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INTRODUCAO

Estima-se que aproximadamente 40% dos solos potencialmente ardveis no mundo
correspondam a solos &cidos (von Uexkill e Mutert, 1995), que se caracterizam por pH
abaixo de 5.0, baixa saturacdo de bases, baixos teores de fosforo e elevados teores de
aluminio. Diferentes formas de aluminio ocorrem na solucdo do solo e a proporcéao
relativa dessas formas depende principalmente dos valores de pH. Entretanto, abaixo de
pH 5,0, formas idnicas de aluminio encontram-se solubilizadas na solucéo do solo,
inibindo o crescimento radicular e limitando a absorcdo de gua e nutrientes pelas plantas.

Préaticas de manejo do solo visando a correcdo da acidez, como a calagem, sao eficientes
somente em camadas superficiais, ndo sendo essa uma op¢do econdémica e/ou uma
estratégia eficaz no controle da acidez do subsolo. Assim sendo, o entendimento do
controle genético da tolerancia ao aluminio € uma importante informacéo a ser explorada
pelos melhoristas visando ao desenvolvimento de gendtipos tolerantes a esse estresse.

De maneira geral, a tolerdncia ao Al em sorgo é controlada por um nimero pequeno de
genes maiores com efeito dominante, provavelmente um gene com dominancia parcial e
Varios genes menores com pelo menos algum efeito aditivo (Borgonovi et al. 1987).
Entretanto, para caracteristicas fenotipicas relacionadas a tolerancia ao Al, distribuicGes
de freqliéncia bimodais resultantes da avaliacdo de progénies derivadas do cruzamento de
parentais tolerantes e sensiveis ao Al (Furlani & Bastos 1990) indicam a existéncia de
genes maiores em determinadas fontes de tolerancia em sorgo. Dentre essas, a linhagem
SC 283 (IS 7173) é o padréo de tolerancia ao Al mais amplamente aceito nessa cultura
(Duncan, 1988; Duncan et al., 1983; Foy et al., 1993). Estudos de heranca e mapeamento
molecular conduzidos em populagfes derivadas de SC 283 indicaram a presenca de um
gene maior de tolerancia ao Al na regido terminal do cromossomo 3, Altsg, que foi
responsavel por 80% da variacéo fenotipica para essa caracteristica (Magalhdes et al.
2004). Além disso, dados preliminares indicaram uma base genética possivelmente
limitada para controle de altos niveis de tolerancia ao Al em sorgo. Com o objetivo de
isolar o gene Altsg via clonagem posicional, o grupo responsavel pelo mapeamento de
Altsg desenvolveu um conjunto de marcadores STS (sequenced-tagged sites) fortemente



ligados ao gene Altsg a uma distancia genética inferior a 0,5 cM.

O presente trabalho visa identificar, por meio desses marcadores moleculares, novas
fontes de tolerancia ao Al em sorgo gque contenham genes distintos de tolerancia daquele
identificado em SC 283. Essas fontes seriam de grande utilidade para programas de
selecdo recorrente visando a piramidacdo de genes de tolerancia e producdo de genétipos
superiores para cultivo em solos com toxidez de Al.

MATERIAL E METODOS

Doze linhagens de sorgo foram avaliadas para tolerancia ao Al em solugdo nutritiva,
utilizando-se cinco niveis de Al toxico com as seguintes atividades (entre chaves) e
concentragdes (entre colchetes) respectivamente, {0}[0], {11}[60], {20}[110],
{27}[148] e {39}[222] uM Al. Adicionalmente, a linhagem de sorgo SC 175-14,
tolerante ao Al, foi cruzada com BR 012R, uma linhagem elite sensivel ao Al do
programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Os parentais e 210 individuos F»,
derivados desse cruzamento, foram avaliados na dose de {27}[148] uM Al.

