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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da dosagem de alelos do gene Altggno Crescimento de Raiz
Seminal (CRS) de 16 hibridos isogénicos de sorgo avaliados em cinco niveis de aluminio téxico. O
ensaio foi conduzido em Camara de Crescimento da Embrapa Milho e Sorgo. Avaliou-se 16 hibridos
isogénicos ao longo de sete dias (168h), quanto ao Comprimento Raiz Inicial (CRI), Comprimento
Raiz Final (CRF), Crescimento Liquido Diério de Raiz (CLDR), Comprimento Relativo Raiz Seminal
(CRRS) e CRRS relativo ao nivel OuM de Al. Os resultados foram significativos para os hibridos
isogénicos que apresentaram um (Tt) e dois (TT) alelos de tolerancia do gene Altgg. Com estes
resultados fica claro a vantagem do uso de alelos do gene Altsp que controla a tolerancia ao Al, em um
dos progenitores ou em ambos de hibridos isogénicos.

Introducio

O sorgo é o quinto cereal mais importante no mundo depois das culturas do milho, trigo, arroz e
cevada. De acordo com a Conab (2008), nos tltimos 18 anos, houve crescimento linear da
produtividade do sorgo. Na drea plantada, o aumento foi de 333%, ao alcancar a média de 8,5% ao ano
e, na produgdo, o aumento foi de 576%, ao considerar a safra de 1990/1991. O Brasil é responsavel
por 3,2%, sendo a regido Centro-Oeste produtora de 67,8%. A safra mundial de 2008/2009 estd
projetada em 55 milhdes de toneladas.

No Brasil, 127 milhdes de hectares do cerrado sdo vidveis para a utilizagdo agricola e estes sdo
compostos por solos dcidos, dos quais uma das principais limitagdes a produgdo vegetal € a toxidez de
alumfnio. O 4pice radicular é o sitio primério da agdo téxica desse metal, que ocasiona uma inibigéo
do crescimento do sistema radicular, restringindo a absor¢do de dgua e de nutrientes pela planta.
Estudos realizados por Magalhdes et al. (2007), na cultura do sorgo, identificaram e clonaram o gene
Altsg, que condiciona tolerdncia ao Al. Este gene é um transportador de 4cido organico, em sorgo o
dcido organico transportado é o citrato. O gene é pertencente a familia Multidrug And Toxic
Compound Extrusion (Mate), se expressa no dpice das raizes do sorgo, onde atua formando uma
espécie de barreira que impede que o aluminio téxico se associe a planta. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da dosagem de alelos do gene Alfsg no Crescimento de Raiz Seminal (CRS) de 16
hibridos isogénicos de sorgo avaliados em cinco niveis de aluminio téxico (0, 11, 20, 27 e 39uM Al

Material e métodos

O ensaio foi conduzido em Camara de Crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, sendo os 16 hibridos
crescidos em recipientes contendo solug@o nutritiva em cinco niveis de Al téxico ({0 1, {11}, {20},
{27} e {39}uM, onde os parénteses indicam a atividade de APPY). A atividade de aluminio de {27}uM
é normalmente usada para detectar diferencas entre genétipos de sorgo tolerantes e susceptiveis ao
aluminio. Gendtipos de sorgo altamente susceptiveis mostram um forte efeito negativo no crescimento
da raiz na concentra¢io de aluminio de {11}uM. Os hibridos foram avaliados ao longo de sete dias
(168h) quanto ao CRI (Comprimento Raiz Inicial), CRF (Comprimento Raiz Final), CLDR
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(Crescimento Liquido Didrio de Raiz), CRRS (Comprimento Relativo Raiz Seminal) e CRRS relativo
ao nivel OuM de AI’*. Os materiais genéticos foram desenvolvidos da seguinte forma: linhagens
fémeas isogénicas foram desenvolvidas pelo cruzamento de duas linhagens B, ou seja, ndo
restauradoras de fertilidade (BROO7B x SC283), sendo a primeira linhagem susceptivel e a segunda
tolerante a0 AI**. A selego foi realizada para identificar plantas tolerantes e susceptiveis ao Al** que
segregaram em familias F5 derivadas de uma tnica planta F,,. Esta segregacdo foi realizada por
autopolinizagdo para gerar linhagens semi-isogé€nicas contrastantes e homozigotas para o alelo Altg.
Dois pares isogénicos contrastantes, ATF8B/ATF10B e ATF13B/ATF14B, susceptiveis e tolerantes
ao AI’*, foram identificados e usados para fazer linhagens fémeas contrastantes e macho estéreis por
seis ciclos de retrocruzamentos com uma linhagem A macho estéril, BROO7A. Linhagens
restauradoras de fertilidade (linhagens R) foram desenvolvidas por retrocruzamento por sele¢@o
assistida por marcador (SAM) usando a linhagem elite BROI2R susceptivel ao Al** como parental
recorrente com duas fontes de linhagens R tolerantes ao Al**, SC549 e CMSXS225. Trés linhagens R
isogénicas foram desenvolvidas depois de seis ciclos de retrocruzamento por SAM e foram
selecionadas plantas homozigotas tolerantes. Estas quatros linhagens isogénicas restauradoras:
(BRO12R) susceptivel e (BRO12R(SC549), BRO12R(CMSXS225)1 e BRO12R(CMSXS225)2
tolerantes, foram usadas para polinizar as quatro linhagens fémeas isogénicas para desenvolver
dezesseis hibridos isogénicos com zero (tt), um (Tt) e dois (TT) alelos para tolerancia AI** téxico. As
sementes dos dezesseis hibridos foram escarificadas por 5 minutos com areia esterilizada.
Posteriormente, as sementes foram esterilizadas com hipoclorito de sédio (0,525%) por 5 minutos, e
enxaguadas 8 vezes com d&gua destilada. As mesmas foram germinadas em rolos de papel de
germinag@o por um periodo de quatro dias em cdmara de crescimento com temperatura diurna média
de 27 + 3°C e noturna de 20 + 3°C. As plantulas foram entdo transferidas para copos plasticos
perfurados, acomodados em placas de PVC, dentro de bandejas plasticas. Esta transferéncia foi
realizada de forma a montar um DBC com trés repeti¢cdes, num esquema fatorial 16x5, sendo cada
parcela experimental constituida de sete plantulas. As plantulas foram mantidas por 24h em solugédo
nutritiva completa sem Al de acordo com Magnavaca (1987). Apds este periodo, o comprimento da
raiz seminal das plantulas foi medido, sendo que, em seguida, a soluc¢@o nutritiva foi substituida por
outra com a mesma constituicdo anterior, porém com a adi¢do de AIK(SO4)2.12H20, de forma a
atingir os cinco niveis de Al téxico desejados e pH 4,0.

