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Introducao

O melhoramento genético ¢ uma ferramenta essencial na busca
por genotipos mais produtivos e adaptados as diferentes condicoes
edafoclimaticas. Dada a intensificacdo das mudangas climaticas, com
eventos extremos de secas e estiagens prolongadas, € os constantes relatos
de grandes prejuizos agricolas, estes estudos tém se tornado cada vez mais
importantes. Neste ambito o sorgo se destaca pela sua adaptacao natural as
condi¢Oes ambientais adversas e pela sua versatilidade, tendo papel cada vez
mais importante quando se tratam de seguranga alimentar e bioenergias.

Dentre as utilidades do sorgo, destaca-se o uso de graos e forragem
na alimenta¢ao humana e animal, e o uso do caldo e da biomassa na produgao
de etanol, energia térmica e biogas, importantes componentes da matriz
energética nacional.

Pela planta de sorgo ser autbgama, com grande numero de flores nas
paniculas, em que cada uma delas gera apenas uma semente, a sintese de
hibridos em escala comercial na cultura seria inviavel pelo elevado nimero
de emasculagdes manuais necessarias nas plantas a serem polinizadas.
Entretanto, em razdo da existéncia de mecanismos de macho-esterilidade,
o melhoramento genético em sorgo pode ser conduzido semelhantemente
ao de culturas alogamas. Dois tipos de macho-esterilidade sao amplamente
utilizados em sorgo, a macho-esterilidade genética (GMS) e a macho-
esterilidade genético-citoplasmatica (CMS). Em sintese, a GMS ¢ utilizada
em estratégias de melhoramento populacional e a CMS ¢ utilizada na
producao de hibridos. Estes dois tipos de macho-esterilidade serdo descritas
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neste capitulo, mostrando as etapas de desenvolvimento de linhagens e
sintese de hibridos adotadas pelos programas de melhoramento de sorgo.

Macho-Esterilidade Genética

A macho-esterilidade genética € condicionada por dois alelos
recessivos em homozigose no nucleo das células (Figura 1). As principais
causas desta macho-esterilidade estdo relacionadas a auséncia ou degeneracao
dos graos de polen, falta de pdlen viavel, ou indeiscéncia da antera quando o
estigma esta receptivo (Reddy et al., 2003).

No melhoramento genético da cultura do sorgo, a utilizacao de genes
de macho-esterilidade possibilitou o desenvolvimento de novas abordagens,
por exemplo, a sintese de populagdes de intercruzamento ao acaso. Pela
nao necessidade de emasculacdao das plantas durante os cruzamentos, os
melhoristas de sorgo podem adotar a selecdo recorrente para sintese de
interpopulacgdes, como ocorre nos programas de melhoramento de culturas
alogamas, como o milho (Zea mays L.).

Genes nucleares Genes nucleares Genes nucleares
dominantes heterozigotos recessivos
Macho-fertil Macho-fertil Macho-estéril

Figura 1. Genotipo e fendtipo de plantas com sistema de macho-esterilidade
genética (GMS).

Os principais genes de macho-esterilidade GMS relatados no sorgo
estdo apresentados na Tabela 1. O gene ms, descoberto em 1965 por Webster
(Webster, 1965), ¢ o mais utilizado para o desenvolvimento de populacoes
de intercruzamento ao acaso pelos programas de melhoramento de sorgo no
mundo. Este gene apresenta boa e estavel expressao da macho-esterilidade,
possibilitando a producao de muitas sementes sob polinizagdao aberta, além
de ser facilmente identificado em campo. Além disso, o gene ms, funciona em
ambos os citoplasmas do sorgo, Milo e Kafir, possibilitando o desenvolvimento
de populacdes R, restauradoras de fertilidade, e populacdes B, mantenedoras
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de fertilidade. Outros genes uteis nos programas de melhoramento de sorgo
sd0 o ms, (Ayyangar; Ponnaiya, 1937) e o ms, (Andrews; Webster, 1971), e
apresentam expressoes semelhantes ao ms ..

Tabela 1. Genes de macho-esterilidade genética em sorgo.

Fonte Origem Caracteristica Referéncias

Ayyangar e Ponnaiya

o gy Bon o strliie, s
P Stephens ¢ Holland (1954)
ms , Blackhull EUA Esterilidade feminina, Stephens (1937)
kafir produz pouca semente
ms ., Goes EUA Boa macho-estenh@ade, Webster (1965)
3 altamente receptivo
", Inlcillllgeenous India Anteras sem polen Ayyangar (1942)
ms Rancher ~ Hungria Aborto do podlen Barabas (1962)
ms,Rancher  Hungria ~ Anteras sem p6len Barabas (1962)

Boa macho-esterilidade,
altamente receptivo

ms., Indigenous

. Andrews e Webster (1971)
line

Nigéria

Anteras sem polen.
ms EUA Obtido através de Xin et al. (2017)
mutacao de BTx623

al EUA Antera sem estame Karper e Stephens (1936)

Fonte: Rooney (2000), Reddy et al. (2005), Dweikat (2014).

Alguns destes genes, citados na Tabela 1, foram utilizados em
sinteses de populagdes, porém, apresentaram resultados insatisfatorios por
causa da expressao varidvel da macho-esterilidade (Ross, 1973). Como
exemplo tem-se o gene ms, que, em homozigose (ms,ms,), apresenta alto
grau de esterilidade feminina, juntamente com esterilidade masculina, o que
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promove uma baixa formacao de graos na panicula apos a autofecundagao
destas plantas (Ross; Gardner, 1983). Além disso, quando ha segregacao
para este gene nas familias utilizadas, ocorre um viés no rendimento de graos
durante a avaliagdo das progénies, o que nao ¢ desejavel pelo melhorista.

Problemas semelhantes sdo encontrados na utilizagdo do gene al
(antherless) para a sintese de populagdes de sorgo (Eckebil et al., 1977,
Ross, 1973). Além dos genes listados na Tabela 1, ainda existem genes
de esterilidade masculina relatados na literatura que nao foram testados no
melhoramento de sorgo (Xin et al., 2017), mostrando a importancia de mais
estudos neste ambito (Dweikat, 2014).

