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O Gene deTolerancia ao Aluminio, SbMATE,
Aumenta a Producao de Graos de Sorgo
Cultivado em Solos Acidos

ATolerancia ao Al em Sorgo

Solos 4cidos com valores de pH menores do que 5,0 ocupam mais de
50% das areas potencialmente cultivaveis no mundo (VON UEXKULL;
MUTERT, 1995). Em condicdes de pH baixo, o aluminio (Al), um
constituinte natural da fracao argila do solo, assume formas iGnicas que
sao altamente fitotoxicas, danificando o sistema radicular e restringindo
o desenvolvimento da planta. Assim, a toxidez de Al limita a capacidade
das culturas de absorver agua e nutrientes minerais, tornando-as mais
susceptiveis ao estrese hidrico (KOCHIAN et al., 2015). Culturas sensiveis
ao Al toxico sofrem reducoes acentuadas na producao de graos e de
biomassa em solos acidos, comprometendo a eficiéncia dos sistemas
agricolas estabelecidos sob pH baixo. A calagem é uma pratica comum
para elevar o pH do solo. Porém, essa pratica, além de representar um
custo adicional significativo para a agricultura familiar, nao é efetiva na
situagcao mais comum em que o Al toxico encontra-se em camadas mais
profundas do solo, onde é necessario o adequado desenvolvimento

do sistema radicular para manutencao da producgao vegetal. Raizes
intoxicadas por Al sao incapazes de absorver eficientemente a agua
presente no subsolo, potencializando os efeitos do estresse de seca na
reducao da producao das culturas em solos acidos.

Regidoes extensas sob solos acidos sao encontradas em areas tropicais

e subtropicais como na América do Sul, Africa e Asia (Figura 1), nas
quais estao localizados paises em desenvolvimento, onde a producao

de alimentos é ainda um grande desafio para a seguranca alimentar. Por
exemplo, a atividade agricola na Africa Subsaariana, uma das regides
mais pobres do planeta, é bastante limitada pela toxidez de Al (DOUMBIA
et al., 1993, 1998). Dado o enorme potencial para melhoria do bem-estar
humano via desenvolvimento de praticas agricolas mais eficientes, a
busca de cultivares mais tolerantes ao Al torna-se vital para a seguranca
alimentar mundial.

No Brasil, grande parte da producao agricola esta concentrada no bioma
Cerrado, onde dezenas de milhoes de hectares sao utilizados de forma
intensiva para producgao agricola, tanto na estagao chuvosa quanto

na segunda safra, em que estresses abibticos, como o estresse de

seca, sao comuns. Portanto, o desenvolvimento de praticas de manejo
da fertilidade do solo e de mecanizacao agricola e a exploracao da
variabilidade genética para a tolerancia ao Al foram vitais para a grande
relevancia atual do setor agricola brasileiro no cenario mundial da
producao de alimentos.
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Em sorgo, a tolerancia ao Al é controlada pelo
loco Alt,,, que foi mapeado no cromossomo

3 por Magalhaes et al. (2004). Posteriormente,
o0 gene SbMATE, que pertence a familia

de transportadores Multidrug and

Toxic Compound Extrusion, foi clonado
(MAGALHAES et al., 2007). Esse estudo
mostrou que a tolerancia ao Al conferida

pelo loco Alt,, ocorre mediante a atividade

da proteina SbMATE na exsudacao de citrato
ativada por Al nos apices radiculares. Na
rizosfera, o citrato forma um complexo estavel
com os ions Al**, reduzindo ou eliminando os
efeitos fitotoxicos do metal.

