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Utilizacao de Marcadores Moleculares
na Selecdao Assistida para Tolerancia ao
Aluminio em Sorgo

Toxidez causada pelo aluminio em sorgo

O sorgo, denominado cientificamente de Sorghum bicolor L. Moench, é uma
graminea de origem africana pertencente a familia Poaceae que apresenta
adaptacdo a uma gama de ambientes. O sorgo apresenta desempenho superior
a maioria das culturas em condicdes de deficiéncia hibrida. Em grande parte da
Africa, sul da Asia e América Central, o sorgo € utilizado como principal fonte
de alimento, além de ser um componente importante da alimentacao animal
nos Estados Unidos, na Australia e na América do Sul. Seus grdos podem ser
empregados na producao de farinha para panificacdo, amido industrial, alcool e
forragem (TARDIN e RODRIGUES, 2008).

Devido a rusticidade natural do sorgo e a grande versatilidade de utilizacdo de
seus graos e forragem, a cultura é frequentemente implantada em condi¢cdes de
estresses. Nos ambientes tropicais € comum o cultivo de sorgo em solos com

alta saturacado de aluminio, causando toxidez as plantas. O aluminio é um dos
metais mais abundantes na crosta terrestre, sendo liberado na solucao do solo em
condicbes acidas, assumindo formas fitotéxicas, como o AI**. A toxidez causada
pelo Al afeta o desenvolvimento das plantas e, em particular, inibe o crescimento
radicular, tornando as raizes curtas e grossas; o apice radicular é o alvo primario
do Al (KOCHIAN et al., 2004).

Em vista disso, hd um crescente interesse na selecao de plantas tolerantes que
possam ser utilizadas em areas que apresentam problemas de toxidez de Al. As
anomalias e os danos causados ao sistema radicular implicam na exploracao

de menor volume de solo (FOY et al., 1993), comprometendo a absorcao de
nutrientes e tornando as culturas mais sensiveis a deficiéncia hidrica. Em razao da
rdpida expansao das fronteiras agricolas brasileiras e do plantio de sorgo na época
da safrinha na regido do cerrado, a selecao de genétipos de sorgo com tolerancia
ao aluminio torna-se fundamental para assegurar a estabilidade de producao
nessas areas.

O gene de tolerancia ao Al Alt,, em sorgo

O gene de tolerancia ao aluminio, denominado A/ty, foi mapeado por

Magalhaes et al. (2004) na porcao terminal do cromossomo 3 de sorgo e foi
subsequentemente clonado por clonagem posicional (MAGALHAES et al.,

2007). O gene que condiciona o loco Alt,,, denominado SOBMATE, é membro

da familia multigénica MATE e em sorgo foi localizado em uma regido de 24,6
kpb. O loco Alt,, é flanqueado por marcadores moleculares co-dominantes do
tipo STS (SequenceTagged Sites), M181 e CTG29, que estdo ligados ao loco de
toleréncia a 0,1 e 0,5 cM, respectivamente (CANIATO et al., 2007). Durante a
clonagem posicional do gene SbBMATE, outros marcadores STS, S17 e S73, foram
desenvolvidos a partir de sequéncias no mesmo cromossomo artificial de bactéria
(BAC) que contém o gene SBMATE. O marcador S17 estéd localizado a 32,1

Kpb (1 kpb = 1000 pares de base) do loco Alt,,do mesmo lado que o CTG29,
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enquanto S73 estéa localizado a 22,4 Kpb do Alt,,
do mesmo lado que M181. A Figura 1 representa
de forma esquemaética a posicdao dos marcadores
CTG29, M181, S17 e S73 em relacéo ao loco Alf,.

32,1 kbp 22,4 kbp
v vy v
CTG29 E Altgg s73
t #t ;
0,5 cM 0,1 cM

Figura 1. Mapa genético (cM, centimorgans) e fisico
(Kbp, 1.000 pares de bases) da regido do gene Alt,, no
cromossomo 3 de sorgo.

