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RESUMO: A toxidade ao aluminio é um dos
principais fatores limitantes a expansao da produgéo
de plantas em solos acidos em diversas culturas,
inclusive no sorgo sacarino. O gene Altsg codifica
um transportador de citrato localizado na membrana
plasmatica das células dos apices radiculares e a
partir de analises associativas foi possivel identificar
10 polimorfismos associados a caracteristicas
relacionadas a toleréncia ao aluminio. Dentro desse
contexto, o objetivo desse trabalho foi realizar a
selecdo assistida por marcadores moleculares para
0 gene Altsg para otimizar o processo de
desenvolvimento de novos genotipos de sorgo
sacarino com porte baixo e tolerante ao aluminio.
Foi utilizada uma populagdo F, derivada do
cruzamento de {ATF54B * [(Tx623B*ATF54B)6-1]}-
64-1-1-1-1 (8% de brix) e
CMSXS5010BCMSXS5010B (17% de brix). O
processo de obtencdo de gendtipos de sorgo
sacarino tolerante ao aluminio seguiu inicialmente
trés critérios de selecdo: i) arquitetura da raiz em
solugdo nutritiva contendo aluminio; ii) porte de
planta na fase reprodutiva; e iii) genotipagem para o
gene Altsg. Das 320 plantas iniciais, 200 obtiveram
bom perfil de arquitetura de raiz; destas, 60 foram
selecionadas com porte abaixo de 1,20 metro.
Essas plantas de porte baixo foram genotipadas
para o gene Altsg e foi verificado que 23
apresentaram alelos na forma homozigota para o
gene de tolerancia ao aluminio. Esses individuos
selecionados foram autofecundados e serdo
avaliados, na préxima etapa de selecdo, em familias
F,.4 para contetdo de acUcar no caule, avaliando-se
o valor de brix.
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INTRODUCAO

O sorgo sacarino [Sorghum bicolor (L.)
Moench] apresenta-se como interessante matéria-
prima para producdo de etanol, tanto do ponto de
vista agronémico quanto industrial. Por apresentar
colmos suculentos com aguUcares diretamente
fermentaveis, assim como a cana-de-agUcar, 0
sorgo sacarino se enquadra perfeitamente no
sistema de producédo do setor sucroalcooleiro. Outra
possibilidade vislumbra atender o sistema de
producdo voltado para agricultura familiar e para
cooperativas de produtores baseados em micro e
minidestilarias de etanol ou producéo de aguardente
(RIBEIRO FILHO et al., 2008).

A toxicidade do aluminio € um dos principais
fatores limitantes do desenvolvimento das plantas
em solos acidos. A utilizacdo de corretivos da
acidez do solo possui limitagdes técnicas e gera um
aumento nos gastos com neutralizantes. Dessa
forma, a investigacao dos mecanismos de tolerancia
bem como as bases genéticas da tolerancia ao Al
tém merecido atencdo especial pela pesquisa
cientifica (HARTWIG et al., 2007).

O melhoramento genético, ao selecionar
variedades mais produtivas, de melhor qualidade
industrial, mais tolerantes a estresses e com melhor
adaptacdo ecolégica, possibilita aumentar os
rendimentos agricolas e até mesmo reduzir o uso de
insumos pelo agricultor, o que ajuda a preservar a
sallde humana e o meio ambiente (BRAMMER,
2000).

A Selecao Assistida por Marcadores
Moleculares consiste em integrar a genética
molecular com a selecdo fenotipica, através da
procura de alelos desejaveis com o uso de
marcadores moleculares, acelerando-se assim o
processo de obtencdo de novos genotipos
superiores (CAVALCANTI, 2009). A mineracdo e
caracterizacdo de alelos do gene Altsg em sorgo
permitiu a identificacdo de SNPs e o
desenvolvimento de marcadores moleculares
especificos para diferentes fontes de tolerancia ao



aluminio (HUFNAGEL, 2009). Dentro desse
contexto, o0 objetivo desse trabalho foi realizar a
selecdo assistida por marcadores moleculares para
0 gene Altsg para otimizar o processo de
desenvolvimento de novos genétipos de sorgo
sacarino com porte baixo e tolerante ao aluminio.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Desenvolveu-se uma populagdo de 320
plantas F, derivadas do cruzamento entre {ATF54B
* [(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1 X
CMSXS50108B. (0] genotipo {ATF54B *
[(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1 possui gene de
tolerdncia ao aluminio e valor de brix de
aproximadamente 8%, enquanto 0 gendtipo
CMSXS5010B é um sacarino com valor de brix de
aproximadamente 18%, mas este Ultimo possui
porte alto para ser utilizado como parental feminino
na producao de hibridos.