Os programas de melhoramento genético
vegetal, ao longo de varias décadas, foram
bem-sucedidos na identificacao de fontes

de tolerancia ao Al nas culturas-chave para

0 agronegocio nacional. Entretanto, a base
genética, fisioldgica e molecular da tolerancia
ao Al em plantas permaneceu desconhecida
por varias décadas. Com a clonagem do
gene SBMATE, esses mecanismos foram
elucidados no caso da tolerancia ao Al em
sorgo e contribuiram para o avanco na area da
tolerancia ao Al em outras espécies vegetais.
O gene SbMATE foi isolado com base na
inibicao do crescimento radicular causada

pelo Al em solucgao nutritiva, que é a maneira
tradicional de avaliacao da toleréncia ao Al em
plantas. Plantas que mantém o crescimento
radicular na presenca do Al sao tolerantes

ao metal. Esses estudos fisiologicos foram
conduzidos em plantas cultivadas em solucao
nutritiva, em camara de crescimento, com
condi¢cdes ambientais controladas. Assim
sendo, tornou-se necessario validar o efeito do
gene SOMATE na producao de graos de sorgo
em solos sob toxidez de Al, o que constitui o
objetivo deste trabalho.

Metodologia

Desenvolvimento de Sitios de
Fenotipagem para aTolerancia ao
Aluminio

Dois sitios de fenotipagem para a tolerancia
ao Al foram utilizados para validacao do gene
SbMATE em condicoes de campo. Esses
sitios localizam-se na estagao experimental
da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas
(MG): 19°27'57" de latitude sul e 44°14'49" de
longitude oeste e 766.73 m de altitude. O solo
dos sitios, um latossolo vermelho distrofico
tipico (PANOSO et al., 2002), foi caracterizado
guanto a saturacao de Al nas camadas

Saturacdo de aluminio (%):

Saturacédo de Aluminio no Solo

I 30,1-100,0 0 2000 4000 6000 8000 1000( km
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40,1- 600
201- 40,0
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Embrapa Milho e Sorgo
Elaboraggo cartografica: E. C. Landau
Fontes: FAO (1995), ESRI (2000)
Escala aprox. das fontes: 1:5.000.000
Datum: WGS84

Figura 1. Distribuicao global da saturacao de aluminio no solo. Os dados foram gentilmente

cedidos pelo Dr. Glenn Hyman (CIAT - Coldmbia)
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superficial (0-20 cm) e subsuperficial (20-40
cm), e calcario dolomitico contendo 33% de
Ca0 e 10% de MgO foi aplicado na camada
superficial para reduzir a saturacao de Al no
sitio controle. Dois meses apo6s a calagem a
area foi dividida em grids de 10 x 10 me 5 x 5
m nos sitios controle e de Al, respectivamente,
coletando-se entao amostras compostas de
solo para analise quimica. Os detalhes sobre
a construcao dos sitios de fenotipagem estao
descritos em Carvalho Jr. et al. (2016).

Populacao de Linhagens
Recombinantes e Hibridos Isogénicos

Uma populacao de linhagens recombinantes
(recombinant inbred lines, RILs) com 90 F_
RILs derivadas do cruzamento entre BRO07
(sensivel ao Al) e SC283 (tolerante ao Al,
pertencente a raca guinea (MAGALHAES et
al., 2004), foi utilizada para validacao do gene
SbMATE em condi¢coes de campo. Somente
tipos 3-anao foram utilizados para evitar
efeitos de confundimento de fenologia na
producao de graos.

O efeito do gene SOMATE na producao de
graos foi avaliado em hibridos isogénicos
homozigotos sensiveis (tt), heterozigotos
ou homozigotos tolerantes (TT) para o loco
Alt.,, onde reside o gene SbMATE. Esses
estoques permitem a comparacao do efeito

do gene SbMATE em um contexto isogénico
para o resto do genoma, evitando efeitos de
confundimento. Para confeccao dos hibridos
isogénicos, as linhagens isogénicas sensivel

e tolerante a toxidez de Al sob o controle do
loco Alt, foram cruzadas com a linhagem
sensivel ao Al, BR012, ou com BR012 contendo
introgressao de diferentes alelos de tolerancia
do loco Alt,, das fontes SC566 (BR012(SC566)),
SC549 (BR012(SC549)) e CMSXS225
(BR0O12(CMS225)), como descrito naTabela 1.

