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Introducgéo

Estratégias genética e quimica tém sido utilizadas para melhorar a digestibilidade de fibras
de forragem (Campbell e Sederoff, 1996). Dentre estas, mutantes naturais forrageiros
Brown midrib (bmr) tém apresentado consideravel interesse agronémico, nos ultimos 30
anos, uma vez que reduz o contetdo de lignina e consequentemente melhora a
digestibilidade (Cherney et al., 1991). Estes mutantes, em sorgo, séo fenotipicamente
caracterizados pela presenca de uma pigmentagdo amarronzada na nervura central das
folhas e escleréngquima do colmo. Embora a relacéo entre lignina e digestibilidade de
forragem seja conhecida ha muito tempo, isto nio esta totalmente entendido. E provavel
que ambos, conteudo total de lignina e composicdo do mondmero de lignina tenham
importancia. Lignina é um polimero aromatico, o qual em graminea é composto por
monoligndis para-coumaril, coniferil e sinapil &lcoois. O conteudo dos acidos
hidroxicindmicos, especialmente p-coumarico e ferdlico, tem sido inversamente
correlacionado com a digestibilidade da parede celular, e apresenta-se alterado em alguns
mutantes bmr (Kuc e Nelson, 1964; Kuc et al, 1968). Este trabalho teve como objetivo
verificar a utilizacdo do corante floroglucinol-HCI, o qual tem sido utilizado
tradicionalmente para detectar cinamil aldeidos e lignina (Wardrop, 1971), na
discriminacdo de geno6tipos de sorgo forrageiro utilizados para corte e pastejo, com
fendtipos normais e bmr®6.

Material e Métodos

Hibridos

O gene Brown midrib (bmr 6) foi introduzido nas linhagens-elites parentais de sorgo
(BROO7A, TX2784R, TX2785R, TX635A) utilizando-se técnicas de cruzamentos
padrdes de retrocruzamento e conduzidas pelo método genealdgico tradicional, dentro
das atividades do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Estas linhagens
foram utilizadas para produzir hibridos simples isogénicos para o0 gene Bmr6
empregando-se técnicas de cruzamentos padroes.

Coleta de tecido vegetal




Foram utilizados trés hibridos isogénicos, versées normal e bmr6: BROO7A x TX2785R,
TX635A x TX2785R e BROO7A x TX2784R. Para as analises de coloragdo, foi coletada
de diversas plantas, a terceira folha abaixo da folha bandeira e o ter¢co médio inferior do
colmo, aos 40 dias apds plantio.

Coloracéo com Floroglucinol-HCL

As espécimes foram obtidas atraves de cortes manuais realizados com bisturi na parte
mediana da terceira folha e do colmo. Solugéo aquosa saturada de floroglucinol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi misturada, imediatamente antes da coloragdo, com
solucdo de HCI 20% na proporcéao de 1:1. As espécimes foram colocadas sobre lamina de
microscopio e coradas com a solucao de floroglucinol-HCI pelo periodo necessario para
distincdo dos hibridos isogénicos normal e bmr6.

Microscopia otica

Foto-documentacao das espécimes foi obtida por meio de microscopio estereoscopio
Stemi SV6 Zeiss com maquina fotografica acoplada.

