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RESUMO

SILVA, Lidianne Assis. Validacdo do efeito do gene Altsz que controla a
tolerancia ao aluminio em sorgo. 2008. 75 p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A toxicidade ao aluminio é um dos principais fatores limitantes a expansao
da produgdo em solos dcidos, os quais representam uma grande drea com capacidade
produtiva de regides tropicais e subtropicais. O presente trabalho foi realizado com
os objetivos de realizar a validacdo, no campo, de linhagens de sorgo classificados
como tolerantes e susceptiveis ao aluminio téxico, avaliando o efeito do gene Altsp
que controla tolerdncia ao aluminio, em plantas cultivadas em trés niveis de
saturacdo de aluminio, bem como avaliar o crescimento de raiz seminal em solugdo
nutritiva e, posteriormente, calcular correlacdo entre as caracteristicas avaliadas em
ambos os experimentos. Os experimentos foram realizados em camara de
crescimento, no ano de 2007 e no sitio de fenotipagem para tolerancia ao aluminio
nas safras 2007 e 2008, na Embrapa Milho e Sorgo. Avaliaram-se 92 acessos, sendo
90 linhagens, obtidas do cruzamento de BROO7B (susceptivel) x SC283 (tolerante)
contrastantes ao aluminio téxico e os dois parentais em solu¢do nutritiva, bem como
no campo. Em solucdo nutritiva, o experimento foi avaliado em blocos ao acaso,
num esquema fatorial 92x2, sendo 90 linhagens com os dois parentais em dois
niveis de concentracdo de Al (0 e 27uM), com duas repeticdes. As caracteristicas
avaliadas foram comprimento raiz inicial (CRI), crescimento liquido de raiz (CLR)
apos 5 dias com e sem Al, crescimento liquido de raiz (CLR) ap6s 5 dias com Al
relativo a zero, crescimento relativo raiz seminal (CRRS) e crescimento relativo raiz
seminal (CRRS) relativo a zero. Os experimentos de campo (safras 2007 e 2008)
foram avaliados em blocos ao acaso, num esquema fatorial 92x3x2, sendo 90
linhagens e dois parentais cultivados em 3 niveis de saturacdo de Al (0%, 20% e
40%), por 2 anos, com 3 repeticdes. As caracteristicas avaliadas foram
florescimento (dias), altura (cm) e produtividade (t ha’l). Houve diferencas
significativas entre médias das linhagens para todas as caracteristicas avaliadas,
tanto em solucdo nutritiva como no campo, em todos os niveis de saturacdo de
aluminio. Houve correlagdo significativa entre as caracteristicas crescimento liquido
de raiz 5 dias no nivel 27uM de Al e produtividade de grdos no nivel 40% de
saturacdo de Al na safra 2007, cuja magnitude foi de 0,44. Isto demonstra que
plantulas, com maiores crescimentos liquidos de raiz aos 5 dias com Al (27uM)
tendem a ser mais produtivas, validando, assim, o efeito do gene Alfgp.

*Comité de Orientagdo: Prof. Dr. Jodo Candido de Souza (Orientador), Pesquisador Dr.
Robert Eugene Schaffert (Co-orientador)



ABSTRACT

SILVA, Lidianne Assis. Validation of the effect of the gene Alfsz that
controls the tolerance to aluminum toxicity in Sorghum. 2004. 75 p.

Dissertation (Master in Plant Genetics and Breeding) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG, Brazil.*

Aluminum toxicity is one of the principal factors limiting the expansion
of crop production on acid soils, which represent a large area with crop
production capacity in tropical and subtropical regions. The objective of this
study was to validate the effect of the sorghum aluminum tolerant gene Alfs; for
grain production in field conditions and correlate grain production with seedling
seminal root growth in nutrient solution. The nutrient solution experiments was
conducted in a growth chamber at Embrapa Maize and Sorghum in 2007 and the
field studies were conducted at the aluminum tolerant phenotyping site with
three levels of aluminum saturation in 2007 and 2008. Ninety two entries, 90
recombinant inbreed lines derived from the cross of BROO7B (susceptible) and
SC283 (tolerant), lines contrasting for tolerance to aluminum toxicity and the
two parents, were evaluated in nutrient solution and in the field. Seedlings of
the entries were evaluated as a factorial 92x2 in nutrient solution in a
randomized complete block design; 90 recombinant inbreed lines plus the
parents at two concentrations of Al (0 e 27uM) with two replications. The
characteristics evaluated were initial seminal root length, net seminal root
growth in five days (NSRG), relative root growth (RSRG), NSRG relative to
zero Al and RSRG relative to zero Al. The field experiments in 2007 and 2008
were conducted as a factorial 92x3x2; 90 recombinant inbreed lines with 2
parents, three replications for two years in a randomized complete block in each
of three levels of Al saturation in the topsoil (0, 20, and 40%). The
characteristics evaluated were days to flower, plant height (cm) and grain
productivity (t ha"). Significant differences of were obtained for all the
characteristics evaluated in nutrient solution and in the field. Significant
correlation (r = 0,44) was observed for NSRG at 27uM Al in nutrient solution
and grain production in the field at 40% Al saturation in 2007. These results
together with genotyping data for the presence of Al tolerant Altsp provided the
validation of Altsz in the field.

*QGuidance Committee: Dr. Jodo Candido de Souza (Major Professor), Dr. Robert
Eugene Schaffert

ii



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é cultivado,
principalmente, para a producdo de grios e forragem, embora também seja
utilizado para a producdo de dlcool e agicar e, até mesmo, para a produgdo de
vassoura (Sawazaki, 1998). Esta cultura apresentou expressiva expansio, nos
ultimos anos; na safra 2007/2008, a producdo de sorgo granifero foi de 2,4
milhes de toneladas. A produtividade foi 2,400 kg ha’, segundo dados da
Associagdo Paulista dos Produtores de Sementes e Mudas - APPS (2008), em
uma drea plantada de um milhdo de hectares. O Centro-Oeste brasileiro continua
liderando a producdo, com destaque para os estados de Goids, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul. O sorgo forrageiro também obteve um aumento de drea
plantada no Brasil, na safra 2006/2007, em relacdo a safra 2007/2008, de
293,894 para 373,306 hectares cultivados.

A toxicidade ao aluminio é um dos principais fatores limitantes a
expansdo da producdo de plantas em solos dcidos, os quais representam uma
grande drea com capacidade produtiva em regides tropicais e subtropicais. O
aluminio trocavel, além de ser um elemento nocivo ao crescimento do sistema
radicular, interfere na absor¢do de fésforo, cdlcio e magnésio, contribuindo
também para a adsor¢cdo do fésforo no solo. A demanda por germoplasma e
cultivares de sorgo com tolerincia aos estresses abidticos tem aumentado
significativamente em decorréncia da expansdo da cultura e da busca por
cultivares eficientes, com base genética ampla e adaptada as condi¢des de
cultivo em diversas regides do pais (Echart & Cavalli-Molina, 2001).

A obtencdo de cultivares tolerantes a toxicidade de aluminio vem
despertando o interesse de muitas dreas da pesquisa agricola, particularmente
quando se pretende explorar eficientemente solos com acidez subsuperficial e

elevado nivel de aluminio, de dificil correcdo por meio de manejo quimico.
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Niveis elevados de aluminio associados a periodos de deficiéncia hidrica
reduzem drasticamente a produtividade, inviabilizando, as vezes, o cultivo em
drea de solos écidos.

A producdo brasileira de graos depende, quase que exclusivamente, da
precipitacdo pluviométrica. Em anos com a ocorréncia de condig¢des
desfavoraveis, normalmente, ha déficit na producdo de grdos e o sorgo. Sendo
uma cultura de vocagd@o para cultivo em condi¢des adversas de clima e solo,
poderia reduzir o impacto desse fator no abastecimento de grios. Atualmente, o
sorgo granifero vem sendo plantado, na maioria das vezes, no periodo de
safrinha, principalmente na regido Centro-Oeste. Como a utilizagdo do sorgo
vem crescendo no Brasil, € necessdrio o advento de novas tecnologias para que
os produtores possam produzir sorgo de forma mais sustentavel.

Dentre essas tecnologias encontra-se o melhoramento genético, o qual
possibilita o aumento da produtividade, sem, necessariamente, aumentar 0s
sitios de producdo. A meta desse trabalho foi a validagdo do efeito positivo no
campo do gene Altsz (Magalhaes et al., 2007), que controla a tolerancia ao Al
téxico em sorgo. A clonagem do gene, o desenvolvimento de linhagens
isogénicas, a fenotipagem de fontes de resisténcia e a obtencdo de linhagens
recombinantes endogimicas tém sido realizadas em solu¢@o nutritiva.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de realizar a validagao
de gendtipos classificados como tolerantes e susceptiveis ao aluminio téxico,
avaliando o efeito do gene Altsg, em plantas cultivadas no campo em trés
diferentes niveis de saturacdo de aluminio, avaliando o crescimento de raiz
seminal de plantulas cultivadas em solu¢do nutritiva. Também se buscou obter
uma correlagdo entre as caracteristicas avaliadas no cultivo em campo e em

cimara de crescimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Solos acidos

O aluminio (Al*

) é um dos fatores limitantes da produgdo agricola em
solos 4cidos, presente em mais de 50% dos solos cultivdveis no mundo, estando
a maior porcao localizada nas regides tropicais e subtropicais (60%) (Uexkull &
Mutert, 1995). Os solos do Cerrado brasileiro sdo dcidos e ocupam 205 milhdes
de hectares. Portanto, ¢ comum encontrar diversas espécies de plantas, nativas
ou cultivadas, que jd apresentem certo grau de resisténcia ao Al tdxico
(Borgonovi et al., 1987).

A associacdo das caracteristicas dos solos dcidos e da nutri¢do da planta
¢ complexa e envolve o conhecimento de muitas dreas de pesquisa. As maiores
limitacdes dos solos dcidos do Cerrado brasileiro podem ser agrupadas em:

(i) altos teores de H* e AI’* ativos na solucdo do solo;

(i1) baixa capacidade de troca catidnica;

(iii) alta capacidade da fase s6lida em absorver anion, especialmente o

ion fosfato, e

(iv) baixa atividade orgénica e bioldgica na fragdo do solo.

Uma das propriedades que afetam o equilibrio solo/planta € o nivel de
atividade de H" na solugdo do solo, o qual € relativamente alto nos solos acidos.
Em solos tropicais e subtropicais umidos, com altas precipitacdes
pluviométricas, nutrientes soldveis, como cdlcio, magnésio, potdssio e outros
elementos basicos, foram lixiviados nos ultimos milhdes de anos.

Quando a remocao de citions basicos é maior que sua taxa de liberacio
pelas intempéries, o pH do solo diminui. A mineralizacdo da matéria organica
por microrganismos do solo resulta na liberacdo de nitrato e de hidrogénio,

ocasionando a diminui¢do do pH. Em pH baixo, o H" atua sobre os minerais



liberando fons aluminio (AI’*) que ficam retidos pelas cargas negativas das
particulas de argila do solo, em equilibrio com o AI’** em solugdo. Assim, a
quantidade de AI’* em solugiio aumenta com a acidez do solo (Bohneh, 1995).
Em solos com pH acima de 5,5, o Al encontra-se em formas precipitadas e nao
tem efeito negativo no crescimento de plantas (Jones, 1979; Bohneh, 1995).

O processo natural de acidificacdo do solo é, muitas vezes, intensificado
por préticas agricolas, pela mineragdo e por praticas de descarte de residuos (Foy
et al., 1978; Rao et al., 1993). No que se refere aos efeitos da agricultura, pode-
se salientar que todos os residuos de plantas orgénicas, fertilizantes a base de
nitrogénio, fésforo, potissio e materiais nitrogenados sdo fontes de acidez
(Jones, 1979; Bohneh, 1995).

Alternativas de manejo vém sendo utilizadas para contornar o problema
causado pela toxidez provocada pelo Al. Essas alternativas se dividem em duas
praticas. Uma seria o processo realizado por meio da calagem, que consiste na
precipitacdo do Al solivel pela adi¢dao de calcério agricola (CaCO; + MgCO;)
ao solo. Contudo, a calagem € uma prética cuja eficiéncia se limita apenas a
camada superficial do solo, pois a incorporacido de calcario em profundidades
maiores € economicamente € mecanicamente inviavel, devido a baixa
mobilidade dos componentes soliveis do solo. Sendo assim, a calagem favorece
o desenvolvimento radicular apenas nas camadas superficiais do solo, o que
favorece a planta a se tornar mais susceptivel aos periodos de veranicos, que sao
bastante comuns em regides do Cerrado brasileiro. Além disso, os efeitos da
calagem nas camadas superficiais sdo ainda mais reduzidos sob condicdes de
plantio direto, em que ndo h4 utilizacdo de implementos agricolas para revolver
o solo (Hartwig et al., 2007).

A outra pritica que vem sendo bastante enfatizada é a utilizacdo de

cultivares mais tolerantes ao Al. Muitos estudos tém sido realizados, com estas

préticas, pela Embrapa Milho e Sorgo, na tentativa de unir a utilizagao da pratica



da calagem e o uso de gendtipos mais adaptados as condigdes de solo dcido com
elevada saturacdo de Al. Foi este conjunto de tecnologias que contribuiu para a

abertura do Cerrado para a producdo agricola, nas décadas 1970 e 80.

2.2 Toxidade do Al em plantas

O Al é um dos mais abundantes metais e o terceiro elemento mais
comum na crosta terrestre. Quando em solugdes dcidas (pH<S5,0), apresenta-se
na forma de Al(H,0)s”", a qual é t6xica para as plantas (Kochian, 1995). Os
primeiros sintomas da toxidade do Al em plantas foram observados por
Beckmann (1954), que constatou, em trigo e em outros cereais, sintomas de
amarelecimento e de reducdo de crescimento de planta, sintoma o qual
denominou de “crestamento”.

O primeiro sintoma da toxicidade do Al é extremamente rapido. Em
apenas questio de minutos, este cition, quando em contato com as raizes,
promove, rapidamente, a paralisacdo do crescimento radicular, resultando em
reducdo e danos no sistema radicular. Outros sintomas conhecidos também sio
de deficiéncia de nutrientes, como P, Ca, Mg, K e Mo, devido 2 interferéncia do
Al nos processos de absorcdo, transporte e uso desses nutrientes (Silva et. al.,
1984; Jones & Kochian, 1995; Barceld & Poschenrieder, 2002).

