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No Brasil, uma das principais limitac6es a produgégetal é a toxidez do aluminio (Al).
O desenvolvimento de gendtipos tolerantes ao alonmaguer a identificagdo tanto de genes
guanto de alelos que possuam efeitos superioregprassao da tolerancia. Nesse sentido, varios
esforcos tém sido direcionados para aumentar oecimiento acerca da tolerancia ao Al em
sorgo. Um gene que explica 80% da variacao fematigé tolerancia ao aluminio foi mapeado na
regido terminal do cromossomo 3 de sorgo por Ma@gsallet al. (2004), sendo denomin&digs.
Utilizando marcadores que flanqueiam o géttes em populacdes derivadas do cruzamento de
11 linhagens de sorgo com amplo espectro de taer&ao aluminio com uma linhagem sensivel
(BR012), Caniato et al. (2007) constataram a existéde diferentes alelos no lodttss, além
de novos genes envolvidos na tolerancia ao Al. 1@ §Hss foi isolado por meio da estratégia de
clonagem baseada em mapa e codifica um membro de familia de transportadores de
membrana $OMATE), responsavel pelo efluxo de citrato em raizesaitgo (Magalhées et al.,
2007). Com base na sequéncia do gdMATE torna-se fundamental estudar e caracterizar o(s)
mecanismo(s) que controlam a variabilidade aléliease loco. Assim, o presente trabalho
objetivou o estudo da estrutura e da expressacede MATE entre linhagens de sorgo com
ampla variabilidade para a tolerancia ao aluminio.

Foram utilizadas as 12 linhagens de sorgo previtanearacterizadas por Caniato et al.
(2007), denominadas BR0O07B, BRO12R, 5DX61/6/2, 90X9 3DX57/1/1/910, SC112-14,
SC175-14, SC283, SC549, SC566, 1S8577, CMSXS228R1 do gendtipo BTx642, que fazem
parte do programa de melhoramento genético da Ealvidlho e Sorgo. As sementes foram
germinadas segundo Caniato et al. (2007) e os iexgatios conduzidos com cinco atividades de
Al: {0}, {11}, {20}, {27} e {39} uM. Para obtencédo de uma curva de resposta ao lahgo de
um periodo de seis dias, calculou-se a taxa decigresto radicular (mm/dia) a partir das
inclinacdes das curvas de crescimento em cadalatiei de Al ao longo do tempo. As curvas
foram agrupadas por meio do algoritmo HaiNet.

Para o sequenciamento do g&BATE foram utilizados iniciadores segundo Magalhdes
et al. (2007). Os fragmentos foram purificados c@phAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen,
Valencia, CA) e sequenciados com kit “Big Dye Terator v3.1” (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). As amostras foram analisadas naisagiador ABI3100 (Applied Biosystems),
a gqualidade das sequéncias avaliada pelo prograepadg® 3.57 (DNAstar, Madison, WI) e as
sequéncias selecionadas foram alinhadas pelo pnagCéustal\W.



Visando a analise de expressao do gd&MATE, foram cultivadas plantulas de cada um
dos 13 gendtipos de sorgo na auséncia e na predenf2v} uM de Al. O experimento foi
conduzido segundo o delineamento inteiramente taada com trés repeticoes. As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%igieificancia. Foram coletados apices
radiculares (1 cm) de dez plantulas cultivadastps dias sob estresse de Al ou na condicdo
controle. As amostras de RNA foram extraidas corfRNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen,
Valencia, CA). Para a sintese do DNA complementifizau-se do kit de “SuperScript Il RT”
(Invitrogen, Carslbad, CA). Os iniciadores utilibadpara amplificar o gen8MATE foram:
JL57 (5" GTGCTGGATCCGATCCTGAT 3°) e JL58 (5"CACTGGBAGAAACTTCCA 3).

Ja para o gene controlefactina, foram utilizados os primers ActR (5
GATCCACATCTGTTGGAACG 3") e ActF (5" TGATGAAGATTCTCETGAG 3").