Selecdo assistida para a tolerancia ao
Al em sorgo

A fim de se obter maior eficiéncia na transferéncia
de genes de interesse, a selecao assistida por
marcadores moleculares tem sido utilizada no
melhoramento genético de plantas. Quando
associados a diferentes caracteristicas de
importancia econémica, os marcadores moleculares
permitem a selecdo precoce de caracteristicas
desejaveis em geracdes segregantes (GUIMARAES
et al., 2009), e a eliminacao de ciclos de
retrocruzamento, com ganhos na recuperacao

do genoma recorrente. No caso do loco A/t ha
disponibilidade de duas importantes informacdes
para programas de selecao assistida. Primeiramente,
a clonagem do gene A/, nos permitiu desenvolver
marcadores gene-especificos que sao Uteis para a
mineracao de alelos do gene de tolerancia. Além
disso, a disponibilidade da sequéncia completa do
genoma do sorgo (http://www.phytozome.net/
sorghum) nos permite identificar ou desenvolver
marcadores para monitorar, de maneira detalhada, a
regido do gene Alt,,, para reduzir o arraste genético
provocado pela pressao seletiva no loco.

Um exemplo dréstico de arraste genético foi
relatado para o loco 7m-2, que confere resisténcia
ao virus do mosaico do fumo. Nesse caso, o
fragmento introgredido juntamente ao loco por
selecao assistida chegou a 51 cM em extensao,
correspondendo a totalidade do braco curto do
cromossomo 9 (YOUNG; TANKSLEY, 1989).

Isso indica que a regiao flanqueando o loco sob
introgressao deve ser cuidadosamente monitorada,
de maneira a reduzir o arraste genético.

Assim, a selecéo assistida para o gene Alt,, foi
realizada com base nos marcadores indicados na
Figura 1, além de marcadores gene especificos.

A linhagem 90SN-7, proveniente do programa de
melhoramento do /nstitute National da La Researche
Agronomique Du Niger (INRAN - Niger), sensivel ao
aluminio, foi utilizada como parental recorrente e a
linhagem SC566-14, tolerante ao aluminio, como
doadora.

O cruzamento entre as linhagens doadora e
recorrente foi realizado na Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas — MG, em 2009/2010. O hibrido
F1 obtido pelo cruzamento entre os parentais

foi retrocruzado com o parental recorrente para
obtencao da familia RC1F1. Devido ao fato das
linhagens do programa do INRAN serem sensiveis
ao fotoperiodismo, o florescimento somente é
esperado quando o comprimento do dia torna-

se menor do que 12 horas e 20 minutos. Para
assegurar o florescimento durante o periodo de
verao na latitude de Sete Lagoas, foi construido um
sistema automatico de controle de fotoperiodismo,
que foi instalado no interior de uma casa de
vegetacao (Figura 2).

para induzir o florescimento das linhagens do programa de

melhoramento do INRAN (Niger). O sistema de cortinas
plasticas é fechado e aberto automaticamente com
controle via timers, de maneira a manter o comprimento
do dia constante, com incidéncia de 10 horas de luz por
dia.



Utilizacdo de Marcadores Moleculares na Selecdo Assistida para Tolerancia ao Aluminio em Sorgo 3

O primeiro passo para a selecado visando a
maximizacao da recuperacao do genoma recorrente
(selecao background) foi o de obter as posicoes
fisicas dos marcadores disponiveis no genoma do
sorgo.
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Figura 3. Distribuicao fisica dos marcadores SSR
utilizados para selecao background no genoma do sorgo.
As posicoes foram obtidas por andlise de similaridade de
sequéncia (BLAST) dos primers SSR com o genoma do
sorgo (http://www.phytozome.net/sorghum).

A Figura 3 indica uma boa distribuicao dos
marcadores SSR (Simple Sequence Repeats)

ao longo do genoma do sorgo, com menor
representacao, como esperado, nas regioes
centroméricas. Foram entdao compiladas todas as
informacoes de posicOes genéticas disponiveis
para esses marcadores utilizando-se como base o
mapa consenso de sorgo publicado por Mace et al.
(2009). As distancias genéticas para marcadores
com informacgdes indisponiveis foram inferidas com
base nas distancias fisicas e genéticas de locos
vizinhos. A partir dessas andlises foi gerado um
mapa genético contendo todas as posicées dos
marcadores SSR de sorgo disponiveis na Embrapa
Milho e Sorgo, conforme apresentado na Figura 4.