A resposta rapida da raiz indica que, em um primeiro instante, o Al inibe
a expansdo e a elongacdo das células das raizes e, depois, a divisdo celular
também passa a ser inibida (Kochian, 1995; Matsumoto, 2000). O sitio da
toxicidade do Al estd localizado no dpice da raiz. Dessa forma, as pesquisas de
tolerancia ao Al sdo focadas nestas regides (Ryan et al., 1993; Sivaguru et al.,
1999).

A cargo da acelerada reatividade do Al, as injirias podem ocorrer na
parede celular, na membrana plasmitica, no citoesqueleto e até no nicleo

celular. Porém, a maior associacdo do Al com a raiz ocorre no apoplasto: uma



pequena fragdo do Al velozmente entra e interage no simplasto (Silva et al.,
2000; Taylor et al., 2000). O Al interage com as vias de transducio de sinais, em
especial os relacionados com a homeostase e o transporte do cilcio (Ca™),
podendo alterar os niveis de Ca®* (Zhang & Rengel, 1999) e pode interagir e
inibir a enzima fosfolipase C, associada as vias de transporte do Ca (Jones &
Kochian, 1995).

Mesmo que vdrios trabalhos ja tenham mostrado os efeitos negativos do
Al alguns trabalhos mostram efeitos benéficos em algumas espécies. Em arroz,
Fageria & Zimmermann (1979) e Fageria et al. (1989) mostraram que algumas
cultivares produziram maior quantidade de matéria seca sob 10 mg L' de Al De
acordo com estes autores, uma possivel explicacio é o aumento da
disponibilidade de Fe no meio de crescimento, resultando na hidrélise de Al a
pH mais baixo. Fageria (1982) mostrou, em trés cultivares de arroz, a maior
produgido de peso seco com 10 mg L' de Al, quando comparado com a dose
zero de Al, em qualquer dos estddios de desenvolvimento, até os 80 dias
avaliados no trabalho. Thawornwong & Diest (1974) e Howeler & Cadavid
(1976) também mostraram que o desenvolvimento do arroz foi estimulado na
presenca de baixas concentragdes de Al em solucdo nutritiva. Isto sugere que,
em arroz, uma pequena quantidade de Al seja necessdria para o desenvolvimento
normal da planta.

Em espécies perenes, Salvador et al. (2000) observaram, em mudas de
goiabeira (Psidium guajava L.), que concentra¢des de Al abaixo de 10,0 mg L™
aumentaram a altura da planta e a drea foliar, respectivamente, aos 30 e aos 90
dias de cultivo em solug@o nutritiva. Para as espécies florestais do hemisfério
norte, também tem sido verificado que os sintomas de toxidez somente ocorrem
em concentragdes acima 10,0 mg L' de Al Keltjens & Loenen (1989)
verificaram que, na presenca de 30,0 mg L' de Al, nio houve reducio de

crescimento e na producio de massa seca em Betula pendula e Pinus silvestris, e



nas espécies Larix decidua e Quercus robur houve até um estimulo na producéo

de massa seca na presenca de Al em solugdo nutritiva.

2.3 Mecanismos de tolerancia ao Al

Espécies e cultivares de plantas variam quanto ao grau de tolerancia ao
excesso de Al no meio em que se desenvolvem. Bennet & Breen (1991)
explicam que o aluminio possui algumas propriedades inerentes, distintas de
elementos biologicamente importantes, como o Ca, as quais s3o de extrema
importincia para as plantas desenvolverem mecanismos de tolerancia ao Al.

As categorias de mecanismos de tolerancia ao Al que t&ém sido propostas
pela literatura sdo duas. A primeira consiste nos mecanismos simplasticos, que
s@o decorrentes da imobilizacdo ou da neutralizagdo do Al dentro da célula. A
horténsia é um exemplo deste mecanismo. Trata-se de uma planta ornamental
cujas pétalas vao do vermelho ao azul quando o solo é acidificado. A alteragdo
na cor € dada pela acumulacdo de complexos de Al nas pétalas. Esta espécie
pode acumular até 3.000 mg L' de Al em suas folhas e pétalas, complexado com
o citrato (Ma et al., 1997). Em trigo sarraceno, Zheng et al. (1998b) indicaram
que parte da tolerancia ao Al abrangia exsudacdo de oxalato pelos dpices das
raizes nesta espécie. Mas, ao mesmo tempo, elevadas concentracdes de Al nas
folhas eram acumuladas (até 15 mg L, quando cultivado em solos dcidos (Ma
et al., 2001).

Outra espécie que faz jus a atencdo em termos de tolerancia ao Al € o
capim Bracchiaria decumbens, forrageira amplamente difundida nas regides
tropicais. A espécie € bem tolerante ao Al e um estudo hidropdnico comparativo
mostrou ser consideravelmente mais tolerante do que gendtipos tolerantes de
trigo, milho e triticale (Wenzl et al., 2001). E conhecido que hd apenas uma
porcdo de exclusdo de Al pelas raizes de brachiaria. Em outra espécie, a

brachidria-peluda (Bracchiaria ruziziensis), adveio a acumulacdo de duas vezes



mais de Al em relacdo a B. decumbens nos apices radiculares. No entanto, ndo
foi examinada a exsudag@o de 4cidos organicos na superficie do dpice da raiz em
ambas as espécies. Em um estudo seguinte, no intuito de investigar o processo
de desintoxicacdo interna do Al, Wenzl et al. (2002) identificaram um
incremento significativo de citrato nas pontas de raizes em ambas as espécies de
brachiaria e somente uma pequena fragao deste dcido orgénico foi secretado pelo
apice radicular. Os autores sugerem que um processo interno de desintoxicacio e
seqiiestro do Al através do citrato pode exercer importante papel na tolerancia ao
Al, em ambas as espécies.

Provavelmente, estas espécies empenham importantes recursos em
mecanismos e genes de tolerdncia ao Al e esta curiosidade levou, nos dltimos
anos, a muitos projetos de investigacdo genética e molecular das bases da
tolerancia ao Al, principalmente na B. decumbens.

A segunda categoria de mecanismo seriam os mecanismos de exclusio
ou apoplésticos, que consistem na imobilizacdo ou na neutralizacio do Al
externamente a célula (Taylor, 1991; Kochian, 1995). No geral, hd gendtipos
tolerantes ao Al em inimeras espécies de plantas que participam deste
mecanismo de tolerancia. Também, hd uma especificidade do dcido organico
que desempenha a resposta de tolerancia ao Al entre as inimeras espécies. Além
dos trabalhos realizados em trigo, outros sdo encontrados, com os referentes
acidos organicos exsudados, podendo-se citar: em milho, citrato (Pellet et al.,
1995; Korn et al., 1997, Piferos et al., 2002); em centeio, citrato e malato (Li et
al., 2000); em triticale, citrato e malato (Ma et al., 2000); em aveia, citrato e
malato (Zheng et al., 1998a); em cevada, citrato (Zhao et al., 2003; Ma et al.,
2004); em soja, citrato (Silva et al., 2000; Yang et al., 2000); em fumo, citrato
(Delhaize et al., 2001); em arabidopsis, malato (Hoekenga et al., 2003); em
sorgo, citrato (Magalhdes, 2002); em nabo, citrato e malato (Zheng et al., 1998a)

e em trigo sarraceno, oxalato (Zheng et al., 1998b).



O 4cido orgénico exsudado na presenca de Al mais comum entre as
espécies € o citrato. Além disso, € o mais efetivo entre os dcidos organicos. Por
ser um 4nion di e tricarboxilado, ele pode formar quelatos com o AI’*
extremamente mais estdveis, se comparados com os quelatos formados pelo
malato (anion dicarboxilado). Dessta forma, fica confirmada a importancia do
citrato como &4cido organico associado a tolerdncia ao Al téxico. Entretanto, o
que ndo estd explicado ainda € como diferentes espécies regulam esta
especificidade do dcido orgédnico exsudado na presenca do Al. Ocorre ainda
diferenca entre o local onde o 4cido orgénico é exsudado. Por exemplo, em trigo,
a exsudacdo do malato ocorre no dpice da raiz (até aproximadamente em torno
de 0,2 a 0,3 mm da ponta da raiz), o que faz com que a eficiéncia da ac¢do contra
o Al aumente, visto que € a zona critica da raiz e necessita de maior protecdo ao
AL

Na cultura do milho, o efluxo do citrato ocorre até 50 mm do dpice
radicular diante da presenca do Al na solu¢do do solo (Pifieros et al., 2002) e, no
sorgo, tanto o processo de exclusdo do Al quanto o de ativacdo do citrato ocorre
até os 30 mm do dpice radicular (Magalhaes, 2002). Desse modo, é perceptivel
que no milho e no sorgo, parte do citrato exsudado de regides da raiz muito além
do épice radicular ndo esteja diretamente envolvida com a tolerancia ao Al.

Outra fun¢do extremamente importante dos dcidos orgénicos esta ligada
A fitodisponibilizacio do fésforo, pois estes compostos sio capazes de dissociar
os complexos P-Al e P-Fe, formando compostos estdveis com o Al e Fe e
liberando o fosfato (H,PO,™) para a solu¢do do solo (Sposito, 1989). Dessa
maneira, a presenca de grandes quantidades dessas substancias no solo pode ter
importantes conseqiiéncias na nutrico de plantas (Gardner et al., 1982).

Alguns possiveis mecanismos de tolerdncia ao Al, porém somente em
fase de especulacdes por parte dos pesquisadores, poderdo vir a ser desvendados

futuramente. Entre os mecanismos de exclusdo do Al sdo considerados possiveis
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outros exsudatos organicos quelantes do Al ainda ndo descobertos, formacdo de
barreiras via componentes que alteram o pH da rizosfera, complexacdo do Al
por mucilagens secretadas pelas raizes e exclus@o do Al acumulado por algum
transportador especifico do Al. Entre os mecanismos de desintoxicacdo interna
do Al, especula-se sobre a fixacdo do Al na parede celular e a complexacdo no

simplasto via diferentes compostos organicos.

2.4 Métodos de selecao para tolerancia ao Al

A selecdo de plantas tolerantes ao Al tem sido considerada a alternativa
adequada para aumentar a produgdo em solos dcidos com altas concentracdes de
Al. Diferentes métodos de selecio t€ém sido empregados, como cultivos em
campo ou em solugdes nutritivas (hidropdnicas). Ambas as metodologias t€ém
vantagens e desvantagens distintas. Técnicas de sele¢cdo a campo selecionam
germoplasmas sob condi¢des climaticas e de solo naturais e os dados finais
refletem uma integracdo dos efeitos do estresse da toxicidade do Al e todas as
condicdes do solo com o ciclo de crescimento completo. As desvantagens dos
testes a campo sdo: o tempo requerido, geralmente um ciclo completo da cultura;
problemas da variabilidade das caracteristicas do solo; efeitos de resisténcia
diferencial a doencas e pragas; vulnerabilidade do material as intempéries
ambientais, como seca ou inundacdo e a inabilidade em interpretar o
desempenho das plantas em fung¢do da complexidade das interacdes do meio
ambiente (Furlani & Clark, 1981).

Devido as limitacdes da selecdo a campo, a maioria dos trabalhos de
selecdo de cultivares tolerantes ao Al tem sido conduzida utilizando-se
metodologias que utilizam solu¢do de nutrientes, ou seja, solugdo nutritiva
(hidroponica). Com esta metodologia € possivel avaliar um grande nimero de
plantas em um periodo de tempo relativamente pequeno e com alta precisio,

analisando somente a influéncia do aluminio. O critério utilizado para avaliar a
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toxicidade ao Al consiste na avaliacdo de comprimento da raiz inicial (CRI),
imediatamente antes da aplica¢do do estresse por Al. Em seguida, é medido o
comprimento da raiz seminal de cada plantula, as 48, 96 e 144 horas apds
ocorréncia do estresse, este considerado como comprimento de raiz final (CRF).
Esses valores s@o utilizados, posteriormente, para calcular o crescimento liquido
didrio de raiz e o crescimento relativo de raiz seminal. O crescimento liquido
didrio de raiz (CLDR) ¢é obtido para cada intervalo de leitura e calculado pela
férmula: CLDR = CRT;-CRT; |, em que CRT; é o comprimento de raiz no tempo
i e CRTi; é o comprimento de raiz medido anteriormente ao tempo i. Ja o
crescimento relativo de raiz seminal (CRRS) é obtido pela férmula: CRRS=
[(CRF - CRI)/CRI]*100.

Além desses parametros de resposta ao Al, t€m sido utilizados métodos
de coloragdo da raiz que possuem a vantagem de serem mais rdapidos. Um
método utilizando o corante hematoxilina foi desenvolvido tendo como base a
formacao do complexo corado entre a hematoxilina e o Al ligado na raiz (Polle
et al., 1978). Esse método tem sido empregado para avaliar tolerdncia em trigo
(Takagi et al., 1981) e em cevada (Minella & Sorrells, 1997), entre outros.
Ainda, coloragdo com erichrome cyaneine R tem sido utilizada para avaliar o
recrescimento da raiz apds tratamento com Al (Aniol, 1995; Feng Ma et al.,
1997). Nesse método, quando o Al ndo destr6i o meristema apical da raiz, a
parte da raiz que cresce apds tratamento com Al permanece branca (ndo corada),
enquanto raizes que foram afetadas pelo Al ficam densamente coradas (cor de
rosa). Outro método de selecdo para tolerancia ao Al, que vem sendo bastante
utilizado, € a selecdo assistida por marcadores moleculares que funciona para a

cultura do sorgo.
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2.5 Controle genético da tolerancia ao Al

Espécies de plantas diferem significativamente na tolerincia ao excesso
de Al disponivel em solos 4cidos ou em solugdes nutritivas. Entre os cereais, a
espécie mais tolerante € o centeio, seguido por aveia, trigo e cevada (Gallego &
Benito, 1997).