Apos definicdo dos ciclos de amplificacdo do PCRiiggiantitativo, as condicbes da
reacdo em multiplex foram realizadas em um volumal ide 20 pL, consistindo de |2 de
cDNA; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2 mM Mggl 0,5 U Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carslbad, CA); 0,125 mM dNTPs e dfols de cada iniciador. As condi¢cbes de
amplificagdo foram: desnaturacdo inicial a°®4por 1 minuto, 30 ciclos de 92 por 30
segundos, 6C por 40 segundos e T2 por 90 segundos, elongacéo final &7por 5 minutos,
mantendo a reacdo a°G4 Os produtos foram quantificados utilizando-se plmgrama
“ImageQuant” (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CAy @ados de expressdo do g&hRIATE
foram normalizados utilizando a razao entre angitiades dos produtos do gene gdatina.

O agrupamento das curvas de crescimento permitiaracterizacdo das linhagens em
guatro grupos distintos (Figura 1).
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Figura 1. Agrupamento das curvas de crescimento radiculad3leyenétipos de sorgo em solugéo
nutritiva na auséncia e presenca de diferenteglatigs de Al. O valor b representa a inclinacdo das
curvas de crescimento radicular ao longo de sass di
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No grupo A, as linhagens BR007, Tx642 e BR012 &rrep crescimento radicular inibido
a {11} uM de Al, caracterizadas como sensiveislifisagens SC112 e IS8577, pertencentes ao
grupo B, mostraram uma indugdo no crescimento ukadi@té a atividade de 1M de Al, a
partir da qual foi observada uma inibicdo no crascito, com uma drastica reducdo a {04
de Al. Essas linhagens podem ser consideradas auaieente tolerantes. No grupo C foram
incluidas as linhagens 3DX, SC175, SC549, 9DX e 5(¢ apresentaram um aumento da taxa
de crescimento radicular até as atividades dgM(J3DX e SC549) ou 2TM de Al (SC175,
5DX e 9DX), a partir das quais houve uma acentuadécdo no crescimento radicular. Esse
grupo foi considerado tolerante. As linhagens CMB22C283 e SC566, agrupadas em D,
apresentaram taxas de crescimento praticamenteaotes até a atividade de B®1 de Al,
novamente demonstrando uma tolerancia superioretagao as demais linhagens. Enquanto as
linhagens sensiveis ndo apresentaram nenhum tigodde&o, as linhagens moderadamente
tolerantes mostraram um comportamento indutivooagd das atividades de Al. J& as linhagens
tolerantes mostraram uma indug¢ao no crescimentoulad ao longo do tempo e das atividades
de Al. As linhagens altamente tolerantes (CMS22828 e SC566) apresentaram um
comportamento indutivo ao longo do tempo e taxagrdscimento constantes nas diferentes
doses de aluminio. A existéncia de duas resposidstivas distintas verificadas entre as
linhagens pode indicar a atuacao de diferentesmsnas no controle da tolerancia ao aluminio.

O alinhamento das sequéncias do g&bMATE revelou um reduzido numero de
polimorfismos na regido codificadora entre as lgérs de sorgo. Onze dos treze gendtipos ndo
apresentaram variacdo na sequéncia de nucleotidegene, incluindo desde linhagens sensiveis
como BROO7 até linhagens altamente tolerantes c@@@83. Um dos polimorfismos
encontrados foi na linhagem SC566, onde houve umiea (substituicdo de timina (T) por
adenina (A) no primeiro éxon do gene. Uma notaxeéedo foi observada na linhagem Tx642,
gue apresentou uma grande quantidade de polimadisap longo do gene, incluindo
substituicdes de nucleotideos Unicos (SNPs), iiesre delecdes.

Assim, a variabilidade na tolerancia ao Al veriflagentre as treze linhagens de sorgo nao
pode ser explicada pelas variagbes estruturaisqgizéacia do gen®bMATE, uma vez que tanto
linhagens altamente tolerantes quanto sensivessapiaram o mesmo haplétipo. A mutacéo
observada no haplétipo da linhagem SC566 resultouroca do aminodcido leucina pela
histidina, localizada no quarto dominio transmemiod Apesar de a troca ter ocorrido entre um
aminoacido hidrofébico por um hidrofilico, a estmat secundaria predita da proteina nédo sofreu
alteracdo significativa. J4 os polimorfismos dddigem Tx642 ocasionaram uma mudanca da
matriz de leitura, resultando no aparecimento de agdon de terminacdo prematuro, e
conseguentemente em uma proteina predita de apéhasninoacidos sem oito dominios.