Tabela 1. Constituicao genética dos hibridos
isogénicos, H1 a H8, juntamente aos
respectivos parentais. O gendtipo do loco
Alt_, homozigoto tolerante (TT), heterozigoto
(Tt) ou homozigoto sensivel (tt) estd mostrado

entre parénteses.

ATF13A(t)  HA(t) H3(Tt) H5(Tt) H7(Tt)
<

Linhagens
fémeas

ATF14A(TT)  H2(Tt) H4(TT) HB(TT) H8(TT)

Construcao do Mapa Genético

O mapa genético desenvolvido e descrito
por Sabadin et al. (2012) foi utilizado neste
estudo. Um total de 344 marcadores incluindo
255 marcadores DArT (Diversity Arrays
Technology) foi utilizado para a construcao
do mapa genético. O mapa contém ainda
marcadores ligados ao loco Alt .. Dentre
esses, o marcador ISU52 foi genotipado
como descrito em Magalhaes et al. (2004),
e os marcadores STS, CTG29 e M181 estao
descritos em Caniato et al. (2007). Os STS
fluorescentes DG1, EM1, M1672 e M9612
foram descritos em Sabadin et al. (2012).

Avaliacao daTolerancia ao Al em
Solucao Nutritiva

A tolerancia ao Al foi avaliada em solucao
nutritiva seguindo-se os procedimentos
descritos em Caniato et al. (2007, 2011),
utilizando-se 27 uM Al®** de atividade livre

de Al em solucgao nutritiva com pH 4,0.

O Crescimento Liquido Relativo (CLR) foi
calculado pela razao entre o crescimento
radicular liquido obtido em solucao nutritiva
sob estresse de Al e o crescimento liquido na
auséncia de Al, considerando-se um periodo
de 5 dias. Os valores foram expressos como
porcentagem, considerando-se o crescimento
radicular do tratamento controle.
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Producao de Graos em Condicoes
Controle e sob Toxidez de Al

O experimento de campo foi conduzido de
abril a setembro de 2007 para a populacao
de RILs no sitio controle (2% de saturacao de
Al) e Al (com 56% de saturagao de Al). Para a
populacao de RILs, cada parcela consistiu de
duas linhas de 5 m com 0,45 m entre linhas
e oito plantas por metro. Para os hibridos
isogénicos, cada parcela consistiu de quatro
linhas de 5 m com 0,45 m entre linhas, sendo
que somente as duas linhas centrais foram
colhidas. A fertilizacao da area foi feita pela
aplicacao de 300 Kg/ha de 8-28-16 (NPK) no
plantio e 160 Kg/ha de ureia apds 30 dias.

O desenho experimental foi o de blocos
incompletos com trés repeticoes. O desenho
experimental para os hibridos foi o de
parcelas subdivididas com o tratamento de
Al (controle e Al) nas parcelas e os hibridos
alocados nas subparcelas, com 4 repeticoes.
A colheita foi feita manualmente e a producao
de graos por hectare foi estimada.

Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas utilizando
o software GenStat 17 (VSN International
2015). Os experimentos em hidroponia

foram analisados como blocos ao acaso

e os valores percentuais de crescimento

radicular relativo foram transformados

para log,,. O experimento de campo foi
analisado segundo o delineamento de blocos
incompletos em um contexto de multiplos
ambientes (considerando ambiente como

o tratamento de Al): variavel resposta =
tratamento + repeticao dentro de tratamento
+ bloco incompleto dentro de repeticoes +
genotipo + erro. Detalhes do modelo utilizado
e das analises estatisticas estao descritos em
Carvalho Jr. et al. (2016).

Analises de QTL

As analises de QTL foram feitas em um
contexto de multiplas caracteristicas como
descrito em Boer et al. (2007), Malosetti et al.
(2008, 2013) e Alimi et al. (2013).

Resultados

ATabela 2 mostra a saturacao de Al nos
sitios controle e com alta saturacao de Al. A
saturacao de Al foi baixa, em torno de 2% na
camada superficial (0-20 cm) no sitio controle
e alta no sitio Al, atingindo 56% em média. O
mesmo contraste foi observado no subsolo,
com saturacao de Al de aproximadamente
15% e 65% nos sitios controle e Al,
respectivamente.

