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Resumo

A toxicidade do aluminio (Al) é um fator limitante para a producéo agricola em solos
acidos. Sob essa condicéo, a forma rizotéxica do Al, Al**, é solubilizada no solo e inibe o
crescimento radicular, reduzindo a absorcdo de &gua e de nutrientes. Um importante
mecanismo de tolerancia ao Al em plantas € baseado na liberacdo de &cidos organicos (ex:

I**. Genes

citrato e malato) pelo apice radicular, que formam complexos nédo téxicos com o A
responséaveis pela tolerancia ao Al foram identificados e caracterizados, como é o caso do
gene SbMATE, o principal gene de tolerancia ao Al de sorgo, que codifica um transportador
de citrato ativado por Al, e do ZmMATE1, o homologo funcional do SbMATE em milho.
Considerando que a expressdo heter6loga do SOMATE aumentou a tolerancia ao Al em
Arabidopsis e cevada, linhagens transgénicas de milho expressando o gene SbMATE foram
geradas. Os eventos transgénicos de milho foram originalmente obtidos no hibrido
temperado Hi I, sendo posteriormente introgredido na linhagem L3, pertencente ao
programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a tolerancia ao Al, o padréo de expressao do transgene e as caracteristicas morfolégicas do
sistema radicular de linhagens e hibridos de milho expressando o gene SbMATE sob
controle do promotor da ubiquitina. As linhagens L3 transgénicas apresentaram niveis
elevados de expressédo do gene SbMATE, que foi induzido apds 24 horas de exposi¢cdo ao
Al nas raizes e nos apices radiculares. Quando comparada com a L3 convencional, a
linhagem transgénica aumentou significativamente a tolerancia ao Al em solugéo nutritiva e
apresentou raizes mais desenvolvidas na camada subsuperfical de solo com 15% de
saturagdo de Al. Os hibridos de milho contendo um alelo do transgene SbMATE, isto é, em
heterozigose, foram mais tolerantes que os hibridos ndo-transgénicos e que a média das
respectivas linhagens parentais. No entanto, os hibridos foram menos tolerantes ao Al que a
linhagem parental transgénica, indicando um efeito parcialmente dominante do transgene. O
padrdo de expressdo do transgene nos hibridos foi semelhante ao das linhagens, para
grande parte dos gendtipos testados, sugerindo que a expressdo do transgene nao foi
influenciada pela dosagem dos seus alelos. Adicionalmente, a presenca do transgene
SbMATE parece nao afetar de forma negativa a expressdo do gene ZmMATEL, nem alterar
a morfologia radicular em solucdo nutritiva. Assim, esses resultados indicam que a
transgenia utilizando o SbMATE pode ser uma alternativa vidvel para aumentar a tolerancia
ao Al em milho e em outras espécies cultivadas, abrindo novos caminhos para garantir a

estabilidade da producgéo agricola em solos &acidos.



Abstract

Aluminum (Al) toxicity is a limiting factor for crop production on acid soils. Under these
conditions, the rhizotoxic form of Al, AI**, is solubilized into the soil solution inhibiting root
growth, thus reducing water and nutrient uptake. An important mechanism of Al tolerance in
plants is based on the release of organic acids (e.g. malate and citrate) by the root apex,
which forms non-toxic complexes with AI**. Genes responsible for Al tolerance have been
identified and characterized, such as SbMATE, a major Al tolerance gene in sorghum that
encodes an Al-activated citrate transporter, and ZmMATEL, the functional homolog of
SbMATE in maize. Considering that heterologous expression of SbMATE increased Al
tolerance in Arabidopsis and barley, transgenic maize lines expressing SbMATE were
generated. The transgenic events were generated using the temperate hybrid Hi Il, and
introgressed into L3, a maize line belonging to the Embrapa Maize and Sorghum breeding
program. The objective of this study was to evaluate Al tolerance, transgene expression and
root morphology of transgenic inbred lines and hybrids expressing SbMATE controlled by the
ubiquitin promoter. The transgenic L3 showed high expression levels of SbMATE gene,
which was induced after 24 hours of Al treatment in roots and root apices. Compared with
the non-transgenic line, Al tolerance assessed in hydroponics was also enhanced in the
transgenic L3, which had more profused root development in the sub-superficial soil layer
with 15% of Al saturation. The maize hybrids containing one allele of SOMATE were more
tolerant than the non-transgenic hybrids and their Al tolerance exceeded the midparent
mean. However, the hybrids were less Al tolerant than the parental transgenic line, indicating
a partially dominant effect of the transgene. For most of the genotypes, SOMATE expression
in the hybrids was similar to the lines, suggesting that transgene expression was not
influenced by its allelic dosage. Additionally, the presence of the heterologous SbMATE
transgene does not seem to reduce the expression of ZmMATE1L, or to change the root
morphology in hydroponics. Thus, our current results indicate that transgenic technology
using SbMATE can be a used to improve Al tolerance in maize and in other crops, opening

new avenues to guarantee yield stability on acid sails.



1 - Introducéo

O milho (Zea mays L.) é uma cultura mundialmente cultivada, utilizada
principalmente para alimentagdo animal e humana. Atualmente, o Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de milho, com uma producdo em torno de 78.000 toneladas em 2014,
sendo superado pelos Estados Unidos e China (CONAB, 2014).

Os solos acidos estao presentes em quase 50% das terras cultivaveis do mundo e
apresentam grandes entraves a producdo de alimentos. Esses solos se caracterizam pela
alta toxidez de aluminio (Al) e baixa teores de fésforo (P), macronutriente de grande
importancia para o desenvolvimento das plantas (von Uexkull e Mutert, 1995). Nesse tipo de

solo, o pH esté abaixo de 5,0 e 0 aluminio encontra-se na forma soluvel Al

, que é a forma
fitotoxica. Esse Al toxico inibe o crescimento radicular e restringe a capacidade da planta em
absorver agua e nutrientes (Kochian et al.,, 2004), o que acarreta na diminuicdo da
produtividade das culturas.

A aplicacdo do calcério é frequentemente utilizada para aumentar o pH dos solos
acidos, visando neutralizar a toxidez do Al sollvel, sem atingir as camadas subsuperficiais.
Adicionalmente, o uso intensivo de adubacdo fosfatada € necessario para a obtencdo de
altos niveis de produtividade, aumentando significativamente os custos da producdo. Assim,
além do manejo fitotécnico das culturas, uma alternativa para elevar a produtividade agricola
em solos acidos seria o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao Al e eficientes no uso
de P, por meio do melhoramento convencional ou da transgenia.

O principal mecanismo fisioloégico de tolerancia ao Al em plantas envolve a ativacao
de transportadores de membrana, responsaveis pela exsudacdo de acidos organicos no
apice radicular, o sitio primario da fitotoxidez do Al (Ryan et al, 2011). Esses &cidos
organicos liberados pela raiz quelam o Al toxico e formam complexos estaveis e ndo-téxicos,
evitando a absor¢cdo do mesmo pela raiz. Em sorgo, foi identificado o gene SbMATE, que
codifica um transportador de citrato ativado por Al, responsavel pela exsudacao de citrato, e
pela tolerdncia ao Al nessa espécie. A expressdo heter6loga desse gene aumentou a
tolerancia ao Al em Arabidopsis (Magalhdes et al., 2007) e cevada (Zhou et al., 2014), sendo
estratégico explorar o0 uso desse gene para aumentar a tolerancia ao Al em outras culturas

como o milho.

2 — Revisao Bibliografica
2.1 - Solos acidos

O pH do solo é uma caracteristica relevante para a producdo agricola. Além de
algumas plantas serem sensiveis ao pH alto ou baixo, o pH influencia na disponibilidade de
nutrientes, na toxicidade dos minerais e na microbiota presente no solo (Fierer e Jackson,
2006; Osborne et al., 2011).
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Os solos acidos (pH < 5,0) compreendem aproximadamente 30% da &rea total da
terra, das quais 50% sao potencialmente araveis (von Uexkull e Mutert, 1995). No Brasil,
estes solos sdo predominantes na regido de Cerrado, que compreende um quarto do
territdrio nacional e concentra-se nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Piaui e Tocantins (Ferreira et al., 2006). Além da acidez natural desses solos,
eles também se caracterizam pela baixa fertilidade, geralmente ocasionada pela deficiéncia
de fésforo, calcio, magnésio e potassio, combinada com a toxicidade de outros elementos
como o aluminio (von Uexkull e Mutert, 1995).

Em valores de pH neutro, o Al presente no solo encontra-se predominantemente na
forma n&o téxica Al(OH)s. Entretanto, sob condicdes de acidez, o Al ocorre como Al(OH),",
Al(OH)?* e Al(H,0)s*", sendo este dltimo também denominado AI**, que constitui a sua forma
mais fitotéxica (Kinraide, 1991). Potencialmente, a toxidade ao Al pode resultar em
complexa interacdo do Al com o apoplasto (parede celular), membrana plasmatica e alvos
no simplasto (citosol) (Kochian et al, 2005).

