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Apresentacao

O sorgo tem sido amplamente produzido em regides tropicais para alimentagcao animal, humana e
para finalidades de bioenergia, com significativo potencial de expansao no Brasil. Apesar de sua
adaptabilidade as areas marginais, a produtividade da cultura é prejudicada por doencas foliares,
com destaques para o mildio (Peronosclerospora sorghi (W. Weston & Uppal)) e a helmitosporiose
(Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard & E. G. Suggs), e pela toxidez do aluminio (Al), presente
nas areas do Cerrado brasileiro. A tolerancia ao Al é conferida pelo gene SbMATE, que codifica um
transportador de citrato da familia MATE, cuja selecéo assistida € mediada por marcadores alelo-
especificos. Outro exemplo de selecao assistida é realizada com marcadores ligados ao gene Rf,
que controla a restauragao da fertilidade citoplasmatica, facilitando a producgao de hibridos de sorgo.
Assim, o principal objetivo desse trabalho foi identificar linhagens provenientes do cruzamento entre
ATF14B e QL3 com altos niveis de resisténcia ao mildio e a helmintosporiose em condi¢des de
campo. Adicionalmente, as 12 linhagens selecionadas apresentaram o alelo do gene SODMATE que
confere tolerancia ao aluminio téxico, notas de melhoramento melhores que a linhagem parental
elite ATF14B e foram caracterizadas quanto a presencga dos alelos Rf e rf em homozigose, indicando
a capacidade de restauracao ou nao da fertilidade citoplasmatica, respectivamente. Com isso, essas
linhagens apresentam grande potencial de uso como fontes de resisténcia as doencas e do alelo de
tolerancia ao Al para diferentes finalidades no programa de melhoramento de sorgo da Embrapa e
de empresas parceiras.

Frederico Ozanan Machado Duraes
Chefe-geral
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Introducao

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é o quinto cereal mais cultivado no mundo (Buso et al., 2011),
amplamente produzido em regides tropicais para alimentagao animal, humana e uso para bioenergia.
Em razao da sua alta tolerancia a altas temperaturas e a seca, o sorgo pode ser uma alternativa
para cultivo na segunda safra em sucesséao a soja. Nas ultimas décadas, verificou-se uma expansao
significativa do sorgo, sendo Goias o estado com maior produgéo nacional (Acompanhamento da
Safra Brasileira [de] Graos, 2019).

A expansdo da cultura do sorgo tem ocorrido nas areas do Cerrado brasileiro, constituidas por
solos acidos, que correspondem a aproximadamente 50% das terras cultivaveis de todo o planeta
(Von Uexkull; Mutert, 1995). Nesses solos, o aluminio é solubilizado na rizosfera nas formas ibnicas
Al(OH)*, AI(OH)* e Al(H,0)6°*, sendo a forma do cation trivalente (AI**), a mais fitotoxica (Kochian
et al., 2004). A toxidez causada pelo aluminio (Al) inibe o desenvolvimento radicular, reduzindo
a exploragcao de camadas mais profundas do solo e, consequentemente, limita a absor¢do de
agua e nutrientes. Em sorgo, a tolerancia ao Al é conferida pelo gene SbMATE, que codifica um
transportador de citrato da familia MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) (Magalhaes
et al., 2007). Marcadores alelo-especificos associados com a tolerancia ao Al foram identificados
(Caniato et al., 2014), e tém sido utilizados no melhoramento assistido € na mineragao de alelos.

Outro exemplo de selecao assistida por marcadores moleculares em sorgo € a selegdo de
genes nucleares de restauragdo da fertilidade, quando do uso da macho-esterilidade genético-
citoplasmatica (cytoplasmic male sterility CMS) na producéo de hibridos. As plantas com CMS, ou
linhagens A, s&o caracterizadas pela auséncia do pélen funcional. No entanto, genes nucleares de
restauracao de fertilidade (fertility restoration ou Rf) revertem a macho-esterilidade citoplasmatica e
0s genotipos portadores dos alelos dominantes Rf sdo denominados restauradores ou R. Linhagens
B tém gendtipo rfrf, com alelos recessivos em homozigose, e por isso sdo nao restauradoras (Horn et
al., 2014). A producéo de hibridos de sorgo da-se mediante o cruzamento de linhagens fémeas (A) e
linhagens restauradoras (R). Um fator fundamental para o sucesso desse sistema ¢ a diferenciacéo
precoce e precisa das linhagens B e R. Varios genes Rf foram identificados em sorgo, incluindo o
gene Rf1 mapeado no cromossomo 8 (Klein et al., 2001). Pinto et al. (2014) validaram a predi¢ao do
fendétipo de macho-esterilidade com base em marcadores microssatélites (Simple Sequence Repeat,
SSR), ligados ao gene Rf1 em populacdes de sorgo da Embrapa. Tais resultados possibilitaram a
utilizacao desses marcadores SSR na predi¢cao dos fendtipos das linhagens restauradoras ou néao
da macho-esterilidade citoplasmatica em sorgo.