Para utilizagdo deste sistema de macho-esterilidade, as plantas
macho-estéreis devem ser identificadas nas fases iniciais do florescimento,
ou seja, quando as flores do topo da panicula estiverem em antese. Esta
identificagdo pode ser facilmente realizada, pois as plantas macho-estéreis
apresentam anteras menores, mais finas e com coloragao amarelo-clara, e nao
liberam polen viavel (Figura 2 A). Apds a identificagdo destas plantas, deve-
se remover a ponta da panicula e protegé-la com saco de papel Kraft, a fim
de evitar a polinizagao aberta e contaminagao por pélen externo. Assim, apés
trés a cinco dias, a panicula estara receptivel e pode entdo ser polinizada com
o polen coletado do progenitor desejado. Os hibridos desses cruzamentos
podem ser usados para melhorar a populagdo ou para iniciar outro meétodo
de melhoramento, como a selecao por pedigree para sintese de linhas puras
melhoradas.
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Foto: Isadora Martins

Figura 2. Estrutura floral de plantas macho-estéreis (A) e macho-férteis (B). (A)
Planta macho-estéril com anteras palidas e estigmas plumosos (receptivo). (B)
Planta macho-fértil com anteras produzindo pélen (amarelo intenso).
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Melhoramento Populacional de Sorgo Utilizando Macho-
Esterilidade Genética

O melhoramento populacional ¢ normalmente realizado para
caracteristicas com heranca quantitativa, ou seja, caracteristicas controladas
por muitos genes, € a selecao recorrente ¢ o método de melhoramento mais
utilizado no desenvolvimento de novas populacdes. Em sintese, a selecdao
recorrente ¢ um esquema ciclico de recombinagdo e selecdo de genotipos
em que a frequéncia de alelos favoraveis ¢ constantemente aumentada na
populagdo. Essas etapas sdo designadas para atingir dois objetivos, sendo
eles o aumento do desempenho médio da populacdo, dado o aumento da
frequéncia génica de alelos favoraveis da caracteristica, ou de caracteristicas,
em selecdo, e a manutencao da variabilidade genética, dada a recombinacao
de genotipos superiores, em quantidade de selecionados, que assegure a
preservacao desta variabilidade (Nath, 1982; Singh, 2004).

No caso do sorgo, a utilizagdo da macho-esterilidade genética
possibilitou a conversao de populagdes normalmente de autofecundagdo
em populagdes de fecundacao cruzada. Assim, estas populagdes podem ser
melhoradas por métodos de sele¢ao recorrente, que sao utilizados com sucesso
na cultura do milho, por exemplo (Doggett; Eberhart, 1968; Gardner, 1972).
O sistema de macho-esterilidade utilizado na sintese de populagdes de sorgo
envolve geralmente o gene ms,, da variedade Coes, de heranga simples, que
produz plantas macho-estéreis quando em homozigose recessiva (ms ms.) €
plantas macho-férteis em condigdes heterozigotas (Ms,ms,) ou homozigotas
para o alelo dominante (Ms,Ms,). O desenvolvimento de uma populagdo
usando macho-esterilidade envolve trés passos. Primeiro, deve-se selecionar
os materiais genéticos que serdo intercruzados; em seguida, incorporar
um gene de macho-esterilidade genética; e por fim intercruzar ao acaso as
linhagens selecionadas, que dardo origem a nova populagao.

A selecao das linhagens mais adequadas para o desenvolvimento
de uma populagdao ¢ uma importante decisdao e depende principalmente do
objetivo do melhorista. As populagdes de sorgo tém sido desenvolvidas
utilizando-se somente linhagens B (mantenedoras da fertilidade), somente
linhagens R (restauradoras da fertilidade) ou uma mistura de ambas as
linhagens. As populagdes de linhagens do tipo B e do tipo R sdo sintetizadas
separadamente, € uma vez que nao sofrem a interferéncia dos alelos Rf e
rf, do gene ligado a macho-esterilidade citoplasmatica, a extragdo de cada
tipo destas linhagens ocorre de forma facil dentro de cada populagao
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(Doggett; Eberhart, 1968; Gardner, 1972; Ross, 1973; Schaffert et al., 2016).
De modo geral, nos programas de melhoramento, as populagdes tém sido
desenvolvidas com um minimo de oito € um maximo de 800 linhagens, ¢
para a maioria dos objetivos, um total de 20 a 40 linhagens, selecionadas
cuidadosamente, ja sdo suficientes para suprir os principais objetivos dos
programas de melhoramento.

Para sintese de uma nova populacao, individualmente as linhagens
escolhidas sao cruzadas manualmente, com uma fonte de macho-esterilidade
genetica ms (msms) (Figura 3). A gera¢do F, possui plantas em heterozigose
(Msms) para a macho-esterilidade, ou seja, plantas macho-férteis. Assim, ¢
preciso uma geracao de autofecundagao para que os gendtipos macho-esteéreis
(msms) possam ser formados. As plantas férteis F, de cada cruzamento sdo
autofecundadas, e as sementes F, dardo origem as plantas férteis (25%MsMs
e 50%Msms) e estéreis (25%msms). As plantas F, macho-estéreis (msms) sdo
identificadas durante o florescimento, ¢ quando atingida a matura¢do dos
grdos, as paniculas sdo colhidas separadamente, e serdo usadas em novos
retrocruzamentos ou destinadas ao primeiro ciclo de recombinagao.

Para a selegdo recorrente, igual quantidade de sementes de cada
uma destas paniculas F, macho-estéreis € misturada para formar a primeira
geracdo de recombinacdo, € o mesmo procedimento ¢ realizado para
obtencdao da segunda e da terceira geracdo de recombinagdo. Em todos os
ciclos de intercruzamentos as populacdes sao plantadas em campo isolado
(aproximadamente 1.000 m?), em baixa densidade populacional, e deve-se
etiquetar de 600 a 1.000 plantas macho-estéreis, as quais serdo colhidas e
trilhadas panicula por panicula. Na terceira geracao a propor¢ao de plantas
ferteis (Msms) e de estéreis (msms) se aproxima de 1:1. As sementes colhidas
do ultimo ciclo de recombinagio sdo chamadas de sementes S, que significa
sem nenhuma autofecundagao. A manuten¢ao da populagao ¢ feita conforme
o mesmo procedimento utilizado para a segunda e terceira geracoes de
recombinagdo, ou seja, quando do florescimento das plantas, identificam-
se as paniculas macho-estéreis ¢ apenas sementes destas sao colhidas para
formacao da nova populacgao.