Enquanto alguns sintomas e respostas ao Al toxico sdo detectados ap6s segundos
ou minutos de exposicdo ao Al, outros sdo perceptiveis depois de horas ou dias de
exposicdo. O sintoma primario da toxidade ao Al é a rapida inibicdo do crescimento
radicular, restringindo a absor¢cdo de agua e nutrientes que, consequentemente, acarreta na

diminuicdo da produtividade das culturas (Kochian et al., 1995; 2004).

2.2 — Mecanismos fisioldgicos da tolerancia ao Al téxico
Os mecanismos de tolerancia ao Al sdo divididos em duas classes: aqueles que

1>

impedem o AI*" de atravessar a membrana plasmatica e penetrar no simplasto (mecanismos

de exclus&o ou apoplasticos) e aqueles em que o APP*

penetra nas células e é imobilizado,
compartimentalizado ou destoxificado no citosol (mecanismos de tolerancia interna ou
simplasticos). Dependendo da espécie, esses dois mecanismos podem operar sozinhos ou
de forma combinada, modulando os niveis de tolerancia a toxidez de Al (Ryan et al., 2011).

O mecanismo de exclusdo é atualmente o mais estudado e bem documentado
mecanismo de tolerancia ao Al (Delhaize et al., 1993 a, b; Delhaize et al., 2007; Delhaize e
Ryan, 1995; Kinraide et al., 2005; Kochian et al., 2004; Ryan et al., 2001). Esse tipo de
mecanismo inclui as modificacdes de pH da rizosfera e a exsudagcdo de agentes quelantes
pelas raizes, predominantemente, os acidos organicos. Os acidos organicos liberados pelas
células radiculares quelam o Al toxico presente na rizosfera e formam complexos estaveis e
néo-téxicos, evitando a absor¢do do mesmo pela raiz (Kinraide et al., 2005).

Embora os gendtipos tolerantes ao Al de muitas espécies compartilhem do
mecanismo de exclusdo, existem algumas diferencas espécie-especifica em reposta ao

estresse causado pelo Al. Em trigo, por exemplo, a exsudacado de malato é responsavel pela
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exclusdo do Al (Delhaize et al., 1993 a, b; Ryan et al., 1995). J& outras espécies, incluindo o
milho (Pellet et al., 1995), sorgo (Magalhdes, 2002), aveia (Zheng et al., 1998), soja (Silva et
al., 2001; Yang et al., 2000) e rabanete (Zheng et al., 1998), exsudam citrato, enquanto que
0 trigo sarraceno e o inhame utilizam a liberacéo de oxalato pelas raizes. Algumas espécies,
tais como centeio e Arabdopsis, exsudam citrato e malato (Li et al., 2000; Liu et al., 2009).

O citrato € um &cido organico que apresenta trés grupos carboxila, quelando de
forma mais eficiente o AI** em comparacdo com o malato, que possui apenas dois grupos
carboxila. Assim, o citrato é mais eficiente na destoxificagdo do Al em relacdo ao malato
(Kochian et al., 2004). O efluxo de acidos organicos €, em grande parte, restrito aos apices
radiculares e em quase todos 0s casos ndo ocorre de forma constitutiva, mas € ativado apos
a exposicdo ao AI**. Esse mecanismo tem sido relatado para um grande nimero de
espécies monocotileddneas e dicotiledéneas (Kochian et al., 2004).

No mecanismo de tolerancia interna, algumas espécies podem absorver e
armazenar o AP** nas suas folhas em concentragbes superiores a 3000 mg/kg. Algumas
dessas espécies incluem Camellia sinensis (Morita et al.,, 2004), Hydrangea macrophylla
(Ma et al., 1997) e trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) (Ma et al., 1998; Ma e Hiradate,
2000). A maior parte do Al em C. sinensis fica armazenado no apoplasto (Tolra et al., 2011),
enquanto que em H. macrophylla e trigo sarraceno o Al fica no vacuolo ligado a citrato e
oxalato, respectivamente (Takeda et al., 1985).

2.3 — Genética da tolerancia ao Al

O primeiro gene identificado em planta capaz de explicar a variagcao fenotipica da
toleréncia ao Al foi o TaALMT1 de trigo (Triticum aestivum). Esse gene pertence a familia
génica ALMT (aluminum-activated malate transporter) e codifica um transportador de malato
ativado por Al, responsavel pela exsudacdo de malato no &pice radicular (Sasaki et al.,
2004; Zhang et al.,, 2008). O TaALMT1 esta presente no loco Altgy, 0 principal loco de
tolerancia ao Al em trigo, responsavel por quase 85% da variacdo fenotipica da tolerancia ao
Al em uma populacdo de mapeamento (Riede e Anderson, 1996).

J& em sorgo, a toleréncia ao Al é controlada em grande parte pelo loco Altsg, que foi
mapeado no cromossomo 3 e explica aproximadamente 80% da variagdo fenotipica da
caracteristica em uma populacdo de mapeamento (Magalhdes et al.,, 2004). O gene
responsavel por esse loco foi caracterizado como SbMATE, membro da familia génica
MATE (multidrug and toxic compound exudation) e codifica um transportador de citrato
ativado por Al, que media a exsudacdo de citrato principalmente no apice radicular de
gendtipos tolerantes de sorgo (Magalhées et al., 2007).

A partir da identificacdo desses genes associados com a tolerancia ao Al, homdélogos

funcionais das familias génicas ALMT1 e MATE tém sido identificados em outras espécies,
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incluindo Arabidopsis (Hoekenga et al., 2006; Liu et al., 2009), centeio (Collins et al., 2008;
Yokosho et al., 2010), trigo (Ryan et al., 2009), cevada (Zhou et al., 2014), Brassica napus
(Ligaba et al., 2006) e milho (Maron et al., 2010).

Enquanto a tolerancia ao Al em trigo e sorgo € controlada por um loco genético de
efeito maior, em outras espécies essa caracteristica € de heranga complexa, envolvendo
multiplos genes e mecanismos. Em milho, os estudos de mapeamento de QTL relataram de
duas a seis regibes gendmicas relacionadas com a tolerancia ao Al (Sibov et al., 1999;
Ninamango-Cardenas et al., 2003; Conceicao et al., 2009). Um homélogo do gene SbMATE
foi mapeado no cromossomo 6 de milho e identificado como ZMMATEL, sendo co-localizado
com um QTL explicando aproximadamente 16% da tolerancia ao Al (Maron et al., 2010). O
ZMMATEL é preferencialmente expresso no apice radicular, sendo consideravelmente maior
nos genotipos tolerantes ao Al em relagdo aos sensiveis. Sua expressdo € regulada
positivamente na presenca de Al e estd diretamente relacionada com o aumento na
exsudacdo de citrato. A expressdo desse gene em plantas transgénicas de Arabidopsis
conferiu um aumento significativo na tolerancia ao Al e na exsudacao de citrato (Maron et
al., 2010). Recentemente, trés copias em tandem do ZmMATE1, presentes na linhagem
Cateto Al237, foram associadas com a superioridade na expressdo desse gene e na
tolerancia ao Al (Maron et al.,, 2013). Além disso, foi demonstrado que a triplicata do
ZMMATEL é uma variacao rara em milho, tendo um papel primordial na sua adaptacdo aos
solos acidos (Maron et al., 2013). A introgressao da regido genébmica contendo o ZmMATE1
por meio do retrocruzamento assistido, aumentou significativamente a tolerancia ao Al em

linhagens semi-isogénicas de milho (Guimaraes et al., 2014).

2.4 — Utilizac&o da transgenia para aumentar a tolerancia ao Al em plantas
Considerando o papel dos &cidos organicos no aumento da tolerancia ao Al em
plantas, duas abordagens foram testadas via transgenia: aumento da sintese interna dos
acidos orgénicos e do seu transporte por meio da membrana plasméatica. O primeiro estudo
reportou que plantas de tabaco transformadas com o gene da citrato sintase de
Pseudomonas aeruginosa tiveram um aumento no efluxo de citrato e na tolerancia ao Al
(Fuente et al., 1997). A partir desse estudo, varios trabalhos demonstraram o aumento da
tolerdncia ao Al com o uso desse mesmo gene em Arabidopsis (Koyama et al., 2000),
Brassica napus (Anoop et al., 2003) e alfafa (Barone et al., 2008). No entanto, Delhaize et al.
(2001) ndo foram capazes de repetir o resultado positivo em tabaco obtido por Fuente et al.
(1997). Mesmo quando os resultados foram positivos, 0s ganhos na tolerancia ao Al em
plantas transformadas com genes envolvidos na sintese de &acidos organicos foram

relativamente modestos.
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A expressao heteréloga do gene TaALMTL1 de trigo foi efetiva em aumentar o efluxo
de malato na raiz e a tolerancia ao Al em plantas transgénicas de cevada (Delhaize et al.,
2004), trigo (Pereira et al., 2010) e Arabidopsis (Ryan et al., 2011). Essas plantas mostraram
aumento no crescimento relativo da raiz de 20, oito e quatro vezes, respectivamente. A
Unica excec¢do foi em arroz, onde houve o efluxo de malato, mas ndo o aumento da
tolerancia ao Al (Sasaki et al., 2004). A incapacidade desse gene em aumentar a tolerancia
ao Al, neste caso, foi atribuida ao elevado nivel endégeno de tolerancia presente em arroz.

