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RESUMO - A fertilidade em sorgo no citoplasma A1l pode ser restaurada pelos locos. Rf1,
Rf2 e Rf5. No Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa foram encontrados
atos teores de aglcares somente nas linhagens R (restauradoras). A utilizacdo de marcadores
mol eculares associados aos genes Rf pode acelerar o processo de obtencdo de novas linhagens
B (mantenedoras) e A (macho estéreis). O objetivo desse trabaho foi iniciar as atividades de
identificacdo de marcadores microssatélites associados com a restauracdo da fertilidade em
sorgo, utilizando gendtipos do programa de melhoramento de sorgo sacarino da Embrapa.
Foram avaliados trés microssatélites ligados a0 Rf1, trés microssatdlites ligados ao Rf2 e trés
microssatélites naregido do QTL de Rf5. A associacdo dos microssatélites com a restauracao
de fertilidade foi realizada em 110 individuos da populacdo F.s derivada de CMSXS157(B) x
BR505(R). Dentre os genttipos B e R foram observados seis microssatélites polimorficos
entre CMSXS156(B) x BR505(R); sete entre CMSXS157(B) x BR505(R) e BR0O08(B) x
BR505(R). Foi verificada associacdo entre os microssatélites txp321 (9% de recombinagéo) e
txp50 (46% de recombinacdo) com a restauracéo de fertilidade na populacéo F.s derivada de
CMSXS157(B) x BR505(R).

Palavr as chave: Sorghum bicolor; selecdo assistida, macho esterilidade, Rf1 eRf2.

Introducéo

A macho esterilidade citoplasmética (CMS) é uma caracteristica atribuida a interacdo
entre genes mitocondriais e nucleares. Em geral, a CMS é causada por rearranjos no DNA
mitocondrial, levando a formagdo de novas ORFs contendo fragmentos derivados de outros
genes e/ou regides ndo codificadoras. (LINKE e BORNER, 2005). Essas ateracbes podem
provocar modificagdes no perfil de expressdo de genes homeotticos que estdo relacionados com
0 desenvolvimento dos 6rgdos masculinos nas flores, levando-se assm a macho esterilidade
(CHASE, 2006).

A fertilidade masculina pode ser restaurada por uma série de genes nucleares
denominados restauradores de fertilidade, ou Rf. O primeiro sistema restaurador do citoplasma
macho estéril descoberto em sorgo envolve o citoplasmamilo (ou A1) e um fator nuclear kafir
. Outras fontes adicionais de citoplasma macho estéril ja foram descritas em sorgo. Apesar

dessas descobertas, A1l continua a ser o principa citoplasma utilizado para a producéo de
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sementes de hibridos no mundo (REDDY e STENHOUSE, 1994), inclusive no Brasil.
No citoplasma A1 de sorgo sdo descritos pelo menos dois genes de efeito maior controlando a
caracteristica de restauracdo da fertilidade. O primeiro gene, denominado Rf1, foi inicidmente
mapeado no cromossomo 8 (KLEIN et a., 2001) e posteriormente clonado (KLEIN et a.,
2005). Os marcadores ligados ao loco Rf1 sdo capazes de predizer a restauracéo da fertilidade
na progénie gerada pelo cruzamento com a linhagem R Tx432, entretanto, ndo sdo capazes de
classificar corretamente todas as linhagens restauradoras (R) disponiveis (JORDAN et a.,
2010).
Jordan et a. (2010) realizaram 0 mapeamento fino do Rf2 no cromossomo 2 e identificaram
marcadores moleculares que, em conjunto com os marcadores Rf1, podem ser empregados na
selecdo assistida para a geragéo de linhagens comerciais do tipo B. Jordan et al. (2011)
descreveram a existéncia de um terceiro loco de efeito maior, denominado Rf5, que possui a
capacidade de restaurar citoplasmas do tipo A1 e A2. Além disso, foi caracterizada a presenca
de um loco de efeito menor, no cromossomo 4, capaz de restaurar parcialmente a fertilidade
em citoplasmas Al

No Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa foram encontrados
atos teores de aclicares somente nas linhagens R, o que dificulta o processo de obtencdo de
hibridos sacarinos. Por ser um cardter quantitativo, € ideal que ambos os parentais do hibrido
tenham elevados teores de aglicares. Assim, para obtencéo de linhagens B com elevados teores
de agUcares sera necessario o cruzamento de linhagens B de sorgo granifero com linhagens R
de sorgo sacarino. O processo de obtencdo dessas linhagens poderd ser otimizado com a
utilizagdo de marcadores moleculares associados aos genes de restauracéo de fertilidade,
durante a introgressdo e selecdo da caracteristica, evitando a necessidade de fenotipagem dos
individuos das populagdes segregantes B - R pelo testcross com linhagens A. Dessa forma, faz-
Se necessaria a busca por marcadores moleculares associados com a restauracdo de fertilidade

nos genotipos elites de sorgo do Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa.
Objetivo
O objetivo desse trabalho foi iniciar as atividades de identificacdo de marcadores
moleculares microssatélites associados a restauracdo da fertilidade em genétipos de sorgo do

Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa.

Material e M é&odos
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Material genético

Foram utilizados os gendtipos de sorgo CMSXS156(B); CMSXS157(B); BRO0O8(B) e
BR505(R) para um screening inicia de polimorfismos em marcadores SSR nas regides onde
foram mapeados genes e QTLs associados a restauracéo de fertilidade. O teste de associagdo
foi redizado na populacdo de 110 individuos F.s derivada do cruzamento entre
CMSXS157(B) x BR505(R).

Fenotipagem

A fenotipagem da restauracéo de fertilidade foi realizada nos hibridos correspondentes
de cada F»4 com o gen6tipo macho estéril CMSXS157(A). As sementes foram germinadas em
placa de Petri com papel germiteste e posteriormente transferidas para vasos de 20 litros de
solo e cultivadas em casa de vegetac@o. Para cada individuo da populagéo F.s foram avaliados
cinco hibridos.

Extracéo de DNA, amplificagdo dos SSR e eletroforese

A extracdo do DNA gendmico foi redlizada em discos foliares de oito plantas
representando cada familia F>.4. A extracéo foi realizada em placas de 96 orificios utilizando o
aparelho GenoGrinder 2000, segundo Lana et al. (2010).

Foram utilizados nove iniciadores SSR fluorescentes ligados aos locos Rf, sendo trés
ligados ao loco Rf1 (NED-txpl05, NED-txp321 e FAM-gpsh123 ), trés ligados ao loco Rf2
(HEX-txp50, HEX-txp304 e FAM-mshcir223) e trés flanqueando o loco Rf5 (FAM-txp94,
FAM-txp065 e FAM-msbcir248) (MACE e JORDAN, 2011). As reacOes de amplificagdo
foram redlizadas utilizando 30 ng de DNA, 0,125 uM de cada iniciador e kit Tag DNA
polimerase (Sigma-Aldrich®), seguindo recomendaces do fabricante. Os ciclos de
amplificagdo consistiram de uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 30
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com uma etapa de
extensdo final de 72 °C por 10 minutos. Os produtos de amplificagdo gerados a partir de
iniciadores marcados com fluorescéncia foram analisados no sequenciador automético de DNA
ABI Prism 377 (Applied Biosystems®). Foram realizadas reagdes com iniciadores individuais e
em multiplex [i) NED-txp321,HEX-txp50 e FAM-txp65; ii) HEX-txp304, FAM-txp94 e FAM-
msbcir223].

Anédlises de dados molecular es

O teste de qui-quadrado (+2) para a andlise da segregacdo e a andise de segregacdo

conjunta de cada marcador com o loco de restauracéo de fertilidade foram realizados pelo

programa Genes (CRUZ, 2006). As frequéncias de recombinacdo e a estimativa das distancias,

0055



entre os marcadores microssatélites e o loco de restauracdo de fertilidade, foram efetuadas
pelo programa GQMOL (CRUZ e SCHUSTER, 2012).

Resultados e Discussao

A amplificagcdo dos nove SSR flanqueando os genes Rf permitiu verificar a existéncia
de vaiabilidade genética entre os diferentes gendtipos utilizados no Programa de
Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa (Figura 1 e Tabela 1). A partir desse screening
inicid pbde-se observar que nos trés possives cruzamentos entre os gendtipos do tipo B e R
havia polimorfismo entre seis marcadores SSR na populacdo CMSXS156(B) x BR505(R); sete
marcadores SSR segregando nas populagbes CMSXS157(B) x BR505(R) e BRO008(B) x
BR505(R).