Um minimo de trés ciclos de intercruzamentos ao acaso deve
ser realizado antes do inicio da selecdo. No caso de caracteres mono ou
oligogénicos, como resisténcia a doencas, formato de panicula, altura
de plantas, teor de lisina, entre outros, sdo necessarios poucos ciclos de
recombinagdo. Entretanto, muitas gera¢des de cruzamento ao acaso sao
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requeridas para que grupos de ligacdao sejam quebrados, para caracteristicas
mais complexas, como produtividade de grdos ou tolerancia a seca. Dessa
forma, apds o ultimo ciclo de recombinagao, a populagao pode ser utilizada
para autofecundag¢do e extragdo de linhagens, assim como selecdo para
novos ciclos de sele¢do recorrente. Vale ressaltar que para pleno sucesso do
melhoramento populacional € imprescindivel que as areas de campos isolados
ndo tenham contaminantes, principalmente sorgo selvagem (Schaffert et al.,
2016). Além da seleg¢do recorrente, o melhorista de sorgo pode utilizar as
sementes F, macho-estéreis (msms) para dar inicio aos retrocruzamentos
identificados, a fim de obter linhagens com caracteristicas desejadas, ja
observadas na segunda geracao.

O uso da macho-esterilidade genética facilita a hibrida¢do, mas
também requer alguns cuidados com a populagdo durante a antese das
plantas (Figura 3). Uma vez terminado o intercruzamento, as linhagens
devem ser extraidas por ciclos de autofecundag¢des com selecdo para que
os alelos ms recessivos sejam eliminados, caso contrario, progénies estéreis
seriam produzidas em geragdes futuras. Por sua vez, linhagens segregantes
para a macho-esterilidade genética podem ser mantidas por autofecundagao
de paniculas selecionadas aleatoriamente, ou por polinizacdo em bulk de
paniculas macho-estéreis com polen de plantas macho-férteis heterozigotas
(Msms).

Métodos de Melhoramento Intrapopulacionais

Os métodos intrapopulacionais estdo entre os métodos de selecdo
recorrente mais eficientes para obtengdo de progénies superiores. O uso
destes métodos pode promover o aumento da média de uma caracteristica
na populacdo per se, possibilitando a extracdo de linhagens superiores em
ciclos futuros. Os métodos mais usuais sao a selecao massal, a selecao entre
familias de meios irmaos, a sele¢do entre familias de irmaos germanos ¢ a
sele¢do de familias S1. Os métodos de selegdo normalmente empregados em
programas de melhoramento populacional de sorgo sdao os mesmos utilizados
para plantas alégamas, porém a escolha de uma populacao e dos métodos
a serem adotados para o desenvolvimento de intrapopulacdes depende da
performance média da populacdao e da magnitude dos efeitos (A-aditivo,
D-dominancia e I-epistasia) que compdem a variancia genética (G = A+D+I).
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Figura 3. Esquema de sintese de populagdes de linhagens B e R, através do
uso da macho-esterilidade genética e selecdo recorrente em sorgo.

O método da selegdo massal é o mais pratico e eficiente para
selecdo de caracteristicas de alta herdabilidade, ou seja, controladas por
poucos genes, como resisténcia a doengas e teor de acgicares no colmo. Ja
para caracteristicas controladas por muitos genes a selecao de familias de
irmaos germanos ¢ o método mais eficiente, porém necessita de cruzamentos
controlados, o que requer mao de obra especializada. A sele¢ao de familias
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de meios-irmados também pode ser utilizada para sele¢do de caracteristicas
quantitativas e, apesar de apresentar menor eficiéncia, tem como vantagem
a ndo necessidade de cruzamentos controlados, o que torna uma vantagem
sobre o método dos irmaos germanos, dados a escassez € os altos custos de
mao de obra especializada para trabalhos de campo.

Contudo, para a selecdo de linhagens superiores quanto a
caracteristicas de baixa herdabilidade, como a produtividade de graos e
producdao de biomassa, sdo necessarias avaliagdes em experimentos com
repetigdes e em maior numero de locais, a fim de se obter maior eficiéncia
no processo de selecao.

Métodos Interpopulacionais

Também conhecidos como método de selecao recorrente reciproca
(SRR), os métodos interpopulacionais sao usados com o objetivo de melhorar
a performance de hibridos gerados pelo cruzamento de duas populagdes
divergentes, ou seja, populacdo de linhagens B e linhagens R. O método
de selecdo recorrente reciproca € o mais utilizado no melhoramento entre
duas populagdes, sendo a selecao recorrente reciproca de meios-irmaos € a
seleg¢do recorrente reciproca de irmaos germanos os métodos mais utilizados.

Macho-Esterilidade Genético-Citoplasmatica

A macho-esterilidade genético-citoplasmatica em sorgo resulta da
combinacao de citoplasma Milo, que confere esterilidade citoplasmatica, e
gene Kafir, com alelos restauradores de fertilidade. A descoberta da macho-
esterilidade genético citoplasmatica (CMS) possibilitou a producgdo de
hibridos comerciais em sorgo e se tornou importante para a induastria de
sementes desta cultura. As linhagens macho-estéreis em sua maioria sao
muito similares, ¢ os parentais machos sao limitados aqueles que poderiam
restaurar a fertilidade no sistema especifico Milo-Kafir (Schertz, 1973;
Secrist; Atkins, 1989). Outros sistemas de macho-esterilidade estdo sendo
estudados, e um dos propositos ¢ aumentar a diversidade genética para evitar
riscos relacionados ao citoplasma. Assim, ¢ necessario que novos sistemas
sejam usados e que os hibridos a serem produzidos sejam tdo produtivos
quanto os ja existentes (Schertz, 1973; Secrist; Atkins, 1989). Na Tabela 2
estdo representados os dez tipos de citoplasmas descritos na literatura na
atualidade.
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Tabela 2. Diferentes sistemas de citoplasmas identificados em sorgo.

