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Desenvolvimento de Linhagens
de Sorgo Biomassa com Nervura
Marrom e Tolerantes ao Aluminio

Rafael Augusto da Costa Parrella’
Robert Eugene Schaffert?
Jurandir Vieira Magalhaes®
Cicero Beserra de Menezes*
Michele Jorge da Silva®

Virginia Alves Lacerda®

Resumo — O interesse por culturas dedicadas a produc¢ao de biocombustiveis
esta em expanséao, comimportancia crescente para a biomassa lignoceluldsica
como uma das alternativas mais promissoras, e ambientalmente sustentaveis,
para a substituicdo dos combustiveis fosseis. O sorgo biomassa, que tem
grande potencial produtivo, esta sendo desenvolvido para geragao de etanol
de celuldsico. Gendtipos de sorgo com a mutagdo bmr, que confere nervura
marrom, apresentam menor teor de lignina na biomassa, o que favorece
a producao de etanol celuldsico. Dentre os varios fatores que limitam a
produgéo agricola em solos acidos, a toxidez causada pelo aluminio (Al) é
uma das mais importantes. Em sorgo, o loco Alt,,, localizado no cromossomo
3, tem um importante papel na tolerancia ao Al. O programa de melhoramento
da Embrapa visa desenvolver linhagens de sorgo que associem nervura
marrom a tolerancia ao Al. O objetivo deste trabalho foi identificar e selecionar
linhagens restauradoras (R) de fertilidade de sorgo biomassa apresentando,
conjuntamente, nervura marrom e tolerancia ao Al. Para isto, foi realizado o
cruzamento entre as linhagens IS14351, portadoras de um alelo de tolerancia
do gene SbBMATE, com a linhagem CMS S023R, que tem nervura marrom em
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razao da presencga do alelo bmr6. A partir da geragao F2 deste cruzamento,
foram selecionadas plantas com nervura marrom, que foram autofecundadas
por 10 geragdes. Foram obtidas quatro linhagens R de sorgo biomassa com
nervura marrom (201820B001, 201820B002, 201820B003 e 201820B007),
que foram avaliadas, juntamente com as linhagens padroes SC566 (resistente
ao Al) e BR0O0O7B (sensivel ao Al), em solugédo nutritiva contendo {27} uM
APF*, Foram identificadas duas linhagens de sorgo biomassa, 201820B001 e
201820B003, que possuem tanto o alelo bmr6 quanto o alelo de tolerancia do
gene SbMATE. Essas linhagens serao utilizadas para produgao de hibridos
do tipo biomassa com alta converséo e tolerantes ao aluminio para cultivo em
regides de solos acidos, como o Cerrado brasileiro.

Termos para indexagao: Sorghum, biocombustivel, lignina, bmr6 e SODMATE
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Development of Biomass Sorghum Lines
with Brown Midrib and Aluminum Tolerance

Abstract — Interest in biofuel crops is under expansion, emphasizing lignocel-
lulosic biomass as one of the most promising and environmentally sustain-
able alternatives to replacing fossil fuels. High biomass sorghums are being
developed for the generation of cellulosic ethanol. Sorghum genotypes carry-
ing the brown rib (bmr6) mutation show lower lignin content in their biomass,
which favors the production of cellulosic ethanol. Among the several factors
that limit agricultural production on acid soils, aluminum toxicity (Al) is one of
the most important for achieving sustainable yields under AP toxicity. In sor-
ghum, the At locus on chromosome 3 plays an important role in conferring
Al tolerance. The breeding program of Embrapa aims at developing sorghum
cultivars that jointly associate the brown mid rib phenotype and Al tolerance.
Thus, the objective of this work was to identify and select fertility restorer (R)
lines with brown mid-rib and Al tolerance, for the development of biomass
of sorghum hybrids with lower lignin content that are adapted to acidic soil
regions. For this, 1S14351, which carries the tolerant SOMATE allele, was
crossed with the line CMS S023R, which harbors bmr6. Plants with brown rib
were selected among derived F2 progeny, which were subsequently self-polli-
nated for 10 generations. Four restorer bmr lines (201820B001, 201820B002,
201820B003 and 201820B007) were then evaluated for Al tolerance, together
with the Al tolerant and Al sensitive standards, SC566 and BROO7B, respec-
tively, in nutrient solution containing {27} uM AF*. Two biomass sorghum lines
harboring both bmr6 and SbMATE, 201820B001 and 201820B003, were iden-
tified. These lines will be used to produce biomass hybrids with both higher
conversion and Al tolerance for biomass production on acidic soil regions
such as the Brazilian Cerrado.

