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Caracterizacédo do problema

A geracdo de novas tecnologias que permitam o desenvolvimento de genétipos de milho
mais tolerantes ao estresse causado pela toxidez de aluminio (Al) e mais adaptados aos solos
acidos pode causar um grande impacto econdmico no desenvolvimento do agronegocio da
regido dos cerrados brasileiros. Somente no Brasil Central, uma regido que j& possui razoavel
infra estrutura vidria e esta relativamente perto dos grandes centros de consumo, 0s cerrados
ocupam uma area de 175 milhGes de ha, dos quais, atualmente, apenas 15 milhdes estdo
sendo utilizados para a agricultura. Nestes 15 milhGes de ha ocupados com lavouras, 0 milho
aparece com destaque, pois é cultivado em aproximadamente 4,5 milhGes de ha. Como o
milho é uma cultura bastante sensivel a toxidez de Al, sua expansdo na regido do cerrado esta
limitada as areas em que o pH do solo foi corrigido e cultivadas nos primeiros 2-3 anos com
soja ou arroz, as quais sao lavouras mais adaptadas a este tipo de estresse. Deve-se ressaltar
ainda, que o milho possui baixa variabilidade genética para este carater e poucos sao 0s
hibridos disponiveis comercialmente que apresentam alguma tolerancia ao estresse causado
por este mineral.

O fato que o aluminio prejudica o desenvolvimento das plantas ja foi reconhecido a
mais de 80 anos. Entretanto, ainda hoje, e apesar de que a toxidez causada por este
mineral seja um dos principais fatores limitantes da produtividade agricola em solos
acidos, os mecanismos fisioldgicos, biogquimicos e moleculares da tolerancia a este
estresse sdo ainda pouco entendidos (Delhaize e Ryan, 1995).

O épice da raiz € o sitio primario da acéo toxica do Al e o sintoma mais visivel deste
estresse € a inibicdo do crescimento do sistema radicular (Ryan et al., 1993). Em milho, a
parte distal da zona de transi¢do no apice das raizes, onde as células estdo entrando em fase
de alongamento, é o principal sitio da acdo tdxica do aluminio (Sivaguru e Horst, 1998).
Evidéncias recentes sugerem que a base da diferenciacdo genotipica para tolerancia ao Al
esta correlacionada com a menor inibicdo do crescimento radicular, 0 menor acumulo de Al e
a formacdo de calose na zona distal de transi¢do (ZDT) localizada 1-2 mm acima do apice
radicular. Aparentemente, em gendtipos sensiveis, o Al inibe o transporte basipetal de
auxinas entre a ZDT e a zona de alongamento (ZE, com 2-3 mm de comprimento)
imediatamente acima, causando severa inibicdo do desenvolvimento radicular (Kollmeir et al.,
2000).

Este projeto baseia-se na hip6tese de que durante o processo evolutivo, diferentes
espécies vegetais desenvolveram diferentes mecanismos de adaptacédo a toxidez de Al, e tem
como objetivo principal, isolar e caracterizar o maior nimero possivel de genes que
controlam os mecanismos de toleréncia ao Al nas culturas de milho e sorgo.

Materiais e Métodos



A prospecéo dos genes induzidos pelo Al foi realizada no apice das raizes das
linhagens L3 e Cateto 237 de milho e na linhagem SC 283 de sorgo As sementes de
cada gendtipo foram germinadas no escuro em papel toalha e, posteriormente,
transferidas para a solugdo nutritiva de Magnavaca (1982), pH 4,2, sem Al. Depois de
aclimatadas por aproximadamente 24 h nesta solugéo nutritiva as plantas foram seréo
expostas ao estresse causado pelo nivel critico de Al estabelecido para cada genotipo
por periodos de 1, 4 e 24 horas.