Frisch et al. (1999) chamam a atencao para
a importancia do controle do arraste genético
em programas de retrocruzamento assistido, o

gue leva a uma reducao sensivel no nimero de
marcadores necessarios para recuperacao do
genoma recorrente. A Tabela 1 mostra a regiao
fisica do loco A/t,, com os marcadores disponiveis
para selecao de recombinantes contendo o alelo da
linhagem recorrente 90SN-7 no loco marcador. As
etapas adotadas para introgressao assistida do loco
Alty, na linhagem recorrente 90SN-7 estdo descritas
abaixo.

Selecdo para o loco Alt,, (selecao
foreground)

A selecao foreground, para introgressao do

alelo favoravel A/t_., foi conduzida em 255

SB'
progénies RC1F1 com o marcador S17 e

também confirmada com o marcador gene
especifico, 6083 (HUFNAGEL, 2009). Foram
selecionados 133 progénies em heterozigose para
os locos marcadores, de maneira consistente

com a razao esperada de segregacao 1:1
(heterozigotos:homozigotos para o alelo da linhagem

recorrente, y> = 0.47, p[x>0.471=0.49).

Selecao de recombinantes para
reducao do arraste genético

As progénies heterozigotas para o loco A/t foram
selecionadas e genotipadas com o marcador M1762
(Tabela 1), que esta localizado a 18.1 ¢cM do loco
A/tSB (posicao fisica 74.1 — 74.2, a direita do loco
Altg). A proporcéo de recombinantes simples
esperada para a classe contendo o loco A/t , em
heterozigose e o loco marcador em homozigose
para o alelo da linhagem recorrente é de 0,5 x a
frequéncia de recombinacéao entre os locos. Em 255
progénies RC1F1, seriam, portanto, esperados 23
individuos recombinantes para essa classe, o que foi
extremamente préximo dos 27 que foram de fato
detectados. Esses individuos recombinantes, com
menor arraste genético do genoma doador na regidao
do loco A/t

SB’
subsequente.

foram selecionados para a etapa



Sorgo

inio em

Alum

ancia ao

Assistida para Toler

Utilizacao de Marcadores Moleculares na Selecéo

4

‘saseq

ap saied (00O’ L) oIy :dgy| "seseq ap saled (000°000° L) ebay :qdy "0bios ap £ owossowoid ou “ypy 000] op oeiBal eU SEI0PEOIEW SOD0| SOP BIIS)) 0B3ISO | ejeqe]

690X} grydxy  Lppdxiy
9rydxy ggydx LTydxy pedxy|  zeydxy 6vvdxy  Tzpdxa| cpvdxs  oppdxa|  Typdxa s0207

dgIN- Z9LTIN[ZI96N - TINT 19d #1dnox T8TN - €LS-9SUV - LIS| 6781  Zsns 1d0O1S gedxax
00Z- 00T 009005 007 - 00€ 00E- 00 00T -0]005- 007 00V - 00% 00C - 00T 000T- 006 006- 008 00Z- 009|006 - 008 008- 00Z 00S- 00¥ 00C- 00T |00S - 00% 00C - 00T |00% - 00€ qdy
v €L [43 T 69 89 99 <9 qdin

*oedebi| ap odnib eped ap ewide 9S-BIIUODOUS BIIWOSSOWOID ordeubisop \y 'Saiopedlew S0J0| SOAIlDadsal soe

91ual) wa ‘oedebi| ap sodnib sop epianbsa e sepeslsow 0ei1sa (|\|9) suebiowiluad wa seolguab selouelsip sy "0610Ss ap YSS salopeolew sop 02119uab edejy “f einbi4

Lodnay —— Z 511
bpkday. | | - 0voL
gpdnay - 0804
gpdnay {96
Z9EHI095W 11— 508
(ghdpzeday 1~ 528
L opdeby £8
(odad)og deay tm%_xV g5
£8ZHI095W -4t 545
29dn3y 0 2@ay - 055
0209y 05
grdnay_ | | ool
Zrdnoy 0§
grdnay —=—~ 00
ol