Grupo Fonte Raca Referéncias
Milo D
IS 6771C G-C
IS 2266C D
IS 6705C G Stephens e Holland (1954)
A, IS 7502C G Worstell et al. (1984)
IS 3579C C
IS 8232C (K-C)-C
IS 1116C G
IS 7007C G
1512662C G Schertz e Ritchey (1978)
A, 152573C ¢ Worstell et al. (1984)
IS 2816C C '
IS3063C -
A, Worstell et al. (1984)
IS1056C -
IST112C D-(DB) Quinby (1980), Worstell et
A, IS12565C C al. (1984), Tang e Pring
IS 6882C K-C (2003)
IS7920C G
M35-1A D
A, Worstell et al. (1984)
VZM2A D
Gl1A D
Indian A, - - Rao et al. (1984)
IS 7218 - :
OE Webster e Singh (1964)
IS 112603C G
A IS 7506C B Webster e Singh (1964)
IS 1056C D
A, IS 2801C D Webster e Singh (1964)
IS 3063C D
KS Ross e Heckerott (1972)

D = durra, G = guinea, C = caudatum, B = bicolor, K = Kafir. Adaptado de Schertz (1994) e

Rooney (2004).
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O citoplasma mais usado no melhoramento de sorgo € 0 A,. E a
restauracdo da fertilidade do citoplasma A, € controlada por um ou dois
alelos, denominados Rf,. Portanto, uma linhagem A (macho-esteril) possui
citoplasma estéril (A) e o gene restaurador no niicleo em homozigose para
os alelos recessivos (71 7f,); a linhagem B (mantenedora) possui citoplasma
fértil (N) e gene restaurador com alelos recessivos (7f,7f,); € a linhagem R
possui citoplasma fértil (N) e gene restaurador com pelo menos um alelo na
forma dominante (Rf,Rf, ou Rfrf,). Na Figura 4 pode-se notar a diferenca
entre as linhagens base dos programas de melhoramento de sorgo.

Linhagem A Linhagem B Linhagem R
A N AouN
Macho-estéril Macho-fertil Macho-feértil

Figura 4. Genotipo e fenotipo de plantas com sistema de macho-esterilidade
citoplasmatica (CMS).

Na maioria dos paises produtores de sorgo, os hibridos utilizados
possuem citoplasma Milo, porém o uso de um unico citoplasma ¢ limitante,
pois reduz as possibilidades de diferentes combinagdes entre parentais para
a sintese de futuros hibridos. Hoffmann ¢ Rooney (2013), em estudos com
diferentes citoplasmas em sorgo, compararam o desempenho agronémico de
trés hibridos sintetizados por um polinizador comum e um genitor feminino
com citoplasmas Al, A2 e A3, e mostraram que o tipo do citoplasma nao
interferiu na performance final dos hibridos. Porém, poucos estudos estdo
sendo realizados neste ambito, mostrando a necessidade de mais pesquisa a
fim de fornecer leque maior de possibilidades aos melhoristas.

No melhoramento interpopulacional, ou seja, entre duas populagdes,
os cruzamentos-testes de linhagens R sdo realizados através da polinizagao
das linhagens A macho-estéreis, resultando em hibridos A x R, que
mostrardo o potencial das linhagens macho-férteis. Ja os cruzamentos-testes
para linhagens B sdo mais complexos, pois devem ser realizados com as
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linhagens R como genitor feminino, requerendo emasculagdao manual. Como
abordado anteriormente neste capitulo, a esterilizagdo de linhagens R nao
¢ muito usual nos programas de melhoramento, por causa das dificuldades
da emasculagdo manual. Além disso, melhoristas relatam a presencga de
incompatibilidade entre os citoplasmas das linhagens B e das linhagens
R, o que gera hibridos estéreis, e dificulta o melhoramento das linhagens
B. Uma alternativa para isto seria o desenvolvimento de linhagens macho-
estéreis R (Rf,Rf,) no citoplasma A,, as quais podem ser usadas como
testadoras de linhagens B (1f 7)) no citoplasma A . Vale ressaltar que neste
tipo de cruzamento as linhagens precisam ter citoplasmas diferentes para
que a fertilidade do hibrido seja restaurada. Com isso, apds a avaliacao dos
hibridos R % B, as melhores linhagens B sdo selecionadas e esterilizadas,
para sintese das respectivas linhagens A isogénicas. Mesmo com o aumento
do tempo para obtencdo dos cruzamentos testes, ao final do processo ha uma
economia de tempo e dinheiro, em razdo do menor nimero de linhagens a
serem esterilizadas para a sintese de novas linhagens macho-estéreis A.

Desenvolvimento de Hibridos de Sorgo Utilizando Macho-
Esterilidade Genético Citoplasmatica

Na producdo de hibridos simples de sorgo sdao necessarias
trés linhagens, sendo elas: linhagem A (macho-estéril), linhagem B
(mantenedora) e linhagem R (restauradora), podendo-se destacar que as
linhagens B e R sdo macho-férteis, ou seja, produtoras de polen viavel. As
linhagens A e B sdo isogénicas, e se diferem apenas pelo citoplasma, estéril
e fértil, respectivamente, como mostrado anteriormente. As linhagens B sao
chamadas de mantenedoras de fertilidade, pois, ndo sdo capazes de restaurar
a fertilidade da linhagem A quando usadas como doadoras de polen. Dessa
forma, as linhagens A sdo multiplicadas pelo cruzamento com a sua linhagem
B isogénica (Figura 5), uma vez que as plantas oriundas do cruzamento entre
estas duas linhagens continuam macho-estéreis, assim como a linhagem A,
em razdo da heranga materna do citoplasma. Ja a linhagem R ¢ chamada
de restauradora, pois restaura a fertilidade sobre as linhagens A, ou seja,
o cruzamento entre a linhagem A e R dard origem aos hibridos, que sao
plantas macho-férteis. As linhagens R e A sdo fenotipicamente distintas, e
a combinagdo entre elas pode resultar em hibridos com alto potencial de
rendimento, pela exploragdo da heterose ou vigor hibrido.