A tolerancia ao aluminio € uma caracteristica que depende da espécie e
do cruzamento, podendo apresentar um padrdo de herangca monogénica ou
poligénica. Khatiwada et al. (1996), analisando o crescimento relativo da raiz de
62 cultivares de arroz, verificaram que apenas trés foram susceptiveis ao Al, o
que indica que a maioria dos cultivares tradicionais desta espécie que crescem
em solos dcidos jd possui tolerdncia a toxicidade do Al. Na tribo Triticeae, que
inclui espécies como trigo, cevada e centeio, o controle genético da tolerincia ao
Al deve-se a uma série alélica de genes ort6logos, isto é, genes presentes em
diferentes espécies que evoluiram a partir de um gene ancestral comum (Garvin
& Carver, 2003).

Genes de tolerincia ao aluminio tém sido mapeados em regides
sint€nicas nos cromossomos 4DL em trigo (Altzy, Riede & Anderson, 1996), 4H
em cevada (Alp, Tang et al., 2000) e 4RL em centeio (Alt3, Miftahudin et al.,
2002). Contudo, vérios trabalhos demonstram que outros genes podem estar
envolvidos na tolerincia ao aluminio nessas espécies (Aniol & Gustafson, 1984;

Ma et al., 2000; Tang et al., 2000; Matos et al., 2005).

2.5.1 Controle genético da tolerancia ao Al em sorgo

Magalhaes et al. (2007), conduzindo estudos de heranca e mapeamento
molecular em populacdes F2 e F2:3 derivadas do cruzamento entre linhagens
tolerantes (SC283 e SC566-14) e sensiveis (BROO7B) ao Al, obtiveram
distribui¢des de freqii€ncias claramente bimodais para crescimento radicular, em

que a segregacdo de um tnico loco com domindncia parcial foi responsdvel pela
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tolerdncia em SC283 e SC566-14. Esse loco, contendo o gene denominado Altgg,
gene que foi mapeado no cromossomo 3 de sorgo, que ndo ¢ homeologo ao
cromossomo 4 de espécies como trigo, centeio e cevada, foi responsdvel por
80% da variacdo fenotipica observada para o crescimento radicular sob niveis
téxicos de Al em solucdo nutritiva. Assim, esta caracteristica € controlada por
um gene de efeito maior, que é um transportador de 4cido organico. No caso
especifico de sorgo, o dcido orgnico transportado é o citrato, o gene pertence a
familia Multidrug And Toxic Compound Extrusion (Mate) e tem sua maior
expressividade no dpice das raizes do sorgo, em que hd maior concentragcdo de
dcidos organicos e atua formando uma espécie de barreira que impede que o
aluminio téxico se associe a planta. Deste ponto, conseqiientemente, se origina a
tolerancia.

Caniato et al. (2007) avaliaram a tolerdncia ao Al em 12 linhagens de
sorgo, apresentando larga variacdo fenotipica para a tolerdncia ao Al
compreendendo as linhagens BR0O07, SC283 e SC566, que foram avaliadas por
Magalhdes et al. (2004). Dois marcadores flanqueando Altsz foram utilizados
para estudar o envolvimento desse loco na tolerdncia ao Al em populagdes
geradas a partir do cruzamento dos diferentes gendtipos de sorgo com uma
linhagem testadora comum, BRO12R. Para estudar o efeito fenotipico isolado
dos alelos no loco Altsg, foram desenvolvidas linhagens semi-isogénicas,
utilizando duas linhagens tolerantes como doadores (3DX e CMS225) e a
linhagem sensivel BRO12 como parental recorrente. Os resultados indicam que
as diferencas na tolerincia ao Al entre as linhagens de sorgo avaliadas estdo
relacionadas aos alelos diferentes do gene Altsz e podem ser classificadas em
ordem ascendente de efeito fenotipico de  tolerdncia, sendo
BRO12<3DX<CMS225. No entanto, nas linhagens SC112 e 5DX, genes

diferentes ao Altsp, contribuiram para a tolerancia ao Al. Desse modo, Caniato et
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al. (2007) identificaram ampla variabilidade em termos de genes e alelos

abrangidos na tolerancia ao aluminio, em um painel de 12 linhagens de sorgo.
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CAPITULO 2
VALIDACAO DO EFEITO DO GENE Altg; QUE CONTROLA
TOLERANCIA AO ALUMINIO EM LINHAGENS RECOMBINANTES
ENDOGAMICAS DE SORGO CULTIVADAS EM SOLUCAO
NUTRITIVA
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RESUMO

SILVA, Lidianne Assis. Validagdo do efeito do gene Altsz que controla
tolerAncia ao aluminio em linhagens recombinantes endogamicas de sorgo
cultivadas em solucdo nutritiva. In: . Validacao do efeito do gene Altsp
que controla tolerincia ao aluminio em sorgo. 2008. Cap. 2, p. 26-49.
Dissertag@o (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar e validar o gene
Altsg que controla tolerancia ao Al téxico no crescimento de raiz seminal (CRS)
de linhagens recombinantes endogamicas, cultivadas em solugéo nutritiva com 2
niveis de Al téxico (0 e 27uM). Foram avaliadas 90 linhagens derivadas do
cruzamento de BROO7B (susceptivel) e SC283 (tolerante), linhagens
contrastantes quanto a resposta ao Al téxico e os dois parentais. O experimento
foi realizado em blocos ao acaso, num esquema fatorial (92x2) sendo 90
linhagens e os dois parentais, cultivadas em dois niveis de Al (0 e 27uM), com
duas repeticdes. As caracteristicas avaliadas foram crescimento de raiz seminal
inicial (CRI), crescimento liquido de raiz (CLR) apds 5 dias com e sem Al,
crescimento liquido de raiz (CLR) 5 dias relativo a zero, crescimento relativo de
raiz seminal (CRRS) e crescimento relativo raiz seminal (CRRS) relativo a zero.
Foram observadas diferengas significativas entre linhagens para CLR 5 dias e
CRRS em ambos os niveis de Al (0 e 27uM). Todas as linhagens com CLR 5
dias abaixo de 15 cm, no nivel 27uM de Al, foram classificadas corretamente
como susceptiveis e todas as linhagens com CLR 5 dias acima 20 cm foram
classificadas corretamente como tolerantes. Seis linhagens com CLR 5 dias
estimados entre 15-20 cm ndo foram claramente fenotipadas. Usando o valor de
20% para a classificacdo de linhagens no CRRS, a 27uM de Al, 87 das 90
linhagens foram corretamente classificadas de acordo com a fenotipagem.
Somente trés linhagens tolerantes obtiveram CRRS menor que 20%. A validagao
do gene Altsg que controla a tolerancia ao Al, foi obtida com sucesso no
crescimento de raiz seminal em solugdo nutritiva, na concentragdo 27uM de Al.
O gene Altgp foi validado em todas as caracteristicas avaliadas.

*Comité de Orientagdo: Prof. Dr. Jodo Candido de Souza (Orientador), Pesquisador Dr.
Robert Eugene Schaffert (Co-orientador)
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ABSTRACT

SILVA, Lidianne Assis. Validation of the effect of the gene that controls
aluminum tolerance in nutrient solution with sorghum recombinant lines. In:
. Validacao do efeito do gene Altsz que controla tolerincia ao
aluminio em sorgo. 2008. Cap. 2, p. 26-49. Dissertation (Master in Plant
Genetics and Breeding) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The objective of this study was to validate and characterize the effect of
the gene in sorghum for tolerance to Al toxicity, Altsg, on seminal root growth in
nutrient solution with and without Al using recombinant inbreed lines. Ninety
recombinant inbreed lines derived from the cross of BROO7B (susceptible) and
SC283 (tolerant), lines contrasting for tolerance to aluminum toxicity and the
two parents were evaluated. A factorial experiment (92x 2x2) with 90 entries
with two parents, two levels of Al (0 e 27uM) and two replications was used
with a randomized complete block design. The characteristics evaluated were
initial seminal root length, net seminal root growth in five days (NSRG), relative
seminal root growth (RSRG), NSRG relative to zero Al and RSRG relative to
zero Al. Significant differences between genotypes were observed for NSRG
and RSRG at both levels of Al (OuM and 27uM). Both NSRG and RSRG were
effective in grouping the recombinant inbreed lines into their appropriate
genotype based on genotyping data available at Embrapa Maize and Sorghum.
All genotypes with NSRG below 15 cm in the 27uM solution were correctly
classified as susceptible and all genotypes with NSRG above 20 cm were
correctly classified as tolerant. Six recombinant inbreed lines with NSRG values
between 15 — 20 cm were not clearly phenotyped. Using the value of 20 for
RSRG at 27uM Al to separate the recombinant inbreed lines into their
appropriate class correctly phenotyped 87 of the 90 recombinant inbreed lines.
Only three tolerant recombinant inbreed lines had RSRG of less than 20. The
validation of the gene Altgp that controls the tolerance to Al was, it was obtained
with success in the growth of seminal root in nutritious solution, in Al
concentration 27uM, and the gene Altsy was validated in all the appraised
characteristics.

*QGuidance Committee: Dr. Jodo Candido de Souza (Major Professor), Dr. Robert
Eugene Schaffert
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1 INTRODUCAO

O sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench) é o quinto cereal mais
produzido no mundo, depois do milho, do trigo, do arroz e da cevada. A
producdo mundial, em 2007, foi de, aproximadamente, 58,7 milhdes de
toneladas de grdos, obtidas em uma 4rea plantada de 44,7 milhdes de hectares.
As maiores dreas cultivadas com sorgo encontram-se nos continentes africano e
asidtico (Ryan et al., 1993).

No Brasil, 127 milhdes de hectares do cerrado sdo vidveis para a
utilizacdo agricola e estes sdo compostos por solos dcidos, dos quais uma das
principais limitagdes a produgdo vegetal € a toxidez de aluminio. O dpice
radicular é o sitio primdrio da agdo toxica desse metal, que ocasiona uma
inibicdo do crescimento do sistema radicular, restringindo a absor¢cdo de dgua e
de nutrientes pela planta. Véarios mecanismos de tolerancia ao aluminio vém
sendo postulados e podem ser classificados, segundo Jorge & Arruda (1997), em
dois grupos: I) mecanismos externos, em que as plantas tolerantes liberam
acidos organicos pela raiz, principalmente citrato e ou malato, que se ligam ao
aluminio formando complexos estdveis, impedindo a absor¢ao pela planta e II)
mecanismos internos, em que o aluminio € absorvido para o interior da planta e,
conseqilentemente, para a célula, em que € inativado ou isolado no interior do
vacuolo.

Apesar de haver préticas agrondmicas capazes de minimizar os efeitos
danosos do aluminio, € muito dificil corrigir o problema no subsolo (20-60 cm).
A forma mais eficiente e economicamente vidvel de aumentar a produtividade
agricola e a estabilidade de producdo em solos dcidos consiste na pratica de
calagem na superficie (0-20 cm) e na utilizagcdo de cultivares mais tolerantes.

Com o prop6sito de aperfei¢oar o programa de melhoramento de sorgo para AA
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obtencdo de gendtipos tolerantes a solos dcidos, a Embrapa Milho e Sorgo vem
realizando um programa de pesquisa para desenvolver cultivares de sorgo com
maior tolerincia ao Al téxico.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar e validar o gene
Altsg (Magalhdes et al., 2007) que controla tolerincia ao Al téxico no
crescimento de raiz seminal (CRS) de linhagens recombinantes endogamicas,

cultivadas em solu¢do nutritiva com dois niveis de Al t6xico (0 e 27uM).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

A avaliacdo de linhagens recombinantes endogamicas foi conduzida em
maio de 2007, na Camara de Crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, localizada
no municipio de Sete Lagoas, MG, a uma altitude de 766,73 metros e

coordenadas de latitude 19° 27’ 57" e longitude 44° 14’ 49”.

2.2 Material Genético

Um conjunto de linhagens recombinantes endogdmicas foi desenvolvido
pela Embrapa Milho e Sorgo, com finalidade de estudar e validar o efeito do
gene Altgp que controla a tolerdncia ao Al. A partir do cruzamento das linhagens
BRO0O7B e SC283 (Tabela 1), as quais s@o contrastantes quanto a tolerancia ao
Al, sendo a primeira susceptivel e a segunda tolerante portadora do gene Altgp,
obtiveram-se as geracdes F; e F,. Nesta geracdo selecionaram-se 500 progénies,
que foram conduzidas pelo método SSD até a geracdo F,g (S;). Destas, 90
progénies de porte variando entre 90 a 160 cm foram selecionadas e utilizadas

neste trabalho.
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TABELA 1. Caracteristicas das linhagens de sorgo BROO7B (susceptivel) e
SC283(tolerante) contrastantes para tolerancia ao Al, utilizadas no
estudo da validacdo do gene Alfgg. “Grupos” correspondem as
racas morfoldgicas (“working groups”, segundo Murty et al.,

1967).
Linh. Outro Nome Identificador IS" Pedigree® Grupos Sitios de coleta
BR0O07B CMSXS101B - PU932242 - USA
SC283 CMSXS136 IS7173C IS7173CRC4-dwarf Martin B Conspicuum Tanzania

* IS corresponde 4 denominacio do ICRISAT
¢ Caniato et al,. 2007.

2.3 Delineamento experimental e conducio do experimento

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
duas repetigdes, sendo avaliados em esquema fatorial 92x2, com 92 acessos (90
linhagens recombinantes endogdmicas e os 2 parentais) em 2 niveis de Al
téxico, com as seguintes atividades (entre chaves) e concentracdes (entre
colchetes), respectivamente, {0}[0] uM, ou seja, o controle e {27}[148] uM.
Cada parcela experimental foi constituida de sete plantulas e as atividades das
solucdes nutritivas foram estimadas com o software de especiacio GEOCHEM-
PC (Parker et al., 1995).

