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RESUMO

SIMOES, Christiano Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de
2008. Caracterizagdo Genética da Resisténcia ao Mildio
(Peronosclerospora sorghi) em Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench).
Orientador: Maurilio Alves Moreira. Co-Orientadores: Jurandir Vieira de
Magalhées, Claudia Teixeira Guimaraes, Luiz Orlando de Oliveira.

No presente trabalho, foram avaliadas 13 linhagens de sorgo do
programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo quanto a
reacdo a nove ragas de Peronosclerospora sorghi. Dentre as linhagens
foram identificadas cinco fontes de resisténcia as nove ragas (BTx623,
Tx430, SC414-12, QL-3 e ARG-1) e duas linhagens (SC283 e ATF14B)
susceptiveis as mesmas ragas, sendo as demais resistentes as diversas
combinagdes entre trés e quatro ragas. As cinco fontes de resisténcia foram
cruzadas com a linhagem susceptivel ATF14B e os F4’s autofecundados
para gerar populagdes F,'s com 150 individuos aproximadamente. Pelo
teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade, foi determinado que as
linhagens SC414-12, BTx623 e Tx430 apresentaram dois genes dominantes
e independentes, enquanto as linhagens QL-3 e ARG-1 apresentaram
apenas um gene de resisténcia para cada um dos seis ragas mais
importantes de P. sorghi (04A, 16A, 18A, 20A, 22A e 22B). Com base na
frequéncia de individuos resistentes e susceptiveis nas populagdes
derivadas dos cruzamentos dialélicos entre as fontes de tolerancia, ha
grande possibilidade de que as linhagens QL-3 e ARG-1 apresentem o
mesmo gene de resisténcia as seis racas de P. sorghi, pois ndo foram
identificadas plantas susceptiveis na F,. No entanto, por limitagdo do
tamanho populacional n&o foi possivel concluir sobre o numero de genes
segregando entre as linhagens resistentes, sugerindo a existéncia de efeitos
epistaticos, de complementaridade entre genes e/ou diferengas no
background genético. Uma populagdo de 121 linhagens recombinantes
originada do cruzamento entre BTx623 e uma linhagem susceptivel
(1IS3620C) foi fenotipada pela reagdo as mesmas seis ragas, sendo
detectada a presencga de dois genes dominantes de resisténcia na linhagem
BTx623 para as ragas 04A, 16A, 22A e 22B. Avaliando a coincidéncia da

reacao de susceptibilidade/resisténcia na populacio de RILs, parece que um
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dos genes de resisténcia na linhagem BTx623 confere resisténcia as racas
04A e 16A enquanto as ragas 22A e 22B também tém sua resisténcia devida
a acado de um gene em comum. Por outro lado, ndo houve genes comuns
conferindo resisténcia as ragcas 16A e 22A. Assim, o conjunto de dados
obtidos fornece subsidios para a utilizagao de fontes de resisténcia ao mildio
do sorgo, possibilitando a combinagdo de genes de resisténcia vertical de
espectro amplo e genes especificos as ragas no programa de melhoramento
genético. Adicionalmente, as populagbes avaliadas estdo prontas para o
mapeamento com marcadores moleculares. A futura associagao desses
marcadores com a resisténcia ao mildio do sorgo e sua efetiva aplicacéo na
selecdo assistida para resisténcia ao mildio em sorgo é de grande interesse

para o programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo.



ABSTRACT

SIMOES, Christiano Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril de
2008. Genetic Characterization of the Resistance to the Downy
Mildew (Peronosclerospora sorghi) in Sorghum (Sorghum bicolor L.
Moench). Adiviser: Maurilio Alves Moreira. Committee Members: Jurandir
Vieira de Magalhdes, Claudia Teixeira Guimaraes, Luiz Orlando de
Oliveira.

