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Uso da Macho-Esterilidade no
Melhoramento Genético de Sorgo’

Introducao

O desafio de aumentar a produtividade agricola, aliado ao aumento dos
eventos extremos de secas e estiagens prolongadas, torna a pesquisa
agropecuaria ferramenta estratégica para o avango da agricultura. O sorgo,
pela sua adaptacao natural a condigbes ambientais adversas, como estresse
de seca, e pela sua versatilidade de uso, tera papel cada vez mais importante
quando se trata de seguranca alimentar e de fontes bioenergéticas. Além
do uso dos grédos e da forragem para a alimentacdo humana e animal, o
sorgo também tem sido importante componente da matriz energética, na
producéo de etanol, biogas e na cogeracao de energia. O sorgo é cultura
predominantemente autégama, mas com o uso de macho-esterilidade o
melhoramento genético se tornou muito semelhante ao de culturas al6gamas.
A macho-esterilidade se faz necessaria em razéo do elevado numero de flores
nas paniculas do sorgo, o que impossibilita a emasculacédo em larga escala
das plantas a serem polinizadas na produc¢ao de hibridos comerciais. Dois
tipos de macho-esterilidade sdo amplamente utilizados em sorgo: a macho-
esterilidade genética (GMS), que é geralmente utilizada no melhoramento
populacional, e a macho-esterilidade genético-citoplasmatica (CMS), utilizada
na producao de hibridos. Neste artigo, serdo descritos a dindmica da macho-
esterilidade e como ela é utilizada no desenvolvimento de linhagens e na
producgéao de hibridos de sorgo.

Macho-esterilidade genética (GMS)
Autilizagado de genes de macho-esterilidade do sorgo levou ao desenvolvimento

de novas abordagens para o melhoramento da cultura. Populagdes de
intercruzamento ao acaso de sorgo podem ser facilmente sintetizadas,
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sendo possivel a utilizacdo de selegao recorrente, como ocorre na cultura
do milho. Por se tratar de plantas completamente macho-estéreis, ndo ha
necessidade de realizar emasculagao durante os cruzamentos. A macho-
esterilidade genética é condicionada por alelos recessivos em homozigose,
€ as principais causas da macho-esterilidade estado relacionadas a auséncia
ou degeneragao dos graos de pdlen, falta de pdlen viavel ou indeiscéncia da
antera quando o estigma esta viavel (Reddy et al., 2003).

Existem alguns genes de macho-esterilidade genética (GMS) relatados
no sorgo (Tabela 1). A maioria dos programas de melhoramento de sorgo
no mundo utiliza o gene ms3 no desenvolvimento de populagbes de
intercruzamento ao acaso. Este gene foi descoberto por Webster (1965), tem
expressao de macho-esterilidade boa e estavel, e produz muita semente sob
polinizagdo aberta. O gene ms3 funciona em ambos os citoplasmas, milo e
kafir, de modo que podem ser usados para o desenvolvimento de populagdes
R (restauradora da fertilidade) ou B (mantenedoras da fertilidade).

Tabela 1. Genes de macho-esterilidade genética em sorgo. Adaptado de Ro-
oney (2000); Reddy et al. (2005); Dweikat (2014).