Sementes das linhagens foram escarificadas com areia esterilizada, por
cinco minutos, para a quebra de dorméncia, sendo posteriormente esterilizadas
com hipoclorito de sédio (0,525%), por 10 minutos, sob agitacdo constante e
enxaguadas oito vezes com agua destilada. As sementes foram germinadas em
rolos de papel de germinagdo umedecidos em dgua deionizada por um periodo
de quatro dias, em camara de crescimento, com temperatura diurna média de
27+43°C, noturna de 20£3°C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas foram,
entdo, transferidas para copos plasticos perfurados, acomodados em placas de
PVC dentro de bandejas plésticas contendo 8,5 litros de solucdo nutritiva. As

plantulas foram mantidas, por 24 horas, em solug@o nutritiva completa sem Al,
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como preconizado por Magnavaca et al. (1987), com a seguinte composi¢ao
(Tabela 2):

Ap6s esse periodo, foi adicionada solucdo nutritiva com a mesma
constitui¢do anterior, porém, com a adi¢do de AIK(SO,),.12H,O no nivel
27uM, nos tratamentos contendo Al e pH 4,0. A solucdo foi continuamente
aerada durante todo o periodo experimental. Os experimentos foram conduzidos
em camara de crescimento, utilizando-se as mesmas condi¢des ambientais
utilizadas para germinacdo, ou seja, temperatura diurna média de 27+3°C,

noturna de 20+3°C e fotoperiodo de 12 horas.

TABELA 2. Composi¢ao de solugdo nutritiva sem Al.

Nutrientes Concentracio (uM)
Ca 3527
K 2354
Mg 855
N-NO3 10857
NNH4 1300
P 45
S 587
B 25
Fe 77
Mn 9,1
Cu 0,63
Mo 0,83
Zn 2,29
Na 1,74
Fe-HEDTA 75
Cl 596

30



2.4 Caracteristicas avaliadas
a) Crescimento de raiz inicial (CRI)

O crescimento de raiz inicial foi obtido com auxilio de uma régua
graduada em mm, apds 24 horas de adaptacdo das plantulas em solucdo nutritiva
sem Al. Em seguida, as plantulas pertencentes ao tratamento com estresse foram

submetidas a solugdo nutritiva, com concentracio de 27uM de Al.

b) Crescimento liquido de raiz (CLR) apés cinco dias (120h), com e sem Al
(mm)

Ap6s 5 dias da medicdo do CRI, o crescimento liquido de raiz (mm) foi
obtido por meio da férmula: CLR = CRT;-CRI;;, em que CRT;é o comprimento
de raiz no tempo i e CRI;; € o comprimento de raiz, medido anteriormente ao

tempo i.

¢) Crescimento liquido de raiz (CLR) 5 dias com Al relativo a zero

O crescimento liquido 5 dias com Al relativo a zero (%) foi obtido pela
férmula: CLR 5 dias com Al relativo a zero = (CLR 5 diasy;w/CLR 5
diasgum)*100.

d) Crescimento relativo de raiz seminal (CRRS)
O crescimento relativo de raiz seminal (%) foi obtido por meio da

férmula: CRRS = [(CLR — CRI)/CRI]*100.

e) Crescimento relativo de raiz seminal relativo (CRRS) a zero

O crescimento relativo raiz seminal relativo a zero (%) foi obtido por
meio da férmula: CRRS relativo a zero = (CRRS,7,m/CRRS,m) *100.

Para analise estatistica dos dados, foi considerada a média aritmética dos

comprimentos das sete plantulas por parcela. Os resultados foram usados para

31



determinar se as linhagens sdo ou ndo susceptiveis ao Al téxico em solugdo

nutritiva.

2.5 Analises estatisticas e genéticas
Todas as andlises genético-estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa computacional GENES (Cruz, 2001). Foi realizada uma andlise de
varidncia de acordo com o seguinte modelo estatistico:
Yiu=p+ G +A + GA; + B/Aj + ey ;
em que:
Y valor observado para a caracteristica obtida no k-ésimo bloco,
avaliada dentro do j-é€simo nivel de Al para i-ésima linhagem:;
w: média geral;
G;: efeito da i-ésima linhagem, sendo i= 1, 2,..., 92, considerado fixo;
A;: efeito do j-ésimo nivel de Al, sendo j= 1 e 2, considerado fixo;
GA;: efeito da interagdo entre a linhagem e o nivel de Al,
considerado fixo;
B/Aj: efeito do k-€simo bloco dentro do j-ésimo nivel de Al,
considerado aleatorio;
e;ix: efeito do erro experimental associado a observagdo de ordem ijk,
considerado aleatério.
Na Tabela 3 € apresentado o esquema da andlise de variancia, com as

respectivas esperancas de quadrados médios e teste F.
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TABELA 3. Esquema da andlise de varidncia com as respectivas fontes de
variagdo (FV), graus de liberdade (GL), quadrados médios (QM),
esperancas de quadrados médios [E(QM)] e estatistica F.

FV GL QM E (QM)" F
Blocos/Nivel a(b-1) QMB o +ga;
Nivel (A) a—1 QMA gi+gai+gre,  OMA/QMB
Linhagem (G) g-1 QMG o +ard, OMG/OMR
GxA @-D@-1  omea 7+ % OMGA/QMR
Residuo aig—-1)b-1) QMR gt
Total bga -1

7 a = nimero de niveis de Al; b = ndmero de blocos; g = nimero de linhagens

Para as caracteristicas que demonstraram diferencas estatisticas
significativas pelo teste F, no intuito de verificar diferencas entre médias, foi
realizado o teste de agrupamento de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, entre as

linhagens, dentro de cada nivel de Al.

2.5.1 Parametros genéticos e correlaciao genética e fenotipica

A partir dos quadrados médios foram estimadas as varidncias fenotipica
(GJ,-:) e ambiental (52), componente quadrético genotipico ( égg), coeficiente de
determinacdo genotipico (H?), coeficientes de variagdo genética (CV,) e o indice
de variacdo, que € a razdo entre o coeficiente de variacdo genética e ambiental
(CV,/CV,).

a) Varidncia fenotipica (¢7)

ar
b) Componente quadratico genotipico ( -ffhg)
5 QMG-QMR

g=

ar
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¢) Variancia ambiental (#2)

7 = QMR

d) Coeficiente de determinacao (H)

&g
2 _ =8
H = OMG/ar

e) Indice de variacao (I,)

Foram estimados, também, os coeficientes de correlagdo genética (rg) e
fenotipica (rr) das linhagens entre as caracteristicas CLR 5 dias com e sem Al e

crescimento relativo raiz seminal (CRRS), utilizando-se as seguintes expressdes.

B COVG(X,Y)

Io =—FF7——
(@D, )

B COVF(X,Y)
r = 2 2
OF x.OF y

Em que:
COVqy) corresponde aos componentes quadriticos genotipicos entre os
caracteres X e Y;
& x corresponde ao componente quadratico genotipico do cardter X;
@ y corresponde ao componente quadratico genotipico do carater Y;
COVyyy corresponde as covaridncias fenotipicas entre os caracteres X e Y ;
g7, corresponde 2 variancia fenotipica do carater X;
T E corresponde a varidncia fenotipica do cardter Y.
As significancias dos coeficientes de correlacdo genotipica e fenotipica

foram avaliadas pelo teste t, a 1 e 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de varidncia para o crescimento liquido de raiz
(CLR) ap6s cinco dias (120h), com e sem aluminio e crescimento relativo de
raiz seminal (CRRS) estd apresentado na Tabela 4. Para as duas caracteristicas
avaliadas, ocorreram diferencas significativas (P<0,01) para interacdo entre
linhagens x niveis de Al. O desdobramento da fonte de variacdo linhagens
dentro de cada nivel de Al demonstrou diferengas significativas (P<0,01) entre
as linhagens dentro dos dois niveis de Al avaliados para as duas caracteristicas.

E importante enfatizar que o sucesso na avaliacio de linhagens estd
diretamente ligado com a precisdo experimental. No presente caso, a precisao foi
avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV%) e os resultados evidenciaram que
os CV das caracteristicas avaliadas ficaram dentro do limites que sdo geralmente
relatados em experimentos similares com a cultura do sorgo (Paes et al., 2007;
Silva et al., 2007).

A diferenca significativa para niveis de Al (Tabela 4) ja era esperada,
pois o nivel OuM de Al ndo recebeu estresse como o nivel 27uM. As linhagens
apresentaram diferencas para CLR (mm) e CRRS (%) em ambos os niveis de
concentracdo de Al (0 e 27uM). Como as 90 linhagens foram obtidas do
cruzamento BROO7B (susceptivel) x SC283 (tolerante), linhagens contrastantes
para a tolerancia ao Al, sugere-se, assim, que as mesmas tenham variabilidade
no nivel de OuM de Al, e que tenham crescimento de raiz diferente nos periodos
iniciais. A linhagem BRO0O7B cresce com muito mais intensidade do que a
linhagem SC283 nos periodos iniciais de crescimento no nivel de OuM de Al,
podendo ser este o motivo da formagdo de quatro grupos, obtidos pelo teste de

agrupamento Scott-Knott.
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TABELA 4. Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas de
crescimento liquido de raiz (CLR) apés cinco dias e crescimento
relativo raiz seminal (CRRS), obtidas no experimento conduzido
em camara de crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, MG.
Quadrado Médio

F.V GL CLR 5 Dias CRRS

Bloco/Nivel 2 2152,7163 3997,5507
Niveis (A) 1 138469,4417* 162082,2652*
Linhagem (G) 91 591,4818%: 657,7306%**
G*A 91 806,6038** 886,2653**
G/A 182 699,0428%: 771,9979%:
G/A 1 91 1117,9099%*: 976,4491 %
G/A2 91 280,1758%: 567,5467*
Residuo 182 76,9580 166,3656
CV (%) 20,29 26,20

** *Significativo a 1% e 5% de probabilidade, pelo teste de F e CV(%)
Coeficiente de variacdo.

E possivel observar as médias de crescimento de raiz das linhagens que
foram agrupadas pelo teste Scott-Knott a (P<0,05) na Tabela 5. No nivel OuM
de Al ou seja, sem Al formaram-se quatro grupos de médias para as
caracteristicas CLR 5 dias sem Al e quatro grupos na caracteristica CRRS (%),
nao coincidindo com os resultados de classificacdo das linhagens quanto a

tolerancia ao Al, que foram obtidos no nivel 27uM de Al.
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TABELA 5. Crescimento liquido didrio de raiz (CLR mm) com 5 dias e crescimento relativo raiz seminal (CRRS%) no
nivel OuM de Al de plantulas de 90 linhagens de sorgo e seus 2 parentais avaliadas em solucdo nutritiva,
com o referente teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade e a genotipagem de classificacdo quanto a
tolerancia ao Al. Dados obtidos no experimento conduzido em cdmara de crescimento da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Nivel 0 uyM
Linhagem Genotipo** CLR 5 Dias* CRRS* Linhagem Genotipo** CLR 5 Dias* CRRS*
117 T 53,9¢ 58,4c 349 S 75,2b 79,2b
442 T 95,9a 86,1b 375 S 77,4 71,7¢
316 T 27,7d 48,5d 73 N 70,3b 75,3b
451 T 100,6a 129,3a 447 S 59,3¢ 66,2¢
88 T 28,3d 34,1d 67 S 87,6b 82,9b
344 T 41,6d 42,9d 445 S 54,0c 58,6¢
81 T 84,8b 122,7a 36 N 98.4a 93,5b
13 T 42,5d 53,9d 453 S 63,7c 84,2b
462 T 49,5¢ 60,1c 262 S 85,7b 75,7b
105 T 62.,4c 70,5¢ 156 N 117,5a 108,6a
134 T 23,2d 28,6d 374 S 76,6b 74,90
456 T 49,1c 63,2¢ 377 S 103,9a 95,8b
370 T 79,3b 79,0b 122 N 64,6¢ 69,5¢
409 T 26,2d 31,4d 60 S 102,2a 108,7a
310 T 58,5¢ 70,6¢ 24 S 55,9¢ 56,0c
305 T 86,3b 80,4b 355 N 89,6b 89,1b
225 T 53,9¢ 59,1c 406 S 34,4d 32,0d
480 T 30,3d 53,2¢ 250 S 53,8¢ 67,9¢
324 T 45,1a 49,9d 228 N 60,6¢ 57,1c
220 T 42,6d 51,1d 28 S 87,2b 83,4b
348 T 33,2d 54,1c 26 S 36,7d 45,3d
41 T 54,5¢ 77,3b 80 N 64,7c 68,0c
454 T 57,6¢ 83,4b 443 S 50,4¢ 54,7¢c
275 T 43,7d 54,2¢ 217 S 87,6b 113,3a
436 T 40,6d 59,1c 274 S 51,7¢ 55,2¢
261 T 79,4b 88,3b BRO0O7B S 22,0d 28,4d

“...continua...”



“TABELA 5, Cont.”

Linhagem Genétipo** CLR 5 Dias* CRRS* Linhagem Gendtipo** CLR 5 Dias* CRRS*
SC283 T 4,7d 36,5d 79 S 58.,4c 67,1c
59 T 46,5¢ 59,3¢ 230 S 59,3¢ 59,0c
66 T 44,5d 60,9¢ 386 S 85,7b 91,5b
56 T 109,9a 99,9a 475 S 88,0b 99,5a
325 T 107,8a 107,8a 259 S 48,9¢ 54,8¢
300 T 101,3a 114,6a 283 S 36,9d 49,7d
363 T 33,8d 45,7d 65 S 30,5d 42,0d
478 T 66,4c 117 4a 328 S 80,5b 90,4b
69 T 29,8d 45.4d 439 S 65,6¢ 66.,3c
309 T 72,8b 74,5b 315 S 64,7c 86,4b
201 T 93,7a 104,5a 139 S 96,4a 87,9b
189 T 46,8¢c 61,3c 123 N 47,1c 51,3d
441 T 24.,6d 38,6d 302 N 79,8b 66.4c
7 T 54,1c 51,9d 108 S 38,0d 50,4d
461 T 66,9¢ 87,2b 160 S 59,5¢ 65,9¢
306 T 77.2b 79.3b 172 S 58.4c 68.9¢
362 T 99.1a 95,7b - - - -
304 T 554c 61,9¢ - - - -
133 T 74,70 64.9¢ - - - -
188 T 38,6d 49.,4d - - - -
208 T 89,0b 78,2b - - - -
203 T 36,4d 58,6¢ - - - -
345 T 79,0b 80,4b - - - -
422 T 60,4c 78,0b - - - -
Média 59,2 69,5 68,5 72,3

*Médias seguidas da mesma letra, dentro de uma mesma caracteristica ndo diferem entre si, pelo teste de agrupamento
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. **Classificacdo quanto a genotipagem de linhagens. (T) tolerantes: presenga do gene
Altsp do parental SC283 e (S) susceptivel: auséncia do gene Altsy do parental BROO7B. Dados obtidos em um laboratério
externo, utilizando os marcadores moleculares ISU52, M181g10 e ctg29 flanqueando o gene Altp.



