PLEIOTROPIA DO GENE “D” RELACIONADO A CARACTERES
BIOENERGETICOS
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RESUMO

O Sorghum bicolor (L.) Moench é uma espécie de grande importancia agronémica, que tem se
destacado como matéria prima para a producdo de biocombustiveis (sorgo sacarino) e para a
geracdo de energia (sorgo biomassa). Em programas de melhoramento, caracteristicas como a
porcentagem de matéria seca e/ou o teor de umidade da biomassa devem ser consideradas para o
desenvolvimento de cultivares de sorgo com maior potencial energético. Assim, para 0 sorgo
sacarino, 0s gendtipos devem apresentar maior teor de agua no colmo e maior extracdo de caldo
com acucares fermentesciveis, enquanto que para o sorgo biomassa, utilizados para as tecnologias
de etanol de segunda geracdo e co-geracao de energia, sdo promissores aqueles genétipos com
menor teor de umidade, devido a reducdo nos custos de transporte. Em sorgo, o gene d € descrito
como responsavel pelo teor de umidade na planta, contudo néo existem relatos sobre outros genes
ou QTLs que possam estar relacionados a esta caracteristica. Neste contexto, o presente trabalho

teve como objetivo investigar a existéncia de outros QTLS que possam estar associados ao teor de
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umidade na planta, avaliado a partir da porcentagem de matéria seca, e também, a cor de nervura,
caracteristica que esta altamente correlacionada com o teor de umidade e pode ser utilizada como
marcador morfolégico para selecdo em programas de melhoramento. Para isso, 396 RILs
(Recombinant Inbred Lines), genotipadas via GBS (Genotyping-by-Sequencing), e derivadas do
cruzamento entre os genitores BRO0O7B e SC283, foram fenotipadas para cor de nervura e para
porcentagem de matéria seca. Os genitores foram incluidos como testemunhas no delineamento
experimental e sdo contrastantes para ambas as caracteristicas avaliadas (BR007B — cor de nervura
turva e colmo suculento; SC283 — cor de nervura branca e colmo seco). As analises dos dados
fenotipicos foram realizadas no programa GenStat para porcentagem de matéria seca, com base na
abordagem de modelos mistos, obtendo-se os componentes de variancia e as médias BLUP (Best
Linear Unbiased Predictions) para cada gendtipo. O mapeamento de QTLs foi conduzido no
programa R, utilizando modelos lineares generalizados, assumindo distribuicdo binomial para a
caracteristica cor de nervura, e distribuicdo normal para porcentagem de matéria seca. A
herdabilidade observada para a caracteristica porcentagem de matéria seca foi igual a 0,94,
indicando que maior parte da variancia fenotipica foi devido a variabilidade genética, revelando
uma boa precisdo experimental. Foram identificados apenas dois QTLs no cromossomo 6, sendo
um para porcentagem de matéria seca e outro para cor de nervura, localizados a 51,80 Mpb e 50,64
Mpb, respectivamente. Com base nesses resultados, sugere-se que esses QTLs podem estar
relacionados ao gene d em sorgo, uma vez que tal gene localiza-se no cromossomo 6, com posicao
entre 51,80 Mpb e 51,89 Mpb.
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INTRODUCAO

O Sorghum bicolor (L.) Moench € considerado uma das espécies mais importantes
agronomicamente, por apresentar boa tolerancia ao estresse hidrico, e consideravel quantidade de
matéria seca e de graos, e é o quinto cereal mais produzido no mundo. Na selecdo de cultivar elite
de sorgo, caso ocorra correlacdo entre a cor de nervura relacionada com o teor de umidade, podera
seguramente ser utilizado para queima e geracdo de energia, pois tal cultivar terd propriedades de
interesse comercial, como por exemplo, menor gasto no transporte (PARRELLA; TARDIN,
2014).

O conhecimento das associacgdes de nivel genetico relacionado as analises fenotipicas em

plantas de sorgo apresenta-se como ferramenta muito Gtil no auxilio aos programas de



melhoramento genético desta cultura (MAGALHAES et al., 2013). Swanson e Parker (1931)
atribuiram as letras “D” sendo um alelo que codifica caracteristica de colmo seco e cor de nervura
branca, e “d” para colmos suculentos ¢ com cor de nervura turva. Nos programas de melhoramento
convencional da EMBRAPA, a selecéo dos geno6tipos que apresentam caracteristicas desejaveis é
realizada com base nas informacdes fenotipicas dos individuos, através da identificacdo de genes
diretamente envolvidos na expressdo de fendtipos de interesse e sua co-localizacdo com
Quantitative trait locus (QTLs) (EMBRAPA, 2014).

OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo verificar se existem outros QTLs, que ndo estdo
descritos em literatura, responsaveis pelo controle genético do teor de umidade através da
realizacdo de uma avaliacédo fenotipica das caracteristicas cor de nervura e porcentagem de matéria
seca e da andlise dos dados genotipicos destes materiais através de ferramentas estatisticas que
auxiliem na elucidac&o desta hipétese. Sendo assim foi levantada a quest&o norteadora: E possivel
desenvolver cultivares de sorgo para cogeracdo (queima) com teor de umidade inferior a 50?