Sele¢do em solucao nutritiva com aluminio
Inicialmente as sementes foram germinadas
em papel de germinacdo por 3 dias. As plantulas
foram entdo transferidas para copos plasticos
contendo solucdo nutritiva completa (MAGNAVACA
et al., 1987) por um periodo de 24 horas de
aclimatizacdo. Posteriormente foram desenvolvidas
em solucdo nutritiva contendo 27 pM de AP por 5
dias. As plantas foram selecionadas quanto a
arquitetura da raiz, levando-se em consideracao
pardmetros como crescimento da raiz seminal,
presenca de raiz secundaria e volume total de raiz.

Selecéo para porte

As plantas selecionadas com boa
arquitetura de raiz foram transplantadas em canteiro
e selecionadas para porte menor que 1,20 metro na
fase reprodutiva. Para ser usada como parental
feminino, a linhagem deve ser baixa para possibilitar
a colheita mecénica das sementes.

Extracdo de DNA, amplificacdo do gene
eletroforese

A extracdo do DNA gendmico foi realizada
em discos foliares em placas de 96 orificios
utilizando o aparelho GenoGrinder 2000, segundo
Lana et al. (2010). As reacGes de PCR para
discriminacdo alélica foram realizadas no sistema
ARMS-PCR, utilizando os iniciadores especificos
para amplificacdo do gene Altsg e condicdes de
reacdo desenvolvidos por Hufnagel (2009).

AltSB e

RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecdo para a obtencdo de novos
gendtipos de sorgo sacarino tolerante ao aluminio
foi realizada de modo sequencial (Tabela 1). A partir
de 320 plantas F, da populacdo derivada do
cruzamento entre {ATF54B * [(Tx623B*ATF54B)6-
1]}-64-1-1-1-1 x CMSXS5010B foram selecionadas
200 plantas que possuiam boa arquitetura de raiz.
Essas 200 plantas foram transplantadas em canteiro
e selecionadas para porte, tendo como ponto de
corte 1,20 metro, sendo obtidas 60 plantas com
essas caracteristicas.

Tabela 1 — NUmero de individuos selecionados nos
diferentes critérios adotados.

Caracteristica selecionada N° de plantas

Populacéo F; inicial 320
Arquitetura de raiz 200
Porte 60

A préxima etapa do processo de selecéo foi
genotipagem com uso de marcadores especificos
para o gene Altsg nos 60 individuos selecionados
para porte baixo. Nas Figuras 1 e 2 é mostrada a
genotipagem dos parentais, {ATF54B *
[(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1  (tolerante ao
alumudnio) e CMSXS5010B, (sacarino sensivel ao
aluminio), e de 16 individuos da populagédo F,. A
genotipagem foi realizada pelo sistema ARMS-PCR,
que permite a identificacdo das diferentes formas
alélicas a partir de dois conjuntos de reacdes, cada
um contendo trés primers, sendo dois deles
especificos para 0 gene e um para cada alelo. Na
Figura 1, o ARMS-PCR foi realizado para
identificacdo do alelo favoravel a toleréncia ao
aluminio derivado do parental {ATF54B *
[(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1, é esperado um
fragmento de aproximadamente 250 pb. Dos 60
individuos F,, todos apresentaram o fragmento de
interesse. Na Figura 2, o ARMS-PCR foi realizado
para identificacdo do alelo de sensibilidade ao
aluminio derivado do parental CMSXS5010B, é
esperado um fragmento de aproximadamente 250
pb. Dos 60 individuos F,, 37 apresentaram o
fragmento em questdo. Dessa forma, podemos
inferir que 37 individuos F, sao heterozigotos para o
gene Altsg e 23 individuos F, sdo homozigotos para
a forma alélica que confere tolerancia ao aluminio
(Tabela 2).

Tabela 2 — NUmero de individuos observados em
cada classe genotipica.

Gendtipo Observado Frequéncia
AA 23 38%

Aa 37 62%

aa - -
Total 60 100%

Os 23 individuos F, homozigotos para a
forma alélica que confere tolerdncia ao aluminio



foram selecionados, autofecundados e seréo
avaliados, em uma proxima etapa de selecdo, em
familias F,,4 para o conteldo de agucar no caule,
avaliando-se o valor de brix.

CONCLUSOES

O uso de marcadores moleculares se
mostra uma ferramenta poderosa para acelerar o
processo de obtencdo de linhagens de sorgo
sacarino tolerante ao aluminio.
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Figura 1. Perfil de amplificacdo do ensaio para identificacdo de alelo favoravel a tolerancia ao
aluminio no gene Altsg. P; - CMSXS5010B; P, - {ATF54B * [(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1
(amplificacdo de banda especifica de aproximadamente 250 pb, indicado pela seta em azul); 1 a 16 -
individuos da populacéo F».
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Figura 2. Perfil de amplificacdo do ensaio para identificacdo de alelo desfavoravel a tolerancia ao
aluminio no gene Altsg. P; - CMSXS5010B (amplificacéo de banda especifica de aproximadamente
250pb, indicado pela seta em azul); P, - {ATF54B * [(Tx623B*ATF54B)6-1]}-64-1-1-1-1; 1 a 16 -
individuos da populacéo F».