Glodeby —
gozdebiy

E03NAS

Zeodeby
geeday

oLodry -]
zodnay ~
2904x3
0£2Y
Lipday
28zbay
Zlyday
65X ~|
g5Eday —

pazdxy —

004k
| - 0091
| |-sost
= 005k pedeby
| | o £zigsdd
o5 50LaxIy
LZeday
gLodxy
| |- r8ol ey
= 070k FBZaXIY
. 19008d6
| |- L18 ydnoy
iy Nwm 0vzEIaSw
1
N3t 025Ky
Lol 2oy
| 255
- 005
— 00€ £4zaxy

JEANOY —F— 07991
gLy gz DX €L
! ax o
Z080IS ey~ 8 0EL %mﬁm\\\m‘mﬁ
ggny —H—z9z1 .
- 567X Urgl ST L5k
I mmmw gLdnay. | | 060l Wy 109kl
: ooeuiDas - T [~ g0l i
- L8 0oy T g9 6909536 1{— L 0L
U8 gypipasw ][ 968 ‘
N Z60dy | g8 Sozdax-Ll-006
TEL gy o L e
- 28 g LzdaX S 7L
—— 9899 gpedeby 7 .- 0L gednoy 1z oz
NMW Lggday S 158
T o0s Z1Eday 085
defiy —— €87
mmmﬁt\\gm cLodenx
> Lepday - gig
g00dny —-—9'1E
gipday L | -581L
grlgsdb 1 pey
. geday | |- 07 ]
—=— 00 0vocay S oo 1zsday ——0g
8 l 9

9E KDY -y
Z9zday -

£z oy

sLoday - |
szaday —

gogday
pEpday
grEHIgsw

BEEHIDASW —=

.~ +'96
[~ 76

—654

L —-0F9
L]

| -£58
[-682
09z
[ote
7L
Lot

) Ach
T o - 04£0d3S] ~my— 5 66}
d mwm it L aday 2'e6lL
B9y yidnay 0094 =g dx
Rq%f: U85t opdmY T~ 07061 oA N\
PECKX givl 96zbax 0°zLk day <
o dx | |0 grgday
0zdmy 54— 0041 mﬂﬁm | mmw mﬂmw \wmw 90CHIDaSW
= - [~
- . apyday W= LBEL ay —E0 5L  £9dnay §lEday—
F St oEa verdsi scodacil |y oec Wmﬁm Azt
Lypexax OrE 61939 ——0°Chl
Zrrday Y5 6 1L R0dEBY 1 I 1 Grl 19bay - |
150day | |- 582k 9praay - 7 IEL . cesdax -]
09X . 7] - 202k Lypdax szl g50day - -0 1Eb 9EdeDX
;W_x 0goL mgwf £zl Srrdax -1 1k mmmaﬁmu
IV I WO s lom foeb]
Knaxfmwc.mm Lezahap T 7 000} £089%9S — - L'J6 m§_0%5|
2099v4s | [-BE6 0ZLaay - | |- 088 620X —{~-6 26 1E0dxay —
oLodefy ——0¢t8 Ewm_uwms £l zeodxay
b LEDR - VL rrdnay zipbay e |-0¥L Bl dax
zLoday eredax 0L sozday ) 0%e T g Higa
gezdeby || gzg oy - ~8'19 630asdb
Ee0dax I~ 019 Jopday
Layexay | | 099 £2dnay
EZEHIDISW 0 € 005y oL ) 8049
gzdnoy 409 mmqwi T~ U8 Heday ———89% Zoeday
spdnoy | |-09¢g Gheday —=-- 00 05bax 4 gpdnay
1519sdb [ 00g 6ayeax U6C zzamasw e 16 sggaay
1g1deBy —--09L _mq%xmu en sggay T [0 6k momaéxT
rosax -~ 19 iy s iy cubax |-y CHAEDXOTEDY
90N =00 aagciay 7 1'g 96X —=-0'0 Lodnoy
Lgdnay; 09
Lpdnay 0z
95y 00
¥ € Z

CEBL

— el

geLL
Lasl

— 085t

UBEL
ULEL

— 08gL
— 00gh

gLl
060l

— L &6
— Vb

UL
819
g5
gES
0y
05E
£6¢
05¢
g6l
¥
vl

96
0o



Utilizacdo de Marcadores Moleculares na Selecdo Assistida para Tolerancia ao Aluminio em Sorgo

