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Introducao

O sorgo, além da grande importancia agrondmica entre as
gramineas, destaca-se pelo seu genoma relativamente pequeno, constituido
de aproximadamente 730 mega-pares-de-bases (Mpb), em comparacdo com
o genoma do milho (2.500 Mpb) (Paterson et al., 2009). Adicionalmente, ha
colinearidade entre os genomas de gramineas como o sorgo, o arroz, o milho e
a cana-de-agucar, o que possibilita estudos comparativos entre essas espécies.
Os marcadores moleculares surgiram na década de 1980, ¢ e foram utilizados
em sorgo a partir da década de 1990, com a disponibilidade de marcadores,
de mapas genéticos e de estratégias para mapeamento de regides gendmicas
que controlam caracteristicas quantitativas (QTLs, Quantitative Trait Loci,
Locos de Caracteristicas Quantitativas). A disponibilizacdo da sequéncia
completa do genoma do sorgo em 2009 (Paterson et al., 2009) ampliou
as possibilidades para a identificacdo de genes de interesse agrondmico ¢
para aplicagdes no melhoramento genético. Assim, o presente capitulo
apresenta um histérico dos marcadores moleculares em sorgo, destacando-
se a constru¢do dos principais mapas genéticos, ¢ a identificacdo de genes ¢
QTLs utilizando mapeamento biparental e associativo. Serdo apresentadas
também algumas estratégias de selecao assistida e as suas aplicacdes em
programas de melhoramento de sorgo.

Marcadores Moleculares e Mapas Genéticos

O primeiro marcador de DNA em plantas foi o RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms, Polimorfismo no Comprimento de
Fragmentos de Restri¢do), ou seja, um marcador baseado na diferenca do
tamanho dos fragmentos de DNA gerados pela clivagem do DNA gendmico
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com enzimas de restricdo (Botstein et al., 1980). Os polimorfismos sao
revelados pela hibridizacdo do DNA gendmico com fragmentos de DNA de
coOpia unica, denominados de sondas, que sdo marcados com radioatividade
ou quimioluminescéncia. O processo de hibridizacdo permite o uso de
sondas derivadas de espécies filogeneticamente proximas, possibilitando o
mapeamento comparativo. Os primeiros grupos de ligacao de sorgo foram
obtidos com marcadores RFLPs derivados de sondas de milho (Whitkus
et al., 1992), que foram posteriormente complementados com 146 sondas
de sorgo e 55 de milho, gerando 10 grupos de ligacdo, representando os
cromossomos de sorgo (Pereira et al., 1994). Outros dois mapas genéticos de
sorgo contendo 190 e 276 marcadores RFLP foram publicados em 1994 (Xu
et al., 1994; Chittenden et al., 1994).

A facilidade, a rapidez e a versatilidade da técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction,Reagaoem CadeiadaPolimerase)possibilitaram
o surgimento de uma nova geracao de marcadores moleculares baseados em
primers ou oligonucleotideos mais curtos, isto €, com menor nimero de pares
de base (pb) e com sequéncia arbitraria, sem a necessidade do conhecimento
da sequéncia-alvo, que foram denominados RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA, Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) (Williams
et al., 1990) ou AP-PCR (A4rbitrarely Primed-PCR, Polimorfismo Arbitrario
Amplificado por PCR) (Welsh; McClelland, 1990). Os polimorfismos
RAPD sdo revelados quando existe uma substituicio de bases (SNPs,
Single Nucleotide Polymorphisms, Polimorfismo de Nucleotideo Unico)
ou pequenas inser¢des/dele¢des (Indels), no sitio de pareamento do primer,
gerando presenca ou auséncia de fragmentos amplificados. Assim, os RAPDs
sao marcadores dominantes e, em funcdo da sua simplicidade técnica, esse
tipo de marcador foi amplamente utilizado em anélises genéticas de plantas,
incluindo o sorgo. No entanto, a técnica apresenta ocasionalmente baixa
repetibilidade, tendo sido substituida por técnicas mais robustas, o que foi
possivel gragas ao avanco no conhecimento sobre as sequéncias gendmicas.