In this work, were assessed 13 strains of sorghum from the breeding
program of the Embrapa Maize and Sorghum about the reaction to nine
races of Peronosclerospora sorghi. Among the lines were identified five
sources of resistance to nine races (BTx623, Tx430, SC414-12, QL-3 and
ARG-1),two lines (SC283 and ATF14B) that were susceptible to the same
races, and six lines with a variable reaction of resistant and susceptibility
depending upon the race inoculated. The five sources of resistance were
crossed with the susceptible line ATF14B and F1's selfed to generate F2
populations with 150 individuals. For Chi-square test to 5% level of
probability, it was determined that the lines SC414-12, BTx623 and Tx430
had two dominant and independent genes, while the lines QL-3 and ARG-1
had only one gene for resistance to each the six most i races of P. sorghi .
Based on the frequency of resistant and susceptible individuals in
populations derived from dialelic crosses between sources of resistance
there is a strong possibility that the lines QL-3 and ARG-1 have the same
gene for resistance to six races of P. sorghi as no susceptible plant was
identified in the F2 generation between these two crosses. However, by
limiting the population size could not be concluded on the number of genes
segregando between resistant strains, suggesting the existence of epistatic
effects of complementarity between genes and / or differences in genetic
background. A population of 121 recombinant strains caused the crossing
and a lineage likely BTx623 (1IS3620C) was phenotyped by the reaction to the
same six races, and detected the presence of two dominant genes for
resistance in line BTx623 to the races 04A, 16A, 22A and 22B . Assessing

the coincidence of the reaction of susceptibility / resistance in the population



of RILs, it seems that one of the resistance genes in line BTx623 confers
resistance to races 04A and 16A as the races 22A and 22B also have their
resistance due to action of a gene in common. On the other hand, there was
no common genes conferring resistance to races 16A and 22A. Thus, the set
of data provides subsidies for the use of sources of resistance to brown rot
sorghum, allowing the combination of resistance genes vertical and broad
spectrum of specific genes to the races in the breeding program. Additionally,
people are judged ready for the mapping with molecular markers. The future
of these markers association with the resistance to downy mildew sorghum
and their effective implementation assisted in the selection for resistance to
downy mildew in sorghum is of great interest for the breeding program of the

Embrapa maize and sorghum.
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1. INTRODUCAO

O sorgo (Sorghum bicolor L. MOENCH) €& uma importante cultura em
grande parte do mundo, principalmente onde o clima semi-arido prevalece
como em paises da Africa, da Asia e das Américas. Atualmente, o sorgo é um
dos graos mais produzido no mundo, sendo superado apenas pela soja, milho,
arroz e trigo (http://faostat.fao.org/).

No Brasil, nos ultimos anos, houve uma grande expansdo na area
cultivada com sorgo, principalmente devido a adaptagao da cultura ao plantio
em sucessao a soja, quando o risco climatico para a cultura do milho € maior
(CASELA, 2002). A producéo brasileira de sorgo foi estimada em 1,65 milhdes
de toneladas para a safra 2007/08, sendo que a regido centro-oeste destaca-se
com 65% da producdo total, com o estado de Goias sendo responsavel por
37% da producao total desse cereal (CONAB, 2008). A produgao de graos de
sorgo pode ter uma fungao reguladora no mercado de graos, evitando altas
excessivas no preco devido as elevadas demandas de outros cereais, como 0
milho. Entretanto, para que a cultura do sorgo continue ocupando posigao de
destaque na agricultura nacional, é vital o controle eficiente das doencas e das
pragas que afetam essa cultura. Dentre essas doencas estdo a antracnose, a
ferrugem, a helmintosporiose e, como foco deste trabalho, o mildio do sorgo.