Index terms: Sorghum, biofuel, lignin, bmr6, SbBMATE
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Introducao

OBrasilinstituiuoRenovaBio, umapoliticanacional paraosbiocombustiveis,
pela Lein®13.576/2017. Os objetivos desta lei visam fornecer uma importante
contribuicdo para o cumprimento dos compromissos determinados pelo
Brasil no ambito do Acordo de Paris, promover a adequada expansao dos
biocombustiveis na matriz energética nacional, com énfase na regularidade
do abastecimento de combustiveis. Assim, assegura-se a previsibilidade para
o mercado de combustiveis, induzindo ganhos de eficiéncia energética e de
reducdo de emissOes de gases causadores do efeito estufa na produgéo,
comercializagdo e uso de biocombustiveis (Agéncia Nacional do Petrdleo,
Gas Natural e Biocombustiveis, 2018).

Desta forma, o interesse por culturas dedicadas a produgdo de
biocombustiveis tem se expandido, apontando a biomassa lignoceluldsica
como uma das alternativas mais promissoras, e ambientalmente sustentaveis,
para a substituigdo dos combustiveis fésseis (Dien et al., 2009). Entre as
culturas energéticas anuais, o sorgo biomassa [Sorghum bicolor (L.) Moench]
é considerado matéria-prima de grande potencial para geracéo de bioenergia
(Rooney et al., 2007), tanto para a obtengao do etanol de segunda geragao
(etanol lignoceluldsico) (Agostini et al., 2015; Davila-Gomez et al., 2011)
quanto para a cogeragdo de energia por meio da combustdo da massa
vegetal (Bennett; Anex, 2009; Zegada-Lizarazu; Monti, 2012). O sorgo
biomassa, que tem grande diversidade genética, possui crescimento rapido,
alto potencial produtivo e tolerancia a seca e ao calor. Além disso, é totalmente
mecanizavel e pode ser propagado por meio sementes (Rooney et al., 2007;
Venuto; Kindiger, 2008; Murray et al., 2008).

O etanol lignocelulésico é produzido a partir da hidrélise ou quebra da
biomassa em agucares simples, os quais podem ser utilizados para produgao
de etanol a partir da fermentagdo (Damasceno et al., 2012). Uma das
etapas do processo € o pré-tratamento, capaz de desorganizar o complexo
lignoceluldsico, reduzindo o teor de lignina para que ocorra a conversdo
dos polissacarideos em agucares fermentaveis. Alguns genoétipos mutantes
de sorgo biomassa, denominados brown midrib (bmr) - com menor teor de
lignina - sao favoraveis a etapa de pré-tratamento (Barriere et al., 2007;
Dien et al., 2009; Saballos et al., 2009; Sattler et al., 2010). Estes mutantes



8 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 177

apresentam pigmentos amarronzados na nervura foliar central e no colmo,
bem como maior digestibilidade animal (Sattler et al., 2010). Assim, é de
grande interesse a introducao deste gene bmr6 em linhagens-elites de sorgo
visando produzir hibridos com maior eficiéncia na conversao da biomassa em
etanol celuldsico.

A sensibilidade ao fotoperiodo também é uma caracteristica de interesse
para o sorgo biomassa. Plantas de sorgo biomassa sensiveis ao fotoperiodo,
quando semeadas nos meses de setembro ou outubro em regides com
fotoperiodo maior que 12 horas e 20 minutos, irdao iniciar o desenvolvimento
da gema floral apenas a partir de 21 de margo do ano seguinte, ampliando
o ciclo vegetativo e, concomitantemente, possibilitando maior produgao
de biomassa por hectare/ciclo em comparagédo a cultivares insensiveis ao
fotoperiodo (Rooney; Aydin, 1999; Parrella et al., 2010).

