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Mapeamento de QTLs para a Tolerancia
a Seca em Sorgo com Ajustes para
Caracteristicas Fenoldgicas

A Tolerancia a Seca em Sorgo

O sorgo é o quinto cereal mais produzido no mundo (FAO, 2010). Seus graos
sao utilizados para a alimentacdo humana em varios paises do continente
africano, e no Brasil, o sorgo é destinado predominantemente a alimentagao
animal. Além disso, o sorgo tem grande potencial para a producao de

etanol. Para a safra 2011/2012, estima-se que aproximadamente 1 milhao

de hectares do territorio brasileiro serdo dedicados ao cultivo de sorgo,
produzindo aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas de graos (CONAB,
2012).

Sorghum bicolor € considerada uma espécie que apresenta tolerancia a
estresses abioticos. Nessa espécie, podem ser encontrados gendétipos
particularmente tolerantes ao estresse causado pela seca, que tém
importancia primordial para a seguranga alimentar mundial. Tendo em vista
0 aumento da area utilizada para produg¢ao de sorgo no Brasil e a incidéncia
frequente de periodos de seca durante o ciclo da cultura, o desenvolvimento
de cultivares adaptadas ao estresse de seca assume importancia estratégica
no panorama agricola nacional.

Em sorgo, o estresse de seca pode ocorrer nos periodos vegetativos iniciais,
durante o desenvolvimento das paniculas e em pds-florescimento, no periodo
entre o preenchimento dos graos e a maturidade fisiolégica (ROSENOW;
CLARK, 1995; ROSENOW et al., 1997). No entanto, a fase mais critica do
estresse de seca é no pos-florescimento, podendo resultar em impactos
negativos na producao da cultura.

O sorgo é considerado um dos cereais com maior tolerancia a seca, o que
se deve em parte a mecanismos como o stay green, que é caracterizado
pela manutencao de caules e folhas verdes sob estresse de seca apds o
florescimento (SUBUDHI et al., 2000). Em sorgo, varios QTLs que controlam
stay green foram identificados e esses QTLs conferem efeitos positivos na
producdo de graos sob seca (HARRIS et al., 2007). A fonte mais comum

de stay green tem sido historicamente a linhagem BTx642 (inicialmente
chamada de B35), pertencente a raga Durra. Estudos prévios identificaram
quatro QTLs de efeito maior para stay green, designados Stg1, Stg2, Stg3 e
Stg4 (revisado por SABADIN et al., 2012). Stg1 e Stg2 estao localizados no
cromossomo 3 de sorgo, explicando 20 e 30% da variagao fenotipica para
a caracteristica, respectivamente. Stg3 esta localizado no cromossomo 2 e
Stg4 no cromossomo 4, respondendo por 16 e 10% da variagao fenotipica,
respectivamente.

Um impacto positivo da selecao para stay green na produgao de graos

em condicdes de seca foi observado (BORRELL et al., 2000; JORDAN et
al., 2003; KASSAHUN et al., 2009). Entretanto, poucos estudos relatam a
colocalizagao de QTLs de producao de graos com QTLs de stay green. O
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aprofundamento desses estudos é necessario
para embasar futuros esforgcos de selecao
assistida com base em stay green com vistas a
maior producéo de gréos de sorgo sob estresse
de seca.

O mapeamento de QTLs com base em modelos
mistos apresenta vantagens significativas com
relacédo a outras abordagens. Particularmente,
esses modelos permitem a adogdo de variancias
genéticas heterogéneas e correlagdes entre
ambientes (BOER et al., 2007). Além disso, a
estrutura da variancia genética residual pode ser
modelada em ensaios com multiplos ambientes.
Em consequéncia, esses modelos permitem a
modelagem de relagbes complexas, como, por
exemplo, a interacao gendtipo x ambiente, o que
€ particularmente importante em experimentos de
tolerancia a seca, onde esse tipo de interacéo é
comum (CLARKE et al., 1992). Como resultado,
a adocao de modelos mistos no mapeamento de
QTLs resulta em estimativas mais confiaveis e
realistas dos efeitos genotipicos.

Magalhaes et al. (2011) relatam correlagbes
significativas entre as variaveis fenologicas altura
de planta e florescimento e as caracteristicas
producao de graos e stay green avaliadas sob
estresse seca. Esses resultados indicaram

que, em estudos de mapeamento de QTLs ou
mesmo na selegcado de gendtipos tolerantes a
seca, medidas devem ser tomadas para evitar
um efeito de confundimento de variagdes
fenoldgicas no fendtipo de toleréncia a seca.
Como descrito por Pinto et al. (2010), o
melhoramento para a tolerancia a seca pode
ser profundamente influenciado por escape
devido a diferengas fenoldgicas na populagao.
Assim sendo, a intensidade do estresse de seca
torna-se variavel, dependendo, por exemplo, da
época de florescimento dos gendétipos quando
da imposigao e do desenvolvimento do estresse
hidrico. De fato, o tempo de florescimento tende
a ser correlacionado com a produgao de graos
(LUDLOW; MUCHOW, 1990).