A multiplicacdo da linhagem A e a produ¢do de sementes hibridas,
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quando em larga escala, devem ser realizadas em campos isolados para
garantir que nao haja contamina¢ao de polen indesejado. Usa-se propor¢ao
basica de trés fileiras da linhagem A para uma fileira da linhagem R, sendo
mais usual a conducdo dos campos com 9 a 12 fileiras da fémea para 3 a 4
fileiras do macho. A multiplicagdo da linhagem R também deve ser feita em
campo isolado, utilizando-se os mesmos procedimentos com linhas puras.
Um dos principais cuidados que devem ser tomados durante a conducao dos
campos isolados ¢ a programagdo do sp/it entre as linhagens produtoras e
receptoras de polen, ou seja, proporcionar a coincidéncia no florescimento
das duas linhagens a serem cruzadas.

Desenvolvimento de Linhagens Parentais (A, B e R)
Sintese de Novas Linhagens A, B e R

O desenvolvimento de novas linhagens parentais € realizado com base
na diversidade genética, no desempenho per se, e na capacidade combinatoria
das linhagens. Os programas de melhoramento dividem as linhagens em dois
grupos distintos. Um grupo (par de linhagens A e B) compreende os pares de
linhagens fémeas (A) e suas respectivas mantenedoras (B), e o segundo grupo
(linhagens R) correspondente das linhagens restauradoras de fertilidade (R).
Sabe-se que o sorgo apresenta heterose para a maioria das caracteristicas
quantitativas, como rendimento de grdos e produtividade de biomassa,
porém, para isso os parentais utilizados na producao dos hibridos devem ser
contrastantes ¢ complementares. Além disso, estudos dialélicos com sorgo
mostram que a capacidade geral de combinagdo apresenta maior importancia
do que a capacidade especifica de combinacdo entre as linhagens (Kenga et
al., 2004; Menezes et al., 2014, 2017; Oliveira et al., 2019).

Primeiramente, linhagens fenotipicamente superiores sdo extraidas
das intrapopula¢des melhoradas, como apresentado anteriormente. Para
identificar se uma linhagem ¢ mantenedora B ou restauradora R, ela € cruzada
com uma linhagem macho-estéril, o chamado cruzamento teste, € o hibrido
originado deste cruzamento ¢ avaliado quanto a restauracao da fertilidade do
sistema reprodutor masculino. O hibrido ¢ plantado em pequenas parcelas,
geralmente uma ou duas linhas de dois metros de comprimento, para o
exame da morfologia da antera no inicio do florescimento, ou seja, verifica-
se a producao ou nao de polen viavel por um avaliador treinado. Outra forma
de se realizar esta avaliagdo seria a protecao de quatro a seis paniculas com
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sacolas de polinizacao, confeccionadas em papel Kraft, antes do inicio do
florescimento, e apds trés a quatro semanas observar a formagao, ou nao,
de sementes nas paniculas protegidas. A prote¢do da panicula ¢ similar ao
realizado durante a autofecundagao de plantas.

Linhagem A Linhagem B

Macho-estéril i Macho-fértil

'] |
N A

-

\I'r
Linhagem A Linhagem R
Macho-esteéril ¥ Macho-fértil

Hibrido
Macho-fértil

Figura 5. Uso da macho-esterilidade genético citoplasmatica (CMS) na
sintese de linhagem macho-estéril e hibridos em sorgo.
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Estes cruzamentos-testes resultardo em hibridos de quatro tipos:

[E—

Hibridos sem formacao de graos em todas as paniculas, ou seja, a macho-
esterilidade foi mantida neste cruzamento. A linhagem usada como
polinizadora é, portanto, classificada como mantenedora ou linhagem B.

2. Hibridos com completa formacao de sementes em todas as paniculas, ou
seja, a macho-esterilidade foi restaurada. A linhagem que foi usada como
polinizadora é, portanto, classificada como restauradora ou linhagem R.

3. Hibridos com formagao parcial de graos em partes da panicula. A linhagem
que foi usada como polinizadora estd segregando para restauragdo da
fertilidade, portanto, necessita de mais tempo para torna-la homozigota.

4. Hibridos com formagdao completa de graos em algumas paniculas, e
nada em outras paniculas. A linhagem que foi usada como polinizadora
¢ descartada, pois ndo serve nem como mantenedora nem como
restauradora.

As linhagens B mantenedoras, identificadas através dos cruzamentos
testes com linhagens A macho-estéreis, precisam ser esterilizadas para
produzir a linhagem A isogénica a ela, ou seja, geneticamente idéntica, mas
com o citoplasma macho-estéril. Para isso, a linhagem B ¢ cruzada com uma
linhagem A qualquer, que dara origem a progénie macho-estéril F . Nesta
etapa iniciam-se os retrocruzamentos com a linhagem B, genitor recorrente,
que devem ser realizados por seis (RC,) a sete (RC.) geragdes. Para se obter
linhagens isogénicas ao final do processo, as linhagens devem ser plantadas
lado a lado, e os cruzamentos devem ser individuais, ou seja, planta a planta,
buscando sempre cruzar plantas morfologicamente mais semelhantes,
até que ambas as linhagens se apresentem fenotipicamente similares. A
realizagdo do método planta a planta ¢ importante, pois permite o descarte de
linhagens com restauracao parcial da fertilidade e selecdo dos mantenedores
de esterilidade parcial do programa. Além disso, 0 método permite a selecao
mais rapida e eficiente de linhagens A com tracos morfoldgicos similares as
linhagens mantenedoras.

ApOs a obtengdo, as linhagens A e B isogénicas podem ser mantidas
e multiplicadas através do plantio de fileiras alternadas lado a lado das duas
linhagens. Antes da poliniza¢do, as paniculas macho-estéreis devem ser
protegidas com sacola de papel Kraft para evitar contamina¢do com pdlen
de pais indesejados. Da mesma forma, as linhagens B também devem ser
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ensacadas, para evitar contaminagdo da panicula. Quando as paniculas
macho-estéreis estiverem com o estigma emergente e plumoso, a planta
esta receptiva ao podlen da respectiva planta mantenedora. Com isso basta
polinizar as paniculas com o polen desejado e manté-las cobertas com saco
de papel até o inicio da formagao de grios, a fim de evitar contaminagao.
A semente formada nas paniculas das linhagens A sao macho-estéreis, e a
semente formada na linhagem B sdo mantenedoras das linhagens A. Deve-
se ressaltar a importancia de se realizar o roguing antes da autofecundacao
ou polinizagdo das linhagens A. Assim, uma vez que as linhagens A ¢ B
uniformes sao produzidas, a estabilidade masculina nas linhagens A pode ser
avaliada em areas onde as temperaturas podem atingir 42 °C ou mais, dado
que as linhagens A instaveis tornam-se férteis a esta temperatura, fendmeno
conhecido como restauracao da fertilidade.