A cultura do sorgo ¢é afetada por varias doencas, com destaques para o mildio (Peronosclerospora
sorghi (W. Weston & Uppal)) e a helmintosporiose (Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard &
E. G. Suggs). A helmintosporiose sob condicoes ambientais favoraveis e em cultivares suscetiveis
pode reduzir a producao de grédos em até 40% (Frederiksen; Odvody, 2000; Ngugi et al., 2000,
2001; Casela; Ferreira, 2004). Em sorgo forrageiro, ocorre redugao significativa do volume de
matéria verde e qualidade da forragem, em razao da necrose foliar. Plantas de sorgo infectadas
com P. sorghi nos primeiros estadios de desenvolvimento s&o estéreis, o que resulta em elevadas
perdas na produgdo, podendo alcangar 80% (Barbosa et al., 2006). Entre as estratégias de manejo
dessas doengas, estdo o controle quimico e a resisténcia genética. Entretanto, para o mildio ndo
existem produtos registrados no Ministério da Agricultura para uso foliar, sendo realizado apenas
tratamento de sementes. A resisténcia genética é a forma mais eficiente e econémica de controle
dessas doengas em sorgo.
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Alguns locos de resisténcia ao mildio em sorgo foram identificados, variando em fung¢ao da fonte de
resisténcia e da raga do patdégeno (Craig; Odvody, 1992). A resisténcia ao mildio na linhagem QL3 é
determinada pelo loco Pla (Reddy et al.,1992), mapeado no cromossomo 3, ligado aos marcadores
Xtxp451, Xtxp452, Xtxp215 e Xtxp488 (Mace et al., 2009). Por meio de estudos genéticos, Simbes
(2008) demonstrou que QL3 possui apenas um loco dominante para resisténcia ao mildio, sem a
definicao da sua posi¢cao no genoma. Em Arabidopsis, foi identificado e clonado o gene de resisténcia
ao mildio RPP8 (Botella et al., 1998; Cooley et al., 2000; McDowell et al., 1998; Mohr et al., 2010),
cujo ortélogo em sorgo localiza-se no cromossomo 3.

A fim de aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento no desenvolvimento de hibridos de
sorgo mais tolerantes a estresses bioticos e abiodticos, uma populacao de linhagens recombinantes,
oriunda do cruzamento de ATF14B x QL3, foi avaliada em campo e genotipada com marcadores
moleculares visando a selegéo de fontes de resisténcia a doengas (mildio e helmintosporiose) e de
tolerancia ao aluminio.

Material e Métodos

A partir do cruzamento entre as linhagens ATF14B e QL3 foi obtida, apds seis ciclos de
autofecundacéao pelo método de descendéncia por semente Unica, a populagao constituida de 210
linhagens endogamicas recombinantes (RILs). ATF14B é uma linhagem-elite nao restauradora (rfrf)
desenvolvida do cruzamento entre BRO0O7B e SC283, portadora do alelo de tolerancia ao aluminio do
gene SbBMATE. QL3 é uma linhagem desenvolvida em Queensland, Australia, e fonte de resisténcia
a diferentes ragas de mildio de sorgo (Sifuentes; Frederiksen, 1988).

A avaliagéo fenotipica para mildio e helmintosporiose foi realizada em condigbes de campo na
Estacdo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, de margo a maio de 2018. As 210 RILs foram
avaliadas em blocos casualizados com testemunhas intercalares e trés repeticdes. A parcela foi
representada por uma linha de 5 m, espacadas de 0,7 m, com 50 a 60 plantas por parcela, sem o
desbaste apds o plantio. As testemunhas intercalares corresponderam aos parentais da populacao
(ATF14B e QL3). Cada bloco compreendeu 20 tratamentos (18 progénies e duas testemunhas).