Apesar da tolerancia ao Al em cevada ser baseada no efluxo de citrato nas raizes,
mediada pelo transportador HVAACT, plantas transgénicas que expressam o0 gene
TaALMT1 também exsudam malato, indicando que a cevada é capaz de sintetizar e libertar
malato por meio de uma via de transporte que ja esta presente (Delhaize et al., 2004). Isso
mostra que o transporte de acidos organicos através da membrana plasmatica é uma etapa
fundamental na tolerancia ao Al em plantas, até mais do que a sintese dos mesmos.

O gene SbMATE por sua vez, também aumentou a tolerancia ao Al em plantas
transgénicas de Arabidopsis (Magalhaes et al., 2007) e de cevada (Zhou et al., 2014) em
relagdo as plantas ndo transgénicas. Em ambos os casos, a toler&ncia ao Al aumentou

proporcionalmente com a expresséo do gene SbMATE e com a exsudacao de citrato.

2.5 — Plantas transgénicas de milho expressando o gene SbMATE

Eventos de milho expressando o gene SbMATE foram gerados na Embrapa Milho e
Sorgo. O gendtipo utilizado foi o hibrido de milho Hi Il, que foi transformado por
Agrobacterium tumefaciens com a construgdo génica contendo o gene SbMATE sob o
controle do promotor constitutivo da ubiquitina de milho e do terminador NOS
(Ubiquitina::SbMATE::NOS) (Pbssa, 2010). Os eventos TO contendo o gene SbMATE foram
autofecundados, gerando as sementes T1, que foram selecionadas em funcdo dos altos
niveis de tolerancia ao Al em solucdo nutritiva e da expressao do transgene (Pdssa, 2010).
A estimativa do numero de inser¢cbes do transgene foi feita por PCR quantitativo e foi
confirmada que as plantas transgénicas selecionadas apresentaram apenas uma copia do
gene inserida em seu genoma (Barros et al., 2011).

Os eventos transgénicos de milho sdo normalmente gerados no hibrido Hi Il, que tem
uma excelente capacidade para regeneragdo de calos fridveis em cultura de tecidos
(Armstrong et al., 1991). Entretanto, Hi Il € um hibrido temperado e para uma validacdo dos
transgénicos em condi¢cdes de campo, seria desejavel que o transgene fosse avaliado em
linhagens tropicais. Para isso, a Embrapa Milho e Sorgo conduziu experimentos para a
introgressdo do transgene em uma linhagem elite do programa de melhoramento,
denominada L3. O transgene foi introgredido por ciclos de retrocruzamento assistido por

marcadores moleculares, visando acelerar a recuperacao do genoma recorrente.
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2.6 — Aquisicao e uso eficiente do fésforo

O fosforo (P) € um dos nutrientes mais importantes para o crescimento e
desenvolvimentos das plantas, sendo o segundo mais limitante para a produgédo de gréos,
depois do nitrogénio (Amtmann et al., 2005; Vance e Chiou, 2011). Em solos tropicais, a
concentracdo de P é frequentemente baixa e sua disponibilidade é limitada porque forma
complexos insollveis com cations, particularmente com o aluminio e o ferro (Marschner,
1995). A aplicacdo de fertilizantes fosfatados é a pratica agrondmica recomendada para
aumentar a disponibilidade de P no solo e garantir a producéo agricola, pratica que onera 0s
custos da producéo.

A eficiéncia na utilizacdo de P pelas plantas é uma caracteristica complexa e ainda
pouco conhecida, podendo ser dividida em dois componentes: a aquisicdo de P e a
eficiéncia na utilizagcdo interna do P. Em milho, a eficiéncia no uso de P em condicdes de
campo esta mais associada com a capacidade da planta em adquirir P do solo do que com a
sua capacidade em utilizar mais eficientemente o P no interior da planta (Parentoni e Souza,
2008). Dentre os mecanismos associados com a eficiéncia na aquisicdo de P podemos citar
mudancgas na morfologia e arquitetura da raiz, associacdo entre as raizes das plantas e
microorganismos (ex: micorrizas e bactérias), mobilizacdo do P via exsudacdo de acidos
organicos e outros compostos organicos de baixo peso molecular na rizosfera (Baligar e
Fageria, 1997; Lynch, 2011).

As modificacdes na morfologia do sistema radicular sdo particularmente importantes
para a eficiéncia na aquisicdo de P em plantas devido a baixa mobilidade do P no solo (Zhu
et al., 2005). Como estratégia para aumentar a aquisicdo de P, as plantas eficientes tendem
a ter maior relacdo entre massa seca da raiz e da parte aérea e maior comprimento de raiz,
além de raizes mais finas, obtendo assim uma maior area superficial do sistema radicular
(Marschener, 1995; Zhu et al., 2006). Como resposta adaptativa, a morfologia do sistema
radicular alterada aumenta a aquisicdo de P com um custo metabdlico minimo (Lynch e
Brown, 2001; Lynch e Ho, 2005; Lynch, 2011). Nesse sentido, o desenvolvimento de
cultivares mais adaptadas as condi¢cdes de deficiéncia nutricional e/ou que utilizem o
fertilizante aplicado de forma mais eficiente tem recebido atencdo nos programas de
melhoramento em regides tropicais, sendo outra importante estratégia para aumentar a

producao agricola em solos &cidos.

3 — Objetivos
3.1 — Objetivo Geral
Realizar a caracterizagdo genética e morfo-fisiologica de linhagens e hibridos

transgénicos de milho expressando o gene SbMATE de sorgo.
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3.2 — Objetivos especificos

e Caracterizar linhagens e hibridos transgénicos de milho quanto a tolerancia ao Al em
solugdo nutritiva,;

e Avaliar o padréo de expressdo dos genes SbPMATE e ZmMATE1 em linhagens e
hibridos transgénicos e semi-isogénicos de milho;

¢ Avaliar o modo de ac¢do do transgene SbMATE em linhagens e hibridos transgénicos
de milho;

e Analisar caracteristicas morfolégicas do sistema radicular de linhagens e hibridos

transgénicos e semi-isogénicos de milho em solucao nutritiva e em rizobox.

4 — Material e Métodos
4.1 — Material genético

Foram usadas linhagens previamente caracterizadas para a tolerancia ao Al e
utilizadas como parentais de linhagens semi-isogénicas e transgénicas: Cateto Al237
(tolerante), L3 (média tolerancia) e L53 (sensivel) (Maron et al.,, 2013; Guimaraes et al.,
2014). Duas linhagens semi-isogénicas (NILs) possuindo o background genético da
linhagem L53 e a regido do qALT6 derivada do Cateto Al237, QTL que contém o gene
ZmMATEL que confere tolerancia ao Al (Guimarées et al., 2014). Essas NILs foram geradas
por meio de retrocruzamento assistido por marcadores moleculares (Tinoco et al., 2010).

As linhagens transgénicas foram geradas a partir dos eventos transgénicos em T1
como maiores niveis de tolerancia ao Al, A2.17 e A2.22 (P6ssa, 2010). Esses eventos foram
introgredidos na linhagem elite L3 por meio do retrocruzamento assistido por marcadores,
seguindo a metodologia descrita por Tinoco et al. (2010). Na geracdo RC,F,, as linhagens
L3 transgénicas (L3TT) e transgénicas nulas (L3tt) foram selecionadas em funcdo da
presenca e auséncia do transgene SbMATE, respectivamente. As plantas foram
autofecundadas para multiplicagdo das sementes, gerando as progénies RC,F; e RC,F,.

As linhagens L3 transgénicas e a L3 convencional foram cruzadas com a L53 e com
as NILs, para serem avaliadas todas as combinac8es dos genes de tolerancia ao Al nativo
de milho (ZmMATEL) e do transgene de sorgo (SbMATE). O hibrido comercial da Embrapa
Milho e Sorgo, BRS1010, que possui tolerancia intermediaria ao Al e é derivado do

cruzamento com a L3, foi usado como testemunha no ensaio de tolerancia ao Al de hibridos.

4.2 — Avaliacdo da tolerancia ao Al em solucéo nutritiva

Os genotipos foram avaliados quanto ao crescimento da raiz seminal em solucao
nutritiva contendo Al nas concentracfes de 0, 222 e 360 uM que correspondem a {0}, {39} e
{60} uM de atividade de AI** em pH 4,0, respectivamente. As chaves indicam a atividade
livre de AI** estimada com o software de especiacdo GEOCHEM-EZ (Shaff et al., 2010).
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As sementes de milho foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 0,5% por 5
minutos e germinadas em rolos de papel de germinacéo, que foram mantidas em camara de
crescimento com temperatura diurna média de 27+3°C, noturna de 20+3°C e fotoperiodo de
12 horas. Apés trés dias, as plantulas foram transferidas para copos plasticos perfurados,
acomodados em placas de PVC dentro de bandejas plasticas com capacidade para 8 litros
de solucdo nutritiva completa (Magnavaca et al., 1987), por um periodo de 24 horas de
aclimatacdo, com pH 4,0 e sob aeracdo constante. O experimento foi mantido em camara de
crescimento, sob as mesmas condi¢cBes utilizadas para a germinacéo, conforme descrito por
Guimaraes et al. (2014).