Resultados e Discussdo

Sec0es transversais do colmo de plantas de sorgo normal e bmr6 foram inicialmente
comparadas sem coloracdo e pode-se verificar no fenétipo do mutante a presenca da
coloragcdo amarronzada (Figura 1). Estas se¢Oes foram entdo coradas com solugéo de
floroglucinol-HCL, reagente usado para detectar cinamil aldeidos e lignina (Wardrop,
1971). Enquanto a anatomia dos tecidos mostra claramente que ndo houve alteragdo em
bmr, podem ser vistas diferencas no padréo de coloragdo. No colmo da versédo normal
dos hibridos, pouca coloracdo com floroglucinol-HCI foi evidente (Figuras 2 e 3),
entretanto nos colmos contendo o gene bmr6, forte coloragdo ocorreu nos vasos do
xilema, na bainha vascular e no parénquima subepidermal. Coloracdo também foi
verificada nos mesmos tecidos da nervura central em bmr6 (Figuras 4, 5 e 6), entretanto,
as células do parénquima e do parénquima subepidermal apresentavam coloragdo mais
intensa do que as do colmo. Tanto para a nervura foliar, quanto para o colmo, a solugéo
floroglucinol-HCL permitiu distinguir através da coloracéo as versdes normal e bmr6 a
partir de 2 min, sendo que com 6 min a coloragédo era bem mais intensa. Pillonell et al.
(1991) e Halpin et al. (1998) verificaram também em sorgo bmr6 e em milho bmrl,
respectivamente, um aumento semelhante na coloracdo por floroglucinol. Este aumento
tem sido verificado em mutantes bmr que apresentam reducédo na atividade da cinamil
alcool desidrogenase (CAD), a qual afeta a composi¢cdo do polimero de lignina, com
subsequente aumento na coloragéo devido provavelmente a uma incorporacéo de cinamil
aldeidos, substratos para CAD (Clifford, 1974). Embora o floroglucinol reaja de certa
forma com vaérios fendlicos, esta coloracéo intensa com os aldeidos, tem sido proposta
como especifica (Provan et al., 1997). Conclui-se, deste trabalho, que os hibridos simples
iIsogénicos de sorgo, versdes normal e bmr6 apresentaram coloragéo diferencial com a
solucéo de floroglucinol-HCL, no colmo e na nervura central.
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FIGUERA 1. Cortes transversais do colme de HS 1sogénicos, BROOTALTXITEA, versio
nefenal & esquerda & verche boeed & direita apresentands coloraghe amarronzada po s0tema
vascuolar Fotoz tiradas uhlizando-ze microseodpio estenoscépie Stema SVE Zeiss,
magnificagho de 40 X



FIGURA 2. Cortes transwerzax do colmo de HS isogénicos, BRODTARTIITE, versies
nermal & esquerda & bt A direita, corades com floreglucinel-HCI por 3 min.  Fotes
tradas vlilizando-te macrosocdpro estersose dpio Stemi SVE Zeizs, magnificaglo de 63
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FIGURA 3 Costes transwersas do colme de HS isogénicos, BROOTAXTXITES, versfes
normal & esquerda & bmrd & direita, corados com floreglocinel-HCl por 3 min Fotos
tradas utilizande-se micresocdpro estericscdpio Stemu SWE Zeiss, magnificaghe de 25 X
BV= bainha wascular, P= parénguima, PS=parénquima subepidermal com epclerfnguima,
X= milema

FIGURA 4  Cortes transversais da nervura central de folhas de HS isogfnicos
BROO7AxTX2T85, versdes normal & esquerda ¢ bt & direita, corades com floroglocine]-
HCl por & min.  Fotos tiradas utilizands-se microsocdpio esterioscdpio Stemi SVE Zeiss,
magnificagie de 20 X

FISUEA 5  Coetes tansversais da nervara central de folhas de HS wsogfmcos, ©
THEISAxTHITES, versBes normal & bwerd? |, acma & abaseo respechivamente, corados com
Aereghcine]-HCI per 6 min.  Fotes teadas vhlicanda-g¢ microsecdpie erterioncdpie Stemi
SVE Zeiss, magnificaghe de 12X
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FIGURA 6  Cortes transversals da nervera cemiral de folhas de HS isogEmicos.
BRODTARTXZ7E4, wersfes normal ¢ bwm & | acima ¢ abace respechivamente, corados com
Roroglocinol-HCI por & man.  Fotos twadas utlizando-se microsccdpic esterioscdpice
Steens SVE Zeiss, magnificagho de 4030

XXV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 29/08 a 02/09 de 2004 - Cuiaba - Mato €

SN