Sementes das linhagens parentais e da populagédo F, foram escarificadas para quebra de
dorméncia, sendo posteriormente tratadas com hipoclorito de sodio (0,525%) por 10
minutos sob agitacdo constante, e enxaguadas oito vezes com agua destilada. As
sementes foram germinadas em papel toalha umedecidos em agua por um periodo de
quatro dias (temperatura média diurna de 27 + 3°C, temperatura média noturna de 20 +
3°C). Plantulas uniformes foram transferidas para copos plasticos perfurados,
acomodados em placas de PVC dentro de bandejas plasticas com capacidade para 8,5
litros de solugéo nutritiva. As plantulas foram mantidas por 48 h em solugéo nutritiva
completa (Magnavaca et al. 1982) sem Al, com pH ajustado para pH 4,0. Ap0s esse
periodo, foi adicionada solucdo nutritiva contendo Al, suprido por uma solucéo estoque
de AIK(SO4),.12H,0.

O comprimento controle da raiz seminal de cada plantula foi medido apés 24 (Caan) € 48
h (Casn) de crescimento em solugdo nutritiva completa sem aluminio (Cc=Cagn-Caan) €
ap06s cinco dias de crescimento em solugdo nutritiva contendo {27} uM Al(Ciaon+ar), ONde
as chaves indicam atividade de Al livre correspondente a [148] uM Al, estimada com o
software GEOCHEM-PC (Parker et al. 1995). A atividade de {27}uM Alfoi adotada por
possibilitar clara diferenciagéo nos valores de inibicdo do crescimento entre os parentais
SC 175-14 e BR 012R. As plantulas foram mantidas em camara de crescimento, sob
condicGes controladas de temperatura e umidade, durante todo o experimento. Foram
determinados os seguintes indices para progénies F»: CL (crescimento radicular liquido) =
Ca20n+a1 — Casn; CRR (% crescimento radicular relativo) = [(Cizon+al — Cagn)/ Cagn] X 100.
Para as linhagens parentais, para as quais foi possivel a ado¢ao de um controle (-Al)
independente durante todo o periodo experimental, foi obtido o crescimento liquido num
periodo de 5 dias em cada concentracdo de Al. Valores percentuais de crescimento (% do
controle —Al) foram obtidos dividindo-se o crescimento liquido na presenca de Al pelo
crescimento liquido na auséncia de Al.



Apos a avaliagdo fenotipica, 100 plantulas F, foram transferidas para vasos, em casa de
vegetacdo, isolando-se 0 DNA a partir de 5g de tecido foliar, segundo Saghai-Marrof et
al. (1984). As reagdes de amplificagdo foram preparadas para um volume final de 20uL,
consistindo de 2mM de MgCl,, 1U de Taq DNA polimerase, 125 uM dos dNTPs, 87,5
nM de cada um dos primers e 30 ng de DNA. Dois locos STS m181 e ctg29, ligados ao
gene Altsg a 0 e 0,2 cM, respectivamente (estimativa obtida previamente em uma
populacdo de 354 linhagens recombinantes derivadas de SC 283), foram avaliados na
populacdo. As reacdes de PCR foram montadas em formato multiplex e resolvidas no
seqlienciador automatico de DNA ABI377. As amplificacfes seguiram-se mediante as
seguintes condicOes: desnaturacdo inicial a 95°C/1 min, 30 ciclos de 94°C/30s,
55°C/1min. e 72°C/1min., e elongacdo final a 72°C/5min. Uma aliquota de 2 pL dos
produtos finais da reacdo de PCR, diluidos 100 vezes em agua, foi misturada com 1 uL
de formamida HI-DI e 0,5uL do corante blue dextran. As amostras foram desnaturadas
durante 5 minutos a 95°C e mantidas em gelo até o carregamento do gel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos (Tabela 1) demonstram a existéncia de variabilidade acentuada
quanto aos niveis de tolerancia ao Al entre as linhagens de sorgo. Com 0 aumento da
atividade de Al houve quebra na tolerancia (assim considerada quando houve crescimento
<70% do crescimento do controle -Al) de determinadas linhagens. Entretanto, as
linhagens SC 175-14, CMSXS 225R, SC 566-14 e SC 283 mantiveram altos niveis de
tolerancia mesmo na mais alta atividade de Al, sendo que a linhagem SC 283 apresentou
o maior nivel de toleréncia dentre todos os gendtipos. A observacao de linhagens que
mantiveram altos niveis de crescimento radicular a {39} uM Al, como SC 175-14 ¢
CMSXS 225R, indica a possibilidade de obtencdo de gen6tipos com niveis superiores de
tolerdncia em cruzamentos com SC 283. A viabilidade dessa estratégia depende da
existéncia de genes de tolerancia em SC 175-14 e CMSXS 225R que sejam distintos de
Altsg em SC 283, e, ainda, que atuem de forma aditiva uma vez em combinagdo com esse.
Tal situacdo favoreceria a piramidacdo de genes e de mecanismos fisiol6gicos para elevar
0 patamar de tolerancia ao estresse de Al na cultura do sorgo.