Fonte Origem Caracteristica Referéncias
Ayyangar e Ponnaiya
ms. indicenous line | india Boa macho-esterilida- | (1937)
9 9 de, altamente receptivo | Stephens e Holland
(1954)
Macho-esterilidade fe-
ms, Blackhull kafir EUA minina, baixa produgéo | Stephens (1937)
de semente
ms. Goes EUn | EMESISEEEIRES oo o)
3 de, altamente receptivo
ms, Indigenous line | india Anteras sem polen Ayyangar (1942)
ms, Rancher Hungria |Pdlen aborta Barabas (1962)
ms, Rancher Hungria |Anteras sem poélen Barabas (1962)
ms. Indigenous line | Nigéria Boa macho-esterilida- | Andrews e Webster
7 9 9 de, altamente receptivo | (1971)
Anteras sem polen. Ob-
ms, EUA tido através de mutacgéo | Xin et al. (2017)
de BTx623
Karper e Stephens
al EUA Antera sem estame (1936)
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Outros genes Uuteis de macho-esterilidade genética com expressdes
semelhantes a ms3 sdo o ms1 (Ayyangar; Ponnaiya, 1937) e o ms7 (Andrews;
Webster, 1971). Alguns deles foram utilizados em popula¢des com resultados
insatisfatorios por causa da expressao variavel da macho-esterilidade (Ross,
1973). As plantas homozigotas para o gene ms2, por exemplo, mostram alto
grau de esterilidade feminina, juntamente com a esterilidade masculina, e as
plantas autofecundadas séo faciimente identificadas na maturidade fisiolégica
dos gréos por causa da baixa formacéo das sementes (Ross; Gardner, 1983).
Isso também causa vieses de rendimento durante a avaliagao das progénies
quando as familias segregam para este gene. Problemas semelhantes sao
encontrados quando o gene antherless (al) € usado em algumas populac¢des
de sorgo (Eckebil et al., 1977; Ross, 1973). Existem outros genes de
esterilidade masculina relatados na literatura, mas que ainda nao foram
testados no melhoramento de sorgo.

O uso da macho-esterilidade genética facilita a hibridagdo, mas também
requer alguns cuidados com a populagdo durante a antese das plantas.
Uma vez terminado o intercruzamento, as linhagens devem ser extraidas
e os alelos ms recessivos devem ser eliminados, ou produzirdo progénies
estéreis nas geracOes futuras. As linhagens segregantes para a macho-
esterilidade genética podem ser mantidas por autofecundagéo de paniculas
aleatdrias ou polinizagdo em bulk de paniculas estéreis com pdlen de plantas
heterozigotas e macho-férteis proximas. Para o uso deste sistema, as plantas
macho-estéreis devem ser identificadas quando estiverem com o apice da
panicula florescendo. As anteras das plantas macho-estéreis sdo menores,
mais finas e ndo liberam pdlen viavel (Figura 1). Apds a identificagdo, a ponta
da panicula macho-estéril deve ser removida, e a panicula deve ser protegida
com saco de papel Kraft para evitar a polinizagdo aberta. Apds trés a cinco
dias, a panicula pode ser polinizada com o pdlen coletado do progenitor
macho desejado. Os hibridos desses cruzamentos podem ser usados para
melhorar a populagdo ou para dar inicio a outro método de melhoramento,
como a selecdo de pedigree para produzir linhas puras melhoradas. As
oportunidades para a utilizagcdo da macho-esterilidade genética estdao bem
avangadas a medida que os melhoristas desenvolveram novos acessos de
macho-esterilidade genética em germoplasmas de sorgo elites e parentais de
hibridos (Pedersen; Toy, 1997).
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Figura 1. Diferencgas estruturais visiveis entre plantas macho-estéreis (esquerda) e
macho-férteis (direita). Plantas macho-estéreis apresentam anteras finas sem produ-
¢céo de pdlen e estigma plumoso, e plantas macho-férteis apresentam anteras com
producéo de polen (observadas pela presenca de polinizadores).

Melhoramento populacional de sorgo
utilizando macho-esterilidade genética

O melhoramento populacional € normalmente realizado para caracteristicas
com heranga quantitativa, ou seja, controlada por muitos genes, e o método
de melhoramento mais utilizado no desenvolvimento destas populagdes
€ a selegdo recorrente. No sentido amplo, € um esquema ciclico de
recombinacdo e selegdo de gendtipos em que as frequéncias de genes
favoraveis sdo constantemente aumentadas na populagéo (Figura 2). As
técnicas sao designadas para atingir dois objetivos: a) o melhoramento do
desempenho médio da populagéo, pelo aumento da frequéncia génica de
uma caracteristica (ou de caracteristicas) em selegcéo; e b) a manutengao
da variabilidade genética pela recombinagéo de gendtipos superiores (Nath,
1982; Singh, 2004; Ramalho et al., 2012).
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Figura 2. Esquema de selecdo recorrente intrapopulacional em sorgo utilizando
populagéo de cruzamento ao acaso desenvolvida com o gene de macho-esterilidade
genética ms3.