Avaliou-se a severidade da helmintosporiose apos o florescimento (60 dias apds o plantio, DAP) e
a do mildio na fase de enchimento de graos (75 DAP) e, para ambas, foi utilizada a escala de notas
variando de 1 (altamente resistente) a 5 (altamente suscetivel). Se na parcela houvesse uma planta
com mildio sistémico, o gendtipo era considerado suscetivel e recebia nota 5.

A nota de melhoramento, que considera o potencial de aproveitamento do gendtipo em um
programa de melhoramento, incluindo produtividade, comprimento do pendéao, formato de panicula
e tolerancia a doengas foliares, foi atribuida a cada parcela, variando de 1 (bom) a 5 (ruim). O
numero de paniculas foi quantificado como o total de paniculas por parcela.

A genotipagem foi realizada com primers marcados com fluoréforos para os marcadores moleculares
SSR ligados a genes de resisténcia localizados no cromossomo 3 de sorgo. Os marcadores Xtxp492,
Xtxp439, Xtxp441 e Xtxp446 flanqueiam o gene ortélogo ao gene RPP8 de Arabidopsis, enquanto
Xtxp451 e Xtxp452 estéo localizados proximos ao gene Pla, ambos associados com a resisténcia
ao mildio em Arabidopsis e sorgo, respectivamente (Reddy et al., 1992; Mace et al., 2009; Mohr
et al., 2010). As reagbes de amplificacdo desses dois ultimos marcadores foram resolvidas por
meio da eletroforese em géis de poliacrilamida 10% corados com nitrato de prata. As reagdes
de amplificacdo com primers SSR marcados foram realizadas segundo Caniato et al. (2011). Os



Selecéo de fontes de resisténcia ao mildio, a helmintosporiose e de tolerancia ao aluminio em sorgo 9

amplicons foram resolvidos por meio da eletroforese capilar no sequenciador ABI3500XL (Applied
Biosystems), e os resultados foram avaliados empregando o software GeneMapper 5 (Applied
Biosystems). A genotipagem dos alelos do gene SbMATE foi realizada com o primer S17_MATE, e
a separagao dos fragmentos foi realizada em gel de agarose 1%, conforme descrito por Caniato et
al. (2014).

A genotipagem com os marcadores SSR Xtxp400, Xtxp250 e Xtxp105 associados ao gene Rf7,
localizados no cromossomo 8 (Pinto et al., 2014), foi realizada com primers marcados com fluoréforos
e polimorficos entre as linhagens parentais ATF14B e QL3.

Resultados e Discussao

As RILs apresentaram uma ampla variabilidade fenotipica para a altura de plantas, formato e
tamanho das paniculas, que sao caracteristicas de grande importancia dependendo da finalidade
do melhoramento de sorgo. O sorgo granifero possui porte mais baixo e maior numero de paniculas,
enquanto para bioenergia ou forragem sao necessarias cultivares de porte mais alto. Uma amostra
dessa variabilidade esta representada na Figura 1, com progénies de diferentes alturas e formatos
de paniculas.

Figura 1. Linhagens recombinantes de sorgo derivadas do cruzamento ATF14B x QL3

apresentando ampla variabilidade para altura de planta e formato das paniculas.
Foto: Claudia Teixeira Guimaraes
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As RILs apresentaram respostas ao mildio variando de altamente suscetiveis a altamente resistentes,
a semelhancga dos parentais ATF14B e QL3, respectivamente. A Figura 2 demonstra o fenétipo dos
parentais contrastantes quanto a resposta ao mildio, bem como de duas progénies com padréo
fenotipico similar a linhagem-elite ATF14B. A maioria da RILs (194) foi resistente ao mildio e recebeu

nota 1, como observado na linhagem parental QL3.

Suscetfvel -~ Resistente cefivel . Resistente -
Figura 2. Resposta das linhagens parentais ATF14B (suscetivel) e QL3 (resistente)
ao mildio, e de duas linhagens recombinantes contrastantes quanto a resisténcia ao

mildio e de porte baixo, semelhante ao padrao fenotipico da ATF14B.
Foto: Claudia Teixeira Guimaraes

Quanto a resposta a helmintosporiose, as notas variaram de 1,2 até 5,0, indicando uma ampla
variacao e dentre as RILs, sendo que 51 linhagens apresentaram fendtipo de resisténcia, com nota

de severidade inferior a 2 (Figura 3).