Na Tabela 6 sdo apresentados o CLR 5 dias com Al (mm), CLR 5 dias
relativo a zero (%), CRRS (%) e CRRS relativo a zero (%) de 90 linhagens e
dois parentais com suas respectivas classificagdes quanto a tolerancia ao Al no
nivel 27uM de Al. Todas as linhagens com CLR 5 dias abaixo de 15 mm foram
classificadas corretamente como susceptiveis e todas as linhagens com CLR 5
dias acima 20 mm foram classificadas corretamente como tolerantes. Seis
linhagens com CLR 5 dias estimados entre 15-20 mm ndo foram claramente
fenotipadas. Utilizando-se o valor de 20% para a classificacdo de linhagens no
CRRS, 87 das 90 linhagens foram corretamente classificadas de acordo com a
fenotipagem. Somente trés linhagens tolerantes obtiveram CRRS menor que
20%.

Vale a ressalva de que os gendtipos de classificacdo das linhagens em
tolerantes (T), presenca do gene Alfsp € susceptiveis (S), auséncia do gene Altp,
foram obtidas por meio de genotipagem, ou seja, dois marcadores STS
flanqueando o gene Altsz foram avaliados entre as linhagens parentais BROO7B e
SC283. Os locos STS m181 e ctg29, que foram desenvolvidos como parte de um
projeto conjunto entre a Embrapa Milho e Sorgo, a Universidade de Cornell e a
Universidade do Texas A&M, estdo ligados ao gene Altsp 2 0,1 cM e 0,5 cM,
segundo estimativa obtida em uma populagdo de 2.085 progénies F2 derivadas
de BROO7B x SC283. Os marcadores polimérficos entre os parentais foram
avaliados nas populacdes F2 (Magalhaes et al., 2007).

Pode-se observar que o teste de agrupamento Scott-Knott (P <0,05) nédo
foi eficiente na separacdo de linhagens tolerantes e susceptiveis de acordo com
as caracteristicas avaliadas quanto ao efeito do gene Altsg. Mas, de acordo com
as caracteristicas avaliadas e a genotipagem, foi confirmada a presenga do gene
Altgp e a variabilidade das linhagens neste nivel de concentragdes de Al. Isto
também sugere que as caracteristicas avaliadas podem ser utilizadas para a

selecdo de linhagens tolerantes ao Al.
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TABELA 6. Crescimento liquido didrio de raiz (CLR mm) com 5 dias no nivel 27uM de Al, CLR 5 dias relativo a zero,
crescimento relativo raiz seminal (CRRS%) e CRRS relativo a zero de plantulas de 90 linhagens de sorgo e
seus 2 parentais, avaliados em solucdo nutritiva, com o referente teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade e
a genotipagem de classificacdo quanto a tolerancia ao Al. Dados obtidos no experimento conduzido em
camara de crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Nivel 27 uM

Lin. Gen.** CLRS dias* CLRS dias0 CRRS* CRRS0 Lin. Gen.** CLRS5 dias* CLRS dias0 CRRS* CRRS0
117 T 48,3a 89,6 519a 88,9 349 S 17,6b 234 18,7b 23,6
442 T 45,9a 479 41,0a 47,6 375 S 16,2b 20,9 14,9b 20,8
316 T 43.7a 157,8 68,72 1416 73 S 16,1b 229 16,2b 21,5
451 T 43.7a 434 50,7a 39,2 447 S 15,4b 26,0 16,2b 24,5
88 T 423a 149,5 48,)7a 142,8 67 S 15,2b 174 13,7b 16,5
344 T 42.2a 1014 448a 104,4 445 S 15,2b 28,1 16,1b 27,5
81 T 41,7a 49,2 69,6a 56,7 36 S 14,6b 148 13,1b 14,0
13 T 41,3a 97,2 523a 97,0 453 S 14,5b 22,8 18,3b 21,7
462 T 41,1a 83,0 51,9a 86,4 262 S 14.,4b 16,8 12,3b 16,2
105 T 39,6a 63,5 44,5a 63,1 156 S 14,2b 12,1 12,2b 11,2
134 T 39,5a 170,3 46,7a 163.3 374 S 14,0b 18,3 12,5b 16,7
456 T 39,0a 79,4  46,0a 72,8 377 S 13,8b 13,3 12,0b 12,5
370 T 38,6a 48,7 38,0a 48,1 122 S 13,5b 20,9 12,7b 18,3
409 T 38,5a 146,9 44.8a 1427 60 S 13,4b 13,1 14,0b 12,9
310 T 38,3a 65,5 46,5 65,9 24 S 13,3b 238 12,8b 22,9
305 T 37,9a 439  330a 41,0 355 S 13,3b 148 12,6b 14,1
225 T 37,8a 70,1 419a 70,9 406 S 13,3b 38,7 11,4b 35,6
480 T 37,8a 1248  60,3a 1133 250 S 13,0b 242 16,0b 23,6
324 T 37,2a 82,5 39,8a 79,8 228 S 12,9b 21,3 11,8b 20,7
220 T 37,1a 87,1 43,1a 84,3 28 S 12,8b 14,7 11,2b 134
348 T 36,8a 110,8  59,3a 109,6 26 S 12,70 34,6 13,7b 30,2
41 T 36,1a 66,2 51,6a 66,8 80 S 12,7b 19,6 12,3b 18,1
454 T 35,5a 61,6 46,7a 56,0 443 S 12,6b 25,0 13,4b 24,5
275 T 35,0a 80,1 404a 74,5 217 S 12,4b 142 13,9b 12,3
436 T 34,7a 85,5 45,0a 76,1 274 S 12,4b 240 12,1b 21,9
261 T 33,4a 42,1 375a 42,5 BR7 S 12,3b 559 18,7b 65,8

“...continua...”



“TABELA 6, Cont.”

Lin. Gen.** CLR5 dias* CLR5dias0 CRRS* CRRSO Lin. Gen** CLRS5 dias* CLR5dias) CRRS* CRRS0
SC283 T 33,2a 93,0 55.6a 87,3 79 S 12,2b 20,9 13,5b 20,1
59 T 32.8a 70,5 40,8a 68,8 230 S 12,2b 20,6 11,1b 18,8
66 T 32,6a 73,3 414a 68 386 S 12,1b 14,1 12,2b 13,3
56 T 32,2a 29,3 28,7b 28,7 475 S 12,0b 13,6 12,8b 12,9
325 T 32,2a 29,9 30,3b 28,1 259 S 11,8b 24,1  13,5b 24,6
300 T 31,8a 31,4 34,la 29,8 283 S 11,7b 31,7 15,3b 30,8
363 T 31,7a 93,8 43,0a 94,1 65 S 11,4b 374 14,4b 34,3
478 T 30,9a 46,5 51,8a 441 328 S 11,4b 14,2 13,0b 14,4
69 T 29,3a 98,3 435a 95,8 439 S 10,5b 16,0 10,4b 15,7
309 T 29,0a 39,8 30,5b 40,9 315 S 10,1b 15,6 13,9b 16,1
201 T 27,6a 29,5 28,0b 26,8 139 S 9,9b 10,3 8,5b 9,7
189 T 27,5a 58,8 34,6a 56,4 123 S 9,8b 20,8 10,5b 20,5
441 T 26,4a 107,3 41,3a 107 302 S 9,7b 12,2 84b 12,7
7 T 26,0a 48,1 23,1b 44,5 108 S 9,2b 242 11,5b 22,8
461 T 26,0a 38,9 30,6b 35,1 160 S 8,9b 150 9,6b 14,6
306 T 24.9b 32,3 249b 31,4 172 S 8,6b 14,7 9.2b 13,4
362 T 23,7b 239 22,0b 23 - - - - - -
304 T 23,5b 424 2577b 41,5 - - - - - -
133 T 21,8b 29,2 18,9b 29,1 - - - - - -
188 T 20,3b 52,6 24,7b 50 - - - - - -
208 T 20,3b 22,8 16,6b 21,2 - - - - - -
203 T 19,1b 52,5 28,9b 49,3 - - - - - -
345 T 18,6b 235 17,5b 21,8 - - - - - -
422 T 16,9b 28,0 224b 28,7 - - - - - -
Média 33,2 684 398 66,1 12,7 204 13,0 194

*Médias seguidas da mesma letra, dentro de uma mesma caracteristica, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento
Scott-Knott, a 5% de probabilidade. **Classificacdo quanto a genotipagem de linhagens. (T) tolerantes: presenca do gene
Altsp do parental SC283 e (S) susceptivel: auséncia do gene Altsy do parental BROO7B. Dados obtidos em um laboratério
externo, utilizando os marcadores moleculares ISU52, M181g10 e ctg29 flanqueando o gene Altgp.



Nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentados o crescimento liquido de raiz 5 dias
(CLR) e CRRS de linhagens de sorgo classificadas como tolerantes ou
susceptiveis ao Al, cultivadas nas duas concentracdes de Al avaliadas. Pode-se
observar que o crescimento médio entre linhagens tolerantes e susceptiveis no
nivel OuM de Al foi semelhante, dentro das duas caracteristicas avaliadas. Ja no
nivel 27uM de Al as linhagens tolerantes apresentaram médias para o
crescimento liquido de raiz (CLR) 5 dias superiores em relacdo as linhagens
susceptiveis com valor médio superior de 20,5 mm. O mesmo ocorreu para o
CRRS de linhagens tolerantes com um valor de 26,8% superior as susceptiveis.
Com esses valores médios pode-se confirmar a variabilidade existente entre as
linhagens e a eficiéncia das caracteristicas avaliadas para a validacdo do gene

Altgp

TABELA 7. Valores miximos, minimos e médios de crescimento liquido raiz
(CLR mm) 5 dias de linhagens de sorgo tolerantes e susceptiveis
ao Al, nas concentragdes 0 e 27uM de Al e valores médios dos
parentais BROO7B e SC283. Dados obtidos na camara de
crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

N° Linhagens: 49 Tolerantes N° Linhagens 41 Susceptiveis
CLR 5 dias (mm)  OpM 27uM OuM 27uM
BR007B - - 22,0 12,3
SC283 4,7 332 - -
Maximo 109,9 48,3 117,5 17,6
Minimo 232 16,9 22,0 8,6
Médio 59,2 33,2 68,5 12,7
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TABELA 8. Valores maximos, minimos € médios de crescimento relativo raiz
seminal (CRRS%), de linhagens de sorgo tolerantes e susceptiveis
ao Al, nas concentragdes 0 e 27uM de Al e valores médios dos
parentais BROO7B e SC283. Dados obtidos na camara de
crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

N° Linhagens: 49 Tolerantes N° Linhagens 41 Susceptiveis

CRRS (%) 0uM 27uM ouM 27uM
BRO07B R - 284 18.1
SC283 36.5 55.6 - -
Méximo 1293 69,6 1133 18,7
Minimo 286 16.6 284 8.4

Médio 69.5 39.8 723 130

Na tabela 9 sdo apresentados valores de crescimento liquido de raiz
(CLR) 5 dias relativo a zero e crescimento relativo de raiz seminal (CRRS)
relativo a zero de linhagens de sorgo tolerantes e susceptiveis ao Al cultivadas
no nivel 27uM de Al. Observa-se que as linhagens tolerantes obtiveram
crescimento liquido de raiz relativo a zero superior ao das linhagens susceptiveis
em, aproximadamente, 50%. O mesmo ocorreu com o crescimento relativo de
raiz seminal relativo a zero, cujo valor de linhagens tolerantes foi 46% superior
ao das linhagens susceptiveis.

Assim como as caracteristicas mensuradas nas Tabelas 7 e 8 foram
eficientes para confirmar a variabilidade existente entre as linhagens e eficientes
para validar o efeito do gene Alfgg, 0 mesmo ocorreu para as caracteristicas

mensuradas na Tabela 9.
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TABELA 9. Valores maximos, minimos e médios de crescimento liquido de
raiz 5 dias (CLR) relativo a zero e crescimento relativo de raiz
seminal (CRRS) relativo a zero de linhagens de sorgo tolerantes
e susceptiveis ao Al na concentracdo 27uM de Al e valores
médios dos parentais BROO7B e SC283. Dados obtidos na cimara
de crescimento da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Linhagens 49 Tolerantes 41 Susceptiveis 49 Tolerantes 41 Susceptiveis
CLR 5 dias Rel. a zero CLR 5 dias Rel. a zero CRRS Rel. a zero CRRS Rel. a zero
Nivel 27uM de Al
BR007B - 55,9 - 65,8
SC283 93,0 - 87,3 -
Maximo 170,3 55,9 163,3 65,8
Minimo 22,8 10,3 21,2 9,7
Médio 68,4 20,4 66,1 19,4

As estimativas de parametros genéticos e fenotipicos sdo informacdes
importantes e de muita utilidade para auxiliar o melhorista nas tomadas de
decisdo quando necessdrias. As estimativas de varidncia fenotipica (&%) e
varidncia ambiental (¢2,) foram de maior magnitude para a caracteristica CRRS.
O mesmo nado ocorreu para componente quadratico genotipico (thg), cuja maior
magnitude foi para a caracteristica CLR 5 dias (Tabela 10).