Producao de Sementes de Linhas A, B e R
Producio de Sementes em Pequena Escala

A producao de sementes em pequena escala de linhagens R pode
ser conduzida com a semeadura da linhagem desejada em pequenas parcelas
isoladas. Durante o desenvolvimento das plantas devem-se selecionar as
mais semelhantes fenotipicamente, as quais terdo as paniculas cobertas com
sacola de papel Kraft antes do inicio do florescimento até a formacao dos
graos. A colheita das paniculas selecionadas de um mesmo genotipo pode
ser realizada conjuntamente, ¢ elas constituirdo o banco de semente desta
linhagem. Parcelas de duas linhas de quatro metros de comprimento, com 10
plantas por metro linear, que, se mantidas corretamente, podem produzir de
2,0 a 2,5 kg de semente.

J4 a producdo de semente das linhagens A e B envolve vérias
operacoes, que devem ser cuidadosamente realizadas, conforme sequéncia
abaixo:

1. Semear as linhagens A e B em parcelas lado a lado. Normalmente, para
cada quatro fileiras da linhagem A, semeia-se duas linhas da linhagem B.

2. Conduzir regularmente o roguing nas linhas A e B antes e durante a
antese, eliminando-se plantas atipicas. Além de plantas atipicas, como o
sorgo selvagem, os dissipadores de polen podem ser um problema para
as linhagens A. Os dissipadores de polen (shedder) sdo plantas férteis na
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linha A que resultam em quebra da esterilidade masculina. E na pratica,
até as linhagens B que aparecem nas linhas A, por causa da mistura
mecanica, também sao tratadas como dissipadoras. Com isso, estas
plantas devem ser removidas do campo antes e durante o florescimento,
através de inspegoes diarias.

Identificar as plantas, tanto das linhagens A, quanto das linhagens B, em
inicio de florescimento, ou seja, com anteras e estigmas protuberantes na
ponta das paniculas, e cobrir com sacos de papel Kraft e anotar a data do
ensacamento.

Apo0s quatro a seis dias do inicio do florescimento, o polen das paniculas
da linhagem B esta viavel. Podem ser utilizados os mesmos sacos usados
para cobrir as linhagens mantenedoras, para a polinizagdao das linhagens
A que se encontram receptivas. Deve-se colocar os sacos cuidadosamente
sobre as respectivas paniculas da linhagem A, dobrando a planta
ligeiramente e agitando as paniculas juntamente com os sacos com polen.
Cada saco com polen pode ser utilizado para polinizar de duas a trés
paniculas da mesma linhagem A.

Deve-se cobrir as paniculas polinizadas com o mesmo saco de pdlen
ou com um saco novo, ¢ anotar a data do primeiro ensacamento ¢ da
polinizacao, fazendo também uma marca “A % B” indicando que foi
polinizado por uma linhagem B. O saco de papel deve ser firmemente
fixado em torno do pedunculo, e grampeado para que nio se solte.

A polinizagdo das linhagens A com linhagens B pode ser repetida apos
seis ou sete dias da primeira derri¢a, a fim de promover a fecundagdo em
todas as espiguetas da panicula.

Apos a polinizagdo das paniculas das linhagens A, as paniculas das
linhagens B devem ser novamente ensacadas, para que ndo haja
contaminagdo com polen externo das paniculas de autofecundagao.

Apos 15 a 20 dias, deve-se retirar os sacos de polinizagao e cobrir as
paniculas com sacolas confeccionadas com tela, do tipo mosqueteiro,
e grampear no pedunculo abaixo da base das paniculas. A protecdo
com sacolas de tela ¢ realizada para evitar, principalmente, o ataque de
passaros € insetos € permitir a ventilacao, evitando doencgas fingicas.

No momento da colheita, com os grdos em maturagdo fisiologica, as
paniculas das linhagens A e B devem ser colhidas separadamente, e
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devidamente identificadas para que ndo ocorra mistura de material
genético.

10. A trilha dos materiais também deve ser realizada tomando os devidos
cuidados para que ndo ocorra mistura de sementes e danificagdo dos
graos.

Valeressaltar que o condutor dos cruzamentos deve fazer substituicoes

periddicas de sacos de papel e tela danificados, para evitar contaminacao e

perda de sementes.

Produciao de Semente em Larga Escala

A producdo em grande escala das linhagens A, B e R geralmente ¢
realizada em campos isolados (Chopra, 1982), e recomenda-se que apresente
pelo menos 300 metros de distancia de outros campos de sorgo. A produgao
das linhagens R ¢ mais simples quando comparada a produ¢ao das linhagens
A/B, pois apresenta apenas um material genético em campo. Porém, devem-
se realizar os devidos cuidados, como roguing periodico de plantas atipicas
ou fora do padrao, para uma boa condugdo dos campos. A colheita das
sementes € realizada conjuntamente apds atingir a maturacao fisioldgica dos
graos, € os cuidados necessarios devem ser tomados para evitar mistura de
sementes e perda da qualidade dos graos.

Jaaprodugdo de sementes das linhagens A e B ¢ feita através do plantio
de quatro linhas da linhagem A, alternadas com duas linhas da linhagem B
isogénica correspondente. Recomenda-se que, no final de todas as linhas em
todo o campo, uma faixa de um metro de comprimento seja semeada com a
linhagem B, o que garante o fornecimento de pdlen para todas as paniculas da
linhagem A. O roguing das plantas atipicas e disseminadoras de pdlen deve
ser realizado todos os dias, para que ndo haja antese de produtores de polen
indesejaveis e contaminagdo dos campos de producdo. A polinizacido pelo
vento assegurard a formagdo de sementes nas linhagens A; ja a polinizagao
das linhagens B ¢ realizada pela autofecundacao. A colheita das sementes das
linhagens A e B deve ser realizada separadamente e devidamente identificada
para ndo haver mistura de sementes macho-estéreis e macho-férteis. Ainda, a
fim de evitar a mistura mecanica de sementes durante a colheita, recomenda-
se que sejam colhidas em diferentes épocas, de preferéncia uma apos a outra.
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Melhoramento de Linhagens A e B

Até agora, neste capitulo, foram tratados apenas os procedimentos
de desenvolvimento de novas linhagens A através das linhagens B, dados
os cruzamentos-teste. Mas ¢ de extrema importancia o conhecimento dos
procedimentos envolvidos na melhoria das linhagens A € B em programas de
melhoramento de hibridos.

