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INTRODUCAO

O sorgo Sorghum bicolor) é originario da Africa e é considerado o quirgoeal
mais importante do mundo, apés o milho, o trigarroz e a cevada. No entanto, metade
das terras agricultaveis do mundo possuem soldss¢pH < 5,5), nos quais a principal
limitacdo a producdo vegetal € a toxidez causatta gdaminio (Al), que restringe o
crescimento vegetal. Um importante mecanismo fgiob da tolerdncia ao Al em
plantas, que atua excluindo ions*Ade sitios toxicos na célula vegetal, consiste na
liberacdo de acidos organicos pelo apice radiculaso ocorre por meio de
transportadores de acidos organicos localizadosmerabrana plasmatica de células da
raiz, cuja atividade leva a formacéo, na rizosfdeacomplexos estaveis e ndo toxicos
desses acidos organicos com ion¥ (Klochian et al., 2015).

Em sorgo, o gené&bMATE codifica uma proteina transportadora da familia
MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion Family), que confere tolerancia a Al
por meio da liberacdo de citrato ativada por Al apges radiculares (Magalhaes et al.,
2007). No entanto, a introgresséo assistida pocadares do loc&lts (Que contém o
geneSHMATE) em uma linhagem sensivel resultou em uma tragrsfex incompleta da
tolerancia ao Al em comparacédo ao parental doawerante, que foi coincidente com
uma reducdo nos niveis de expressédo do §eMATE. Isso sugere a atuacdo de fatores
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regulatorios que controlam a expressao do §eNATE (Melo et al, 2013).

Polimorfismos de nucleotideo Unic&r{gle Nucleotide Polymorphisms, SNPS)
associados a tolerancia ao aluminio e a expressa@emeSOMATE foram mapeados na
regido de ~51 a 54 Mpb do cromossomo 9 do sorga bmalise qualitativa dessa regiao
baseada enyeast one hybrid (Y2H) identificou dois fatores de transcricdo casazle
ativar o promotor do gen&MATE: um fator de transcricdo da familia WRKY
(SOWRKY1) e um gene que codifica uma proteina que conténdaminio do tipo zinc
finger-DHHC &bZNF1) (Melo et al., 2019). A determinacdo do quantoacéator de
transcricéo afeta a expressao do gMATE pode ser estimada avaliando-se a expressao
do geneSOMATE e a tolerancia ao aluminio em linhagens recomb@saphdogamicas
(Recombinant Inbred Lines, RILs) com diferentes combinacdes dos alelos paisemnle
DHWRKY1 e ZNF1 (haplotipos).

Nesse trabalho, foram identificados individuos cdiferentes combinacgdes
alélicas para os gen&8BMATE, ShBWRKY1 e ShZNF1 em uma populacdo de RILs obtida
a partir do cruzamento entre as linhagens de s6@b666 e BR0O07. A andlise da
expressdo do germMATE e da tolerancia ao Al nas RILs com diferentes hggaé
desses genes podera levar a identificacdo de cagd@i@a alélicas que maximizem a

expressao do ger8®MATE em sorgo.

MATERIAIS E METODOS

Material Genético

Foram utilizadas as linhagens SC566 (tolerantelaainio) e BR0OO7 (sensivel),
além de 315 linhagens endogamicas recombinantés)(Ria geracdo F7, obtidas a partir

do cruzamento entre elas.

Desenvolvimento de marcadores e genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada a partir de dis¢olsares de acordo com o
descrito por Lana et al. (2010). O SNP 6083, d&sqor Caniato et al. (2014), foi
convertido para o ensaio KASKdmpetitive Allele Specific PCR) e utilizado para a
genotipagem do ger@bMATE.
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Alelos dos geneSbWRKY1 e ShZNF1 foram sequenciados para a identificacdo de
polimorfismos. Um indel (insercéo/delecao) de 15(pbCTCTTTACCGGGAGT em
SC566) e outro de 13 pb (+ CAGCGGTCTTTAG em SC568am encontrados na
regido promotora d8bWRKY1 e SbZNF1. Esses polimorfismos foram selecionados para

o0 desenho de marcadores moleculares.

Genotipagem do gen&bMATE

Para identificacdo de individuos contendo os aladteyante e sensivel do gene
SMATE, foi utilizado o ensaio KASP 6083 _CA nas condic@iegicadas pela LGC
Genomics (www.lgcgroup.com/services/genotyping/#ERB/xKiUK). A intensidade da
fluorescéncia das amostras foi quantificada n@rede microplacas FLUOstar Omega
(BMG Labtech), utilizando a fluorescéncia ROX narmalizacdo do sinal, e a

genotipagem foi realizada utilizando o softwaregtéuCaller.

