Selecéo assistida para a tolerancia ao aluminio agdda ao

desenvolvimento de cultivares de sorgo

Paula Marcia Abreu Moura

Belkiss Cristina Franga Silva Oliveira
Claudia Teixeira Guimaraes

Robert Eugene Schaffert

Jurandir Vieira de Magalhaes

Introducao

O sorgo Sorghum bicolor L. Moench) € uma graminea de origem africana
pertencente a familia Poaceae, que apresenta efla@auma gama de ambientes. E o
quinto cereal mais produzido no mundo, depoisido,tdo arroz, do milho e da cevada
(FAO, 2009).

A acidez do solo é um dos principais fatores guédim a producao agricola. O
aluminio (Al) é toxico para a grande maioria dapéeges de plantas cultivadas,
promovendo a paralisacdo do crescimento radiculeorssequentemente, prejudicando
o desenvolvimento das plantas (CANCADO et al., 200LlocoAlts, que controla a
tolerancia ao Al em sorgo, foi mapeado no cromoss8mor Magalhdes et al. (2004).
A selecédo assistida por marcadores molecularesaéastnatégia Gtil para aumentar a
eficiéncia na transferéncia de genes de interesise rpateriais genéticos sensiveis ao
metal. O método do retrocruzamento € o mais utitizpara transferéncia de um ou
poucos genes que conferem caracteristicas de daéesgronémico de gendtipos nao
adaptados ou espécies selvagens para genotipgsdeliicientes na caracteristica a ser
introgredida (LORENCETTI et al., 2006). Quando assdos a diferentes
caracteristicas de importancia econdmica, os mareadmoleculares permitem a
selecdo precoce de caracteristicas desejaveisragbgs segregantes (GUIMARAES et
al., 2009), acelerando a recuperacdo do genomanarigem vista disso, ha um
crescente interesse na selecéo de plantas tolergueepossam ser utilizadas em areas
gue apresentam problemas de toxidez de Al (FOY31@Dm o objetivo de obter um
acesso tolerante ao Al, a sele¢éo assistida parahares moleculares foi utilizada para
introgredir o gendltss em sorgo e acelerar a recuperacao do genomaeetarr



Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido no Nucleo de Biologgidada da Embrapa Milho
e Sorgo, em Sete Lagoas/MG. O programa de retrareiato assistido foi estabelecido
tendo como parental recorrente o0 acesso IRAT-20¥epiente ddnstitute National de
La Researche Agronomique Du Niger (INRAN, Niger), e teve como doador 0 acesso
tolerante ao Al SC566. Plantas F1 foram cruzadas @@arental recorrente obtendo-se
progénies RC1F1. Posteriormente, individuos RCI1éthni selecionados com o
marcador HB5519, ligado ao gene de tolerancia, eseguida com o marcador
M17624, que flanqueia o gene de tolerancia, paducd@ do arraste genético.
Finalmente, foi feita a selecdo com 43 marcadoissimlidos ao longo do genoma do
sorgo para acelerar a recuperacdo do genoma neieor(@s individuos RC1F1 foram
retrocruzados com o parental recorrente, repetied@ mesmo procedimento em
progénies RC2F1.

As sementes foram germinadas em rolos de papdlat@transplantadas para
substrato em Casa de Vegetacdo. ApOs duas senpaoesdeu-se a coleta de tecido
para isolamento de DNA gendmico de acordo com ogalimento operacional padréo
(POP)-Isolamento de DNA Genbmico Miniprep (Tecido iofilizado)
GENO/GRINDER 2000. A selecéo assistida para o géng foi feita com base nos
marcadores moleculares ndo fluorescentes e conrefloéncia. As reacdes de
amplificacdo por PCRPplymerase Chain Reaction) foram realizadas com as amostras
advindas do retrocruzamento. Os produtos de awgaidio foram resolvidos no
sequenciador automatico de DNA ABI Prism 37Apllied Biosystems) para 0s
marcadores fluorescentes. Os marcadores nao faemtes foram resolvidos em gel de

agarose e fotografados no fotodocumentador.