No caso do sorgo, a utilizagdo da macho-esterilidade genética e a colheita de
sementes das plantas estéreis a cada geracéo possibilitaram a converséo de
populagdes normalmente de autofecundagao em populagdes de fecundagao
cruzada, que podem ser melhoradas por alguns dos métodos de selecao
recorrente utilizados com sucesso na cultura do milho (Doggett; Eberhart,
1968; Gardner, 1972). O sistema de macho-esterilidade utilizado na sintese
de populagdes de sorgo envolve o gene ms3, da variedade Coes, de heranca
simples e recessiva, ou seja, produz paniculas macho-estéreis quando em
homozigose para o alelo recessivo, e paniculas macho-férteis em condigées
heterozigotas ou homozigotas para o alelo dominante. O gene ms3 é mais
estavel, geralmente de facil identificagdo e alta eficiéncia na formagao
de sementes quando o pdélen é adequado. O desenvolvimento de uma
populagdo usando macho-esterilidade envolve trés passos: 1) selegdo dos
materiais genéticos que serao intercruzados; 2) incorporagéo de um gene de
macho-esterilidade genética; e 3) intercruzamento ao acaso entre linhagens
escolhidas para compor a populacéao.

Aselecao de linhagens adequadas para o desenvolvimento de uma populagéo
€ uma importante decisdo e depende do objetivo do melhoramento. As
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populacdes de sorgo tém sido desenvolvidas utilizando-se somente linhagens
B (mantenedoras da fertilidade), somente linhagens R (restauradoras da
fertilidade) ou uma mistura de linhagens B e R. Sintetizam-se populagdes com
linhagens B ou com linhagens R pela facilidade de se extrairem linhagens B e
R sem a interferéncia dos alelos Rf nas primeiras e dos genes rf nas segundas
(Doggett; Eberhart, 1968; Gardner, 1972; Ross, 1973; Schaffert et al., 2016).
As populagdes tém sido desenvolvidas com um minimo de oito e um maximo
de 800 linhagens. Geralmente, 20 a 40 linhagens cuidadosamente escolhidas
séo suficientes para a maioria dos objetivos.

Na sintese de uma nova populacao, as linhagens escolhidas sdo cruzadas
individualmente com uma fonte de macho-esterilidade genética ms3 (Figura
3), dando origem a geracao F1 de plantas férteis com gendtipos heterozigotos
(Msms). Dessa forma, € preciso que uma geracéo de autofecundagdo seja
realizada para que os genotipos macho-estéreis (msms) possam ser formados.
As plantas férteis F1 de cada cruzamento sédo autofecundadas e as sementes
F2 sédo usadas para um retrocruzamento ou destinadas ao primeiro ciclo de
recombinagcdo em campo isolado. As plantas F2 macho-estéreis (msms)
sao identificadas durante o florescimento, e, quando atingida a maturacao
fisiolégica dos graos, as paniculas séo colhidas separadamente. Em seguida,
igual quantidade de sementes de cada panicula é separada e novamente
misturada para a dar origem a segunda geragdo de recombinagéo. Este
mesmo procedimento é utilizado na terceira geragao de recombinagéo quando
a proporgéao de plantas férteis e de estéreis se aproxima de 1:1. A sementes
colhidas do ultimo ciclo de recombinagdo sdo chamadas de sementes SO,
que significa sem nenhuma autofecundacdo. A manutencdo da populagcao
¢é feita conforme o mesmo procedimento utilizado para a segunda e terceira
geragdes de recombinagao. Um minimo de trés ciclos de intercruzamento ao
acaso deve ser realizado antes do inicio da selecdo. No caso de caracteres
mono ou oligogénicos, como resisténcia a doencas, formato de panicula, altura
de plantas e teor de lisina, poucos ciclos de recombinagédo sdo necessarios.
Entretanto, para caracteristicas mais complexas como produtividade de
graos ou tolerancia a seca, muitas geragdes de cruzamento ao acaso sao
requeridas para que os grupos de ligagao génica sejam quebrados.