Entre as principais caracteristicas de interesse do melhoristapodem ser
citadas a resisténcia aos fatores bidticos ou abioticos € a maior produtividade
de graos. Neste capitulo vamos considerar como exemplo a piramidacao
da resisténcia\tolerancia a uma determinada doenca cuja linhagem A/B ¢
suscetivel. Mas os procedimentos a serem seguidos serdo 0s mesmos para
quaisquer caracteristicas. Vale ressaltar, neste caso, a importancia da presenca
do patdgeno na area, caso contrario nao sera possivel realizar a selegdo. Com
1ss0, as seguintes etapas sao envolvidas no melhoramento destas linhagens:

1. Identificar as linhagens A/B que se deseja melhorar, ¢ as linhagens que
serdo usadas como fonte da caracteristica de interesse. As linhagens usadas
como fonte da caracteristica de interesse podem ser tanto restauradoras
de fertilidade (R), quanto mantenedoras (B).

2. Deve-se cruzar a linhagem B com a linhagem fonte selecionada, e avancar
a progénie até a gera¢do F,, onde havera segregacdo para as diferentes
caracteristicas.

3. Cultivar as plantas F e observar a resisténcia/tolerancia a doenga em
foco. Nesta etapa tambeém se pode realizar a sele¢do para caracteristicas
monogeénicas ou oligogénicas, de interesse dos melhoristas.

4. As sementes F, das plantas selecionadas na etapa anterior devem ser
cultivadas e avaliadas para a caracteristica de interesse. Devem ser
selecionadas plantas com a combinag¢do desejada de tragos para compor
a familia selecionada para resisténcia, e que apresentem uniformidade
entre si. Simultaneamente, estas linhagens segregantes F. selecionadas
devem ser avaliadas em testcross com uma linhagem A qualquer, que sera
semeada separadamente perto do viveiro onde as plantas F, estdo sendo

avaliadas.

5. As sementes F, das plantas selecionadas na etapa anterior devem ser
cultivadas e avaliadas para a caracteristica de interesse. Simultaneamente,
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as sementes originadas do testcross devem ser plantadas, nas proximidades
do viveiro onde estao sendo realizadas as selec¢oes, para avaliagdo do poder
de restauragdo de fertilidade das linhagens selecionadas na etapa anterior.
A macho-esterilidade pode ser analisada por um avaliador experiente ou
através da protecao das paniculas, como explicado anteriormente neste
capitulo. Com isso, apds identificar as progénies F macho-estéreis, deve-
se identificar as respectivas progénies F, no viveiro e selecionar dentro
delas as plantas dentro do padrao, para dar continuidade ao processo.

Deve-se retrocruzar, planta a planta, duas a trés paniculas macho-
estéreis F, com polen de plantas da familia F_, que devem ser também
autofecundadas. Estes cruzamentos devem ser realizados entre as plantas
que mais se assemelhem fenotipicamente. Identificar cada cruzamento
realizado, e apds a maturacao fisioldgica dos graos deve-se colher as
paniculas separadamente.

Em casa de vegetacao, plantar o par de paniculas cruzadas lado a lado,
e conduzir os retrocruzamentos entre os pares de linhagens A e B por
seis a sete geragdes. Deve-se, em todas as etapas, tomar os seguintes
cuidados: verificar a esterilidade masculina das linhagens A, e realizar
o retrocruzamento de planta a planta, sempre avaliando a semelhanca
morfoldgica entre as plantas macho-estéreis e os polinizadores
selecionados.

No estagio em que as linhas macho-estéreis se assemelham as respectivas
linhagens mantenedoras, ¢ ndo segregam, elas entdo sdo chamadas de
linhagens A e B. As linhagens B ainda podem ser selecionadas com base
em seu desempenho per se, e em razao da resisténcia aos fatores de
interesse.

A sele¢do adicional de linhagens A pode ser realizada com base em testes
de capacidade geral de combinacdo, em cruzamentos com linhagens
R elites, para caracteristicas de interesse. Assim, as linhagens A ¢ B
selecionadas podem, portanto, ser nomeadas. Uma nomenclatura usual ¢
a numeragao com o ano, seguida do nimero de série e das letras A ou B
para indicar que sdo macho-estéreis ou mantenedoras, respectivamente.

10. A manutencao das linhagens A selecionadas deve ser feita de acordo com

os procedimentos descritos anteriormente.
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A abordagem do melhoramento, de acordo com normas propostas
pelo Instituto Internacional de Pesquisa de Cultivos para Tropicos Semiaridos
(ICRISAT), facilitou o uso de linhagens de diversas origens genéticas e
proporcionou o aumento da diversidade genética nos bancos de germoplasma
dos programas de melhoramento genético pelo globo. Porém, estudos ainda
devem ser realizados na busca por genotipos mais produtivos e resistentes
ou tolerantes aos diferentes fatores biodticos e abidticos, a fim de produzir
hibridos cada vez mais competitivos para o mercado. Além disso, diversos
estudos buscam promover a disponibilidade e utilizacdo de diferentes
citoplasmas para maior diversificacdo das linhagens parentais e dos hibridos,
o que diminuira os riscos proeminentes, por causa da utilizagdo em massa de
um Unico citoplasma, como ocorre na atualidade.