O mildio do sorgo, causado pelo fungo Peronosclerospora sorghi
(WESTON e UPPAL) C.G. SHAW, adquire, em nossas condi¢gdes, uma grande
importancia, pelo fato de causar esterilidade quando as plantas de sorgo sao
infectadas em estadios iniciais de seu desenvolvimento (FERNANDES, 1980).
Além disso, o patégeno tem como hospedeiros tanto o sorgo quanto o milho,
aumentando consideravelmente sua capacidade de se disseminar, pelo fato do
milho ser uma cultura amplamente difundida no pais € no mundo. No campo,
os efeitos do P. sorghi em sorgo granifero mostram uma relagao linear entre a
incidéncia de infeccdo sistémica e as perdas no rendimento em densidades
normais de plantio (FREDERIKSEN, 1973; TULEEN e FREDERIKSEN, 1981;
CRAIG, 1989).

No Brasil, o mildio foi relatado inicialmente na década de 60 e
apresentava-se restrito aos estados da regido Sul. No entanto, a incidéncia da

doenga tem se expandido aos estados das regides Sudeste e Centro-Oeste
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(CASELA e FERREIRA, 2001), evidenciando a capacidade de adaptagdo do
patogeno a diversas condi¢des climaticas.

Atualmente ndo ha registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) de nenhum fungicida para o controle de
Peronosclerospora sorghi na cultura do sorgo
(http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons).

A utilizagdo da resisténcia genética € a estratégia mais eficiente para o
controle do mildio (FREDERIKSN e RENFRO, 1977; GIMENES-FERNANDES
et al., 1984), além disso, métodos alternativos ao controle quimico devem ser
buscados, para reduzir os impactos ambientais, os custos de produgcao e o
risco de desenvolvimento de resisténcia pelo patogeno. Contudo, a
variabilidade apresentada pelo patdgeno em nossas condi¢bes (BARBOSA et
al., 2006) pode representar uma dificuldade no desenvolvimento de cultivares
de sorgo resistentes ao mildio (CASELA, 2002). Devido a isso, os programas
de melhoramento de sorgo tém procurado diversificar as fontes de resisténcia,
a fim de diminuir a vulnerabilidade da cultura a doenga (CRAIG, 1980).

O presente trabalho teve como objetivo a identificagdo de linhagens de
sorgo resistentes aos diferentes ragas do agente causal do mildio em sorgo e o
estudo da herancga da resisténcia nas fontes identificadas. Essas etapas séo
fundamentais para a incorporagdo e o manejo da resisténcia ao P. sorghi em

cultivares de sorgo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O sorgo

O sorgo é uma importante cultura para consumo humano e animal,
ocupando uma area mundial em torno de 60 milhdes de toneladas em 2006
(http://faostat.faoc.org/). O sorgo apresenta boa tolerdncia aos estresses
abidticos, podendo ser cultivado em regides onde as plantas de milho
geralmente sucumbem devido a estresses como o de seca. Trata-se de uma
cultura antiga, que tem sido cultivada nos ultimos 5000 anos. O sorgo originou-

se provavelmente no nordeste da Africa (MANN et al., 1983).



No Brasil, a cultura do sorgo tem sido cada vez mais difundida,
principalmente devido ao seu plantio em sucessao a cultura da soja, pois esta
ultima ocupa grande espago no cenario agricola nacional. A area ocupada com
producdo de sorgo na safra 2006/07 foi de aproximadamente 704.400 ha,
tendo aumentado para 734.900 ha na safra atual (CONAB, 2008). A produgao
de graos de sorgo na safra 2006/07 foi estimada em 1,49 milhdo de toneladas,
enquanto que na safra 2007/08 a produgdo esta estimada em
aproximadamente 1,66 milh&o de toneladas (CONAB, 2008).

Os estados brasileiros com maior producdo de sorgo estdo na regiao
Centro-Oeste, com destaque para o estado de Goias, com a produgao de 577,9
mil toneladas, seguido do Mato Grosso, segundo maior produtor, com 280,2 mil
toneladas na safra 2007/08. Foi observado um avango na producido desse
cereal nas safras 2006/2008, de 7,7% em Goias, de 35,8% no Mato Grosso e
da ordem de 113,2% no Piaui (CONAB, 2008).