Tabela 1. Crezcamento radicular de 12 linhagens de serge avaliadas em quatre atividades de Al
(valores relativos a médias de 21 observagles) O valores percentums foram obtidos
dvidindo-se o eresciments Hgude na presenca de Al pelo cresciments liquide na
ausEncia de Al As atividades de Al a partir das quats houve quebra de tolerdncia
(crescments <70R%) podem ser encontradas acima da drea assinalada

Creseimeabs (% do contrale =Al)
{11} (20 [27) 3%
45 21 16 El
&7 52 35 20
113 T8 55 29
105 82 45 18
100 91 74
116 95 70 52
125 113 ET3 55
i 832 70 63
104 100 2 T8
o i) 109 [:%3
124 103 105 E2
20283 103 114 112 107




A heranca da tolerincia ao Al na linhagem SC 175-14 foi estudada a {27} uM Alem
solugdo nutritiva. Ao examinar os indices de crescimento radicular (CL e CRR) na
populacdo F; derivada de BR 012R x SC 175-14, obteve-se distribuicdo normal dos
dados fenotipicos, como seria esperado para uma caracteristica poligénica (Figura 1).
Tratando-se a segregacdo para tolerancia ao Al como uma caracteristica métrica,
procedeu-se a analise de ligacdo visando verificar a participacdo do gene Altsg no alto
nivel de tolerancia da linhagem SC 175-14. Estando os marcadores ctg29 e m181
associados ao gene Altsg a uma distancia menor do que 0,5 cM, essses marcadores
deverdo indicar com precisdo a segregacdo de Altsg, sendo esperado um nimero bastante
reduzido ou mesmo nenhum individuo F, com evento de recombinacéo entre esses
marcadores e Altsg entre 210 individuos F,. A analise de variancia do marcador m181 com
a caracteristica CRR indicou que as médias fenotipicas das classes homozigoto para o
alelo de SC 175-14, homozigoto para BR012 e heterozigoto, foram significativamente
diferentes (F = 10,87, P< 0,0001), confirmando a ligacdo com Altsg.
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Figura 1. Ajuste da corva de distribuiglo normal a0z dados femotipicos de crescimento radicular
liquade (CL) ¢ porcentagem &= cresciments radicular relative (CEER), avaliados a
(2T udd Al em solugda mulritiva

Os resultados apresentados sugerem que 0 modelo de controle genético simples nao
explica adequadamente a tolerancia ao Al na populagéo F, derivada do cruzamento entre
SC 175-14 e BR 012R, e que alguma forma alélica do gene de tolerancia Altsg esta
presente em SC 175-14, sendo responsavel por no minimo 21% (r2=0,21) da variacéo
fenotipica para tolerancia ao Al tdxico na populacdo F,. Contudo, o restante da variacdo
pode ser atribuido a presenca de outros genes e/ou a variacdo experimental causada pela
avaliacdo de plantas individuais na populagdo F,. Assim, uma avaliagdo em progénies F,:3
poderéa contribuir para um aumento da proporcao da variacdo fenotipica explicado pelos
marcadores proximos ao gene Altsg. Adicionalmente, outras populacdes segregantes
serdo avaliadas fenotipica e molecularmente, para que seja melhor entendida a diversidade
para controle da tolerancia ao Al em sorgo.
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