Selecao com marcadores distribuidos aleatoriamente
no genoma do sorgo para aceleracdo da
recuperacdo do genoma recorrente (selecdao
background)

Um subconjunto dos marcadores SSR mostrados
na Figura 1 foi selecionado com base na presenca
de polimorfismo entre as linhagens parentais e em
sua distribuicdo no genoma. Para blocos de locos
sob forte ligacdo genética dentro do grupo de
ligacdo foi mantido somente um marcador SSR para
recuperacao do genoma do parental recorrente. As
27 progénies RC1F1 foram entdo genotipadas com
36 marcadores SSR. A média de recuperacao do
genoma recorrente considerando-se as 27 progénies
foi de 72%, bastante préxima a proporcao de 75%
esperada apds uma geracao de retrocruzamento
(Figura 5a). No entanto, foi possivel selecionar 4
progénies RC1F1 que recuperaram em média 85%
do genoma recorrente (Figura 5b) e a proporcao do

Recorrente
(72%)

(a)

o Xgap121-y--0.00
opsb151- | ~2.00

Xcup&1—g—6.00
XpO65-. -14.40
_4gmn  XbP297_19.00

Xeupos p 2
3 MSbCIR223~ ~19.70 &

25

Xeup73—4-35.00 yupa0s—f|-ae.80

Xgap236— —62.80

xwpo72. || 74.00
75 Xcup7a- | ~74.00

Hp120- —-88.00

2

#gap057 110800

*eup20- 170,00
xs0295 172,00 7

= 2
o248 M_17.60 =

9
cm g

ind no:7 [61] -

()

genoma recorrente em uma dessas progénies foi
de 87%. O gendtipo grafico dessa progénie esta
mostrado na Figura 5c.

Uma nova populacdo RC1F1 foi gerada com a
mesma linhagem doadora, SC566, mas com uma
nova linhagem recorrente, NR360, pertencente ao
programa de melhoramento do INRAN. A etapa 1
foi similar aquela descrita para o retrocruzamento
tendo a linhagem 90SN-7 como parental recorrente.
Entretanto, no caso das progénies RC1F1 NR360

x SCh66, foi utilizado o marcador CTG29 (Tabela
1), que esta fortemente ligado ao gene A/t ,, para
reducao do arraste genético (etapa 2). Devido a
alta intensidade de ligacdo entre CTG29 e Alt,,
foram detectadas somente 6 progénies com eventos
de recombinacao simples entre os locos e, por
conseguinte, que apresentavam o alelo proveniente
da linhagem NR360 no loco marcador. A selecao
para recuperacao do genoma recorrente estad em
andamento.

Selecao

-
S

Recorrente
(85%)
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gpsb0GY- -104.70
9
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el (i sep270—f 5500
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Figura 5. Média de recuperacdo do genoma recorrente das 27 progénies 90SN-7 x SC566 RC1F1 com eventos
de recombinagéo entre o gene Alt,, e o marcador M1762 (a). Média do genoma recorrente em 4 progénies
RC1F1 selecionadas (b) (c) Genétipo grafico da progénie que apresentou maior proporcao do genoma recorrente

(87%). Legenda: Em azul esta representado o genoma homozigoto para o parental recorrente e em cinza os alelos

em heterozigose.
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Aplicacdes e perspectivas

A selecao assistida por marcadores permitiu, na
primeira geracao de retrocruzamento, a selecao de
progénies que recuperaram até 87% do genoma
recorrente. Essa proporcao é significativamente
maior do que a média esperada apds uma geracao
de retrocruzamento (75%), sendo compativel

com aquela esperada ap6s duas geracoes de
retrocruzamento. Portanto, espera-se com isso
eliminar ao menos uma geracao de retrocruzamento
considerando-se um programa compreendendo
trés ciclos de retrocruzamentos sem o auxilio

de marcadores. Provavelmente esses resultados
favoraveis devem-se, em grande parte, a um
controle eficiente da regidao flanqueando o gene
Alt,, com a selecdo de progénies recombinantes.
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