Genotipagem do gene SbWRKY1

Primers flanqueando o indel encontrado (F: 5-GCCG&TCATATTTTGCC -
3/ R: 5-AAACCTTATTTGCCCACACACC-3) foram desenhad para amplificar
fragmentos de 423 pb em SC566 e 408 pb em BROGesHsmgmentos foram obtidos
utilizando 75 ng de DNA gendmico, GoTaq Colorlesaskr Mix 1X (Promega) e 0,25
MM de cada primer. As condigbes de amplificacaosistiram de uma desnaturagéo
inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por 35 @alie 94 °C por 10 segundos, 55 °C por
20 segundos e 72 °C por 30 segundos, seguindo-aeentansao final a 72 °C por 5
minutos. Logo em seguida, 3,0 uL do produto de R@Bm digeridos com 1 U da
enzimaAlul (Anza 44 Alul, Invitrogen), Anza Buffer 1X a 3T°por 2 horas. O padréo

de digestéo foi resolvido por eletroforese em ggbaliacrilamida 12%.

Genotipagem do gene SbZNF1

De maneira semelhante, primers foram  desenhados (*:
TGGCCATCTATAGGCGCGGG-3/ R: BGGCTCCCTACGCGTGTTCAT-3') para
amplificar fragmentos de 240 e 227 pb em SC566 @0BRrespectivamente. As reacoes
de PCR continham 75 ng de DNA gendmico, Colorlessag® Flexi Buffer 1X, MgCGl
2,0 mM, dNTPs 250 uM, 0,25 uM de cada primer e HdJGoTaq® Flexi DNA
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Polymerase (Promega). As condi¢cdes de amplificagésistiram de desnaturacéo inicial
a 94 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de®4or 10 segundos, 60 °C por 20
segundos e 72 °C por 20 segundos, seguindo-se utaas&o final a 72 °C por 5
minutos. O padréo da amplificagdo foi resolvido @letroforese em gel de poliacrilamida
12%.

RESULTADOS

O sequenciamento da regido promotora dos gansBKY1 e SbZNF1 permitiu a
identificacdo de polimorfismos indel), que foram convertidos em marcadores
moleculares e validados nas linhagens parentaigur@il). ParaSoWRKY1 foram
amplificados fragmentos de 423 e 408 pb para S@IBR007, respectivamente. Apds a
digestdo com a enzinfdu I, foi obtido um fragmento de 243 pb para amboseo®tipos
e um segundo de 180 pb para SC566 e de 165 plBp&@7. Ja par&ZNF1, foram
obtidos os fragmentos de 240 e 227 pb para SCBE8O7 conforme o esperado.

[ 8 «— 243 pb

<+— 240 pb

e <+«— 180 pb 227 pb

| . «—165pb

Figura 1: Polimorfismos validados para genotipagem dos gSmweRKY1 (A) e SZNF1 (B) nas
linhagens SC566 e BRO0O7 além de populacbes detasmdas. S e B indicam as linhagens
parentais, SC566 e BR0O07, respectivamente.

Apés a validacdo dos novos marcadores, os 315ithais da populacdo de RILs
foram genotipados para os trés genes e a segre@hé€lima obtida para cada um
isoladamente seguiu a propor¢cdo mendeliana de cbriforme o esperado em uma
populacdo de RILs (dados ndo mostrados). Foramnaados individuos representantes

de todas as classes genotipicas esperadas (Tgbelssks individuos serdo agora
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utilizados para a realizacdo de experimentos d=aotia ao aluminio e de expressao
génica para a determinacdo do quanto cada fatiwanlecricdo afeta a expressao do gene
SHMATE e, consequentemente, a tolerancia ao aluminio egn.so

Tabela 1.Combinacg@es alélicas encontradas e 0 numero ded®ltespondentes a cada

Classe genotipica N° de individuos

M*W*Z* 53
M*W*z 15
M*wZ* 25
mW*Z* 45
mW*z 12
mwZ* 17
mwz 44

M*, W'e Z =alelos de SC566 paBhMATE,
SDHWRKY1 e hZNF1, respectivamente.
m, w e zalelos de BR0O07 pai®MATE,
SDHWRKYL e ZNF1, respectivamente.

CONCLUSAO

A identificacdo de diferentes combinacfes alélipasa o0s genesSbMATE,
DWRKYL e ZNF1, e a avaliacdo futura dos efeitos dos fatores desdrgdo na
expressao do ger8BMATE, possibilitara a utilizacdo de combinacdes alélieaoraveis
para maximizar a eficiéncia do gene SbMATE na &olela ao Al, contribuindo para o

aumento da produtividade do sorgo cultivado emssadidos.
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