Resultados e Discusséo

Para analise das progénies RC1F1 foi utilizado usncador alelo-especifico,
HB 5519 (Figura 1), desenvolvido para o geédgs por Hufnagel (2009). Dos 159
individuos analisados, 79 revelaram heterozigosa @docoAltsg, Ou seja, segregaram
na proporcao de 1:1. Para reducéo do arraste geriétiutilizado o marcador M17624,
com o qual foram selecionados 10 individuos honutag) para o0 parental recorrente
(Figura 2). Esses individuos foram genotipados osm3 marcadores microssatélites

distribuidos ao longo do genoma do sorgo.



Com a utilizacdo do programa GGT 2.0 foram obtmogendtipos graficos para
os individuos selecionados (Figura 3 e Tabela bns@tou-se que, dentre os 10
individuos selecionados com o marcador M17624, dviduos, 5-G4 e 4-ES8,
apresentaram recuperacao de 82,5% e 75,9%, raspeetite, do genoma recorrente.

Esta recuperacgdo € superior aos 75% esperadosgtargeracdo RC1F1.
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Figura 1: Perfil de amplificagdo obtido com o marcador H®LS. Destacados com
setas vermelhas, estéo os individuos heterozigat@so locAltss.

SC566-14

Figura 2: Perfil de amplificacdo obtido com o marcador M1¥6Pestacados em
vermelho, estdo os individuos homozigotos para abo aproveniente do parental
recorrente, IRAT-204.
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Figura 3: Genotipo grafico da progénie que apresentou mampgocdo do genoma
recorrente (82,5%). Em azul-escuro, esta repredertagenoma homozigoto para o
parental recorrente e em azul-claro, os aleloseterdzigose.



Tabela 3: Dados estatisticos obtidos com o Programa GGT Rdkstacados em
amarelo, estdo os individuos que obtiveram maicuperacdo do genoma recorrente.
O individuo 5-G4 alcancou recuperacao de 82,5% elmma recorrente, valor este

superior aos 75% esperados para esta geracao.

Estatistica - RC1F1 IRAT-204
A* B* H | Recuperacdo
Individuo [ Identificacdo | (%) | (%) | (%) (B +1/2 H)
1 SC566-14 [100.0f 0.0 | 0.0
2 IRAT204 0.0 [100.0] 0.0
3 4-E2 0.0 | 325 | 64.4 64,7
4 4-H3 0.0 | 36.9 |43.7 58,8
5 4-A5 0.0 | 46.0 | 50.8 71,4
6 4-C5 0.0 | 38.0 | 58.8 67,4
7 4-E8 0.0 | 53.7 | 44.4 75,9
8 4-A9 0.0 | 48.2 |42.1 69,3
9 5-E2 0.0 | 47.1 |52.9 73,6
10 5-G4 0.0 | 65.0 | 35.0 82,5
11 5-E5 19.1 | 17.7 | 52.1 43,8
12 5-H6 0.0 | 39.2 |57.4 67,9
Legenda:
A* (%) = PORCENTAGEM DE INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA A.
B* (%) = PORCENTAGEM DE INDIVIDUOS HOMOZIGOTOS PARA B .
H (%) = PORCENTAGEM DE INDIVIDUOS HETEROZIGOTOS.
A*= PARENTAL DOADOR - SC566-14
B* = PARENTAL RECORRENTE — IRAT-204

Concluséo

A selecdo assistida por marcadores permitiu, nangwa geracdo de
retrocruzamento, a selecdo de uma progénie quepeemu 82,5% do genoma
recorrente. Essa proporcao € significativamenteom@do que a media esperada apos
uma geracado de retrocruzamento (75%), sendo compatim aquela esperada apoés
duas geracdes de retrocruzamento.

Pode-se dizer que a utilizacdo de marcadores maftesuem selecdo assistida
para tolerancia ao aluminio em sorgo tem uma grangdeomissora perspectiva, uma
vez que é possivel eliminar ciclos de selecdo enpragrama de retrocruzamento para

caracteristica de interesse.
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