Tabela 2. Estatisticas descritivas para a saturacao de Al (%) na camada superficial (0-20 cm) e
subsuperficial (20-40 cm) nos sitios controle e Al. Fonte: Carvalho Jr. et al. (2016).

0-20 2.1 55.9
Média

20-40 15.2 64.6

0-20 0.4 60.3
Mediana

20-40 9.4 67.2

0-20 5.0 18.4
Desvio padrao

20 -40 15.8 16.1
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A producao de graos do parental sensivel

ao Al, BR007, foi de 3,9 ton./ha, revelando

um potencial produtivo muito superior ao

do parental tolerante, SC283 (Figura 2).
Entretanto, a reducao na producao de graos
causada pela toxidez de Al em BR007 foi

de aproximadamente 50%, enquanto que

o parental SC283 foi capaz de manter a
producao de graos em condi¢coes de estresse.
Esses resultados indicam que 56% de
saturacao de Al, que estd bem acima do nivel
critico a partir do qual o Al reduz a producgao
de graos de sorgo (20%, GOURLEY, 1987),
inibe dramaticamente o potencial produtivo de
linhagens elite sensiveis ao Al, como é o caso
da linhagem BROO7.

Controle
Al

Produgdo de graos
(ton hal)

BR007 SC283

Figura 2. Médias de producao de graos (ton.
ha') em condigoes controle (2% de saturacao
de Al) e sob estresse de Al (56% de saturagao
de Al) no solo para as linhagens parentais
BROO07 (sensivel ao Al) e SC283 (tolerante ao
Al). A diferenca minima significativa (DMS) =
0,59 (alfa=0.05). As barras representam o erro
padrao da média. Fonte: Carvalho Jr. et al.
(2016).

A analise de QTL considerando tolerancia ao
Al avaliada em soluc¢ao nutritiva e no campo
revelou dois QTLs, um no cromossomo 3 e
outro no cromossomo 9, cada um afetando
ambas as caracteristicas (Figura 3).

~logio(p)

= = i B
o B 3 8 R B
Y

IS
1

N nodea S AL AN AN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cromossomos
Figura 3. Perfil grafico dos QTLs detectados
pela analise de multiplas caracteristicas
para crescimento liquido relativo (CLR) apos
5 dias em solugao nutritiva pH 4,0 com 27
MM Al** e producao de graos em solo com
56% de saturacao de Al. A probabilidade de
associacao foi obtida pela estatistica de Wald
e foi expressa como -log, (p). A linha vermelha
indica o limiar de significancia obtido com a
correcao para multiplos teses de Li e Ji (2005),
com alpha = 0.05. Fonte: Carvalho Jr. et al.
(2016).

O QTL no cromossomo 3 foi detectado na
posicao 184,2 cM e esta fortemente ligado aos
marcadores STS, CTG29 e M181 na posicao
180 cM (Figura 4). Esse QTL associado com
tolerancia ao Al em solucao hidropoénica,
denominado CLR3, explicou metade da
variancia genética para CLR, sendo o alelo
associado com um efeito positivo no fenotipo
doado pelo parental tolerante, SC283 (Tabela
3).
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Tabela 3. Estimativa dos efeitos de QTL com analise simultdnea de multiplas caracteristicas para
crescimento liquido relativo (CLR) e producao de graos (ton. ha'). Os QTLs foram codificados
como QTLs de producao de graos (Pg) ou crescimento liquido relativo (CLR), seguindo-se o
cromossomo onde estao localizados. O erro padrao da média (EPM), a porcentagem da variancia
genética (%VG) explicada por cada QTL e a variancia total explicada estao mostrados. O alelo
positivo é o que esta associado com um aumento na expressao fenotipica. Sitio controle (2% de
saturacao de Al), sitio Al (65% de saturacao de Al). Fonte: Carvalho Jr. et al. (2016).