Além do CRI, obtido antes da aplicagdo do estresse por Al, foi medido o CRS de cada pléntula as 48,
96, 144 e 168 horas apés ocorréncia do estresse, este ltimo medido considerado como (CRF). Esses
valores foram utilizados posteriormente para calcular o CLDR e o CRRS. O (CLDR) foi obtido para
cada intervalo de leitura e calculado pela férmula: CLDR= CRTi-CRTi.,, onde CRTi é o comprimento
de raiz no tempo i e CRTi, é o comprimento de raiz medido anteriormente ao tempo i. O (CRRS) foi
obtido pela férmula: CRRS= [(CRF - CRI)/CRI]*100 e ja o CRRS relativo ao nivel zero de Al foi
calculado dividindo o CRRS de cada nivel de aluminio {11}, {20}, {27} e {39}uM pelo CRRS no
nivel {0}uM de Al multiplicado por 100. Para andlise estatistica dos dados, foi considerada a média
aritmética dos comprimentos das sete plantulas por parcela. As caracteristicas mensuradas foram
submetidas a uma analise de varidncia e as médias dos hibridos foram avaliadas pelo o teste de Tukey,
ao nivel de (P<0,05). O aplicativo Genes (Cruz, 2001) foi usado para a realizagdo das andlises
estatisticas, foi utilizado.

Resultados e Discussao

Um resumo da média do crescimento liquido didrio de raiz (CLDR) e o CRRS relativo ao nivel
{0}uM de Al, para hibridos isogénicos contrastantes para zero (tt) e um (Tt) alelo para tolerdncia ao
aluminio est4 apresentado na Figura 1. A Figura 2 mostra as médias do crescimento radicular didrio e
0 CRRS relativo ao nivel {0}uM de Al, de hibridos isogénicos contrastantes para um (Tt) e dois alelos
(TT) para a tolerancia ao AI*. Estes resultados estdo resumidos para os periodos de 0-3, 3-5 € 5-7 dias
de exposi¢do das raizes aos niveis de AI**. Normalmente a paralisagdo do crescimento radicular, em
qualquer um dos perfodos de crescimento estd associada aos graves danos sofridos nas raizes pela
exposi¢do aos niveis toxicos de Al*, levando as mesmas até a morte. Um resumo da média do
crescimento radicular dos dezesseis hibridos isogénicos no intervalo do 5-7 dias de exposi¢@o aos
niveis toxicos de Al** est4 apresentado na Tabela 1.