Os resultados correspondentes ao coeficiente de variagdo genética (CV,)
(Tabela 10) que representa a razdo, expressa em porcentagem, entre o desvio
padrao genético e a média das linhagens, transmitem uma boa variagdo entre as
linhagens, ndo variando muito nas duas caracteristicas avaliadas. Uma variacdo
andloga foi notada no indice de variagdo (I,) que expressa a razdo coeficiente de
variagdo genético e ambiental (CV,CV,), os quais apontam uma situa¢do

favorével para selecdo, nas caracteristicas avaliadas.
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TABELA 10. Estimativas de variancias fenotipica (sz) e ambiental (G‘zf), e
componente quadritico genotipico (égg), coeficientes de variagdo
genética (CV,), indice de variacdo (I,), avaliadas na Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

CLR 5 Dias CRRS
el 147,8704 164.,4326
o, 76,9580 166,3656
£, 128,6309 122,8412

CV, (%) 26,2368 22,5208
I, 1,2928 0,8593

O coeficiente de determinacio genotipico (H”) permite prever a
probabilidade de sucesso com a selecdo, uma vez que ela transmite a magnitude
da variacdo fenotipica que pode ser herdada.

Pode-se observar, pelos dados da Tabela 11, que o menor valor de H foi
obtido na caracteristica crescimento relativo de raiz seminal (CRRS), no nivel
27uM de Al (77,71%) e o valor obtido para esta mesma caracteristica no nivel
OuM de Al foi de 78,88%. Porém, para a caracteristica crescimento liquido de
raiz (CLR) 5 dias, o menor valor de H” foi obtido no 27uM de Al (86,15%),
seguido do nivel OuM de Al, com H? de (89,7%). Desse modo, com esses
valores de H” obtidos, a seleciio poderd ser feita com grande probabilidade de
sucesso, mesmo para caracteristicas quantitativas que, geralmente, apresentam

2
valores menores para H".
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TABELA 11. Coeficiente de determinacio genotipico (H* %) de crescimento
liquido de raiz (CLR) 5 dias e crescimento relativo de raiz
seminal (CRRS) de linhagens de sorgo avaliadas nos niveis O e
27uM de Al, na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

H
Niveis de Al oM 27uM
CLR 5 Dias 89,70 86,15

CRRS 78,88 77,71

A correlagdo genética e fenotipica entre as caracteristicas avaliadas CLR
5 dias e CRRS foram positiva e altamente significativas, pelo teste de t (P<0,01).
A correlacdo genética foi estimada em 92,93% confirmando que as duas
caracteristicas sdo controlados pelo mesmo gene Alfsp, que controla a tolerncia

ao Al e a correlacdo fenotipica foi 88,39%
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4 CONCLUSAO

A validagdo do gene Alfgp, que controla a tolerincia ao Al foi, foi obtida
com sucesso no crescimento de raiz seminal em solugdo nutritiva, na
concentracdo 27uM de Al, tendo o gene Altgs sido validado em todas as

caracteristicas avaliadas.
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CAPITULO 3

VALIDACAO DO EFEITO DO GENE Altg; EM LINHAGENS
RECOMBINANTES ENDOGAMICAS DE SORGO CULTIVADAS EM
TRES NIVEIS DE SATURACAO DE ALUMINIO
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RESUMO

SILVA, Lidianne Assis. Validacdo do efeito do gene Altsz em linhagens
recombinantes endogamicas de sorgo cultivadas em trés niveis de saturacdo de
aluminio. In: . Validacao do efeito do gene Altsz que controla
tolerancia ao aluminio em sorgo. 2008. Cap. 3, p. 54-75. Dissertagdo
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

O trabalho foi realizado com o objetivo de validar o efeito do gene Altsp
em linhagens recombinantes endogdmicas de sorgo cultivadas em trés niveis de
saturacdo de Al (0%, 20% e 40%), na camada 0-20 cm, num Latossolo
Vermelho Escuro e realizar uma correlagdo entre caracteristicas das linhagens
obtidas no experimento de campo e aquelas obtidas em solucdo nutritiva.
Avaliaram-se 92 acessos, sendo 90 linhagens obtidas do cruzamento de BROO7B
x SC283 contrastantes ao Al’* e os 2 parentais, quanto ao florescimento (dias),
altura (cm) e produtividade (t ha™). O delineamento utilizado foi blocos ao
acaso, no esquema fatorial: 92x3x2 com 3 repeticdes. Realizaram-se uma andlise
de varidncia conjunta para ambas as safras. Houve interacdo significativa entre
linhagens x anos x niveis (P<0,01). Sendo assim, foi realizado o desdobramento
de linhagens x niveis dentro de cada ano. No ano 2007 houve diferenca
significativa para a interacdo linhagem x niveis (P<0,01), em todas as
caracteristicas avaliadas. O mesmo ndo ocorreu no ano 2008, onde somente
houve significAncia (P<0,01) para a caracteristica florescimento, cujo
desdobramento mostra variabilidade genética das linhagens para todos os niveis
de saturacdo de Al. Os resultados indicam existéncia de variabilidade genética
em todos os niveis de saturagdo de Al, para todas as caracteristicas avaliadas,
bem como respostas diferenciadas entre os niveis de saturacio de Al. No ano de
2008 o experimento foi implantado em janeiro, ou seja, mais cedo e, além disso,
volume de chuva foi muito maior nos meses de marco e abril, fugindo das
condi¢des ideais de safrinha. Este foi um dos motivos pelos quais ndo houve
interacdo significativa entre linhagem x niveis, para as caracteristicas altura e
produtividade. Na varidvel produtividade, as linhagens tolerantes obtiveram
médias de produtividade superiores as susceptiveis, em todos os niveis de
saturag@o de Al, tanto na safra 2007 como na safra 2008. A maior vantagem do
uso de linhagens tolerantes em relag@o as linhagens susceptiveis foi em 2007 no
nivel 40% de saturacdo de Al, em que a produtividade das linhagens tolerantes
foi 900 kg ha™ superior as susceptiveis. Com esses resultados, torna-se claro a
vantagem do uso de linhagens tolerantes. Observou-se, ainda, a correlagdo
significativa entre as caracteristicas crescimento liquido de raiz seminal
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cultivadas por 5 dias em soluc¢do nutritiva no nivel 27uM e produtividade no
nivel 40% de saturagdo de Al na safra 2007, cuja magnitude foi de 0,44. Isto
demonstra que plantulas com maiores crescimentos liquidos de raiz 5 dias no
nivel 27uM tendem a ser mais produtivas.

*Comité de Orientagdo: Prof. Dr. Jodo Candido de Souza (Orientador), Pesquisador Dr.
Robert Eugene Schaffert (Co-orientador).
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ABSTRACT

SILVA, Lidianne Assis. Validation of the effect of the gene that controls aluminum
tolerance in the field with three levels of aluminum saturation using sorghum
recombinant lines. In: . Validacdo do efeito do gene Altsz que controla
tolerancia ao aluminio em sorgo. 2008. Cap. 3, p. 54-75. Dissertation (Master in
Plant Genetics and Breeding) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG,
Brazil . *

The objective of this study was to validate and characterize the effect of the
gene in sorghum for tolerance to Al toxicity, Alfsp, on grain yield (t ha™), plant
height (cm) and days to 50% flowering and correlate these results with seminal root
traits obtained in nutrient solution with Al. Ninety recombinant inbreed lines
derived from the cross of BROO7B and, lines contrasting for tolerance to aluminum
toxicity were evaluated in the phenotyping site Embrapa Maize and Sorghum in
2007 and 2008. The phenotyping site was developed with three levels of three
levels of Al saturation in the topsoil, 0, 20, and 40%, of a dark red oxisol. Ninety
two entries, 90 recombinant inbreed lines and the two parental lines were evaluated
in a 92x3x2 factorial experiment in a randomized complete block in each of three
levels of Al saturation, with 92 entries, three replications and two years. A
significant genotype by year by Al saturation level interaction was detected in the
analyses of variance analysis (ANOV). In 2007, the interaction of genotype by Al
saturation level was significant as expected. The experiment was managed with
irrigation to approximate the conditions of post flowering moisture stress normally
encountered in the second crop at the end of the rainy season. In 2008, the
experiment was planted earlier (January) and above average rainfall occurred in
March and April eliminating the post flowering moisture stress. No interaction of
genotype by Al saturation level was observed, most likely influenced by the lack of
any post flowering moisture stress. Significant genetic variability was observed for
all the traits for each level of Al saturation. The average level of productivity for the
Al tolerant recombinant inbreed lines for the Alzgg locus was 900kg ha™ superior
than for the Al susceptible recombinant inbreed lines in the 40% Al saturation
environment in 2007, clearly demonstrating the effect of this allel on grain
productivity. The level of productivity of the Al tolerant recombinant inbreed lines
was superior to the Al susceptible recombinant inbreed lines at all three levels of Al
saturation in both years. The correlation between net seminal root growth in nutrient
solution with 27uM Al and grail yield in the 40% Al saturation in 2007 of 0.44 was
significant. It demonstrates that plant with larger liquid growth of root 5 days 1 in the
level 27uM tends to be more productive.

*Guidance Committee: Dr. Jodo Candido de Souza (Major Professor), Dr. Robert
Eugene Schaffert
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1 INTRODUCAO

A drea cultivada e a produgdo brasileira de sorgo granifero cresceram
substancialmente nos ultimos 30 anos (Coelho et al., 2002). Além de ser uma
alternativa acessivel para o abastecimento das industrias de racdes, o sorgo se
adapta melhor do que a cultura do milho a regides secas e dridas. Entretanto, ndo
se considera o sorgo como concorrente do milho. Ele € visto, principalmente,
como complementacdo para a fabricacdo de ragdes ou como substituicio na
época de pouca oferta do milho. A importancia da cultura do sorgo € maior na
regido Centro-Oeste, sendo cultivado, principalmente, na safrinha, em sucessao
a soja ou, mesmo, ao milho. Esta regido se encontra, predominantemente, em
areas do cerrado, cujas caracteristicas s@o solos 4cidos.

Plantas nao adaptadas, que crescem em solos contendo aluminio trocavel
em niveis toxicos, tém o crescimento do sistema radicular prejudicado, ou
paralisado, uma vez que as raizes se tornam curtas e grossas. As anomalias e 0s
danos causados ao sistema radicular ocasionam explora¢do de menor volume de
solo pelas plantas, resultando em prejuizos na absorcdo de nutrientes e no
aproveitamento da dgua do solo (Malavolta et al., 1997). O sistema radicular
concentrado na camada superficial do solo fica mais exposto a déficits hidricos,
ocorrendo maior estresse da planta, pelo fato de esta sofrer maiores variacdes de
temperatura. Ainda, quando as plantas atingem certo desenvolvimento, elas
podem tombar devido a incidéncia de ventos fortes.

Baligar et al. (1990) observaram diferencas significativas entre
gendtipos de sorgo cultivados em diferentes concentracdes de Al. Todavia, o
pardmetro crescimento de plantas foi negativamente afetado pelo estresse ao Al
O desempenho das cultivares com relagido ao Al em experimentos realizados em

solucdo nutritiva foi semelhante ao observado em campo. Cambraia et al. (1991)
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verificaram que as diferencas maximas entre duas cultivares de sorgo, quanto a
tolerincia ao aluminio, foram observadas com as concentracdes de 0,65 mM de
Ca, 0,60 mM de Mg, 0,14 mM de P, 0,04 mM de Fe-EDTA, pH 3,8 ¢ 2 ppm de
Al. De acordo com estes autores, o crescimento da raiz seminal foi o melhor
parametro para discriminar a tolerdncia ao aluminio, devido a facilidade de
avaliagcdo e a possibilidade de recuperar o material, efetuando transplantio no
solo para trabalhos futuros.

Em funcdo da acelerada expansdo das fronteiras agricolas brasileiras e da
utilizacdo do sorgo na safrinha em sucess@o a soja e o uso cada vez maior de
solos do cerrado, a selecdo de genétipos de sorgo com tolerancia ao aluminio
apresenta-se como alternativa para melhor exploracdo destas dreas. De acordo
com Zeigler et al. (1995), ndo ha dados que indiquem correlacio negativa entre a
tolerncia a solos 4cidos e o desempenho produtivo sob condigdes de solos
férteis.

Estudos realizados por Magalhades et al. (2007), na cultura do sorgo,
identificaram o gene Altgp, que condiciona tolerancia ao Al. Este gene é um
transportador de dcido organico. No caso especifico de sorgo, o 4cido organico
transportado € o citrato. O gene € pertencente a familia Multidrug And Toxic
Compound Extrusion (Mate), tem sua maior expressividade no dpice das raizes
do sorgo, onde hd uma maior concentragdo de dcidos organicos, e atua formando
uma espécie de barreira que impede que o aluminio téxico se associe a planta.
Deste ponto, conseqiientemente, se origina a tolerancia.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de validar o efeito do
gene Altssp na produtividade de linhagens recombinantes endogamicas de sorgo
cultivadas em trés niveis de saturag¢do de aluminio (0%, 20% e 40%), na camada
0-20 cm, num Latossolo Vermelho Escuro e realizar uma correlagdo entre
caracteristicas das linhagens recombinantes endogimicas avaliadas no

experimento de campo e em solugdo nutritiva.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os ensaios para validacio do efeito do gene Altsz que controla a
tolerdncia ao Al em linhagens recombinantes endogdmicas foram realizados no
sitio de fenotipagem para a tolerdncia ao Al da Embrapa Milho e Sorgo,
localizada no municipio de Sete Lagoas, MG, a altitude de 766,73 metros, nas
coordenadas: latitude 19°27°57” e longitude 44°14°49”, nas safras de 2007 e
2008.

2.2 Material Genético

Um conjunto de linhagens recombinantes endogimicas foi desenvolvido
pela Embrapa Milho e Sorgo, com a finalidade de validar o efeito do gene Altsg
que controla tolerancia ao Al. A partir do cruzamento das linhagens BROO7B e
SC283, as quais s@o contrastantes quanto a tolerancia ao Al, sendo a primeira
susceptivel ao Al e a segunda tolerante ao Al, obtiveram-se F; e F,. Nesta
geracdo, selecionaram-se 500 progénies, que foram conduzidas pelo método
SSD até a geracdo F,5 (S7). Destas, 90 progénies de porte entre 90 e 160 cm

foram selecionadas e utilizadas neste trabalho.
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TABELA 1. Caracteristicas das linhagens de sorgo BROO7B (susceptivel) e
SC283 (tolerante) ao Al, utilizadas no estudo da validacdo do
gene Altgg. “Grupos” correspondem as ragas morfoldgicas
(“working groups” segundo Murty et al., 1967).