Hidroponia
CLR3 184.2 ctg29 — sPb4930 0.71 SC283 50.1 (0.08)
sPb1826 -
CLR9 214.0 SPb4087 0.34 SC283 11.3 (0.07)
Total 61.4
Campo
Pg3 184.2 ctg29 — sPb4930 0.19 SC283 3.5 (0.09)
sPb1826 -
Controle Pg9 214.0 <Pb4087 0.66 BR00O7 44.0 (0.09)
Total 47.5
Pg3 184.2 ctg29 — sPb4930 0.61 SC283 37.7 (0.10)
sPb1826 -
Al P99 214.0 <Pb4087 0.36 BR0O0O7 12.7 (0.09)
Total 50.4

Com base na sua posicao, o QTL pleiotropico
CLR3/Pg3 esta colocalizado com o gene
SbMATE no loco Alt, (Figura 4). Como
observado para CLR3, o alelo positivo

(que aumenta a expressao fenotipica) para
producao de graos no loco Pg3também é
doado pelo parental tolerante ao Al, SC283.
Isso indica uma acao pleiotrépica do gene
SbMATE na manutencao da elongacao
radicular em solugao nutritiva com 27 uM
Al** e na producgao de graos em um solo com
56% de saturagao de Al. Pg3tem expressao
fenotipica tanto em condicoes controle
quanto sob estresse de Al, mas o seu efeito
sob toxidez de Al é de 0,6 ton./ha, mais de
trés vezes maior do que aquele estimado em
condigoes controle (Tabela 3). Além disso,

a fracao da variacao fenotipica explicada

por Pg3 no sitio controle é de somente 3,5%

contrastando com quase 40% na presenca de
toxidez de Al. O leve efeito do gene SObMATE
no sitio controle deve-se, provavelmente, a
presenca de Al no subsolo.

A andlise de QTL no contexto de multiplas
caracteristicas revelou um segundo QTL
tanto para tolerancia ao Al (CLR9) quanto
para producao de graos (Pg9) na posicao
214 cM no cromossomo 9 (Figura 3), sendo
que CLR9 explicou uma menor proporcao

da variancia fenotipica em solucao nutritiva
em comparacao a CLR3 (Tabela 3). Como foi
o caso para CLR3, o alelo positivo no QTL
CLR9 foi doado pelo parental tolerante ao Al,
SC283. Entretanto, para producao de graos,
Pg9 explicou uma proporcao muito maior da
variancia genética em condi¢oes controle em
comparacao ao tratamento com toxidez de Al,
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sendo que o alelo que aumentou producao
de graos foi doado pelo parental sensivel ao
Al, BR007, tanto com alta quanto com baixa
saturacao de Al no solo.

204

~log1o(p)

T T
0 25 50 75 100 126 150 175 200

Posigao (cM)

ggong
88358
ooooo
mmmmm
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M181

2
2
g
3 2
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1SU52,

Figura 4. Detalhe grafico do QTL detectado
pela analise simultanea de multiplas
caracteristicas para crescimento liquido
relativo (CLR) e producao de graos (ton. ha”),
como descrito na Figura 3. Carvalho Jr. et al.
(2016).

A analise de variancia para producao de
graos nos estoques hibridos revelou um
efeito significativo de ambiente (i.e. controle
e Al) com alta saturacao de Al causando

uma reducao de 23% na producgao de graos
(Tabela 4). Essa analise revelou também um
efeito médio significativo para o fator fémea
entre ATF13A(tt) e ATF14A(TT), que atingiu
0,5 ton./ha. Esse efeito resulta da adicao de
uma copia do alelo de toleréncia do loco Altg,
T, quando testado entre as quatro linhagens
macho que foram cruzadas com as linhagens
fémeas (Tabela 1). Considerando que esse
efeito médio inclui comparacoes entre 0 (tt), 1
(Tt) e duas cépias do alelo de tolerancia (TT),
conclui-se que ha também vantagem em se
introgredir o alelo de tolerancia do loco Alt,
em ambos os parentais por causa do seu

modo de agao génica aditiva na tolerancia ao
Al avaliado no campo.

Tabela 4. Média e diferencas minimas
significativas (alfa=0.05) para os fatores
ambiente e fémeas. Carvalho Jr. et al. (2016).