O objetivo desse trabalho foi o de estudar a
base genética da tolerancia a seca em sorgo por
meio do mapeamento de locos de caracteristicas
quantitativas (QTLs), bem como estudar a

possivel influéncia de variagdes fenoldgicas

nos QTLs detectados. Para tanto, foram
utilizadas linhagens recombinantes endogamicas
(Recombinant Inbred Lines, RILs) derivadas do
cruzamento entre as linhagens de sorgo BR0O07
e SC283. Os resultados desse trabalho foram
publicados na revista Theoretical and Applied
Genetics (SABADIN et al., 2012).

Fenotipagem em Condicdes de
Campo

Uma populagéo de 90 RILs derivada do
cruzamento entre as linhagens BR007 e SC283
foi fenotipada para a tolerancia a seca em
Janauba (MG), localizada a 15° 45’ 20” de
latitude sul e 43° 16’ 55” de longitude oeste

e 535,37 m de altitude. Foram instalados
experimentos em condigbes-controle e sob
estresse de seca em pos-florescimento, no inicio
do més de junho, nos anos de 2006 e 2007. A
irrigacao foi aplicada duas vezes por semana,
em sistema de aspersdocom 12 mx 12 m
(espagamento entre aspersores) e 17 mm h' de
agua. As condigbes-controle foram obtidas pela
aplicagao de agua para repor completamente

a agua perdida com base na taxa de
evapotranspiracao, pela equagao modificada de
Penman-Monteith. O estresse hidrico foi obtido
com base na curva de retencao de agua do solo
pela interrupgao da irrigacao 12 dias antes do
florescimento, de maneira que a agua do solo
fosse reduzida para uma condicao de estresse
hidrico apés o florescimento. Cada parcela
consistiu de duas fileiras de 5 m, com 0,5 m entre
fileiras e 12 plantas por metro. Os experimentos
consistiram de blocos completos casualizados
com trés repeticbes em 2006 e alfa-lattice com
trés repeticdes e 10 blocos incompletos em
2007. Foram avaliados producao de graos (ton
ha), stay green (% de folhas verdes estimada
visualmente), altura de planta (média da disténcia
entre a superficie do solo e a ponta da panicula)
e florescimento (numero de dias contados da
emergéncia até 50% de florescimento, i.e.,
periodo no qual pelo menos 50% das plantas
dentro de cada parcela apresentavam 50% de
flores abertas).
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Construcao do Mapa Genético

Um mapa genético saturado foi construido com
344 marcadores moleculares, sendo 255 do

tipo DArT (JACCOUD et al., 2001). Os detalhes
relativos a construgdo do mapa genético foram
descritos por Sabadin et al. (2012). Em resumo,
0 mapa genético foi obtido com o software
Onemap verséo 2.0-1 (MARGARIDO et al.,
2007). Inicialmente, foram obtidas as fragdes de
recombinacgao e estimativas de verossimilhanca
por meio de analise de dois pontos entre todos
os pares de locos marcadores. Posteriormente,
os marcadores foram atribuidos aos grupos

de ligagédo com LOD minimo de 5 e distancia
maxima de 30 cM com a funcdo de mapeamento
Kosambi (KOSAMBI, 1944). As fungdes

“order” e “ripple” foram utilizadas para obter
estimativa multiponto das distancias genéticas

e verossimilhancas. As sequéncias dos
marcadores DArT e dos primers SSR foram
utilizadas para ancorar os marcadores ao
genoma do sorgo (http://www.phytozome.net/
sorghum) utilizando BLASTN, com a op¢ao filtro
ativada. As informacdes de posicao fisica foram
utilizadas para consolidar a ordem e posicéao dos
marcadores durante o desenvolvimento do mapa
genético.

Mapeamento de QTLs

As etapas prévias do mapeamento de QTLs
envolveram a utilizagdo de mapeamento por
intervalo simples, seguido do mapeamento por
intervalo composto em ambientes individuais.