Linhagens  Outro Nome Identificador Is° Pedigree’ Grupos Sitios de coleta
BROO7B CMSXSI101B - PU932242 - USA
SC283 CMSXS136 IS7173C IS7173CRC4-dwarf Conspicuum Tanzénia
Martin B

" IS corresponde & denominagio do ICRISAT
¢ Caniato et al,. 2007.

2.3 Delineamento experimental e conducio dos experimentos

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, em um
esquema fatorial triplo 92x3x2, sendo 90 linhagens e 2 parentais cultivados em 3
niveis de saturagdo de Al (0%, 20% e 40%), por 2 anos. As parcelas
experimentais foram constituidas por 2 linhas de 5 m, com espacamento entre
plantas de 0,15 m e entre linhas de 0,45 m.

O preparo do solo foi realizado de forma convencional, com uma arago
e duas gradagens, para ambas as safras (2007 e 2008). A adubacio de plantio foi
realizada de acordo com andlise de solo, nas propor¢des de 300 kg de 8-28-16,
para a safra 2007 e 200 kg de 8-28-16. A semeadura foi realizada utilizando-se a
plantadeira manual. Na safra de 2007, os ensaios foram implantados em 12 de
abril, tendo o ensaio do nivel 0% de saturacdo de Al sido implantado,
aproximadamente, 15 dias apds o plantio dos ensaios nos niveis 20% e 40% e na
safra 2008, em 21 de janeiro.

O desbaste foi realizado manualmente 30 dias apds a emergéncia das
plantas. O controle de plantas daninhas foi realizado por meio de capina manual
com enxada e aplicacdo do herbicida Atrazina, deixando as parcelas totalmente
livres de plantas daninhas. A adubacdo de cobertura foi realizada em seguida ao

desbaste, utilizando-se somente uréia.
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A colheita foi realizada manualmente, a medida que as linhagens

atingiram o ponto de colheita, aproximadamente 130 dias ap6s a emergéncia.

2.4 Caracteristicas avaliadas
a) Florescimento
Numero de dias decorridos do plantio até o florescimento de 50% da

plantas da parcela.

b) Altura de plantas
Média da altura de plantas competitivas de cada parcela, medidas (cm),

do nivel do solo até a ponta da panicula.

¢) Produtividade

A produtividade foi obtida por meio do peso de grios da parcela
experimental corrigido para drea de um hectare. A produtividade foi apresentada
em t ha”'. Ainda com esta caracteristica, foi realizada uma correlacio fenotipica
com as caracteristicas avaliadas em solucdo nutritiva com e sem estresse de Al

apresentadas no capitulo 2.

2.5 Analises estatisticas e genéticas
Todas as andlises genético-estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa computacional GENES (Cruz, 2001). Efetuou-se uma andlise de

variancia para cada safra 2007 e 2008, de acordo com o modelo estatistico:

Yi=u+G;+A;+ GA; + B/Aj + ey ;
em que:

Y;: valor observado para a caracteristica obtida no k-ésimo bloco,
avaliada dentro do j-é€simo nivel de Al para i-ésima linhagem:;
w: média geral;
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G;: efeito da i-ésima linhagem, sendo i= 1, 2....,92, considerado fixo;

A;: efeito do j-ésimo nivel de Al, sendo j= 1, 2, 3, considerado fixo;

GAj: efeito da interagdo entre a i-ésima linhagem e o j-ésimo nivel de

saturacdo de Al, considerado fixo;

B/Aj: efeito do k-ésimo bloco dentro do j-ésimo nivel de Al, considerado

aleatorio;

e efeito do erro experimental associado a observacdo de ordem ijk

considerado aleatério.

Na Tabela 2 é apresentado o esquema da andlise de variincia, com as
respectivas esperancas de quadrados médios e teste F.

Em seguida, verificou-se se os quadrados médios dos erros obtidos em
cada safra eram homogéneos, por meio do teste F de Hartley (Snedecor &

Cochran, 1978).

TABELA 2. Esquema da andlise de varidncia com as respectivas fontes de
variacdo variacdo (FV), graus de liberdade (GL), quadrados
médios (QM), esperancas de quadrados médios [E(QM)] e
estatistica F.

FV GL QM E (QM)" F

Blocos/Nivel ab—1) QMB o+g0oy

Nivel (A) a-1 QMA oi+goi+greé, OMA/QMB
RILs (G) g—1 QMG o l+ard, OMG/QMR
GxA (g-Da-1) QMGA ¢ :+rqﬁgc OMGA/QMR
Residuo ag-1b-1) QMR ol

Total bga-1

"a = niimero de niveis de Al; b = niimero de blocos; g = niimero de linhagens
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Em seguida, verificou-se se os quadrados médios dos erros obtidos em
cada safra eram homogéneos, por meio do teste F de Hartley (Snedecor &
Cochran, 1978). Como os erros foram homogéneos, pdde-se realizar a andlise
conjunta, sendo uma andlise em um esquema fatorial triplo, envolvendo os trés
niveis de saturacdo de Al (0%, 20% e 40%), em ambas as safras, 2007 e 2008,
utilizando-se o seguinte modelo estatistico:

Yiu=p+G+A+ L+ GA; + GLy + ALy + GALy + (B/L)Ajin + e )
Em que:

Yi: € a observagdo do i-ésimo tratamento no bloco j e na

repeticdo k;

;€ ada média geral;

G;: efeito da i-ésima linhagem sendo i = 1, 2,..,92 considerado fixo;

A;: efeito do j-ésimo ano sendo j = 1 e 2 considerado aleatdrio;

L. efeito do k-ésimo nivel de Al, sendo k = 1, 2, 3 considerado fixo;

GAj;: efeito da interagdo entre a i-ésima linhagem e o j-ésimo ano,

considerado fixo;

GL;: efeito da interacdo entre a i-ésima linhagem e o k-ésimo nivel de

Al considerado fixo;

ALy efeito da interacdo entre o j-ésimo ano e k-ésimo nivel de Al

considerado fixo;

GALy.: efeito da interagdo entre i-ésima linhagem, j-ésimo ano e o k-

ésimo nivel de Al considerado fixo;

(B/L)Aji: efeito m-ésimo bloco dentro da k-ésimo nivel de Al dentro do

j-ésimo ano considerado fixo

e; i erro experimental.

Na Tabela 3 € apresentado o esquema da andlise de varidncia conjunta,

com as respectivas esperancas de quadrados médios e teste F.
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TABELA 3. Esquema da andlise de varidncia com as respectivas fontes de
variacdo variacdo (FV), graus de liberdade (GL), quadrados
médios (QM), esperangas de quadrados médios [E(QM)], e
estatistica F.

FV GL QM E (QM)Y F
(B/A)/L (- 1)al QMB o + g% ]

Ano (A) a-1 QMA o° + gop t rglo; OMA/QMB
Niveis de Al (L) -1 QML  * +gof + rgdoy +road,  OML/OMAL
Linhagens (G) g1 QMG 0" + rliog, + rald, OMG/QMGA
GxA (g-1)(a-1) QMGA o +rliog, OMGA/QOMR
GxL (g-D(-1) QMGL  o* + rugs trady OMGL/QMGAL
AxL (a-1)(1-1) QMAL  ©° + gopHgdoy OMAL/OMB
GxAxL (g-D@D(-1) QMGAL & + raczy OMGAL/QMR
Residuo (r-1)(g-Dal QMR o*

Total ralg-1

o= PA @ =1/1-1) AL =g/(g-1)

2.5.1 Parametros genéticos e correlacao fenotipica

A partir dos quadrados médios foram estimadas as varidncias fenotipica
(GI,-:) e ambiental (¢3), componente quadritico genotipico ( égg), coeficiente de
determinacdo genotipico (H?), indice de variagio (I,).

a) Variancia fenotipica

M
aZf: QEI:G
b) Componente quadratico genotipico
= QMG-QME
P = o
¢) Variancia ambiental
2 =QMR
d) Coeficiente de determinacao genotipico
2 #s
T QMG ar
e) Indice de Variacdo
I'.,r - CVg
Cls



Foram estimados, também, o coeficiente de correlagdo fenotipica (rr)

das linhagens entre as duas caracteristicas avaliadas, utilizando-se a seguinte

expressao.
B COVyixy)
r = /( 2 2 )
OF x .OF "y
Em que:

COVyy corresponde as covariancias fenotipicas entre os caracteres X € ;
@z, corresponde a varidncia fenotipica do caréter X;
oz, corresponde a varidncia fenotipica do carater Y.

A significancia dos coeficientes de correlacdo fenotipica foi avaliada

pelo teste t, a 1 e 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de variancia conjunta, para ambas as safras, 2007 e
2008, com todas as caracteristicas avaliadas, estd apresentado na Tabela 4.
Houve significincia para a interacdo linhagens x anos x niveis de Al (P<0,01),
para todas as caracteristicas. Devido a esta interacdo, foi realizado o
desdobramento de linhagens x niveis dentro de cada ano (2007 e 2008). Os
dados estao apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Por se tratar de desdobramento, o residuo considerado foi da anéalise
conjunta, mostrado na Tabela 4. Para a safra 2007 (Tabela 5) verificou-se
interacdo linhagens x niveis de Al para todas as caracteristicas avaliadas. No
desdobramento desta interacdo e avaliando-se a resposta das linhagens dentro de
cada nivel de saturacdo de Al, podem-se observar as diferencas significativas

(P<0,01) entre as linhagens, para todas as caracteristicas.

TABELA 4. Resumo da anélise de variancia conjunta para as caracteristicas de
florescimento (dias), altura (cm) e produtividade (t ha'), nas safras
2007 e 2008, obtidas nos experimentos conduzidos no sitio de
fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, MG.
Quadrado Médio

F.V. G.L. Florescimento Altura Produtividade
(B/N)/A 12 23,74 169,4 3,68
Linhagens (G) 91 159,44 4736,97%* 8,86%*
Anos (A) 1 27939,13%* 40792,24%* 547,118%%*
Nivel (N) 2 2728,81N 52786,37" 12,24N8
GxA 91 35,90%* 230,986%* 2,5%:
Gx N 182 8,528 363,13%* 0,997
AxN 2 889,097 5998,55™ 74,5%*
GxAxN 182 10,843 242,54%:% 0,687
Residuo 1092 4,50 168,4 0,5
Média 68,8 dias 130,3 cm 2.6 tha’
C.V. (%) 3,1 10,0 27,8

#* *Significativo a 1% e 5% de probabilidade, pelo teste de F, “Nio
significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade, pelo teste de F e CV(%)
coeficiente de variacao.
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TABELA 5. Resumo da andlise de variancia individual, da safra 2007, para as
caracteristicas de florescimento (dias), altura (cm) e produtividade
(tha™), obtidas no experimento conduzido no sitio de fenotipagem
para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas,

MG.
1° Ano
Quadrado Médio
F.V. G.L. Florescimento Altura Produtividade
Blocos/Nivel 6 18,39 1939,79 2,5
Linhagens (G) 91 158,53 2562,06%* 6,81+
Nivel (N) 2 3366,29%** 38472,51%** 190,94
GxN 182 13,74%* 476,84 1,36%*
G/N 273 62,01%* 1171,92%* 3,18%*

G/Nivel 0 91 39,94 1519,21%** 4,034%*

G/Nivel 20 91 51,27%* 1242,05%* 3,51%*

G/Nivel 40 91 94,81%* 754,49%* 1,99%:*
Residuo* 1092 4,50 168,4 0,5
Média 72,92 dias 130,35 cm 3,13tha’
C.V. (%) 3,29 11,31 273

*Residuo utilizado da andlise conjunta, **Significativo a 1% de probabilidade
pelo teste de F e CV(%) coeficiente de variacdo obtido da andlise individual.

Ja para a safra 2008 (Tabela 6), apenas a caracteristica florescimento
demonstrou interacdo entre linhagens e niveis de saturagdo de Al, cujo
desdobramento mostra variabilidade genética das linhagens para todos os niveis
de saturacdo de Al. As caracteristicas altura e produtividade, nas quais ndo
foram verificadas interacdo linhagens x niveis de Al para esta safra,
demonstraram diferenca entre médias nos niveis de Al, bem como entre as
linhagens.

Os resultados indicam existéncia de variabilidade genética em todos os
niveis de saturacdo de Al, para todas as caracteristicas avaliadas, bem como
respostas diferenciadas entre os niveis de saturacdo de Al, o que jd era esperado.
Isso porque os niveis de Al no solo na camada aravel 0-20 cm sdo diferentes,
sendo que os niveis 20% e 40% causam inibicdo do crescimento radicular,

afetando o desenvolvimento das plantas.
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TABELA 6. Resumo da andlise de variancia individual da safra 2008, para as
caracteristicas de florescimento (dias), altura (cm) e produtividade
(t ha'), obtidos no experimento conduzido no sitio de
fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG.

2° Ano
Quadrado Médio
F.V. G.L. Florescimento Altura Produtividade
Blocos/Nivel 6 29,08 1457,02 4,85
Linhagens (G) 91 36,80 2405,89%* 4,55%%*
Nivel (N) 2 251,60%* 20312,41%* 4,81
GxN 182 5,62%% 128,83 0,30
G/N 273 16,01%** - -

G/Nivel 0 91 16,54%* - -

G/Nivel 20 91 20,85%* - -

G/Nivel 40 91 10,63%** - -
Residuo* 1092 4,50 168.4 0,5
Média 64,7 dias 125,3 cm 2,0tha’
CV (%) 2,7 8,0 26,5

*Residuo utilizado da andlise conjunta, **Significativo a 1% de probabilidade,
pelo teste de F e CV(%) coeficiente de variacdo obtido da andlise individual.