No Brasil, aproximadamente 1,8 milhdo de ha de solos sob cerrado
estdo quase sempre associados com elevada acidez. Esses solos sao
caracterizados por apresentarem baixos valores de pH (pH<5,0), baixa
saturacao de bases, baixa disponibilidade de fésforo e niveis toxicos de
manganés, ferro e aluminio (Lopes; Cox, 1977). Entre os varios fatores
que limitam a produc&o agricola em solos acidos, a toxidez causada pelo
aluminio (Al) tem sido considerada uma das mais importantes. Isso porque,
quando o pH do solo se encontra abaixo de 5,0, formas idnicas de aluminio
encontram-se solubilizadas na solugao do solo, inibindo de forma drastica o
crescimento radicular e causando outras alteragdes morfologicas, fisioldgicas
e bioquimicas prejudiciais as plantas (Kochian et al., 2004). Praticas de
manejo do solo visando a corregao da acidez, como a calagem, séo eficientes
somente em camadas superficiais, ndo sendo essa uma opgao econdmica e/
ou uma estratégia e eficaz no controle da acidez do subsolo (Borgonovi et
al., 1987).

Em sorgo, o loco Alt,, localizado no cromossomo 3 (Magalhées et al.,
2004), tem um importante papel na tolerancia ao Al. O gene responsavel pela
tolerancia ao Al controlada pelo loco Alty,, denominado SbMATE, codifica um
transportador de citrato ativado por Al, que apresenta maior expressao nos
apices radiculares de plantas tolerantes (Magalhaes et al., 2007). A tolerancia
ao Al codificada pelo gene SbMATE é conferida pela formagdo de complexos

estaveis entre o citrato e o Al na rizosfera de genotipos tolerantes ao metal.
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Com isso, um dos principais alvos do melhoramento de plantas para solos
acidos € a introgressdo do gene SbMATE em linhagens-elites de sorgo,
tornando-as tolerantes ao Al.

O programa de melhoramento de sorgo da Embrapa desenvolve hibridos
com alta produgdo de biomassa e alta qualidade visando a produgédo de
etanol celulésico (Silva et al., 2018). Para obtencao de cultivares hibridas
€ necessario desenvolver linhagens macho-estéril (A), mantenedora (B)
e restauradora de fertilidade (R). A linhagem (A) é utilizada como parental
feminino em combinagdes hibridas, a linhagem mantenedora (B) é utilizada
como polinizadora da linhagem (A) para sua multiplicagdo, e a linhagem
restauradora de fertilidade (R) é utilizada como parental masculino em
combinagdes hibridas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar
linhagens restauradoras (R) de fertilidade de sorgo biomassa com nervura
marrom e tolerantes ao Al.

Material e Métodos

O programa de melhoramento de sorgo da Embrapa visa desenvolver
hibridos com alta produgéo de biomassa e com alta qualidade para produgao
de etanol celulosico. Neste sentido, foi iniciado o desenvolvimento de
linhagens restauradoras (R) de fertilidade de sorgo biomassa com nervura
marrom e tolerantes ao aluminio (Al). Para isto, foi realizado o cruzamento
manual entre a linhagem IS14351 com a linhagem CMS S023R. A linhagem
IS14351, originaria do Malaui, pais da Africa, é restauradora de fertilidade (R),
apresentando sensibilidade ao fotoperiodo com alta produgao de biomassa
e portadora de tolerancia ao aluminio devida ao gene SbMATE (Caniato et
al.,, 2011). A linhagem CMS S023R é restauradora de fertilidade (R) e foi
desenvolvida pelo programa de melhoramento da Embrapa, sendo fonte do
alelo bmr6, que confere o fenétipo nervura marrom.