Apbs as 24 horas de aclimatacéo, foi mensurado o crescimento radicular inicial (Coyq)
de todas as plantulas e a solugéo nutritiva foi entéo trocada por solugéo nutritiva contendo Al
nas atividades de {0}, {39} e {60} uM de AI**, fornecido por AIK(SO,),.12H,0. O crescimento
radicular foi novamente obtido apos cinco dias (Csy) nas respectivas solugbes nutritivas.
Com os valores de Cyq € Csq, foi possivel calcular o crescimento liquido das raizes (CL), pela
diferenca entre o comprimento final e o inicial para cada tratamento, ou seja, CL = Csq- Cog.

Em cada tratamento foram avaliadas trés repeticbes com sete plantas em
delineamento inteiramente casualizado. A média do crescimento liquido radicular do
tratamento com Al (CL.,) de cada repeticdo foi dividida pela média geral do crescimento
liquido radicular do tratamento sem Al (CL_4), gerando um valor percentual do crescimento
liquido relativo da raiz seminal (CLR).

Notas para Injuria Radicular Visual (IRV) foram atribuidas apés cinco dias de
exposi¢ao ao Al de acordo com uma escala que varia de 1 a 5, sendo: 1) auséncia de raizes
secundarias, raiz principal escurecida, apice radicular translicido, ligeiramente curvada e
muito danificada; 2) auséncia de raizes secundarias, apice radicular inchado, danificado e
ligeiramente amarronzado; 3) auséncia de raizes secundarias, apice radicular branco,
ligeiramente inchado e danificado; 4) auséncia de raizes secundarias, raiz principal branca,
apice radicular ndo danificado; 5) presenca abundante de raizes secundarias, raiz principal
branca, apice radicular ndo danificado. As notas foram baseadas nas avaliagfes visuais
realizadas para sorgo (Caniato et al., 2011).

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para os valores de CLR em
porcentagem, e as meédias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade utilizando o programa SAS (SAS Institute, 1999).

4.3 — Andlise da expresséo dos genes SOMATE e ZmMATE1
Inicialmente foi analisado o perfil de expressdo do gene SbMATE nas linhagens
transgénicas. A tecido-especificidade foi avaliada utilizando o primeiro centimetro do &pice

radicular, a raiz e a folha. A expressao ao longo do tempo foi testada antes dos tratamentos,
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sendo considerado o tempo 0, e ap0s 6 e 24 horas de exposicao a {0} e {39} uM de
atividade de AI**. A partir desse teste inicial nas linhagens, foram definidas as condicdes
para a analise da expressdo do gene SbMATE nos hibridos, que foi realizada apenas no
apice radicular apos 24 horas de tratamento com {39} uM de atividade de AI**. O perfil de
expressao do gene ZmMATEL utilizou as mesmas condigcbes empregadas para avaliar a
expressao do gene SbMATE nos hibridos.

As sementes foram germinadas seguindo o mesmo método utilizado para avaliar a
tolerdncia ao Al em solucdo nutritiva. A coleta dos tecidos foi realizada com auxilio de um
bisturi, sendo congelados imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenadas a -80°C. Cada amostra bioldgica foi representada por um conjunto de sete
plantulas.

A extracdo do RNA total foi feita utilizando o kit de extracdo RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen), seguindo as recomendag0des do fabricante e tratados com DNAse | por 15 minutos
a temperatura ambiente. As amostras foram quantificadas e a pureza do RNA verificada por
meio da leitura a 260 e 280 nm utilizando o espectrofotdbmetro NanoDrop 3000 (Thermo
Fisher Scientific, Worcester, MA). A verificacdo da integridade do RNA foi feita por
eletroforese em gel de agarose 1,5% com tampao TAE (Tris 40 mM, acido acético 20 mM e
EDTA 1 mM), corados com GelRed Nucleic Acid Stain na diluicdo de 1:100 (Biotium). A
eletroforese foi realizada a 200 volts por 15 minutos e o gel visualizado no sistema de
fotodocumentacédo Kodak Gel Logic 200 Imaging System (Carestream, Health, New Haven,
CT).

Para a obtencdo do cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA). A reacdo de sintese do cDNA foi
efetuada para um volume final de 10 uL, utilizando 2 pg de RNA total, 2X tampéo RT, 0,8
mM dos dNTPs, 2X de primers RT random, 4,2 puL de agua nuclease-free e 1 uL de
transcriptase reversa. As condigbes de amplificagcdo foram 25°C por 10 minutos, 37°C por
duas horas e 85°C por 5 minutos. A expressao dos genes SbMATE e ZmMATEL1 foi avaliada
por meio de RT-PCR quantitativo no equipamento ABI Prism 7500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) utilizando Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA) e 0s primers F: 5-GCCATTGCCCATGTTCTTTC-3 e R: 5-
TCGACCTTCCTCACCAGCTT-3’ para SbMATE e F: 5-TGTGAGTTTGGCGGATGTGT-3’ e
R: 5-TCACAATCTAGGCCAGTACAACAGA-3’ para ZmMATEL. A expressdo endogena foi
quantificada com o controle interno 18S RNA (F: 5-CGTCCTAGTCTCAACCATAAACG-3’ e
R: 5-CCCCGGAACCCAAAGACT-3') para o gene SbMATE e Actina (F: 5
TCCTGACACTGAAGTACCCGATTG-3' e R: 5-CGTTGTAGAAGGTGTGATGCCAGTT-3’)

para 0 ZmMMATEL. A quantificagdo relativa dos genes foi calculada usando o método Cy
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comparativo, denominado AACt (Schmittgen e Livak, 2008), sendo adotadas trés repeticoes

técnicas para cada amostra.

4.4 — Avaliacao do sistema radicular em rizobox

O solo foi coletado nas areas da Embrapa Milho e Sorgo com saturacdo de Al de
34%. Todo o solo recebeu um suplemento de macro e micronutrientes e uma parte dele foi
corrigida com CaCO; + MgCO; para aumentar o pH e diminuir a saturacdo de Al. O
resultado da correcdo pode ser vista na Tabela 1, onde uma por¢do do solo teve sua
saturacdo de Al corrigida para proximo a 0% e a outra porcdo do solo ficou com

aproximadamente 15% de saturacédo de Al.

Tabela 1: Analise quimica do solo apds a adicdo de macro e micronutrientes e correcéo
com CaCO; + MgCQOs.

Solo corrigido  Solo ndo-corrigido

pH (H,0) 5,30 5,20
Cu (mg/dm?®) 1,39 1,28
Fe (mg/dm?®) 40,93 31,39
Mn (mg/dm?®) 11,34 9,64
Zm (mg/dm?®) 2,64 1,80
P (mg/dm?®) 26,14 28,43
C (%) 2,49 2,54
Al (cmolc/dm?®) 0,02 0,34
Ca (cmolc/dm?®) 3,31 1,58
K (mg/dm?®) 1,00 ok
Mg (cmolc/dm?®) 0,53 0,11
Saturacgdo de Al (%) 0,52 16,75

** amostra de solo que ndo apresentou valor significativo para o elemento.

O experimento foi montado em caixas de acrilico, denominadas rizobox, com
dimensdes de 45 x 20 x 2,5 cm. Cada caixa foi preenchida com 500 g de solo corrigido na
camada superficial com aproximadamente 15 cm, enquanto a camada subsuperficial
recebeu 1,5 Kg de solo com 15% de Al. As sementes foram germinadas seguindo o mesmo
método para avaliar a tolerancia ao Al. Para cada genétipo foram escolhidas seis plantulas
uniformes, que foram plantadas duas a duas em cada rizobox, em trés repeticoes.

O experimento foi mantido em camara de crescimento, nas mesmas condigdes
utilizadas para avaliar a tolerancia ao Al. As caixas foram mantidas com inclinagéo de 45°,
com a tampa de abertura virada para baixo. Apos o periodo de 18 dias, o sistema radicular
das plantas foi dividido entre as raizes da camada superficial e da camada subsuperficial,

sendo entdo lavadas, escaneadas e analisadas, separadamente, com o auxilio do software
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Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canadd), conforme descrito por de Sousa et al.
(2012). Assim, foram quantificadas duas caracteristicas da morfologia radicular:
comprimento total (cm) e area de superficie (cm?). A parte aérea e as raizes foram secas em
estufa a 65°C até atingirem peso constante, para determinagdo da massa seca de cada uma
delas. A concentracdo de P na parte aérea foi quantificada utilizando digestdo nitro-
perclérica e leitura espectrofétométrica em ICP (inductively-coupled argon plasma) (da Silva,
2009) no laboratério de analises de nutrientes da Campo - Centro de Tecnologia Agricola e
Ambiental. Para o calculo de conteido de P na parte aérea, a concentracdo de P foi
multiplicada pela matéria seca da parte aérea.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a analise de variancia
(ANOVA) foi realizada para todas as caracteristicas avaliadas, sendo as médias
comparadas pelo teste LSD (p<0,05) usando o programa Sisvar (Ferreira, 2000). Foi feito
andlise de correlagdo com o método de Pearson pelo pacote Agricolae do R (R

Development Core Team, 2012).