A associagdo entre os marcadores microssatélites e a restauragdo de fertilidade foi
realizada na populagéo F.s derivada do cruzamento entre CMSXS157(B) x BR505(R). A
Andlise de qui-quadrado para a segregacao conjunta entre os microssatélites e a restauracéo da
fertilidade para essa populagcdo € apresentada na Tabela 2. Dentre os sete microssatélites
testados, apenas dois apresentaram associagdo com a restauracdo da fertilidade: txp321 e
txp50.

Os célculos de distancia genética confirmam a associagcdo entre esses marcadores
microssatélites e a restauracdo de fertilidade (Tabela 3). O marcador txp321 apresentou taxa
de recombinagdo de 9% com a restauracdo de fertilidade, enquanto o marcador txp50
apresentou taxa de 46%. Assim, o marcador txp321 € o que pode melhor explicar a
restauracdo de fertilidade na populagdo derivada do cruzamento entre CMSXS157(B) x
BR505(R).

Apesar de 0 marcador txp321 apresentar uma taxa de recombinacdo relativamente
baixa, em uma nova etapa outros marcadores microssatélites serdo avaliados visando a
identificagdo de marcadores que possam melhor explicar as ateragdes na restauracéo de
fertilidade nessa populacdo. Além do mais, o poder de discriminagdo de restauracdo de
fertilidade a partir desses marcadores microssatélites sera avaliado em outras populacfes do
Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa.

Esperase que com a identificacdo dos marcadores microssatélite associados a
restauracéo de fertilidade possamos acelerar 0 desenvolvimento de linhagens B, utilizando a
Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares, com intuito de aumentar o nimero de hibridos

desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento de Sorgo Sacarino da Embrapa e, assm,
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consolidar sua competéncia na oferta de produtos superiores.
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Figura 1: Padr8o de amplificacBo do marcador txp304 e txp50 marcados com a fluorescéncia HEX; txpl105
marcado com fluorescéncia NED e gpsb123 marcado com a fluorescéncia FAM, avaliados no sequenciador
automatico ABI Prism 377. Gendtipos. 1) CMSXS156(B); 2) BR505(R); 3) CMS157XS(B); 4) BR008(B) e
Bco) Branco da reacdo. Bandas em vermelho correspondem ao padrdo de peso molecular ROX.

Tabela 1. Marcadores microssatélites polimarfico nos trés cruzamentos possiveis entre as linhagens B e R

Cruzamento Rf1 Rf2 Rf5
CMSXS156(B) x BR505(R) txp321 msbcir223 txp065
txp50 mschir248
txp304
CMSXS157(B) x BR505(R) txp321 msbcir223 txp065
txp50 txp94
txp304 mschir248
BRO08(B) x BR505(R) txp321 msbcir223 msbcir248
txp105 txp50
gsh123 txp304

Tabela 2: Segregacdo conjunta dos marcadores microssatélites com a restauracdo de fertilidade na populagéo
F>. derivada de CMSXS157B x BR505R

Qui-quadrado
RV GL txp321  mshcir223 txp50 txp304  txp065 txp94  mshcir248
Segregagdo Tota 5  52,98* 8,35 10,82 5,26 3,54 6,57 3,79
Segregagdo Ala 1 0,08 0,02 0,02 0,12 1,75 0,07 0,71
Segregacao B/b 1 1,75 1,75 1,85 1,34 1,75 1,16 1,54
Segregagdo conjunta 3  51,15* 6,58 8,95* 3,79 0,04 5,35 1,55

*significativo a 5% de probabilidade

Tabela 3: Distancias genéticas dos marcadores microssatélites com os l6cus de restauracdo de fertilidade na
populacdo F,.derivada de CM SXS157B x BR505R
Microssatdlite locus Recombinacdo Haldane Kosambi LOD
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txp321
txp50

Rf1
Rf2

9,0%
46,0%

9,92
126,28

9,09
79,45

50
50
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