A partir da geragéo F2 do cruzamento entre as linhagens IS14351 x CMS
S023R, foram selecionadas plantas com nervura marrom (25%), que possuem
0 gene bmrébmr6. As progénies selecionadas foram autofecundadas por 10
geragbes para obtencdo de homozigose e desenvolvimento das linhagens.
Foram obtidas quatro linhagens restauradoras (R) de fertilidade de sorgo
biomassa com nervura marrom (201820B001, 201820B002, 201820B003 e
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201820B007), que foram avaliadas juntamente com as linhagens padrdes
SC566 (resistente ao Al) e BR0O07B (susceptivel ao Al), utilizadas como
testemunhas no experimento.

A inibicao do crescimento radicular causada pelo aluminio em solugao
nutritiva foi quantificada como descrito por Magalhdes et al. (2004) para
progénies F2, em solugdo nutritiva contendo {27} uM AI** de atividade livre
de Al com pH ajustado para pH 4,0, em cadmara de crescimento. Para isso,
para cada plantula de sorgo, o crescimento liquido da raiz seminal obtido
em um periodo de 6 dias de exposigcédo ao Al foi dividido pelo comprimento
inicial, e os valores foram expressos em porcentagem (crescimento liquido
relativo, CLR). Os apices radiculares foram inspecionados visualmente para
a presencga de danos causados pelo Al, que foram expressos em uma escala
de 1 (sem dano aparente) a 5 (dano intenso).

O delineamento foi inteiramente casualizado com trés repetigbes, e a
parcela foi constituida por 7 plantas de cada linhagem. Foi realizada analise
de variancia do CRL médio de cada parcela utilizando o software estatistica
Sisvar V.5.6, e realizou-se o teste Scott e Knott (1974) para agrupamento das
médias.

Resultados e Discussao

O resumo da anadlise de variancia para crescimento liquido relativo
(CRL), em porcentagem, avaliados em linhagens de sorgo biomassa com
nervura marrom apresenta-se na Tabela 1. Verificou-se diferenca altamente
significativa (P<0,01) entre as linhagens avaliadas para o CLR, mostrando
que as linhagens apresentam variabilidade genética para este carater (Tabela

1).

Os valores médios para CLR, em porcentagem, avaliados em genétipos de
sorgo biomassa com nervura marrom estéo apresentados na Tabela 2. Pode-
se observar a formagao de 5 grupos de acordo o teste Scott e Knott (1974).
As linhagens 201820B001 e 201820B003, que apresentaram CLR de 82,33%
e 69,67%, respectivamente, foram significativamente mais tolerantes do que
o grupo homogéneo sensivel ao Al formado por 201820B007 e BR0OO7. Estes
resultados estdo de acordo ao obtido por Caniato et al. (2011), que avaliaram a
linhagem parental 1IS14351 e obtiveram CRL superior a testemunha tolerante



Desenvolvimento de Linhagens de Sorgo Biomassa com Nervura Marrom e Tolerantes 11
ao Aluminio

SC566. As linhagens 201820B002 e 201820B007 apresentaram CLR de 23%
e 12,67%, respectivamente, mostrando-se sensiveis ao Al por apresentarem
CLR ligeiramente superior a linhagem BRO007, utilizada como testemunha
susceptivel. Nas Figuras 1 e 2, é possivel visualizar o apice radicular sem
dano causado pelo Al nas linhagens 201820B001, 201820B003 e na linhagem
SC566, testemunha tolerante. Além disso, € possivel visualizar o dano no
apice radicular causado pelo Al na linhagem BR0O07, testemunha susceptivel.

Tabela 1. Analise de variancia para crescimento liquido relativo (CLR), em porcen-
tagem, avaliada em linhagens de sorgo biomassa com nervura marrom, em Sete
Lagoas-MG, 2018.

FV GL Qm
Linhagens 5 85,999 **
Erro 12 34,222
CV 13,82
Média 42,33

** significativo a 1 de probabilidade respectivamente pelo teste F.

Tabela 2. Valores médios para crescimento liquido relativo (CLR), em porcentagem,
avaliados em gendtipos de sorgo biomassa com nervura marrom, em Sete Lagoas-
MG, 2018.