4.5 — Avaliagcdo da morfologia radicular em solucé&o nutritiva

As sementes de milho foram germinadas como descrito anteriormente, mas durante
quatro dias. O endosperma das sementes foi retirado com auxilio de um bisturi, visando
eliminar as reservas nutricionais da planta. Utilizou-se a solucdo nutritiva de Magnavaca
modificada (pH 5,65) (Magnavaca et al., 1987) com duas concentragdes de fésforo (2,5 uM
para baixo P e 250 yM para alto P) em um sistema composto de pastas de arquivo forradas
com papel de germinacdo, conforme descrito por de Sousa et al. (2012). Cada pasta
continha trés plantulas e para cada genétipo foram feitas trés repeticdes. A solucao nutritiva
ficou em contato com aproximadamente 3 cm das pastas, sendo trocada a cada trés dias.
Os experimentos foram mantidos em camara de crescimento com as mesmas condi¢cdes
utilizadas para a analise de tolerancia ao Al.

Apo6s 13 dias, o sistema radicular foi fotografado com uma camera digital (Nikon
D300S SLR). As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio dos softwares
RootReader2D e Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada), sendo quantificadas
quatro caracteristicas de morfologia radicular: comprimento total (cm), area de superficie
(cm?), area de superficie de raizes finas (cm?) e diametro médio (mm) (de Sousa et al.,
2012). A parte aérea e a raiz foram mantidas em estufa a 65°C até atingirem peso constante
para determinar a massa seca.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. A andlise de
variancia (ANOVA) foi realizada para cada caracteristica avaliada, e as médias foram

comparadas por meio do teste LSD (p<0,05) utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2000).
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4.6 — Estimativa do modo de acdo génica do SObMATE quanto a tolerancia ao Al

A estimativa do modo de agao génica do SbMATE foi feita utilizando o crescimento
liquido relativo obtido nas linhagens e nos hibridos. O grau médio de dominancia (d/a) do
gene SbMATE foi obtido pela raz&o entre os efeitos da dominancia (d) e aditivo (a), onde d =
Ss — [(SS+ss)/2] e a = (SS-ss)/2. SS denota o valor do CLR do parental que possui o alelo
do transgene SbMATE em homozigoze, enquanto que ss denota o valor do CLR do parental
que ndo possui o transgene e Ss denota o valor de CLR para cada hibrido que possui
apenas um alelo do transgene. Um valor de d/a igual a -1 indica que o CLR do hibrido (Ss) é
igual & do parental homozigoto ss, 0 que denota um padrao recessivo. Um valor de d/a igual
a +1 indica que o CLR do hibrido é igual ao do parental homozigoto SS, apresentando
assim, dominancia completa. Valores de d/a iguais ou proximos a 0 indicam que o CLR no
hibrido € igual @ média do CLR estimado para os dois parentais, caracterizando a¢éo génica
aditiva.

Neste estudo, ndés adotamos a seguinte convengao para os modos de acao génica:
recessivo (d/a < -0,7), parcialmente recessivo (-0,7 < d/a < -0,3), aditivo (-0,3 < d/a <0,3),

parcialmente dominante (0,3 < d/a < 0,7), dominante (d/a = 0,7).

5 — Resultados
5.1 — Crescimento radicular em solugao nutritiva

Inicialmente, oito linhagens transgénicas e duas transgénicas nulas foram derivadas
na geracdo RC,F; de dois eventos independentes, A2.17 e A2.22, e avancadas para a
RC,F,, sendo caracterizadas quanto a tolerdncia ao Al, juntamente com as linhagens
convencionais. As linhagens convencionais de milho (Cateto Al237, L3 e L53) sdo padrbes
de tolerancia ao Al e ja foram amplamente caracterizadas, sendo utilizadas como controle
para avaliar o crescimento relativo da raiz seminal das linhagens transgénicas em solucéao
nutritiva sem Al e contendo as atividades de {39} e {60} uM de AI**.

Apo6s cinco dias em solugdo nutritiva sem Al, de maneira geral, as linhagens
transgénicas cresceram de 80 a 100 mm, enquanto a L3 convencional e a transgénica nula,
bem como a L53 e as NILs, cresceram entre 120 e 140 mm (Figura 1A). J& a linhagem
Cateto Al237 cresceu em torno de 60 mm, seguindo a taxa de crescimento esperada. Na
presenca do Al, o crescimento das raizes foi diferencialmente inibido, onde as linhagens
transgénicas, apesar de apresentarem uma variabilidade para a tolerancia ao Al, foram
significativamente mais tolerantes que as L3 transgénicas nulas e que a L3 convencional
(Figura 1B). J4 na presenca de {60} uM de AI**, algumas das linhagens transgénicas (L3TT
A2.17_1 e L3TT A2.17_3) foram téo tolerantes quanto ao Cateto Al237, considerado como
uma linhagem altamente tolerante ao Al em milho (Maron et al.,, 2013; Guimaraes et al.,
2014).
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A atividade de {39} uM de AI** é o nivel de toxidez definido para a avaliagio
fenotipica da tolerancia ao Al em milho (Alves et al., 2004). No entanto, com {60} uM de
atividade de AI**, as linhagens L3 transgénicas tiveram o crescimento liquido relativo de raiz
(CLR de 50,3 a 76,46%) significativamente reduzido em relagéo ao Cateto Al237 (84,8%),
mas superiores as linhagens L3 transgénicas nulas e convencional, cujo CLR variou de 37,0
a 38,0% (Figura 1B).

A tolerancia ao Al da L53 e das suas linhagens semi-isogénicas ja haviam sido
descritas em {39} uM de AP (Guimardes et al., 2014). No entanto, nossos resultados
confirmaram os dados anteriores e acrescentaram que, a introgressdo do gALT6 e,
consequentemente do ZmMATEL, aumentou a tolerancia ao Al na L53, mesmo em altos
niveis de toxidez de Al (Figura 1B).
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Figura 1: Tolerdncia ao Al em linhagens transgénicas e convencionais de milho. A)
Crescimento liquido da raiz seminal (CL, mm) mensurado ap6s cinco dias sem A" em
solucdo nutritiva. B) Tolerancia ao Al mensurada pelo crecimento liquido relativo da raiz
seminal (CLR%). Letras diferentes representam a existéncia de diferencas significativa pelo

Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, para cada nivel de Al, independentemente.

Como avaliacdo complementar da tolerancia ao Al, além do crescimento radicular em

solucao nutritiva, os apices foram avaliados visualmente quanto aos danos causados pelo Al

1>

em solucdo nutritiva contendo {60} uM de Al°", uma vez que essa foi a concentracdo que
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permitiu distinguir os genétipos tolerantes. Assim, as linhagens transgénicas L3TT A2.17_1
e L3TT A2.22_8 foram selecionadas para os prOXimos experimentos por apresentarem
conjuntamente IRV de 5 (Tabela 2) e elevado crescimento relativo da raiz. Apesar da
linhagem L3TT A2.17_3 ter apresentado o maior crescimento radicular, ela obteve IRV = 4
(Tabela 2), indicando que o Al causou injarias no apice radicular, mesmo sem afetar o seu

desenvolvimento.

Tabela 2: Avaliagdo dos danos no &pice radicular por meio de nota de injaria radicular visual
(IRV) obtida ap6s cinco dias de tratamento com {60} pM de AI**. A escala de notas varia

entre 5 (apice radicular sem injarias) e 1 (apice radicular muito danificado).

Genotipo IRV
Cateto AI237 5
L3TT A2.17_1 5
L3TT A2.17 2 3,5
L3TT A2.17_3 4
L3TT A2.17 4 4
L3TT A2.17 5 3,5
L3TT A2.17_6 4
L3TT A2.17_7 4
L3TT A2.22_8 5
L3tt A2.17 9 3,5
L3tt A2.22_10 3,5
L3 4
NILO5 3,5
NIL13 3,5
L53 1

Dentre as linhagens transgénicas selecionadas como altamente tolerantes ao Al,
apenas a L3TT A2.17 1 foi utilizada para gerar os hibridos simples semi-isogénicos com a
L53 e as NILs introgredidas com o QTL de toleréncia ao Al (QALT6), que também foram
caracterizados quanto a tolerédncia ao Al. Assim, foram geradas diferentes combinacfes
alélicas dos genes SbMATE e ZmMATE1L que estédo explicitadas na Tabela 3, considerando
S/s para a presenca e auséncia do transgene SbMATE e Z/z para os alelos do ZmMATEL1
derivados de Cateto Al237 e L53, respectivamente.