2.2. O patégeno

O patégeno causador do mildio do sorgo foi identificado inicialmente na
india, onde recebeu a denominacdo de Sclerospora graminicola (BUTLER,
1907). KULKARNI (1913) observou uma fase assexual no processo reprodutivo
do fungo, sendo entdo recomendado que, além da nomenclatura S.
graminicola, se mencionasse também Andropogonis-sorghi. Posteriormente,
estudos de morfologia conduzidos por WESTON e UPPAL (1932)
estabeleceram Sclerospora sorghi como a nomenclatura mais adequada. Mais
tarde, C. G. SHAW (1980) definiu que a denominagdo do género Sclerospora
deveria ser substituida por uma nova designacéo de Peronosclerospora para
designar o fungo causador do mildio em gramineas. Assim, levando-se em
consideragao todo o ciclo de vida do patdégeno, a denominagdo atualmente
adotada é Peronosclerospora sorghi (WESTON e UPPAL) C.G. SHAW (1980).

2.3. Distribuicdo geogréafica e importancia do mildio

O mildio do sorgo é capaz de infectar tanto o sorgo quanto o milho.

Quando a doencga ocorre nos estadios iniciais do desenvolvimento da planta, a
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reducao na produgao pode exceder 50% em ambas as culturas (VON PINHO e
VASCONCELOQOS, 2002). Essas perdas podem chegar a 80%, principalmente
se as cultivares forem susceptiveis. O patdogeno Peronosclerospora sorghi tem
sido relatado em mais de 40 paises distribuidos nos continentes africano,
asiatico, na Oceania, nas Américas do Norte, Central e do Sul e no
Mediterraneo Oriental (BOCK e JEGER, 1996; JEGER, 1998).

No Texas, na década de 60, uma epidemia de mildio causou grandes
danos com incidéncia de 90% em alguns campos de sorgo, com prejuizo
estimado em US$ 2,5 milhdes (FREDERIKSEN, 1969). Em Israel, campos de
milho e de sorgo forrageiro apresentaram incidéncia da doencga superior a 50%
(KENNETH, 1976). Na Africa do Sul foi verificada incidéncia maior que 40% de
infeccdo sistémica ocasionada por P. sorghi em campos de milho e sorgo (VAN
DER WESTHUIZEN, 1977). O patdégeno apresenta variabilidade genética
expressiva, com ragas tendo sido descritas nas diversas regides onde a
doenca é encontrada.

No Brasil o mildio encontra-se disseminado nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste. BARBOSA (2004), em analise de agrupamento, verificou
auséncia de diferenciagado geografica entre os isolados das diversas ragas de
P. sorghi, evidenciando similaridade entre as populagcbes do patdgeno
geograficamente distantes no Brasil. Portanto, a busca de fontes de resisténcia
em cultivares que apresentam resisténcia ampla as diversas ragas do patégeno
€ de grande interesse para Embrapa e empresas produtoras de sementes de

sorgo.

2.4. Variabilidade patogénica em Peronosclerospora sorghi

Racas fisiolégicas sdo populagdes de fitopatdgenos com caracteristicas
morfologicas semelhantes, mas que apresentam diferencas em certas
caracteristicas culturais, fisiolégicas, bioquimicas, patolégicas ou outras
(HAWKSWORTH, 1983). Embora com fisiologia distinta, as ragas fisioldgicas
exibem variabilidade genética quanto a patogenicidade em diferentes gendtipos
do hospedeiro (SANTOS, 2003). Racas verticais sdo populagbes do patdogeno
que podem ser diferenciadas por suas interagdes com plantas de uma mesma

espécie que possuem resisténcia vertical (ROBINSON, 1969). Cinco racgas

4



distintas de P. sorghi foram descritas nas Américas (Tabela 1), sendo trés nos
Estados Unidos (CRAIG e FREDERIKSEN, 1983), uma no Brasil
(FERNANDES e SCHAFFERT, 1983) e uma em Honduras (FERNANDEZ e
MECKENSTOCK, 1987; CRAIG e ODVODY, 1992).