O procedimento utilizado foi equivalente a uma
regressao entre efeitos genéticos de natureza
aleatédria e preditores genéticos, que representam
funcdes das probabilidades condicionais dos
QTLs. Os testes para presenca de QTLs foram
conduzidos com um intervalo maximo de 2 cM.
Os efeitos genotipicos foram particionados entre
uma parte devida ao QTL e outra ao residuo. O
modelo final utilizado para a detecg¢ao de QTLs
foi um modelo de multiplos ambientes, definidos
como combinacdes entre os tratamentos com
disponibilidade hidrica (estresse hidrico/controle)
e 0 ano de avaliagdo (dois anos). Mediante

a analise em multiplos ambientes, os efeitos
genotipicos foram novamente particionados

entre efeitos ambiente-especificos e residuos,
também ambiente-especificos. Para cada QTL,
foi entao testada a presenca de QTLs com efeitos
ambiente-especificos somente ou com interacao
QTL x ambiente.

Finalmente, para investigar um possivel efeito
de confundimento entre variagbes fenoldgicas e
a tolerancia a seca, QTLs para florescimento e
altura de plantas foram utilizados como cofatores
no modelo de deteccao de QTLs para stay green
e producéo de graos. A metodologia completa
para a deteccao de QTLs pode ser encontrada
em Sabadin et al. (2012).

Deteccdo de QTLs para Caracteristi-
cas Fenoldgicas

Foram identificados quatro QTLs para
florescimento (Figura 1A) e quatro QTLs para
altura de planta (Figura 1B) na populacao de
RILs. Com base na proje¢do no genoma do
sorgo da sequéncia dos marcadores em regides
de QTLs, o QTL de efeito maior para altura de
planta e florescimento localizado no cromossomo
9, provavelmente corresponde ao QTL Sb-HT9.1
previamente detectado por Brown et al. (2008) na
posicao aproximada de 57.21 Mb no cromossomo
9. O QTL Sb-HT9.1 apresenta interagao
epistatica com Dw3, um dos quatro genes de
nanismo identificados em sorgo (QUINBY,

1974). Por sua vez, o QTL para florescimento
detectado no cromossomo 2 provavelmente
corresponde ao loco de maturidade, Mab
(MACE; JORDAN, 2010). O loco de nanismo,
Dw2, esta ligado ao loco de maturidade, Ma1,

no cromossomo 6 de sorgo (KLEIN et al., 2008),
em regiao correspondente aquela do QTL para
altura de planta identificado no cromossomo 6.
Como nao foi identificado um QTL também para
florescimento na mesma regiao na populagao
BR007 x SC283, infere-se que o loco Mat é
provavelmente monomoérfico entre os parentais.
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Figura 1. Representacao grafica dos QTLs para florescimento (A) e altura de planta (B) detectados
por meio do modelo em multiplos ambientes. A linha horizontal representa o limiar de 1% adotado para

declaracao de QTLs significativos.

Deteccao de QTLs para Producéo de
Graos e Stay Green

Foram detectados nove QTLs para produgao de
graos e oito QTLs para stay geen, considerando-
se 0 modelo que integra todos os ambientes

de forma simultanea (Figura 2). De maneira
interessante, todos os QTLs de florescimento
foram localizados em regides proximas a QTLs
de producao de graos, e trés foram localizados
préximos a QTLs para stay green. Destaca-se

o QTL para producéo de graos no cromossomo
9, que foi detectado com alto -log, (p), tendo

efeito fenotipico pronunciado (~0.3 ton ha') e
explicando uma fragdo substancial da variagéao
genética. Esse QTL também foi detectado para
stay green.

Isolamento da Influéncia Fenoldgica
no Mapeamento de QTLs para
Producédo de Graos e Stay Green

A colocalizagéo entre QTLs para florescimento/
altura de planta e QTLs para stay green e
producdo de graos sugere que variacbes em
fenologia de fato podem ser a base de alguns
dos QTLs detectados para tolerancia a seca.
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Para estudar essa hipétese, o mapeamento cromossomos 3 e 6 na auséncia de cofatores

de QTLs para producao de graos e stay green fenoldgicos). Assim sendo, esses QTLs néo

foi conduzido na presenga e na auséncia de podem ser explicados por variagées em fenologia
cofatores fenoldgicos, aqui definidos como e podem, portanto, ser considerados candidatos
os QTLs previamente detectados para altura para futuros programas de melhoramento

de planta e para florescimento. A Figura 3 assistido para a tolerancia a seca em sorgo.