Marcadores Moleculares Associados a Genes de Restauracao
da Fertilidade

Os programas de melhoramento de sorgo nao realizam com
frequéncia cruzamentos entre linhagem B e R. Geralmente, os grupos
de gendtipos em sorgo sdao mantidos separados como mantenedores ou
restauradores, tipo B x B ou R x R (Andrews et al., 1997; House, 1985).
Porém, quando caracteristicas de interesse do melhorista estdo presentes
apenas nas linhagens R, e ha a necessidade de transferir para as linhagens
B, ou vice-versa, estes cruzamentos sao inevitaveis. Com 1sso, torna-se
necessaria a sintese de geracoes segregantes do cruzamento entre as linhagens
B e R, para a identificagdo visual da restauragdo, ou ndo, da fertilidade em
cruzamentos-teste, o que torna o processo moroso (Rooney, 2004).

O reduzido nimero de cruzamentos B x R citado anteriormente
se deve basicamente a esta dificuldade e morosidade em identificar as
linhagens mantenedoras e, também, visando a manutencdao da distancia
genética entre linhagens a serem utilizadas como fémeas (Linhagens A) ¢ as
linhagens macho, restauradoras da fertilidade (linhagens R) em programas
de producdo de hibridos. Como existe uma maior variabilidade genética
nas linhagens R, os melhoristas de sorgo sempre estdo precisando cruzar
B com R para melhorar alguma caracteristica nas linhagens mantenedoras,
principalmente para incorporacao de genes de resisténcia a doengas. Assim,
a utilizacao de marcadores para genes de restauracao de fertilidade ampliara
as possibilidades de desenvolvimento de linhagens B e, consequentemente,
de linhagens A, o que aumenta as possibilidades para a produgdo de hibridos
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cada vez mais vigorosos e produtivos.

Um exemplo disso € o que acontece com o programa de sorgo
sacarino da Embrapa Milho e Sorgo. Para se obter hibridos com altos teores
de agucares no colmo, os melhoristas necessitam que ambos os parentais
possuam esta caracteristica, uma vez que se trata de uma caracteristica de
heranca monogénica e aditiva, e apresentam efeitos de dominancia. No
entanto, altos teores de acticares foram encontrados apenas nas linhagens R
do programa. Com isso, tornou-se necessario o cruzamento entre linhagens
B, elites do programa, e as linhagens R com altos teores de agucares, para
transferéncia desta caracteristica para o germoplasma A/B.

O cruzamento entre linhagens B e R resultara em plantas F (Rf 1)),
as quais ndo sdo mantenedoras. Na geragdo F, as plantas segregardo na
propor¢do 75% restauradoras (25%Rf Rf, € 50%Rf rf,) € 25% mantenedoras
(rf,rf,). A mesma segregacdo ocorrera para o loco Rf,. Portanto, a propor¢do
de plantas rf rf 1f,rf, na populagio sera de somente '/ .. Como uma linhagem
B precisa ter genotipo r7frf 1f1f, (duplo recessivo), € ndo € possivel
diferenciar fenotipicamente entre uma linhagem Rf, Rf, e rf rf if 1f,, seria
necessario o cruzamento de todas as plantas F, com uma linhagem A estéril,
para identificar quais plantas restauram a fertilidade em cruzamentos com as
linhagens A. Assim, as progénies que apresentarem todas as plantas macho-
estéreis originaram-se de plantas B, da mesma forma que progénies que
apresentaram plantas férteis originaram-se de plantas R.

Contudo, com a utilizacdo de marcadores moleculares associados
aos genes Rf, e Rf, € possivel selecionar plantas mantenedoras ja na geracdo
F, do cruzamento B x R, reduzindo a fenotipagem em at€ 16 vezes, o que
reduz bastante a mao de obra e o tempo para o desenvolvimento de novas
fémeas (pares de linhagem A/B) para o programa de melhoramento. Além
disso, descarta a necessidade de realizar o testcross com linhagens A, para
a identificacdo das progé€nies mantenedoras. Considerando os trabalhos
para aumentar o teor de agucares nas linhagens B do programa de sorgo da
Embrapa, este tipo de marcador seria de grande utilidade.

Outra situacao frequente que ocorre nos programas de melhoramento
de plantas ¢ a introducdo de novos germoplasmas oriundos de outros
programas de melhoramento ou de bancos de germoplasma externos a
instituicdao de pesquisa. No caso do sorgo € comum a importacdo de novos
acessos dos Estados Unidos e da Europa. A maioria destes acessos nao ¢
identificada como B ou R. Assim, a tnica forma de identificar os genotipos
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mantenedores ¢ através de testcross com uma linhagem A, e avaliagdao da
geracdo F,quanto a sua fertilidade ou macho-esterilidade.

Estudos estao sendo realizados na busca por estes marcadores. Klein
et al. (2001) mapearam no cromossomo oito e posteriormente clonaram
(Klein et al., 2005) o gene Rf, de restauragao da fertilidade em sorgo. Apds
validagdo, os autores relataram que os marcadores ligados ao loco Rf, foram
capazes de predizer a restauragdo da fertilidade das progénies geradas
no estudo. Resultados semelhantes a este foram encontrados por Pinto et
al. (2014), porém, Jordan et al. (2010) relataram resultados conflitantes
em estudo realizado com diferentes linhagens-elite de sorgo. Este fato se
deve, principalmente, a existéncia de pelo menos dois genes dominantes
restauradores de fertilidade em germoplasma de sorgo comercial (Miller;
Pickett 1964).

Jordanetal. (2010) relataram o mapeamento fino do gene Rf, em sorgo
no cromossomo dois, e identificaram marcadores moleculares que, quando
utilizados em conjunto com os marcadores Rf,, poderdo ser empregados para
a selegdo assistida por marcadores para a geracdo de linhagens parentais
comerciais com maior acuracia. Além disso, Jordan et al. (2011) também
descreveram a existéncia de um terceiro loco de efeito maior, denominado
Rf,, que apresenta capacidade de restaurar a macho-esterilidade tanto nos
citoplasmas do tipo A1 quanto no tipo A2.

Dessa forma, o desenvolvimento de um sistema de prospec¢ao
rapido e robusto para os genes de restauragao de fertilidade ¢ um dos maiores
alvos dos programas de melhoramento e das industrias de sementes. E a
validagdo de polimorfismos no loco que liga a restauracdo da fertilidade
fornecera informacdes necessarias para classificar o germoplasma de sorgo
sem a necessidade de demorados testes em campo.
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