Gendétipos CLR (%) SK*
201820B001 82,33 a
201820B003 69,67 b
SC566 57,00 ©
201820B002 23,00 d
201820B007 12,67 e
BR0OO7 9,33 e

* As médias seguidas das mesmas letras sdo homogéneas estatisticamente de acordo o teste
Scott e Knott (1974) (P-value <0,01).

As sementes de hibridos de sorgo sao produzidas pelo cruzamento entre
uma linhagem macho-estéril (A), utilizada como parental feminino, com uma



12 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 177

linhagem restauradora de fertilidade denominada (R), utilizada como parental
masculino. Sementes obtidas desse cruzamento produzirdo plantas macho-
férteis, ou seja, a linhagem R restaura sobre a linhagem A em razéo da
presencga de genes restauradores de fertilidade no ndcleo. A linhagem R néo
é fenotipicamente similar a linhagem A, e a combinacao delas devera resultar
em um hibrido de alto potencial de rendimento (Santos et al., 2005).

O ciclo do sorgo biomassa fotossensivel, semeado no més de outubro
(primavera no Brasil), € maior que os sorgos fotoinsensiveis, podendo chegar
a 160 dias para iniciar o florescimento (Parrella et al., 2010). Castro et al.
(2015) avaliaram hibridos de sorgo biomassa, e o numero médio de dias para
florescimento variou de 108 a 123 dias para semeadura no final de novembro.
A grande estratégia destes hibridos € a de aumentar o periodo vegetativo,
consequentemente o ciclo, que reflete em maior crescimento e produgao de
biomassa. Na avaliacdo de hibridos experimentais e comerciais de sorgo
biomassa em Lavras-MG, observou-se uma variagao na producao de 24 a 47
t ha' de matéria seca, confirmando o grande potencial produtivo destes tipos
de hibridos (Castro et al., 2015).

Figura 1. Avaliagéo de linhagens de sorgo em solugéo nutritiva contendo {27} uM
Al3+, em Sete Lagoas-MG, 2018. A) Linhagem de sorgo suscetivel (BR007), com
dano visual no apice radicular. B) Linhagem de sorgo biomassa com nervura marrom
resistente (201820B001), sem dano no apice radicular; C) Linhagem de sorgo resis-
tente (SC566), sem dano visual no apice radicular.
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Figura 2. Avaliagdo de linhagens de sorgo em solugdo nutritiva contendo {27} uM
Al3+, em Sete Lagoas-MG, 2018. A) Linhagem de sorgo suscetivel (BR007), com
dano visual no apice radicular. B) Linhagem de sorgo biomassa com nervura marrom
resistente (201820B003), sem dano no apice radicular; C) Linhagem de sorgo resis-
tente (SC566), sem dano visual no apice radicular.

A produtividade de matéria seca foi avaliada, em hibridos de sorgo
biomassa sensiveis ao fotoperiodo com nervura marrom, por Silva et al.
(2018), que obtiveram valores superiores a 30 t/ha, confirmando o grande
potencial produtivo destes hibridos. Varios trabalhos na literatura relatam que
0s gendtipos de sorgo com nervura marrom, portadores do gene bmr6bmr®,
apresentam uma biomassa com menor teor de lignina e sdo mais eficientes
na sua conversao em etanol celuldsico (Barriére et al., 2007; Dien et al., 2009;
Saballos et al., 2009; Sattler et al., 2010). A préxima etapa sera a validagao do
rendimento de etanol celuldsico de hibridos desenvolvidos com as linhagens
201820B001 e 201820B003, que serao utilizadas como parental masculino
em combinagdes hibridas e produzirdo hibridos com nervura marrom e
tolerante ao Al.
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Conclusoes

Foram identificadas duas linhagens de sorgo biomassa, 201820B001 e
201820B003, que possuem tanto o alelo bmr6, que confere o fenotipo nervura
marrom, quanto o alelo tolerante ao aluminio do gene SbMATE.
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