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), Sequéncias
Simples Repetidas, sdo sequéncias repetidas em tandem, de 1 a 4
nucleotideos, distribuidas em genomas de eucariotos, incluindo as plantas
(Litt; Luty, 1989). Os pares de primers SSR sdo complementares as regides
conservadas que flanqueiam os microssatélites, € os polimorfismos sao
obtidos em fung¢ao da diferenca no nimero dos elementos simples repetidos.
Os microssatélites sdo marcadores codominantes, permitindo identificar

383



384

Melhoramento Genético de Sorgo

homozigotos e heterozigotos, e multialélicos, possuindo um elevado
contetido de informagdo genética por loco. Como a metodologia ¢ baseada
em PCR, o marcador SSR ¢ tecnicamente simples, mas requer o desenho de
pares de primers especificos para as regides flanqueando os microssatélites.

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms, Polimorfismo
de Comprimento de Fragmento Amplificado) € um tipo de marcador que alia
a especificidade dos sitios de restricdo com a praticidade da técnica do PCR,
sendo muito utilizado no mapeamento genético (Vos et al., 1995). A técnica
baseia-se na clivagem simultanea do DNA genomico com duas enzimas de
restricdo e ligacdo de adaptadores especificos, com um dos terminais com
sequéncia complementar as extremidades coesivas dos sitios de restri¢ao
e outro aos sitios de ligagdo dos primers, que serdo utilizados nas etapas
de PCR. Assim, a combinagao de enzimas de restricdes com sequéncias
aleatdrias de primers oferece uma infinidade de possibilidades para a geracao
de polimorfismos em diversas espécies.

Em sorgo, todos esses marcadores baseados em PCR foram utilizados
para gerar mapas genéticos saturados (Haussmann et al., 2002; Menz et al.,
2002; Bowers et al., 2003; Feltus et al., 2006), que sao valiosas ferramentas
para a busca por genes de interesse. Mace et al. (2009) construiram um
mapa de ligacdo consenso utilizando marcadores DArTs (Diversity Arrays
Technology), enquanto um dos mapas mais saturados de sorgo ¢ composto
por 2.246 fragmentos amplificados loco-especificos em todos os 10
cromossomos (Ji et al., 2017).

Outras Ferramentas Biotecnologicas
Mapas Fisicos

A distancia genética ndo esta diretamente associada com a distancia
fisica, sendo altamente variavel entre espécies e ao longo do cromossomo.
Mapas fisicos sao obtidos por meio do alinhamento de grandes fragmentos
cromossomicos, que variam de 150 a 300 Kb, e sdo mantidos em bibliotecas
de cromossomos artificiais de bactérias (BAC, Bacterial Artificial
Chromosome), de fagos (Pl Artificial Chromosome) ¢ leveduras (YAC,
Yeast Artificial Chromosome). As bibliotecas de BACs sdo genotipadas
com marcadores moleculares para viabilizar o alinhamento dos contigs ¢
integracao aos mapas genéticos. Mapas fisicos de sorgo estdo disponiveis
(Klein et al., 2000; Bowers et al., 2005) e sdo ferramentas potentes na
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clonagem de genes baseada em mapa, como foi o caso da clonagem do gene
que confere tolerancia ao aluminio em sorgo, o SbMATE (Magalhaes et al.,
2007).

Estudos de Expressao Génica em Escala Genomica

Estudos de expressao génica foram iniciados com bancos de etiquetas
de sequéncias expressas (ESTs, Expressed Sequenced Tags). Um exemplo
fo1 a obtencdo de mais de 16.000 ESTs de sorgo submetidos a estresses por
seca e por patdgenos (Pratt et al., 2005). Bancos de dados publicos reunem
informagdes sobre ESTs de varias espécies como o NCBI (www.ncbi.nlm.
nih.gov), bem como outras plataformas que agregam informacdes sobre
genes expressos como 0 Gene Expression Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/info/overview.html).