Na geragdo F2 deve-se etiquetar 600 a 1.000 plantas macho-estéreis, as
quais serao colhidas e trilhadas panicula por panicula. Misturar quantidade
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igual de sementes de cada panicula para gerar a populagao F3, e repetir
este mesmo procedimento para gerar a populacdo F4. Nas geracdes
F2, F3 e F4 lotes isolados de aproximadamente 1.000 m2 sdo suficientes
para a recombinagdo das plantas. Para pleno sucesso do melhoramento
populacional é preponderante que as areas de campos isolados ndo tenham
contaminantes, principalmente sorgo selvagem (Schaffert et al., 2016). Apos
0 ultimo ciclo de recombinag¢ado (F3 ou F4) a populagao pode ser utilizada
para autofecundagéo e extragdo de linhagens, ou para selegdo em novos
ciclos de selegao recorrente.

—
——
T

Autofecundag:ao

—
KX

F,

Polinizagéo a
acaso

Figura 3. Esquema de sintetize de uma populacdo F2 de sorgo, para realizagcao do
primeiro ciclo de recombinagéo.
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Os métodos de selegcdo normalmente empregados em programas de
melhoramento populacional em sorgo sdo os mesmos utilizados em
plantas alégamas, porém, a escolha de uma populagdo e dos métodos a
serem adotados, como base para o desenvolvimento de um programa
de melhoramento intrapopulacional, depende da performance média da
populacdo e da significancia de diferentes tipos de varidncia genética
presente.

Macho-esterilidade citoplasmatica (CMS)

A esterilidade genético-citoplasmatica em sorgo resulta da combinagéo de
citoplasma Milo e genes Kafir. A descoberta da macho-esterilidade, nesse
sistema, possibilitou a produgao de hibridos comerciais de sorgo e se tornou
importante para a industria de sementes dessa cultura. Os hibridos utilizados
na maioria dos paises que produzem sorgo possuem citoplasma Milo. Porém,
0 uso de um Unico citoplasma é limitante pelo fato de que todos os hibridos
possuem o mesmo citoplasma, restringindo as possibilidades de combinagdes
de parentais para hibridos. As linhagens estéreis s&o, na maioria, similares,
e os parentais machos sao limitados aqueles que poderiam restaurar a
fertilidade no sistema especifico Milo-Kafir (Schertz, 1973; Secrist; Atkins,
1989). Outros sistemas de macho-esterilidade estdo sendo estudados,
e um dos propositos € aumentar a diversidade genética para evitar riscos
relacionados ao citoplasma. E necessério que novos sistemas sejam usados
e os hibridos a serem produzidos sejam tao produtivos quanto os ja existentes
(Schertz, 1973; Secrist; Atkins, 1989). Atualmente existem dez citoplasmas
descritos na literatura, sendo alguns mais estudados do que outros (Tabela
2).
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Tabela 2. Sistemas de citoplasmas identificados em sorgo. Adaptado de

Schertz (1994) e Rooney (2004).
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Citoplasma a
Grupo Fonte Raca Referéncias
Milo D
IS6771C G-C
IS 2266C D
IS 6705C G Stephens e Holland (1954)
A, IS 7502C G Worstell et al. (1984)
IS 3579C C
IS 8232C (K-C)-C
IS 1116C G
IS 7007C G
IS © Schertz e Ritchey (1978)
A, IS 230 ¢ Worstell et al. (1984)
IS 2816C C ’
1IS3063C,
A, 1S1056C Worstell et al. (1984)
IS1112C, D-(DB) Quinby (1980); Worstell et al.
Ay ISlzsaae © (1984);Tang e Pring (2003)
IS 6882C K-C ’
1IS7920C G
M35-1A D
A, VZM2A D Worstell et al. (1984)
G1A D
Indian A, Rao et al. (1984)
IS 7218 :
9E IS 112603C G Webster e Singh (1964)
A, IS 7506C B Webster e Singh (1964)
IS 1056C D
A, IS 2801C D Webster e Singh (1964)
IS 3063C D
KS Ross e Heckerott (1972)

yD =durra, G = guinea, C = caudatum, B = bicolor, K = Kafir.