Existem outros QTLs, além do gene “D.d”, que influenciam nesta caracteristica?

METODOLOGIA

As RILs foram avaliadas em uma area experimental com baixa disponibilidade de fésforo,
utilizando quatro experimentos. Cada experimento foi delineado em quatro latices em esquema
10x10 com trés repeticdes, sendo as parcelas representadas por fileiras de trés metros, com 0,45
metros de espacamento entre elas. As parcelas experimentais foram constituidas por 12 fileiras de
trés metros de comprimento, totalizando 1440 entradas, contendo todos 0s experimentos.

As caracteristicas avaliadas foram a cor de nervura central e a porcentagem de matéria seca
em cada planta por parcela. Para a caracteristica cor da nervura, a fenotipagem foi realizada
diretamente no campo, no inicio do florescimento, através de anélise visual, sendo descritas como
turvas (T) ou brancas (B). O material genético necessario para a analise de mapeamento de QTL
foi obtido através da extracdo do DNA coletado das folhas do sorgo. O mesmo foi encaminhado
para o IGD (Institute for Genomic Diversity) da Universidade de Cornell, onde foi realizada a
genotipagem com base na tecnica de GBS (Genotyping by sequencing) (ELSHIRE et al., 2011).



Os dados obtidos foram submetidos a analise através da metodologia de modelos mistos,
para obtencdo das médias BLUP (Best Linear Unbiased Prediction). Ressalta-se que a analise

estatistica foi realizada com o auxilio do programa GenStat (PAYNE et al., 2012).

Também foi obtido o valor do Coeficiente de Variagdo (CV), que reflete a precisao
experimental. Para a analise de regressdo entre porcentagem de matéria seca (PMS) e cor de
nervura (CN). A analise de mapeamento de QTL para PMS foi realizada utilizando o pacote
“OneQTL” do software “R” (R CORE TEAM, 2014). Os dados genotipicos utilizados sdo os
referentes aos SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (CHO et al., 1999) obtidos pela técnica de
GBS (ELSHIRE et al., 2011).

Ap0s a etapa de determinacdo em cada regressao sobre qual o SNP estava associado com
as caracteristicas discutidas no trabalho, foram feitas novas anélises de regressao inserindo 0s
SNPs identificados como variavel X, determinando qual o valor do R? para cada expressdo da
regressdo. Ou seja, quanto cada SNP, para PMS e CN, explicam essas caracteristicas. Para avaliar

0 grau de associacao entre as caracteristicas PMS e CN foi calculado o coeficiente de correlacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da andlise fenotipica para avaliacdo da cor de nervura central das plantas de
sorgo evidenciou que houve ampla distribuicdo destas caracteristicas, sendo que dos 396 materiais
fenotipados, 218 RILs apresentaram cor de nervura branca, e 178 apresentaram cor de nervura
turva. O material BROO7 apresenta alto teor de umidade, como pode ser visualizado no colmo de
cor turva, e apresenta o gene “dd” (homozigoto recessivo). O genitor SC283 possui baixo teor de
umidade , consequentemente, alto teor de porcentagem de matéria seca, devido a presenca do gene
“DD” (homozigoto dominante), que possui efeito dominante sobre o alelo “d”. Diante destes dados
pode-se verificar que para o coeficiente de determinacio (R?) obteve-se o valor de 0,7452, isto
significa que 74,52% da variavel dependente (cor de nervura) consegue ser explicada pelos
regressores presentes no modelo. Pelo fato de tais componentes serem ambos correlacionados, foi
possivel fazer uma associacdo entre eles. Em outras palavras, plantas com maior PMS (devido a
presenca de colmos secos, com baixo teor de umidade), apresentam cor de nervura branca (ha

correlagéo positiva entre PMS e CN).



Ressalta-se que para ambas as caracteristicas, cor de nervura e porcentagem de matéria
seca, foram detectados picos méximos de QTL por volta de 50 Mpb do cromossomo 6, 0 que é

relevante, pois tal evidéncia foi relatado por Mace e Jordan (2010).

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa sobre o local do QTL que controla a
porcentagem de matéria seca em sorgo, associado ao conhecimento de que a fenotipagem para cor
de nervura € um bom marcador morfolégico para esta caracteristica. Diante dos resultados
expostos, é possivel seleciona-las com base na cor de nervura turva, que indica cultivares com alto

teor de umidade e cruza-las com outros gendtipos com a mesma caracteristica.

Conclui-se que existe efeito pleiotropico no gene “D.d”, devido o fato de que ambos os
caracteres em estudo foram mapeados em regiées muito proximas 50,64 Mpb e 51,80 Mpb, o que

corrobora com a conclusdo de que 0 mesmo gene controla ambas as caracteristicas.
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