Os microarranjos de cDNA (DNA complementar) foram as
primeiras tecnologias para a analise global de expressdo de genes, onde
oligonucleotideos representando genes Unicos eram impressos em laminas
de vidro e hibridizados com amostras de RNA tratados sob diferentes
condi¢gdes e marcados com fluorescéncias distintas. Microarranjos contendo
em torno de 13.000 genes unicos foram utilizados para avaliar o padrao de
expressao génica de sorgo quanto as respostas aos estresses salino, osmotico
e de acido abscisico (Buchanan et al., 2005). O primeiro chip de genes
comercial para o sorgo foi delineado pela Affymetrix, contendo mais de 1
milhdo de sondas representando éxons, genes nucleares, cloroplastidicos
¢ mitocondriais, além de pequenos RNAs, microRNAs e RNAs nao
codificadores (GeneChip® SorghWTa520972F, www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
query/acc.cgi?acc=GPL17576). Shakoor et al. (2014) utilizaram esse chip
para avaliar o perfil de expressdo génica em quatro tecidos vegetativos de
seis genotipos diversos de sorgo granifero, sacarino e para bioenergia. A
empresa Agilent Technologies UK Ltd. desenvolveu o chip incluindo 28.585
sondas, que sao fragmentos de 60 nucleotideos, em um formato de eArray
4X44K (earray.chem.agilent.com/earray/). Esse chip de genes foi utilizado
para investigar a resposta transcricional de sorgo submetido a estresses de
calor e de seca impostos individualmente e em combina¢do (Johnson et
al., 2014). Outro chip, também desenvolvido pela Agilent e representando
35.577 regides codificadoras anotadas no genoma do sorgo, foi utilizado
para avaliar a expressdo diferencial de genes entre as linhagens de sorgo
granifero BTx623 e sacarino Keller (Jiang et al., 2013).

385



386

Melhoramento Genético de Sorgo

Com a redugao significativa dos custos do sequenciamento em larga
escala, os estudos de expressao génica em escala genomica foram viabilizados
pelo sequenciamento direto do RNA (RNA-seq), permitindo quantificar as
moléculas de RNA presentes em um determinado tecido, sob uma determinada
condic¢do. Plataformas de bioinformatica e programas especificos processam
esses dados e geram informagdes sobre genes diferencialmente expressos,
além de ser uma ferramenta para identificar polimorfismos nesses genes entre
gendtipos contrastantes. A técnica de RNA-seq foi utilizada para elucidar
a base molecular da resposta de genotipos de sorgo contrastantes quanto a
toleranciaao frio, permitindo identificar genes diferencialmente expressos sob
diferentes temperaturas e polimorfismos do tipo SNP entre esses genotipos
(Chopra et al., 2015). Andlises transcriptomicas tém sido realizadas por meio
de RNA-seq em varios gendtipos de sorgo e sob diferentes condigdes.

Populacoes Segregantes e Painé¢is de Diversidade

As populagdes segregantes utilizadas para o mapeamento de QTLs
em sorgo sao, em geral, biparentais, isto ¢, derivadas do cruzamento entre
duas linhagens, preferencialmente contrastantes para a caracteristica de
interesse. As populacdes de mapeamento mais comumente empregadas sao
compostas por progénies F,, linhagens endogadmicas recombinantes (RILs,
Recombinant Inbreed Lines) ou de retrocruzamentos. Algumas populacdes
de mapeamento de sorgo foram construidas a partir de cruzamentos entre
diferentes espécies de sorgo para aumentar a detec¢do de locos polimorficos,
como Sorghum bicolor x S. propinguum (Kong et al., 2013).