O crescimento radicular de hibridos isogénicos tradicionais susceptiveis (tt) na Figura 1 ¢é
significativamente reduzido no perfodo de 0-3 dias para os niveis {20}, {27} e {39}uM de AI** onde,
os hibridos heterozigéticos com um alelo para tolerancia (Tt) tém desenvolvimento radicular normal
no nivel {20}uM de AI’* e apenas uma ligeira redugio de desenvolvimento no nivel {27}uM de AI**.
Isto demonstra claramente o efeito positivo do gene Alfsz no desenvolvimento radicular em solugdo
nutritiva com AI**. A diferenca significativa de crescimento radicular entre hibridos isogénicos com
um (Tt) e dois alelos (TT) (Figura 2 e Tabela 1) foi observado em alguns casos, mas nio em todos 0s
casos uma dominancia parcial do gene Alfsg. Resultados anteriores do nosso programa (CANIATO, et
al., 2007) indicam que uma classe de linhagens de sorgo que incluem a linhagem parental (BRO07B)
de linhagens fémeas isogénicas, tem o crescimento radicular inibido significativamente no nivel
{11}uM de AP** em solugdo nutritiva. A linhagem restauradora de fertilidade macho utilizada neste
experimento manifesta desenvolvimento radicular normal no nivel {11}uM de AI** indicando que
aparentemente tem um grau de tolerancia que ndo seja controlado por Altgg. Mesmo com esta ligeira
queda no grau de tolerancia a0 AI** nés somos capazes de demonstrar a contribuicio significativa do
alelo de Altgg no desenvolvimento do crescimento radicular na presenca de niveis toxicos de aluminio.
Nossos resultados tem também mostrado (dados ndo publicados) que na avaliacdo dos pares de
hibridos isogénicos, derivados de linhagens fémeas descritas neste estudo e linhagens restauradoras
machos (BRO12R) e Tx430R no campo em nivel de 40% de saturacdo de aluminio, os hibridos com
presenca de um alelo do gene Altsp (a partir de um s6 progenitor) apresentaram rendimento superior de
1,0 a 1,5 t.ha™' na producio de grios comparado com os hibridos sem o alelo Altsg.

Conclusao

Pode-se concluir com estes resultados e juntamente com os outros resultados ja obtidos na Embrapa
Milho e Sorgo as vantagens significativas na produtividade podem ser obtidas na utilizagdo de
hibridos de sorgo com apenas um dos progenitores tolerantes a toxidade do aluminio em 4reas onde os
solos se caracterizam como 4cidos ou onde esse tipo de estresse pode ocorre nas camadas mais
profundas do solo, além disso, gendtipos com sistemas radiculares mais profundos sdo desejaveis.
Recomenda-se também a utilizagdo de hibridos onde ambos os progenitores tenham tolerincia ao
aluminio téxico.
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Tabela 1: Médias de crescimento radicular (mm) do intervalo entre o 5-7 dias de 16 hibridos
isogénicos, avaliados em cinco niveis de concentragio de AI**, valores obtidos pelo Teste de Tukey.

Niveis de Al** (uM)
Genotipos de Hibridos Isogénicos
0 11 20 27 39

ATF8A*BROI2R (tt) 18,2 abc 176 b 2.3 de 07 h 06 a
ATFI3A*BROI12R (tt) 12,7 bed 20,4 ab 5.8 cde 02 h 0,0 a
ATF10A*BROI12R (Tt) 19,1 a 21,8 ab 17,4 a 11,6 bedef 1,0 a
ATF14A*BROI12R (Tt) 17,4 abed 19,7 ab 184 a 12,8 abcde 09 a
ATF8A* (BRO12R(SC549) (Tt) 12,4 bed 22,3 ab 164 a 8,7 def a
ATFI13A* (BROI2R(SC549 (Tt) a a
ATF10A* (BRO12R(SC549) (TT) a a
a a

. 5

a

a

a

Médxas seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a (P<0,05).
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Figura 1: Comparagdo de crescimento de raiz, entre hibridos isogénicos com zero (tt) e um (Tt) alelo do gene
Altggque condiciona tolerancia ao AI**, em solugo nutritiva com cinco niveis de Al; e crescimento liquido didrio
de raiz de hibridos isogénicos entre 0-3dias (A), 3-5 dias (B), 5-7 dias (C) e CRRS relativo ao nivel OuM de AP
(D). Parentais machos de hibridos isogénicos (~(BRO12RISC549)(T). ~-BROIZRICMSXS22511 (T -~ (BRO12RICMSXSZ2S)2{TY) -~ BROLZR 1) )
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Figura 2: Comparagdo de crescimento de raiz, entre hibridos isogénicos com um (Tt) e dois (TT) alelos do gene
Altgg que condiciona tolerancia ao A**, em solugdo nutritiva com cinco niveis de Al; e crescimento liquido didrio
de raiz de hibridos isogénicos entre 0-3dias (A), 3-5 dias (B), 5-7 dias (C) e CRRS relativo ao nivel OuM de AP
D). Parentais machos de hibridos isogénicos (~(8Ro12RISc549) (TN ~~BRO12R(CMSXS225)1 (TT) - {BRO12RICMSXS225)2(TT) ~=~BRO12R(TY )