A expresséao relativa do ger8®MATE possibilitou a classificacdo das linhagens em
quatro grupos pelo teste de Scott-Knot a 5%. Asalyens BR0O07, Tx642, SC112 e BR012
apresentaram uma baixa expressdo do J#MATE e, com excecdo da SC112, foram
classificadas como sensiveis ao Al. As linhagend12Ce 1S8577 apresentaram padrées de
crescimento radicular muito parecidos e foram diaagas como moderadamente tolerantes.
Apesar de ambas as linhagens serem igualmentéfickdas com relagdo a tolerancia ao Al, a
expressdo d&MATE em SC112 foi duas vezes menor que na linhagem7IS&3 padrdo de
expressao desse gene na linhagem SC112 corroborasaados de Caniato et al. (2007) que
demonstraram que a tolerancia ao Al nessa linhagé@m € controlada por esse gene. As



linhagens SC549, 3DX, 5DX, 9DX e SC175 apresentarara expressao intermediaria do gene
SMATE e foram classificadas como tolerantes ao Al. RBemgssas linhagens, 3DX e 5DX
apresentam uma similaridade genética de 100% amasido resultados de quinze marcadores
microssatélites (Caniato et al., 2007). Apesarrdbas terem sido agrupadas como tolerantes, a
superioridade na tolerancia ao Al de 5DX em comg@racom 3DX é ressaltada pela taxa de
crescimento (Figura 1). Caniato et al., (2007) seigeque a maior tolerancia da 5DX pode ser
advinda da introgressao de genes diferenteSbATE. As evidéncias apresentadas suportam
essa hipotese, uma vez que 0s niveis de expressgenéSOMATE na presenca do Al nessas
linhagens foram muito similares, sugerindo que demh 0 mesmo alelo. Assim, a maior
tolerancia ao Al da linhagem 5DX seria realment&@eada por gene(s) distinto(s) SoMATE.

As linhagens CMS225, SC283 e SC566 apresentaramamses niveis de expressao do
SOMATE e foram consideradas altamente tolerantes ao Alcdedo com a taxa de crescimento
radicular. A linhagem SC283 € um padrao de toleéadaac Al, sendo utilizada como fonte para a
clonagem do gen&MATE (Magalhdes et al., 2007). Mesmo tendo sido agaupagtamente
com CMS225 e SC283, a linhagem SC566 apresentounaiar crescimento radicular sob
estresse de aluminio. Tal tolerancia pode estacioglada tanto a maior expressdo do gene
SOMATE na presenca do aluminio quanto a mutacdo nao#siadm primeiro éxon, que alterou
um aminoacido no quarto dominio transmembranicopideina predita. Como resultado, a
linhagem poderia ter um transportador de membraaia @ficiente e/ou um maior nimero deles.

A correlagédo de 0,9511 (p < 0,0001) entre a expoesslativa do gen&bMATE e o
crescimento liquido relativo da raiz seminal a {2l de Al obtido por Caniato et al. (2007),
sugere gque a tolerancia ao aluminio em sorgo éapamente condicionada pelo nivel de
expressdo do ger@®MATE. Assim, a variacdo alélica no lo8bMATE associada aos diferentes
niveis de tolerancia ao aluminio, encontrada pmiaa et al. (2007), poderia ser explicada pelos
niveis de expressao desse gene. A regulacdo dassfiprdo gen8MATE parece ser 0 ponto
chave do processo de tolerancia ao Al em sorgomdeeira que a diversidade alélica
previamente identificada no locBbMATE pode estar relacionada a variantes envolvidos no
controle transcricional. Assim, estudos envolveadaracterizacdo da regidao promotora do gene
SOMATE podem permitir um melhor entendimento dos mecarssraegulatérios associados ao
diferentes niveis de tolerancia ao aluminio emaorg
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