Figura 3. Linhagem resistente (equerda) e suscetivel (difta) a

helmintosporiose em condi¢cdes de campo.
Foto: Claudia Teixeira Guimaraes
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As avaliagdes de resposta as doencas e as demais caracterizagbes fenotipicas e moleculares
permitiram a sele¢cdo de 12 linhagens (RILs) altamente resistentes ao mildio (nota 1), com
resisténcia intermediaria a helmintosporiose (nota entre 1,17 e 2,17) e com a presenca do alelo
superior do gene SbMATE, que confere tolerancia ao aluminio toxico (Tabela 1). Essas RILs foram
caracterizadas quanto a presenca dos alelos Rf e rf, em homozigose, que conferem a restauracéo
ou nao da fertilidade, respectivamente, em gendtipos macho-estéreis. Adicionalmente, todas as
RILs selecionadas apresentaram nota de melhoramento inferior a 2,67, melhores que a linhagem
parental elite, ATF14B cuja nota foi 2,78, além de um maior nimero de paniculas que a ATF14B.
Tais resultados indicam o grande potencial de uso dessas linhagens no programa de melhoramento
de sorgo, como fontes de resisténcia as doengas e do alelo de tolerancia ao Al para diversos
propositos: desenvolvimento de linhagens restauradoras (R) e mantenedoras da fertilidade (B), para
a finalidade de producgéao de graos (plantas baixas, com grande niumero de panicula: RIL-16, RIL-87)
e de biomassa (plantas altas: RIL-48, RIL-107).

Tabela 1. Linhagens recombinantes endogamicas (RILs) de sorgo derivadas do cruzamento ATF14B x QL3 caracteriza-
das quanto a presenca dos alelos dos genes SOMATE e Rf, respostas ao mildio e a helmintosporiose, altura de plantas,
nota de melhoramento e niumero de paniculas

Presenca Altura

o do Alelo Alelos Resp’os_ta Res;_)osta a de Nota de Numero de
Progénies do Gene ao Mildio Helmintospo- Melhora- ,
do Gene Rf riose * Planta mento # Paniculas
SbMATE (m)

ATF14B o f 4,30 2,22 1,05 2,78 39,81
QL3 g Rf 1,00 2,00 1,64 3,17 54,92
RIL-14 - rf 1,00 2,17 1,60 2,67 48,33
RIL-16 + Rf 1,00 1,67 1,50 1,67 76,33
RIL-36 - rf 1,00 2,17 1,50 2,50 41,33
RIL-38 + Rf 1,00 2,00 1,50 1,83 61,00
RIL-48 - rf 1,00 2,17 1,73 2,33 56,33
RIL-71 + f 1,00 2,00 1,20 2,17 45,00
RIL-87 + f 1,00 1,83 1,12 2,50 48,33
RIL-107 + f 1,00 1,83 1,67 2,83 70,67
RIL-157 + Rf 1,00 1,17 1,57 1,83 65,67
RIL-170 + f 1,00 1,83 1,60 2,50 47,00
RIL-191 - Rf 1,00 2,17 1,38 2,50 51,00
RIL-204 i Rf 1,00 2,00 1,30 2,67 59,67

$ +indica a presencga e — a auséncia do alelo de tolerancia ao Al do gene SbMATE
* Escala de notas variando de 1, altamente resistente, a 5, altamente suscetivel, as doencas.

# Escala de notas variando de 1, mais favoravel, a 5, menos favoravel, ao melhoramento.
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Consideracoes finais

A ATF14B é uma linhagem-elite de sorgo, com alta capacidade combinatéria para produtividade
de graos e suscetivel ao mildio, dificultando seu cultivo. Assim, a introgressado da resisténcia ao
mildio na ATF14B favorecera sua utilizagdo para a obtencao de hibridos comerciais. As linhagens
selecionadas com resisténcia ao mildio combinaram resisténcia a helmintosporiose e tolerancia
ao Al, além de apresentarem nota de melhoramento e niumero de paniculas superiores a ATF14B.
Como as linhagens possuem altura de planta variando de 1,0 a 1,7 e a presenca dos alelos Rf e rf,
elas podem ser utilizadas para diferentes finalidades no programa de melhoramento de sorgo da
Embrapa e de empresas parceiras.
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