Na presenca de {39} uM de AI**, os hibridos transgénicos apresentaram tolerancia ao
Al inferior a linhagem parental transgénica, mas superior as médias das respectivas
linhagens parentais. Todos os hibridos transgénicos foram estatisticamente similares em
termos da tolerancia ao Al, quando cruzados com linhagens moderadamente tolerantes

(NILs) ou com uma linhagem altamente sensivel ao Al (L53), sendo mais tolerantes que o
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hibrido comercial da Embrapa usado como testemunha (Tabela 3). Mesmo com o transgene
em heterozigose, os hibridos transgénicos mantiveram um alto crescimento liquido radicular
no tratamento sem Al e reduziu muito menos do que seus respectivos genotipos néo
transgénicos na presenca de Al, o que garantiu um nivel consideravelmente alto de
tolerancia ao Al (Tabela 3).

Vale ressaltar que o crescimento liquido das raizes dos hibridos transgénicos, no
tratamento sem Al, apresentou uma reducado de 15-30% em relacdo aos respectivos hibridos
nao transgénicos, diferente da reducdo ocorrida no crescimento liquido da linhagem
transgénica em relacdo a linhagem L3 convencional, que chegou a ser maior que 50%
(Tabela 3).

O gene nativo ZmMATELl, introgredido nas NILs, também contribuiu
significativamente para o0 aumento da tolerdncia ao Al nos hibridos semi-isogénicos em
comparagdo com o hibrido L3xL53. Entretanto, a presenc¢a do gene ZmMATE1 das NILs nos
hibridos transgénicos nédo apresentou diferencas significativas em relacdo ao hibrido
L3TTxL53. Como a média do crescimento relativo das raizes (CLR) a {39} pM de AI** foi
semelhante entre as linhagens parentais L3 e NILs e os seus respectivos hibridos, nédo foi
possivel concluir sobre 0 modo de agéo do gene ZmMMATEL.

Ja na concentracéo de {60} uM de AI**, houve uma reducdo acentuada da tolerancia
ao Al em todos os genétipos avaliados, exceto nas linhagens Cateto Al237 e na L3
transgénica, que apesar de terem reduzido o CLR em relagcdo a atividade de {39} uM,

mantiveram niveis de tolerancia superiores aos seus hibridos (Tabela 3).
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Tabela 3: Crescimento liquido da raiz seminal (CL, mm) mensurado ap0s cinco dias sem
APP* em solucéo nutritiva e crescimento liquido relativo da raiz (CLR%) expostas a {39} e {60}
UM de A" em hibridos simples de milho expressando o gene SbMATE, hibridos n&o
transgénicos e as respectivas linhagens parentais. Valores em cada coluna com a mesma

letra constituem grupos homogéneos pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

- SbMATE (S) CL (mm) CLR (%)
Genotipos

ZmMATE1L (2)* {0} uM de AI** {39} uM de AI** {60} uM de AI**
Cateto Al237 ss ZZ 46,46 ¢ 97,77 a 82,99 a
L3TT A2.17_1 SS zz 61,31 c 89,42 a 83,28 a
L3TTxNIL13 Ss Zz 125,17 b 82,42 b 69,26 b
L3TTxNILO5 Ss Zz 137,67 b 80,17 b 58,47 ¢
L3TTxL53 Ss zz 141,15 b 77,99 b 52,16 d
L3xNILO5 ss Zz 163,76 a 47,33 d 27,32 f
L3xNIL13 ss Zz 176,78 a 4596 d 29,08 f
L3xL53 Ss 2z 180,10 a 37,96 e 26,56 f
BRS1010 Ss 77 126,93 b 64,49 ¢ 53,32 d
NILO5 ss ZZ 121,24 b 52,33 d 3761 e
NIL13 ss 77 123,05 b 56,74 d 3512 e
L3 Ss 2z 126,70 b 50,07 d 36,59 e
L53 Ss zz 125,69 b 26,74  f 20,18 g

! Combinacdes dos alelos S/s para presenca e auséncia do transgene SbMATE e Z/z para
os alelos do ZmMATEL1 derivados de Cateto Al237 e L53, respectivamente.

5.2 — Modo de acédo do transgene na tolerancia ao Al

O modo de agéo génica do SbMATE para a tolerancia ao Al foi calculado com base
nos valores de CLR do hibrido L3TTxL53 e das suas respectivas linhagens parentais. Como
as linhagens L3 e L53 possuem background genético diferente, podemos considerar que a
L53 seria o padrao de sensibilidade ao Al e que na L3, além do transgene, podem existir
outros genes menores influenciando a tolerancia ao Al, exceto o ZmMATE1, uma vez que a
L3 possui baixa expressédo desse gene (Guimardes et al., 2014). Assim, o valor de d/a
calculado foi igual a 0,57, indicando que o efeito do transgene na tolerancia ao Al pode ser

caracterizado com parcialmente dominante.

5.3 — Expresséo do gene SbMATE
O perfil da expressao do gene SbMATE foi avaliado por RT-PCR gquantitativo para as
duas melhores linhagens transgénicas (L3TT A2.17_1 e L3TT A2.22_8) na presenca de {0}

e {39} uM de APP*. Essas linhagens mostraram uma alta express&o do transgene SbMATE
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no apice radicular, na raiz e na folha, com e sem Al (Figura 2). Foi observada uma
diminuicdo da expressdo génica 6 horas apds o inicio dos tratamentos com e sem Al,
seguida de uma recuperacao dos niveis de expressdo apos 24 horas, em todos os tecidos
avaliados das duas linhagens transgénicas (Figura 2). O tempo zero consistiu na troca da
solucdo nutritiva com ou sem Al, apds as plantas ja terem sido aclimatadas por 24 horas.
Assim, pode ser sugerido que essa mudanca tenha alterado temporariamente a expressao
génica, que foi recuperada apos 24 horas.

Adicionalmente, houve uma tendéncia consistente em ambos os eventos, indicando
que a expressao do transgene foi induzida pelo Al no apice radicular e na raiz apés 24 horas
de exposicdo ao Al, padrdo que nao seria esperado para um promotor constitutivo como o
da ubiquitina. No entanto, variagbes na expressdo temporal e tecidual também foram
observadas na expressao de dois genes (0Os03g01700 e Os02g37190) sob controle de trés
promotores constitutivos, incluindo o da ubiquitina (Li et al., 2013). A expressao de ambos os
genes sob controle do promotor OsUbil foi amplamente varidvel em oito tecidos e em
diferentes fases de crescimento da planta de arroz (Li et al., 2013), indicando que variagbes

no padréo de expressdo sdo esperados para promotores constitutivos.
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Figura 2: Perfil de expressdo temporal e tecidual do gene SbMATE em linhagens
transgénicas de milho. A expressao génica foi determinada no apice radicular, na raiz e na
folha nos tempos 0, 6 e 24 horas apos a exposicdo em {0} e {39} uM de AI**. O calibrador
utilizado foi raiz a 6 horas com Al da linhagem L3TT A2.22_8. As barras indicam o desvio

padrdo da média de trés repeticdes técnicas.
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Considerando a andlise da expressdo temporal e tecidual nas linhagens, a
expressdo do SbMATE nos hibridos foi avaliada no &pice radicular apés 24 horas de
exposicdo a {39} uM de AI**. Os resultados indicam que o nivel de transcritos nos hibridos
transgénicos foi similar ao obtido nas linhagens transgénicas, pelo menos na maioria dos
genotipos testados (Figura 3), sugerindo que a presenca do transgene em heterozigose nos
hibridos ndo afetou a quantidade de transcritos. Houve uma reducao significativa, mas de
baixa magnitude, na expressao do transgene no hibrido L3TTxL53, que nao foi consistente
com os dois hibridos de L3TT com as NILs em comparacdo com a expressdo nas duas
linhagens transgénicas.

1,5 1
" I '
0 T T T

™
| | |

Expresséo Relativa (RQ)
H

L3TT A2.17_1
L3TT A2.22_8
L3TTXL53
L3TTXNILO5
L3TTXNIL13

Figura 3: Expressao relativa do gene SbMATE em linhagens e hibridos transgénicos de
milho. A expressao génica foi determinada no apice radicular apos 24 horas de exposicéo
em {39} pM de APP*. O hibrido L3TTxL53 foi usado como calibrador. As barras verticais
indicam o desvio padrao das médias.

5.4 — Expressdo do gene ZmMMATEL

O gene ZMMATEL é o principal gene de tolerancia ao Al descrito em milho, sendo
altamente expresso nas NILs em relacdo a L53 em presenca de Al (Guimardes et al., 2014).
A expressao do ZmMATEL1 foi reduzida pela metade nos hibridos em relacédo as respectivas
linhagens semi-isogénicas parentais (Figura 4), sendo compativel com a presenca de uma
Unica dose do alelo superior nos hibridos. Adicionalmente, a presenca do transgene

SbMATE parece nédo afetar de forma negativa a expressdo do ZmMATEL1.
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expressao génica foi determinada no apice radicular apos 24 horas de exposi¢céo a {39} uM
de AP*. A linhagem L53 foi usada como calibrador. As barras verticais indicam o desvio

padrdo das médias.