Para identificagdo dos genes induzidos pelo Al utilizou-se as técnicas de hibridacéo
subtrativa seguida por PCR supressivo, como descrito por Desai et al., 2000. cDNAs
"testers" foram preparados a partir das plantas que foram tratadas com Al, enquanto
0s cDNA "drivers" foram preparados de plantas ndo tratadas com Al. O cDNA
"tester" foi inicialmente ligado aos adaptadores 1 e 2R e a seguir individualmente
hibridado com o cDNA "driver". A seguir, numa segunda hibridacdo, os produtos da
primeira hibridagdo sdo misturados na presenga do cDNA "driver" desnaturado.
Apos preenchimento dos terminais pela DNA polimerase, essa populacdo de
moléculas foi amplificada por PCR, visando o aumento das sequiéncias expressas
diferencialmente (no nosso experimento, visando a amplificacdo das sequiéncias
induzidas pelo Al). Uma segunda amplificag&o utilizando "primers™ internos foi
realizada para aumentar a populacdo dos segmentos expressos diferencialmente,
consequentemente, diminuindo o background. Estes produtos de PCR foram clonados
no vetor pT-Adv e transformados em E. coli TOP 10 F'. Apds selecdo em meio
contendo antibidtico, X-Gal e IPTG, as col6nias brancas foram digeridas com ECO
R1 para comprovacao da presenca de insertos e a seguir sequenciadas no ABI PRISM
DNA Sequencer conforme protocolo descrito pelo fabricante (Perkin Elmer).

A busca por homologia com seqtiéncias depositadas no GenBank foi realizada pelo
software BLAST e a busca por informagdes sobre funcGes foi realizada através de
pesquisa no portal Medline.

Resultados

Trabalhos prévios com as linhagens Cateto 237 e L3 mostraram que elas diferem em
seus mecanismos de tolerancia ao estresse de Al. Enquanto a Cateto 237 é tolerante
ao estresse de Al em solucdo nutritiva, a linhagem L3 mostra boa capacidade
produtiva em solos acidos com alta saturacdo de Al. Portanto, supde-se que estas
duas linhagens possuem mecanismos distintos de tolerancia ao complexo de estresses
observados em solos &cidos.

As sequiéncias obtidas foram neste trabalho foram comparadas com aquelas
depositadas no GenBank e os resultados mostraram que 0 Al induziu a expressao de
15 genes especificos na linhagem Cateto 237, 8 genes especificos a linhagem L3 e 7
genes comuns as estas duas linhagens. A busca por possiveis mecanismos de acdo
destes genes no portal Medline mostrou que estes genes estdo geralmente associados
a mecanismos de protecao aos estresses oxidativo, salino, temperatura e ferimento.
Nas duas linhagens foram encontrados genes envolvidos na sintese da parede celular e
na organizacio do citoesqueleto. E interessante observar, que apesar de a excregio de
acidos organicos ser um dos provaveis mecanismos de imobilizacdo do Al na rizosfera
destras duas linhagens, ndo foi possivel isolar neste trabalho, nenhum gene
relacionado a este tipo de mecanismo. Aparentemente, este dados corroboram a
hipétese de que o estresse de Al ndo induz a um aumento na sintese destes acidos



organicos, mas permite que haja um aumento na sua excrecdo, através da indugdo de
genes que controlam a permeabilidade das membranas.

Na linhagem L3 foi encontrado, ap6s 4 horas de estresse pelo Al, observou-se o
aparecimento de um gene transportador de fosforo, o que provavelmente contribui
para uma maior adaptacao desta linhagem aos solos acidos, ja que a deficiéncia deste
mineral é bastante comum nestes solos. Ainda nesta linhagem foi encontrada um gene
que codifica para uma proteina capaz de acumular grandes quantidades de Ca 2+, 0
qual pode tornar-se disponivel em periodos de estresse das plantas.

Na linhagem SC 283 o estresse de Al por 4 e 1 h induziu a presenca de 6 e 29 genes
respectivamente. Destes 35 genes encontrados no sorgo, apenas 2 foram também
observados nos experimentos com as duas linhagens de milho. Estes resultados
sugerem, portanto, que 0s mecanismos de tolerancia ao Al nestas culturas séo
bastante distintos. Deve-se salientar entretanto, que destes 35 genes induzidos pelo Al
no sorgo, 16 mostraram alta homologia com sequiéncias de milho que ndo apareceram
nas bibliotecas de subtragcdo do milho.
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Adicionalmente, foram encontrados vérias seqiiéncias que ndo mostraram homologia
com dados do GenBank, sugerindo que elas podem representar novos genes que
ainda ndo foram descritos na literatura. Portanto, é possivel que existam nestas
linhagens de milho mecanismos de toleréncia ao aluminio ainda desconhecidos.



