/ou um maior nimero deles.

Na maioria das linhagens moderadamente tolerantes e tolerantes uma clara
repressdo do gene Altsg pdde ser observada na presenca de Al em relacdo a
condicao controle (Figura 8). Por outro hdo, nas linhagens altamente tolerantes, o
gene Altsg ndo foi diferencialmente expresso em funcdo da presenca do aluminio, a
semelhanca da expressédo do gene de tolerancia em trigo ALMT1, que também né&o
sofreu influéncia do Al (Sasaki et al., 2004).

As linhagens BR012, 3DX e CMS255 podem ser consideradas como
representantes dos trés maiores grupos de linhagens que apresentam diferentes
niveis de expressdo do gene Altsg. De maneira interessante, Caniato et al. (2007)
desenvolveram linhagens semi-isogénicas e verificaram que a tolerancia diferencial
ao aluminio entre essas trés linhagens de sorgo foi governada por uma série alélica

no loco Altsg, que foi classificada em ordem crescente de acordo com os efeitos
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Figura 8. Expressao relativa do gene Altsg em gendtipos de sorgo na auséncia e presenca de {27} mM de aluminio por trés dias. As
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fenotipicos, como BR012<3DX<CMS225. Esses resultados, juntamente com a
correlacdo de 0,9511 (p < 0,0001) entre a expressédo relativa do gene Altsg € 0
crescimento liquido relativo da raiz seminal a {27} nM de Al obtido por Caniato et al.
(2007), sugerem que a tolerancia ao aluminio em sorgo € primariamente
condicionada pelo nivel de expressao do gene Altsg. Assim, a variacdo alélica no
loco Altsg associada aos diferentes niveis de tolerancia ao aluminio, encontrada por
Caniato et al. (2007), poderia ser explicada pelos niveis de expresséo desse gene.

A diversidade alélica no gene de efeito maior para tolerdncia ao Al em
cevada, Alp (Minella e Sorrells, 1992), também parece ser responsavel pela variacédo
fenotipica para tolerancia ao Al nessa espécie, em que 37 gendtipos com ampla
diversidade genética foram avaliados. A modulacdo do mecanismo da tolerancia ao
aluminio por meio da expressao de genes foi também obtida em trigo, uma vez que
a variagao na expressdo do ALMT1 apresentou uma correlagdo de 0,93 com a
tolerancia diferencial ao A em um painel de 13 linhagens (Raman et al., 2005),
confirmando que esse seria um importante gene de tolerancia ao Al neste grupo de
genaotipos.

A regulacdo da expressdo do gene Altsg parece ser o ponto chave do
processo de tolerdncia ao Al em sorgo, de maneira que a diversidade alélica
previamente identificada no loco Altsg pode estar relacionada a variantes envolvidos
no controle transcricional. Segundo Sasaki et al. (2006), blocos de repeticédo
encontrados nos 1000 pb que antecederam a regido codificadora do gene ALMT1
em linhagens de trigo de origem nao japonesa foram positivamente relacionados ao
nivel de expressdo de ALMT1 e a tolerancia ao Al. Assim, estudos envolvendo a

caracterizacdo da regido promotora do gene Altsg podem permitir um melhor
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entendimento dos mecanismos regulatorios associados ao diferentes niveis de
tolerdncia ao aluminio em sorgo.

A utilizagdo de alelos superiores do gene Altsg juntamente com outros genes
de tolerancia ao Al em sorgo podem favorecer estratégias para selecdo assistida
visando a geracdo de cultivares mais tolerantes ao aluminio, quer pela introgressao
desses alelos, quer pela piramidacdo de genes distintos que confiram patamares
superiores de tolerancia. Tais cultivares favorecerdo a sustentabilidade da producao
agricola em solos marginais, onde a toxidez de aluminio seja uma importante
restricdo de cultivo. Além disso, plantas transgénicas superexpressando alelos
superiores podem contribuir para o aumento dos niveis de tolerancia ao aluminio em

outras espécies agronomicamente importantes.
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5. CONCLUSOES

Os padrdes de crescimento radicular em cinco atividades de Al ao longo de
seis dias permitiram classificar as 13 linhagens de acordo com os diferentes niveis
de tolerancia ao Al, de forma consistente com estudos previamente realizados. Os
padrées de crescimento radicular indicaram que a tolerancia ao aluminio em sorgo
apresenta um componente indutivel, modulado tanto pela atividade quanto pelo
tempo de exposicdo ao estresse. No entanto, a resposta dos genotipos frente a
essas condicbes pareceu ser distinta, dependendo principalmente do nivel de
tolerancia ao Al.

Foi observada uma reduzida diversidade de nucleotideos no gene Altsg, cujas
variacdes na sua estrutura ndo explicaram a tolerancia diferencial ao aluminio entre
as linhagens de sorgo. No entanto, dois dos trés haplétipos foram identificados nas
linhagens que apresentaram niveis extremos de sensibilidade (Tx642) e de
tolerancia ao Al (SC566).

Diferentes respostas foram observadas na expressdo do gene Altsg.
Enquanto nas linhagens moderadamente tolerantes e tolerantes houve uma clara
repressdo desse gene na presenca de Al, um comportamento constitutivo foi
observado nas linhagens altamente tolerantes. A alta correlacdo (0,95) entre a
tolerancia ao Al e a expressao do gene Altsg indicou que a tolerancia diferencial ao
aluminio das linhagens de sorgo foi devida principalmente a variacdo na expressao
desse gene. Assim, a diversidade alélica previamente identificada no loco Altsg deve
estar relacionada a variantes envolvidos no controle transcricional, apresentando
uma evidéncia adicional de que Altsg € um importante gene de tolerancia ao

aluminio neste grupo de linhagens de sorgo.
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Figura 1. Padrdes de crescimento radicular de 13 gendtipos de sorgo em solucdo nutritiva na auséncia de aluminio ao longo de

seis dias. Valores no grafico representam médias de 14 plantulas. As letras representam grupos hierarquicos.
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Figura 2. PadrBes de crescimento radicular de 13 gendtipos de sorgo em solucéo nutritiva na presenca de {11} nM de aluminio ao

longo de seis dias. Valores no grafico representam meédias de 14 plantulas. As letras representam grupos hierarquicos.
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Figura 3. PadrBes de crescimento radicular de 13 gendtipos de sorgo em solucéo nutritiva na presenca de {20} nM de aluminio ao

longo de seis dias. Valores no grafico representam médias de 14 plantulas. As letras representam grupos hierarquicos.
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