A restauragao da fertilidade do citoplasma A1 é controlada por um ou dois
genes principais, denominados Rf. Portanto, a linhagem A possui citoplasma
estéril e o gene restaurador com alelos em homozigose na forma recessiva
(rf1rf1); a linhagem B possui citoplasma fértil e gene restaurador com alelos
recessivos (rf1rf1); e a linhagem R possui citoplasma fértil e gene restaurador
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com pelo menos um alelo na forma dominante (Rf1Rf1, ou Rf1rf1). No item 5
€ mostrado como ocorre a multiplicagcao das linhagens-base do programa de
melhoramento e como sao sintetizados os hibridos de sorgo.

Tabela 3. Citoplasma, gendtipo e fendétipo das linhagens A, Be R

Linhagem Citoplasma’ Genoétipo Fenotipo
A S rfrf Estéril
B N rfrf Feértil
R SouN RfRf ou Rfrf Feértil
Hibrido N Rfrf Feértil

* S e N: Citoplasma Estéril e Normal, respectivamente.

No melhoramento interpopulacional, os cruzamentos testes de linhagens R
sao feitos diretamente, polinizando linhagens A macho-estéreis, resultando em
hibridos A x R. Ja os cruzamentos testes de linhagens B sao mais complexos,
pois ndo é costume esterilizar linhagens R. Programas de melhoramento mais
novos tém desenvolvido linhagens macho-estéreis R no citoplasma A3, as
quais podem ser usadas como testadoras de linhagens B no citoplasma A1
(R macho-estéril em citoplasma A3 x B em citoplasma A1). Lembrando que
neste tipo de cruzamento as linhagens precisam ter citoplasmas diferentes
para que a fertilidade do hibrido seja restaurada. Neste Ultimo caso, somente
apos avaliada a fertilidade dos hibridos R x B é que as linhagens B sdo
esterilizadas, para sintetizar as respectivas linhagens A. Mesmo levando
mais tempo para obtengao dos cruzamentos testes, economiza-se tempo e
dinheiro, pelo numero menor de linhagens a serem esterilizadas.

Desenvolvimento de hibridos de sorgo utilizando macho-esterilidade
genético-citoplasmatica

Na producéo de hibridos simples de sorgo sdo necessaérias trés linhagens,
denominadas linhagem A (macho-estéril), linhagem B (mantenedora) e
linhagem R (restauradora). O hibrido de sorgo é produzido pelo cruzamento
entre uma linhagem macho-estéril (A), e uma linhagem fértil polinizadora (R)
(Figura 4).
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+(D) ¥

A msms MsMs

A Macho-estéril B Mantenedor
¥ P
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A Macho-estéril R Restaurador
Yy
Hibrido % %%
Macho-fértil Msms/msms /[ [ [

Figura 4. Procedimento utilizado na manutencéao de linhagens-base do programa de
melhoramento e producgéo de hibridos em sorgo.

A linhagem A macho-estéril € multiplicada pelo cruzamento com uma
linhagem denominada mantenedora (B). As plantas oriundas da linhagem
A, quando polinizadas pela linhagem B continuam macho-estéreis, isto €, a
linhagem B néo restaura a fertilidade da linhagem A, por isso ela € chamada
de linhagem mantenedora da fertilidade. As linhagens A e B s&o isogénicas,
porém diferentes na fertilidade do pdélen (Tabela 3). Ja as linhagens B e R séo
multiplicadas por autofecundagao. Sementes produzidas pelo cruzamento da
linhagem A com pdlen da linhagem R produzirdo plantas macho-férteis, isto &,
a linhagem R restaura a fertilidade sobre a linhagem A (Figura 4). A linhagem
R é fenotipicamente diferente da linhagem A, e a combinagao delas resultara
em um hibrido de alto potencial de rendimento.

A multiplicagdo da linhagem A e a produgdao de sementes do hibrido, em
larga escala, devem ser realizadas em campos isolados, na propor¢ao
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basica de trés fileiras da linhagem A para uma fileira da linhagem macho-
fértil, procurando sempre proporcionar a coincidéncia no florescimento das
duas linhagens. A multiplicagéo da linhagem R dever feita em campo isolado,
utilizando-se os mesmos procedimentos com linhas puras.
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