indica que, ao se adotar cofatores fenolégicos
no modelo, QTLs para producéo de graos
detectados previamente nos cromossomos 3, 4,
6 e 9 passaram a ter probabilidades abaixo do
limite de 1% adotado nesse estudo. Portanto,

a deteccao de QTLs para produgdo de gréos
nessas posicoes provavelmente é consequéncia
de variagdes em fenologia e nao de mecanismos
fisiolégicos de tolerancia a seca. Entretanto, os
QTLs para produgéo de graos nos cromossomos
2, 3, 6, 8 e 10 permaceram significativos no
modelo incluindo cofatores fenoldgicos (note-

se que dois QTLs haviam sido detectados nos

Considerando-se o fenoétipo de stay green, oito
QTLs foram detectados na auséncia de cofatores
fenologicos (Figura 4). A mesma ldgica aplicada
a interpretacao dos dados de producao de graos
indica que QTLs para stay green localizados nos
cromossomos 2 (dois QTLs), 5, 6 e 9 podem

ser atribuidos a variagdes fenoldgicas. Por sua
vez, QTLs nos cromossomos 3, 4, 8 e 10 podem
conter genes que controlam, de forma direta

ou indireta, a capacidade de um gendtipo de
expressar stay green sob seca.

Theor Appl Genet
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Figura 2. Mapa genético de sorgo construido utilizando a populacao de RILs BR007 x SC283. A
posicao dos QTLs que influenciam a producéao de graos (Gy, em vermelho) e stay green (St, em azul)
foi estimada mediante o modelo em multiplos ambientes sem a utilizagcao de cofatores fenoldgicos. Cr:
Cromossomo.
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Figura 3. Representagao grafica dos QTLs para produgéo de graos na auséncia (A) e com a inclusdo
(B) de cofatores fenoldgicos. A linha horizontal representa o limiar de 1% adotado para declaragao de
QTLs significativos.
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Figura 4. Representacao grafica dos QTLs para stay green na auséncia (A) e com a inclusao (B) de
cofatores fenoldgicos. A linha horizontal representa o limiar de 1% adotado para declaragao de QTLs
significativos.
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Significancia dos Resultados na
Deteccao de QTLs para Tolerancia
a Seca e Perspectivas Futuras de
Melhoramento Molecular

Os resultados desse trabalho indicam que
variagoes fenoldgicas podem excercer um forte
efeito de confundimento na deteccdo de QTLs
para tolerancia a seca. Pela ancoragem dos
marcadores em regides de QTLs no genoma do
sorgo, o loco Sb-HT-9.1, que esta associado a
variagoes em altura de planta e florescimento,
excerce influéncia profunda nas caracteristicas
producao de graos e stay green sob estresse
hidrico. Além deste, o loco Dw2, que também
controla altura de planta, bem como o loco de
maturidade, Ma5, influenciam acentuadamente a
detecgao e QTLs para a tolerancia a seca.

Um possivel desdobramento desse estudo

€ o0 desenvolvimento de um programa de
selecao recorrente assistida para a tolerancia

a seca em sorgo. Para implementagao desse
programa, torna-se necessario avaliar o fenétipo
com tamanhos populacionais ampliados e em
diferentes regides geograficas, para que se
tenha alta confiabilidade dos QTLs de tolerancia
a serem utilizados para a selegao recorrente
assistida. Essa estratégia permite, ainda, o
estudo da interacdo QTL x ambiente, o que é
informacao indispensavel na elaboracao de
futuros programas de selegao assistida.

Conclusoes

Os resultados aqui apresentados mostram
claramente que, na auséncia de controle para
variacdes fenoldgicas, varios QTLs para stay
green e producdo de graos sao provavelmente
consequéncia de escape, nao sendo assim alvos
preferenciais para programas de melhoramento
molecular. A adogdo de uma metodologia
estatistica especifica permitiu o isolamento
dessas variagdes fenoldgicas, permitindo

a deteccao de QTLs nao relacionados com
fenologia, e que podem se tornar candidatos
preferenciais para programas de selecao
assistida. Um exemplo é o QTL para stay
green detectado no cromossomo 3, que esta

colocalizado com um QTL para producgao de
graos, com alelos associados a um aumento

do fenotipo provenientes do mesmo parental,
SC283. Deve-se notar que os parentais da
populacédo nao diferem acentuadamente para
altura de plantas e florescimento (SABADIN et
al., 2012; MAGALHAES et al., 2011). Portanto,
mesmo selecionando-se os parentais de
maneira a minimizar diferengas fenologicas, a
segregacao transgressiva na progénie produz
efeitos de confudimento acentuados. Medidas
como escalonamento de plantio de maneira a
uniformizar a introdugao do estresse hidrico

sao desejaveis, mas de dificil aplicagao pratica.
Dessa maneira, em conjunto com medidas para
minimizar escapes, a metodologia apresentada
representa uma estratégia altamente
recomendavel na detecgao de QTLs relacionados
com mecanismos de tolerancia a seca em sorgo.
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