Varias populagdes de mapeamento de sorgo foram utilizadas para
a confeccdo de mapas genéticos e para o mapeamento de caracteristicas
quantitativas e qualitativas. Por exemplo, um mapa genético contendo
aproximadamente 3.000 marcadores AFLPs, RFLPs e SSRs foi construido
por Menz et al. (2002) utilizando uma populagdo de linhagens endogamicas
recombinantes (RILs) derivadas do cruzamento entre as linhagens BTx623
x IS3620C. Utilizando marcadores AFLP, Klein et al. (2000) integraram
os mapas fisicos e genéticos de sorgo, localizando contigs de BACs no
mapa genético. Antecedendo o sequenciamento completo do genoma do
sorgo (Paterson et al., 2009), esse recurso foi utilizado para 0 mapeamento
genetico do loco At ,, que controla a tolerancia ao aluminio toxico em sorgo
(Magalhaes et al., 2004), e para a posterior clonagem do gene subjacente,
SbMATE (Magalhaes et al., 2007). Mace et al. (2009) construiram um mapa
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consenso de referéncia de sorgo contendo marcadores DArTs, AFLPs e
SSRs, a partir de seis mapas individuais, permitindo a integragdo com outros
recursos genomicos.

Varios recursos genéticos uteis para as mais diversas aplicacoes
foram gerados pela comunidade interessada na cultura do sorgo. Boyles et
al. (2019) sumarizaram recursos genéticos € genomicos, incluindo painéis
associativos altamente diversos adequados para estratégias de mapeamento
associativo, populacdes paramapeamento associativoaninhado (NAM, Nested
Association Mapping, Yu et al., 2008), painéis gerados por retrocruzamento
(backcrossed-NAM, BC-NAM), populagcdes biparentais, e populagdes
mutagenizadas (TILLING populations). Popula¢gdes multiparentais menos
convencionais como Multi-Parent Advanced Generation Intercross
(MAGIC) (Ongon; Ejeta, 2018), bem como populagdes de recombinagio ao
acaso parcialmente endogamicas (Bernardino et al., 2020), foram também
geradas e sdo uteis para a identificagdo de QTLs e de genes relacionados com
varias caracteristicas importantes para a cultura do sorgo.

Métodos de Mapeamento de QTLs

O termo Quantitative Trait Loci (QTLs) ¢ utilizado para denominar
locos que controlam caracteristicas quantitativas, que apresentam um padrao
continuo de variag¢ao fenotipica. Os métodos estatisticos disponiveis para o
mapeamento de QTLs fornecem informagdes sobre a arquitetura genética de
uma da caracteristica, como o nimero de locos subjacentes, suas localizagoes
cromossdmicas ¢ o modo de acdo génica (aditividade, dominancia e
epistasia). Outros modelos, ainda mais complexos, podem ser definidos para
fins especificos, como o estudo simultaneo de multiplas caracteristicas em
multiplos ambientes.

Os métodos de mapeamento de QTLs podem ser apresentados
seguindo uma ordem cronoldgica: mapeamento por intervalo simples, por
intervalo composto e por multiplos intervalos. No método de mapeamento
por intervalo simples (Lander; Botstein, 1989), cada posicdo no genoma,
definida por um marcador, ¢ testada individualmente por um modelo de
regressao simples. No mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994),
sdo incluidos cofatores no modelo de regressdio multipla. Nesse caso, os
cofatores sdo marcadores com efeitos significativos na caracteristica de
interesse e selecionados por meio de métodos estatisticos de regressao
linear. No mapeamento por multiplos intervalos (Kao et al., 1999), a busca

387



388

Melhoramento Genético de Sorgo

por multiplos QTLs também ¢ realizada a partir de um modelo de regressao
multipla com cofatores em cada posi¢do no genoma a ser testada, porém,
nesse método, os cofatores sao QTLs mapeados em etapas anteriores do
procedimento de busca por QTLs.