Os dados sobre florescimento médio das linhagens tolerantes e
susceptiveis estdo apresentados na Tabela 7. Nos niveis de saturacido de Al 0%,
20% e 40% nas safras de 2007 e 2008, nota-se que quanto maior o nivel de
saturacdo de Al maior € o nimero de dias para o florescimento em ambas as
safras avaliadas. Isto pode estar relacionado com o efeito do Al no
desenvolvimento das plantas, segundo Jones & Kochian (1995). Também se
pode ser observar que o florescimento da safra 2007 foi tardio, comparado ao da
safra de 2008. Uma possivel causa disso € que o plantio da safra 2007 foi
realizado em 12 de abril e na safra 2008, em 21 de janeiro, ou seja,
aproximadamente trés meses de diferenga, o que fez o ciclo da cultura aumentar

na safra de 2007, devido ao clima frio.
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TABELA 7. Valores maximos, minimos ¢ médios de florescimento (dias) de
linhagens tolerantes e susceptiveis, nos niveis de saturagdo de
aluminio 0%, 20% e 40% nas safras de 2007 e 2008, obtidos no
sitio de fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Florescimento (dias)

1° ano safra 2007 2° ano safra 2008
Linhagens Tolerantes Susceptiveis Tolerantes Susceptiveis
Niveis de Al (%) 0 20 40 O 20 40 O 20 40 O 20 40
Maximo 76 87 8 76 8 89 70 70 71 67 69 72
Minimo 63 67 67 61 67 68 61 61 64 61 61 64
Médio 70 73 76 69 72 77 64 65 65 64 65 66

S6 ndo ocorreu decréscimo no nivel 20% de saturacdo de Al em relagdo
ao nivel 0%, na safra 2007. Isto pode ter ocorrido devido a um estresse hidrico
causado por problemas no sistema de irrigacdo no estigio vegetativo inicial,
tanto para as linhagens tolerantes, bem como as susceptiveis aos Al toxico.

A Tabela 8 é apresentada os valores maximos, minimos e médios de
altura para linhagens tolerantes e susceptiveis ao Al, nos niveis 0%, 20% e 40%
de saturag@o de Al, nas safras de 2007 e 2008. A média do nivel 0% de saturagdo
de Al, para as linhagens tolerantes ao Al na safra de 2007, foi 139 cm, com
valores oscilando entre 188 € 92 cm.

Esses valores foram semelhantes neste mesmo nivel, para a safra de
2008, mostrando, assim, que as linhagens tolerantes tiveram comportamento
semelhante nas duas safras, no nivel 0% de saturacdo de Al. J4 para o nivel 20%
de saturacdo de Al, o mesmo ndo ocorreu. A diferenca no valor médio de altura
para as linhagens tolerantes ao Al entre as duas safras foi de 26 cm. Para o nivel
40% de saturacdo de Al ocorreu uma pequena diferenga de 9 cm. De acordo com
esses resultados, pode-se observar que as linhagens ndo obtiveram

comportamento tdo similar quanto o ocorrido no nivel 0% de saturacao de Al.
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TABELA 8. Valores mdximos, minimos e médios de altura (cm) de linhagens
tolerantes e susceptiveis ao Al, nos niveis de saturacdo de
aluminio 0%, 20% e 40% nas safras de 2007 e 2008, obtidos no
sitio de fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Altura (cm)

1° ano safra 2007 2° ano safra 2008
Linhagens Tolerantes Susceptiveis Tolerantes Susceptiveis
Niveis de Al (%, 0 20 40 0 20 40 0 20 40 O 20 40
Maiximo 188 201 128 192 188 158 188 185 178 182 168 140
Minimo 92 103 95 103 105 67 93 95 92 110 100 93
Médio 139 146 126 139 145 117 133 120 117 132 126 115

Observando-se os valores médios de acordo com o aumento do nivel de

saturacdo de Al, pode-se notar que os valores médios vao decrescendo de acordo

com o aumento do nivel de saturacdo de Al. Segundo Kochian (1995), a

toxidade do Al causa restricdo no crescimento radicular das plantas, inibindo o

crescimento delas plantas, além de afetar a absorcao de outros nutrientes.

Para as duas safras, as linhagens susceptiveis obtiveram valores médios

semelhantes, ou seja, obtiveram porte similar, nos trés niveis de Al avaliados.A

producdo média de linhagens tolerantes e susceptiveis ao Al nos niveis 0%, 20%

e 40% de saturacdo de Al, nas safras de 2007 e 2008, estd apresentada na Tabela

9.
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TABELA 9. Valores mdximos, minimos e médios de produtividade (t ha') de
linhagens tolerantes e susceptiveis ao Al nos niveis de saturagdo
de aluminio 0%, 20% e 40% nas safras de 2007 e 2008, obtidos
no sitio de fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Produtividade t ha™
1° ano safra 2007 2° ano safra 2008
Linhagens Tolerantes Susceptiveis Tolerantes Susceptiveis

Niveis (%) 0 20 40 0 20 40 0 20 40 0 20 40
Miximo 62 6,7 40 54 65 31 40 32 35 40 37 38
Minimo 0,8 1,7 1,0 3 1,1 09 04 05 05 05 03 04

Médio 32 40 2,7 29 37 18 22 21 19 20 20 18

No nivel 0% de saturagdo de Al, as linhagens tolerantes, ou seja, que
possuem o gene Alfgz obtiveram uma producio média de 3,2 t ha™', na safra de
2007, com oscilacdes entre 6,2 e 0,8 t ha'. Ja para a safra de 2008, a
produtividade foi de 2,2 t ha, no nivel 0% com valores entre 4,0 ¢ 0,4 t ha™'. A
diferenca de produtividade entre as linhagens tolerantes, no nivel 0% de
saturacdo de Al, é comum, pois, como as mesmas foram obtidas do cruzamento
de BROO7B (susceptivel) x SC283 (tolerante), linhagens contrastantes para a
tolerancia ao Al. Sugere-se que elas tenham variabilidade no nivel 0% de
saturacdo de Al, que tenham valores de produtividade diferentes, devido as
diferengas no crescimento do sistema radicular das plantas. Isso porque BROO7B
tem crescimento de raiz muito mais rdpido em relagdo a SC283, que cresce mais
lentamente.

No nivel 20% de saturagdo de Al, os valores médios foram 4,0 t ha™ para
2007 e 2.1 t ha! para 2008. Esses valores foram similares aos obtidos no nivel
0% de saturagdo de Al. O que pode estar relacionado a presenca do gene Alfgp
nas linhagens tolerantes e fazendo com que ndo ocorresse quedas bruscas na
produtividade, mesmo com a presenca de Al téxico no solo cultivado. Quando

se compara este nivel 20% com 0% de saturagdo de Al, na safra de 2007, pode-
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se observar que a média de produtividade do nivel 20% ¢é maior do que a média
de 0% de saturacdo de Al. Isto parece ter sido causado por um estresse hidrico
ocorrido em uma fase de crescimento vegetativo inicial, devido ao atraso do
plantio, no nivel 0% de saturacdo de aluminio.

O valor de produtividade média de linhagens tolerantes ao Al no nivel
40% foi 2,7 t ha' com valores oscilando entre 1,0 e 4,0 t ha', na safra de 2007 e
um valor médio de 1,9 t ha, na safra de 2008, com oscilagdes de 0,5a 3,5t ha™.

Comparando-se a produtividade de linhagens tolerantes com
susceptiveis, € possivel observar que, em todos os niveis de saturacdo de Al, as
linhagens tolerantes obtiveram valores médios de produtividade superiores as
linhagens susceptiveis; para os niveis 0% e 20%, a vantagem foi de 300 kg ha™,
na safra de 2007. J4 para a safra de 2008, a vantagem foi, apenas, de 200 kg ha™,
no nivel 0% de Al, e 100 kg ha™, nos niveis 20% e 40% de saturacio de Al. Vale
ressaltar que, em 2008, o volume de chuva foi muito maior nos meses de marg¢o
e abril, acima do normal e fugindo das condicdes climdticas que ocorrem no
periodo de safrinha.

A maior diferenca de produtividade entre linhagens tolerantes e
susceptiveis foi no nivel 40% de saturacdo de Al, na safra 2007 em que as
linhagens tolerantes produziram 900 kg ha” a mais em relagdio as susceptiveis.
Estes resultados podem confirmar o vantajoso efeito do gene Altsg na
produtividade de sorgo.

Na Tabela 10 sdo apresentadas as estimativas de alguns paridmetros

genéticos importantes na inferéncia sobre possiveis estratégias de selecao.
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TABELA 10. Estimativas de varidncia fenotipica (57, componente quadritico
genotipico (égg), varidncia ambiental (&7,), coeficiente de
determinagio genotipico (H?), coeficiente de variacdo genético
(CVy) e indice de variagdo (I,) das caracteristicas avaliadas
florescimento, altura e produtividade, obtidas nas safras 2007 e
2008, no sitio de fenotipagem da Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, MG.
Safra 2007 Safra 2008
Florescimento Altura Produtividade Florescimento Altura Produtividade
5 17,61 284,67 0,75 4,08 267,32 0,50
312 16,97 258,65 0,67 3,73 255,93 0,47
5. 5,788 234,20 0,73 321 102,51 0,27
H2* 96,34 90,85 89,22 91,26 95,73 93,88
CV,* 5,64 11,88 26,18 2,98 12,75 34,66
I, 1,71 1,05 0,95 1,07 1,58 1,30

*Dados obtidos em porcentagem.

Observa-se que o componente quadrdtico genotipico (&,) superou a
varidncia ambiental (#%,), demonstrando, assim, ser o principal componente da
variancia fenotipica (#%), para todas as caracteristicas avaliadas com exce¢io da
caracteristica produtividade na safra 2007, onde a variancia ambiental (&%) foi
superior a componente quadritico genotipico (&,). Ainda para tais
caracteristicas, os valores de H> foram superiores a 89% e os indices de
variagdes superiores a unidade, com excecdo de produtividade na safra 2007,
indicando a possibilidade de ganhos genéticos utilizando-se métodos simples de
selecao.

Correlagdes entre caracteres sao de grande importancia nos trabalhos de
melhoramento, principalmente se a selecio em um deles apresenta dificuldades,
em razdo da baixa herdabilidade, e, ou, tenha problemas de medi¢do e
identificacdo (Cruz & Regazzi, 2004). As correlagdes entre as caracteristicas
mensuradas no experimento realizado em solucdo nutritiva (dados apresentados
no capitulo 2) e aquelas mensuradas no experimento de campo (discutidas no

presente capitulo) sdo apresentadas na Tabela 11.
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TABELA 11. Estimativas do coeficiente de correlacdo fenotipica (r) entre
niveis de saturacdo de Al (%), crescimento liquido de raiz
(CLR) 5 dias com e sem Al, crescimento relativo raiz seminal
(CRRYS), e crescimento relativo raiz seminal (CRRS) relativo a
zero e produtividade nos niveis de saturacdo de Al 0%, 20% e
40% nas safras 2007 e 2008, obtidas na cdmara de crescimento e
no sitio de fenotipagem para tolerancia ao Al da Embrapa Milho
e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Produtividade t ha™'
Safra 2007 Safra 2008
Niveis de Saturacio de Al (%) 0 20 40 1] 20 40
CLR 5 Dias sem Al 0,366%* 0,308** 0,093% 0,06 0,079 -0,031™
CRRS 0,396%* 0,345%% 0,149% 00358 0,074 -0,091™
CLR 5 Dias com Al -0,155™  -0,032™ 0,440+ -0,685™ -0,054™ 0,118™
CRRS -0,228% -0,081N 0,390** -0,048™ -0,044™ 0,106™
CRRS Relativo a Zero -0,403** -0259* 0,172 0,073 -0,002™ 0,101

** *: Significativo a 1% e 5% de probabilidade, pelo teste t.

No ano 2008 pode-se observar que nao houve a ocorréncia de nenhuma
correlagdo significativa entre as caracteristicas avaliadas. Isso pode ter ocorrido
devido a um maior volume de chuva, nos meses de marco e abril fugindo das
condicdes climdticas que ocorrem na safrinha. Porém, na safra 2007, foi obtida
correlagdo significativa para algumas caracteristicas. A discrepancia dos
resultados pode ter ocorrido devido a problemas experimentais em 2008, quando
ocorreram sintomas em todas as parcelas de deficiéncia de nitrogénio e as
chuvas ocorreram com maior intensidade, comparado ao ano 2007, ndo
estabelecendo, assim, condi¢des climdticas de safrinha como o ano 2007
estabeleceu.

Um resultado que consta da Tabela 11 e que chama a atencdo € a
correlacdo significativa entre as caracteristicas crescimento liquido de raiz
(CLR) 5 dias com Al no nivel 27uM e produtividade de grios no nivel 40% de
saturacdo de Al na safra 2007, cuja magnitude foi de 0,44. Isso demonstra que
plantulas com maiores crescimentos liquidos (CLR) 5 dias no nivel 27uM de Al

tendem a ser mais produtivas. Ainda sugere-se a realizacio de novos
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experimentos, no intuito de tentar validar a utilizacdo da caracteristica
crescimento liquido de raiz (CLR) 5 dias com Al no nivel 27uM para ser
utilizada em sele¢do indireta, visando aumento de produtividade, pois tal
caracteristica demonstrou elevado valor de H®. A selecdo indireta deve ser
realizada apenas quando o nimero de materiais a serem avaliados no campo for
muito grande, ndo havendo 4rea adequada disponivel e ainda uma
desuniformidade de materiais etc.

Ainda na Tabela 11, foram obtidas correlagdes significativas entre
crescimento liquido de raiz (CLR) 5 dias em solu¢@o nutritiva completa, ou seja,
sem o estresse de Al e crescimento relativo de raiz seminal (CRRS) com
produtividade de grios nos niveis 0% e 20% saturacdo de Al avaliados em
campo. Isso mostra forte indicacdo que essas caracteristicas podem ser utilizadas
em programas de melhoramento, explicando 10% a 15% de produtividade de

graos sem estresse de Al.
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4 CONCLUSAO

A validacdo no efeito do gene Altsp foi obtida no ano 2007, pois, de
acordo com as médias de produtividade de linhagens tolerantes apresentadas, as
mesmas foram superiores as linhagens susceptiveis. Ainda, foram obtidas
correlagdes significativas entre linhagens cultivadas no campo em trés niveis de
saturacdo de Al e linhagens cultivadas em solug@o nutritiva com e sem estresse
de Al, confirmando, assim, o efeito do gene Alfgp.

O ano 2008 foi um ano atipico, nao representando as condi¢des usuais de
safrinha.

De acordo com os resultados apresentados, sugere-se que sejam
realizados, posteriormente, novos experimentos, para que a validagcdo possa ser

realizada com sucesso.
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