5.5 — Desenvolvimento radicular e acumulo de biomassa em rizobox

Apos 18 dias de crescimento em rizobox contendo uma camada superficial de solo
corrigido e outra subsuperficial com 15% de saturacéo de Al, a linhagem transgénica L3TT
A2.17_1 apresentou um ganho significativo no acimulo de massa seca e no contetudo de P
na parte aérea, em relagédo a L3 convencional. Adicionalmente, a massa seca das raizes na
camada de solo nao-corrigida na L3 transgénica dobrou em relacdo a L3 ndo transgénica,
revelando um aumento significativo no comprimento total e na area superficial das raizes
(Tabela 4 e Figura 5A). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre essas
linhagens para os parametros radiculares avaliados em solo corrigido. Ja as NILs, néo
apresentaram diferencgas significativas para massa seca da parte aérea e das raizes e para

as caracteristicas radiculares avaliadas em relagéo a L53.
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Tabela 4: Acimulo de massa seca da parte aérea (MS_PA) e das raizes (MS_R), contetdo de P em parte aérea, comprimento total (C) e area
de superficie (AS) radicular nas camadas superficial corrigida (0% Al) e subsuperficial com 15% de saturacao de Al em linhagens transgénicas,
convencionais e semi-isogénicas (NILs) de milho. Médias seguidas da mesma letra em cada coluna, ndo diferem entre si pelo Teste LSD a 5%
de probabilidade.

Conteudo de P Camada superficial (0% Al) Camada subsuperficial (15% Al)

Gen6tipos MS PA(g) naPA(mglg) MS R(g) C(cm) AS(cm? MS R (g) C (cm) AS (cm?)
L3 022 b 0,00039 b 0,08 a 626,33 b 88,10a 0,02 b 274,18 b 36,61 b
L3TT A2.17_1 0,28 ab 0,00103 a 0,11 a 605,52 b 96,88 a 0,04 a 589,69 ab 74,36 a
L53 0,31a 0,00076 ab 0,11 a 923,07 a 113,57 a 0,03 ab 570,02 ab 66,33 ab
NILO5 0,34 a 0,00082 a 0,10 a 907,00 a 105,33 a 0,03 ab 608,15 ab 64,94 ab
NIL13 0,37 a 0,00087 a 0,10 a 906,60 a 103,81 a 0,04 a 767,55 a 76,58 a
CV (%) 15,37 29,02 18,1 14,89 15,92 29,47 34,2 30,43
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Figura 5: Imagens representativas do rizobox contendo na camada superficial 0% de Al e na
camada subsuperficial 15% de saturagéo de Al. A) Linhagens L3 transgénicas (L3TT) e L3
convencional (controle); B) Linhagens semi-isogénicas (NILO5 e NIL13) e L53 (controle).

5.6 — Caracterizacdo do sistema radicular sob niveis contrastantes de P

A morfologia radicular das linhagens transgénicas e semi-isogénicas foi analisada no
sistema de pastas em solugdo nutritiva completa (250 uM de P) e sob deficiéncia de P (2,5
UM de P). Foram avaliadas quatro caracteristicas da morfologia radicular (comprimento total,
area de superficie, area de superficie de raizes finas e didametro médio) e o peso seco total.
Tais caracteristicas foram selecionadas de acordo com de Sousa et al. (2012), por
representarem variabilidade fenotipica em um conjunto de 32 linhagens de milho tropical.

A morfologia radicular dos gendétipos avaliados n&o foi significativamente alterada

sob alto e baixo P (p > 0,05), sendo entdo avaliadas conjuntamente. A analise conjunta ndo
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revelou diferencas nos parametros radiculares entre as linhagens transgénica e néao-
transgénica, exceto o diametro (Tabela 5). O didmetro médio da raiz foi a Unica diferenca

significativa, onde a L3 transgénica foi mais fina que a convencional.

Tabela 5: Média e coeficiente de variacdo das caracteristicas de morfologia radicular,
comprimento total (C), area de superficie (AS), area de superficie de raizes finas (AS2) e
didmetro médio (D), e do peso seco total (PST) para linhagens transgénicas (L3TT) e semi-
isogénicas (NILs) de milho. As médias foram obtidas para ambas as concentracfes de P,
sendo que os valores seguidos da mesma letra em cada coluna nao diferem entre si pelo
teste LSD a 5% de probabilidade.

Genotipos C (cm) AS (cm?) AS2(cm? D(mm) PST(g)

L3 187,28 a 80,44 a 38,74 a 142 a 0,07 a
L3TT A2.17_1 264,27 a 107,34 a 52,16 a 1,32 b 0,09 a
L53 24951 a 94,36 a 48,63 a 1,22 ¢ 0,09 a
NILO5 244,20 a 93,94 a 51,31 a 1,23 ¢ 0,09 a
NIL13 210,03 a 82,16 a 40,37 a 1,27 bc 0,09 a
Média Geral 231,06 91,65 46,24 1,29 0,08

CV (%) 20,88 27,84 28,47 4,93 24,99

O comprimento total, a area de superficie, a area de superficie de raizes finas e o
peso seco total foram altamente correlacionados entre si, sendo que o diametro radicular
teve correlagdo negativa com as demais caracteristicas morfologicas (Tabela 6). Esses
dados concordam com de Sousa et al. (2012) e Negri et al. (2012), onde mostraram que o
didmetro radicular apresenta uma correlacdo negativa com as demais caracteristicas da

morfologia radicular em um painel de linhagens de ampla variabilidade.

Tabela 6: Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis: comprimento total (C,
cm), area de superficie (AS, cm?), area de superficie de raizes finas (AS2, cm?), didmetro

radicular (D, mm) e peso seco total (PST, Q).

C AS AS2 D
AS 0,99
AS2 0,96 0,98
D -0,70 -0,60 -0,60
PST 095 095 094 -0,60
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6 — Discusséo

Neste trabalho, linhagens e hibridos de milho contendo o gene SbMATE de sorgo
foram avaliadas em relacdo a tolerédncia ao Al, expressdo do transgene e morfologia
radicular em solucéo nutritiva e em solo &cido.

Nas linhagens transgénicas, a tolerancia ao Al avaliada em solucdo nutritiva foi
superior as suas respectivas transgénicas nulas, sendo que alguns gendétipos transgénicos
(L3TT A2.17 1 e L3TT A2.17_3) tiveram tolerancia igual ou superior a Cateto Al237,
linhagem de milho tolerante ao Al. Apesar dos altos niveis de tolerancia das linhagens
transgénicas, o crescimento liquido das raizes seminais na auséncia de Al foi reduzido, em
relacdo as linhagens transgénicas nulas e a L3 convencional. Plantas de cevada
expressando o gene SbMATE foram mais tolerantes ao Al em relacdo aos seus respectivos
transgénicos nulos, e, ao contrario dos nossos resultados, o crescimento liquido das raizes
foi similar na auséncia de Al entre as linhagens transgénicas e as transgénicas nulas (Zhou
et al., 2014).

Adicionalmente, a linhagem transgénica apresentou um sistema radicular mais
desenvolvido, isto é, com maior massa seca, comprimento e area superficial, na camada de
solo com 15% de saturagdo de Al em rizobox. A superioridade no sistema radicular,
provavelmente, foi responsavel pelo aumento significativo na massa seca e no contetido de
fésforo na parte aérea, em relacdo a linhagem L3 convencional, por favorecer uma melhor
exploragdo dos nutrientes do solo. Assim, 0 menor comprimento da raiz seminal em solugéo
nutritiva aos cinco dias, ndo comprometeu o desenvolvimento do sistema radicular em solo.

As linhagens transgénicas tiveram o SbMATE expresso em todos os tecidos
vegetativos avaliados (raiz e parte aérea), tendo sua expressao induzida por Al nas raizes e
no apice radicular. Esses resultados sugerem que, pelo menos, parte da maquinaria
necessaria para a ativagdo do gene SbMATE pelo Al esta presente em milho. Isso nédo é
surpreendente, visto que o milho também utiliza a liberag@o de citrato como um mecanismo
de tolerancia ao Al, mediado pelo gene ZmMMATEL, que é um homélogo funcional do gene
SbMATE (Maron et al., 2010). A inducdo da expressdo génica por Al também foi
evidenciada em plantas transgénica de Arabidopsis expressando o gene ZmMATE1 sob
controle do promotor constitutivo 35S (Maron et al., 2010), onde foi demonstrado um
aumento na exsudacdo de citrato ap0s a exposicdo ao Al em eventos transgénicos, em
relagdo aos ndo-transgénicos.

Como as linhagens transgénicas e a L3 convencional diferem basicamente na
presencga do transgene, podemos considerar que o aumento na tolerancia ao Al, verificado
em solugdo nutritiva e em solo, foi devido a expressdo heteréloga do gene SbMATE de
sorgo. Uma linhagem transgénica com um sistema radicular mais bem desenvolvido

beneficiaria a planta aumentando a absor¢cdo de agua e de nutrientes em solos acidos.
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Embora o presente estudo tenha gerado resultados concordantes em hidroponia e em solo,
ensaios de campo serdo necessarios para avaliar a eficdcia desse transgene na
produtividade e producéo de gréos.