ATF13A 3.46
Fémea

ATF14A 3.96

DMS (0.05) 0.45

Control 4.18
Ambiente

Al 3.24

DMS (0.05) 0.90

Importancia dos Resultados para o
Melhoramento de Sorgo para Solos
Acidos

Os principais resultados desse estudo, que
foram publicados em Carvalho Jr. et al. (2016)
na revista G3 - Genes, Genomes, Genetics,
estao listados a seguir:

O gene SbMATE aumenta a producao de
graos de sorgo em solos acidos com toxidez
de Al

Um alelo do gene SbMATE aumenta a
producao de graos em 0,6 ton./ha, resultando
em 26% de aumento com relacao a média
populacional. Dado o seu modo de acao,
dois alelos do gene SbMATE aumentam a
producao de graos de sorgo em mais de 1,0
ton./ha (mais de 50% de aumento).

O gene SbMATE também aumenta a producao
de graos em estoques hibridos, com 0,5 ton./
ha de aumento advindo de um unico alelo de
tolerancia. Ha vantagem em se introduzir o
gene SDMATE em ambos os parentais de um
dado hibrido, considerando o seu modo de
acao aditivo.
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Nao ha efeito negativo do gene SOMATE na
producao de graos na auséncia de toxidez de
Al uma vez que o alelo advindo do parental
tolerante nao reduziu a producao de graos
nessas condicoes.

Um QTL para tolerancia ao Al foi detectado no
cromossomo 9. Entretanto, a posicao desse
QTL coincide com um QTL de florescimento/
altura de plantas previamente detectado por
Sabadin et al. (2012).

Esses resultados indicam que o gene SODMATE
é fundamental para a sustentabilidade dos
sistemas de producao de graos de sorgo
cultivado em solos acidos com toxidez de Al.
Na auséncia de tolerancia ao Al, o potencial
produtivo das linhagens é obscurecido pela
toxidez de Al. Esse potencial produtivo é
concretizado mediante a atividade do gene
SbMATE. A Embrapa Milho e Sorgo produziu
marcadores moleculares que servem tanto
para a selecao assistida com base no gene
SbMATE quanto para a caracterizacao de
germoplasma de sorgo para presenca de
alelos funcionais do gene SbMATE (CANIATO
et al., 2014)

A correcao dos solos acidos foi um passo
importante na conquista do Cerrado brasileiro.
Ha apenas algumas décadas, poucos
acreditavam que esses solos algum dia
seriam produtivos. Entretanto, apos derramar
quantidades incomensuraveis de calcario

no solo para reduzir os niveis de acidez ao
longo dos ultimos 30 anos, ainda hd muito

a ser feito. Segundo dados da Associacao
Brasileira dos Produtores de Calcéario Agricola
(ABRACAL), foram consumidos no Brasil, em
2014, mais de 35 milhoes de toneladas de
calcario agricola. A precos de mercado, tal
montante de calcario constitui um valor de 4
bilhoes de reais. Além disso, estudos mostram
que a aplicacao esta abaixo do ideal, que seria
algo perto de 90 milhoes de toneladas.

Os potenciais impactos da utilizacao ampla
do gene SbMATE podem ser antevistos sob
outros aspectos, além da simples soma de
calcario consumido no Brasil. Nesse sentido,
analisando especificamente a cultura do
sorgo, a pesquisa indica que a tecnologia
possibilita o incremento de produtividade de
até 0,6 toneladas (um alelo de tolerancia) ou
1,2 toneladas (dois alelos de tolerancia) por
hectare em solos com alta saturacao de Al.
Considerando-se somente a utilizacdo de um
alelo de tolerancia, no que se refere a safra
brasileira de sorgo de 2013/14, a producao
poderia aumentar em até 441 mil toneladas,
representando um incremento de renda

para os produtores de 111 milhoes de reais.
Pensando adiante, o gene SOMATE aplicado a
culturas mais abrangentes, como a do milho,
pode gerar resultados consideravelmente
melhores.
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