Um compéndio de QTLs identificados em sorgo desde 1995,
incluindo também arroz e milho, foi publicado por Mace et al. (2019) com o
intuito de facilitar a identificagdo de genes candidatos conservados entre as
trés espécies de gramineas dentro da perspectiva de gendmica comparativa
(aussorgm.org.au/sorghum-qtl-atlas/). Por sua vez, a localizacdo de genes
de efeito maior em sorgo obtida ao longo de varios anos por diferentes
grupos de pesquisa foi integrada ao mapa genético de sorgo por Mace e
Jordan (2010). Dois importantes recursos para o melhoramento de sorgo em
um contexto gendmico ¢ a base de dados de SNPs, SorgGSD (sorgsd.big.
ac.cn/), bem como a sequéncia completa do genoma do sorgo (phytozome.
jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Sbicolor), também disponivel
na base de dados PlantGDB (www.plantgdb.org/SbGDB/cgi-bin/search.
pl). Varias ferramentas uteis incluindo recursos para analises filogenéticas
¢ de similaridade entre sequéncias, além de mapas comparativos, podem ser
acessadas em www.gramene.org.

Melhoramento Assistido por Marcadores

A identificagdo de regides gendmicas associadas a diferentes
caracteristicas de interesse ¢ um passo importante para o melhoramento
assistido visando ao desenvolvimento de cultivares superiores. Marcadores
moleculares flanqueando a regido do QTL podem ser utilizados para a
introgressao dos alelos favordveis em genotipos-elites, via sucessivos
retrocruzamentos assistidos por marcadores. No entanto, esses marcadores
estdo limitados a existéncia de polimorfismos entre o genétipo doador e os
parentais recorrentes. Por outro lado, a identificagdo dos genes controlando
tais caracteristicas possibilitard o desenvolvimento de marcadores funcionais,
associados aos polimorfismos presentes dentro dos genes e relacionados
aos alelos de interesse. Porém, antes da aplicacdo direta na selecdo de
materiais superiores, esses marcadores funcionais devem ser validados em
diferentes backgrounds genéticos. Vale ressaltar que os avangos nas técnicas
de sequenciamento e de genotipagem irdo contribuir cada vez mais para a
identifica¢do de genes e de marcadores funcionais com grande potencial de
utilizacao na sele¢do assistida.
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Apesar dos relatos de sucesso na aplicacdo da selecdo assistida
por marcadores moleculares (MAS, Marker-Assisted Selection) para
caracteristicas monogénicas ou controladas por poucos genes ou QTLs de
grande efeito, poucos exemplos estdo disponiveis para caracteristicas de
heranca quantitativa. Em geral, essas caracteristicas sao controladas por
varios genes ou QTLs de efeitos pequenos, o que reduz a eficiéncia da
estratégia de retrocruzamento assistido por marcadores (MABC, Marker-
Assisted Backcrosses), uma vez que a piramidacao de alelos favoraveis para
um grande numero de QTLs requer populagdes de retrocruzamento com
um elevado nimero de individuos (Xu et al., 2012). No entanto, a redugdo
dos custos para a obtengao de grande densidade de marcadores moleculares
distribuidos ao longo do genoma, associada ao desenvolvimento de métodos
estatisticos e recursos computacionais para o processamento de grande
volume de dados, tem estimulado a aplicagdo da selecdo gendmica ampla
(GWAS, Genome Wide Selection) (Meuwissen et al., 2001) em programas de
melhoramento assistido para caracteristicas quantitativas.

A partir de um modelo genético-estatistico que incorpora
simultaneamente as informagdes de um grande numero de marcadores
moleculares, a selecdo gendmica permite determinar os valores genéticos
(Breeding Values) dos individuos candidatos a sele¢ao, levando em conta
dados fenotipicos e genotipicos disponiveis para uma populacdo de
treinamento (Lorenz, 2013). Por utilizar um maior niimero de marcadores
distribuidos ao longo do genoma, esta abordagem permite considerar,
simultaneamente, os efeitos de um grande ntimero de genes, ou regides
cromossOmicas, garantindo que grande parte da variancia genética seja
contabilizada e utilizada para aumentar a acurdcia na predi¢do dos valores
genéticos de individuos presentes nas populagdes de selegao.
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