Eventos transgénicos expressando o gene SbMATE também foram obtidos em
outras espécies vegetais. Um deles foi realizado em Arabidopsis, onde linhagens
expressando o transgene foram significativamente mais tolerantes que as linhagens né&o-
transgénicas, tolerancia essa que aumentou proporcionalmente com o nivel da expressao
do gene SbMATE (Magalhaes et al., 2007). Outro trabalho transformou o0 gene SbMATE em
uma linhagem de cevada sensivel ao Al, que apresentou maior efluxo de citrato e tolerancia
ao Al, quando comparada com a linhagem néo transformada ou com os transgénicos nulos
(Zhou et al., 2014). Apesar dessa superioridade, as linhagens transgénicas ndo foram mais
tolerantes ao Al do que a cultivar Dayton, utilizada como controle nos experimentos. Neste
trabalho, o efluxo de citrato em eventos transgénicos independentes foi semelhante, apesar
de existirem diferengas no nivel de expresséo do gene, sugerindo que existe um limite para
o efluxo de citrato e para a tolerancia de Al, além de um determinado nivel de expressao do
transgene. Ainda neste mesmo trabalho, foi feita uma comparacdo da linhagem transgénica
de cevada expressando o gene SbMATE com linhagens de cevada previamente
desenvolvidas por Zhou et al. (2013) superexpressando o seu gene enddgeno HVAACT1 e
expressando o gene TaALMTL1 de trigo. Os resultados obtidos indicaram que a expressao
do gene TaALMTL1 conferiu maior tolerancia ao Al do que os outros dois genes. Isso é um
indicativo de que combinar genes das familias MATE e ALMT1 pode ser uma melhor
estratégia do que combinar varios genes da mesma familia.

Outra boa estratégia para aumentar a tolerancia ao Al foi testada em Arabidopsis por
Liu et al. (2012). Nessa espécie a exsudacdo de malato, conferida pelo gene AtALMT1, é
responsavel por 70% da toleréncia ao Al, enquanto que a exsudacdo de citrato, conferida
pelo gene AtMATE, é responsavel pelos outros 30% (Liu et al., 2009). Tendo isso em mente
e considerando que citrato tem sido demonstrado quelar mais eficientemente o Al do que
malato (Delhaize et al., 1993b; Ryan et al., 1995; Ma, 2000; Ryan et al., 2001), os
promotores desses genes foram trocado para avaliar a regulacdo transcricional da
exsudacdo de malato e citrato. Os resultados indicaram que o promotor do gene AtALMT é
mais forte e direciona a expressao do gene para o apice radicular, enquanto o promotor do
gene AtMATE direciona a expressao do gene para regides maduras da raiz. Ou seja, a
combinacdo de um promotor forte com o gene alvo adequado podera desempenhar um
papel fundamental para determinar o nivel de tolerancia ao Al conferida pela exsudacéo de
acidos organicos.

O transgene SbMATE néo conferiu diferencas significativas quanto ao comprimento

total, area de superficie e area superficial de raizes finas na linhagem transgénica em
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relacdo a linhagem n&o-transgénica sob condigbes de hidroponia. Tais alteracfes na
morfologia ndo seriam esperadas considerando que o gene SbMATE ja foi caracterizado
como um transportador de citrato (Magalhaes et al., 2007), sem fun¢des especificas nessas
caracteristicas radiculares. Outro ponto a ser considerado € o nimero reduzido de genétipos
avaliados e o periodo de crescimento da plantula por 13 dias, cujas diferengas podem
realmente ndo serem efetivas em fases posteriores das plantas.

Apesar de ndo termos avaliado o efluxo de citrato no presente trabalho, o gene
SbMATE j& foi amplamente caracterizado em sorgo, onde a toler&ncia ao Al foi altamente
correlacionada com a sua expressao génica e com a exsudacdo de citrato nos apices
radiculares (Magalhdes et al., 2007). Assim, outro mecanismo que o transgene SbMATE
podera contribuir para o aumento da producdo agricola em solo &cido, seria quanto ao
aumento da disponibilidade de P para as plantas. Em solo acido, o P se encontra fortemente
adsorvido as argilas do solo, formando complexos insollveis com cations, como o Fe®*, A"
e Ca®". Os é&cidos organicos presentes no solo podem contribuir para quelar esses cations,
disponibilizando o P para ser absorvido pelo sistema radicular (Gerke, 1994; Jones, 1998;
Hinsinger, 2001; Ryan et al., 2001). Dessa forma, pode-se esperar que o transgene, além de
aumentar efetivamente a tolerancia ao Al, contribua para aumentar a disponibilidade de P no
solo para as plantas. Assim, experimentos em condi¢cdes de campo serdo necessarios para
avaliar o efeito do transgene na produtividade dos gendétipos de milho sob deficiéncia de P.

Como o hibrido simples é o genétipo comercial da cultura do milho, avaliamos o
efeito do transgene SOMATE combinado com o gene nativo ZmMATEL em hibridos, também
caracterizado previamente com um gene de efeito maior para a tolerdncia ao Al em milho
(Maron et al., 2010; 2013; Guimaraes et al., 2014). Apesar dos hibridos transgénicos terem
apresentado niveis de tolerancia superiores em relacao aos hibridos semi-isogénicos néo
transgénicos e ao hibrido comercial da Embrapa, a tolerancia ao Al foi inferior a da linhagem
parental transgénica, corroborando com o efeito parcialmente dominante do transgene para
a tolerancia ao Al. No entanto, essa inferioridade na tolerancia ndo pode ser atribuida a uma
gueda na expressdo do SbMATE nos hibridos, cujos niveis dos transcritos foram
comparaveis aos da linhagem L3 transgénica. Devemos destacar que o comprimento liquido
dos hibridos no tratamento sem Al ndo foi reduzido como nas linhagens transgénicas.
Verificamos que apenas uma dose do transgene SbMATE em homozigose contribui com
elevados niveis de tolerancia ao Al, que superam a tolerancia do hibrido comercial da
Embrapa. Assim, é possivel sugerir que hibridos podem ser gerados com o transgene
derivado apenas de um dos parentais. Adicionalmente, a tolerdncia do hibrido com o
transgene em heterozigose independe do nivel de tolerancia da outra linhagem parental,
uma vez que os hibridos transgénicos tiveram a mesma tolerancia quando cruzados com a

L53, que é altamente sensivel, ou com as NILs, que possuem tolerancia intermediaria ao Al.
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No entanto, um programa de melhoramento de milho baseado na transgenia com o
SbMATE ainda requer testes em campo e todo um processo de desregulamentacédo de
Biosseguranca para ser submetido a aprovacdo pela CTNBIio e por érgdos internacionais,
que € oneroso em termos de recurso e de tempo.

Outra estratégia de melhoramento que independe da transgenia seria 0
melhoramento convencional baseado na introgressdo do gene nativo de milho para a
tolerdncia ao Al, o ZMMATEL. Esse gene foi capaz de dobrar a tolerdncia ao Al nas
linhagens semi-isogénicas em comparacdo com a L53 (Guimarées et al., 2014), contribuindo
também com um aumento significativo na tolerdncia nos hibridos semi-isogénicos. No
entanto, a expressdo do ZmMATE1L foi reduzida pela metade quando em combinagcdes
hibridas, corroborando com um possivel efeito aditivo, em funcdo da presenca de apenas
uma dose do alelo superior. Assim, para se atingir niveis mais elevados de tolerancia ao Al,
seria necessario que ambas as linhagens parentais dos hibridos fossem introgredidas com o
ZmMATEL.

7 — Conclusobes

As linhagens L3 transgénicas expressando o gene SbMATE de sorgo foram
significativamente mais tolerantes que a L3 convencional e que as transgénicas nulas,
sendo que alguns eventos apresentaram tolerancia igual ao Cateto AI237, que é
considerado como padrdo altamente tolerante ao Al em milho. Os hibridos transgénicos
apresentaram tolerancia ao Al inferior a linhagem parental transgénica, mas superior as
médias das respectivas linhagens parentais, o que nos permite dizer que o modo de acdo do
transgene é parcialmente dominante.

A expressdo do transgene nas linhagens foi elevada nos tecidos avaliados, com
tendéncia a ser induzida ap6s 24 horas de tratamento com Al em raiz e apice radicular. O
nivel de transcritos nas linhagens transgénicas foi similar ao obtido nos hibridos
transgénicos, pelo menos na maioria dos genétipos avaliados. Por outro lado, a expressao
do gene nativo de milho, 0 ZmMMATEL, foi reduzida pela metade nos hibridos em relacdo as
respectivas linhagens semi-isogénicas parentais, compativel com a presenca de uma Unica
dose do alelo superior. Adicionalmente, a presenca do gene SbMATE parece ndo afetar de
forma negativa a expresséo do gene nativo ZmMATEL.

Finalmente, os resultados do presente trabalho possibilitam delinear estratégias de
melhoramento por meio da transgenia e da introgressédo assistida por marcadores para
aumentar a tolerancia ao Al em hibridos de milho, com grandes expectativas para que os
novos cultivares tenham uma melhor adaptabilidade e produtividade de grdos em solos

acidos.
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