Tabela 1. Racas de P. sorghi descritas nos Estados Unidos (CRAIG e
FREDERIKSEN, 1980; CRAIG e FREDERIKSEN, 1983) e no Brasil
(FERNANDES e SCHAFFERT, 1983).

Linhagens Ragas de P. sorghi
Diferenciadoras 1 2 3 4
Tx412 S S S S
CS3541 R S S S
Tx430 R R S S
QL3 R R R S
BR501 R R R S

R = Resistente e S = Susceptivel.

No Brasil além das racas 1 e 2, FERNANDES e SCHAFFERT (1983)
identificaram uma raga de P. sorghi com habilidade de induzir a fase sistémica
da doencga na variedade de sorgo BR501, antes resistente a doenga, sendo
denominada raca 4. Nao ha evidéncias da presengca da raca 3 no Brasil
(BARBOSA, 2004). Posteriormente, utilizando linhagens diferenciadoras,
BARBOSA (2004) identificou um conjunto de ragas que possuem diferencas
entre si com relagdo a viruléncia a gendtipos de sorgo, mas que tém em
comum a caracteristica de viruléncia ao BR501, portanto a raca 4”, descrita
anteriormente por FERNANDES e SCHAFFERT (1983) , na realidade, um
conjunto de ragas que apresentam a caracteristica comum de viruléncia ao
hibrido BR501.

Nove racas de P. sorghi (04A, 16A, 18A, 20A, 22A, 22B, 20C, 22C e
22F) originarias de isolados provenientes de Sete Lagoas (MG), Paracatu
(MG), Palotina (RS) e Pelotas (RS) foram descritas por BARBOSA (2004) que
usou o método de inoculagdo em plantulas de uma série diferenciadora com 30

gendtipos de sorgo e posterior avaliagdo da formacdo de conidios nessas



plantas, ndo sendo observada a infecgcdo sistémica para caracterizar a planta
como susceptivel ao mildio.

Peronosclerospora sorghi apresenta alta variabilidade patogénica no
Brasil (BARBOSA, 2004), mesmo com taxas de mutacao relativamente baixas,
novos genotipos virulentos de P. sorghi podem se desenvolver durante as
estacoes de cultivos (WILLIAMS, 1984). Além disso, a fase sexual do ciclo
reprodutivo fornece os meios para recombinagao genética e o aparecimento de

novos genotipos patogénicos.

2.5. Biologia do patégeno

Quando ha infecgéo por P. sorghi, o patégeno estabelece contato com o
hospedeiro e se nutre dos tecidos susceptiveis, sendo que as condicdes
ambientais sdo extremamente importantes para que essa relacdo aconteca
(SAFEEULLA, 1975). Como o patégeno apresenta ciclo de reproducao
sexuada e assexuada, pode ser disseminado por o0sporos em sementes ou
em restos culturais, dispersos pelo vento, ou por conidios produzidos em uma
mesma estacdo de cultivo, ou, ainda, por micélios existentes em sementes e
plantas (FREDERIKSEN, 1980).

A formagao dos conidios exige condi¢des adequadas, sendo necessario
no minimo 4 horas de alta intensidade luminosa seguido de escuro,
temperatura entre 18 e 23°C e umidade relativa do ar em torno de 90%
(SCHMITT e FREYTAG, 1974; SAFEEULLA e SHETTY, 1978). Nessas
condigbes, as folhas de sorgo com infecgdo sistémica chegam a produzir
10.800 conidios cm? (SHETTY e SAFEEULLA, 1981). Os conidios sé&o
efémeros e morrem dentro de quatro horas apés a maturidade, mesmo sob
condigdes ambientais favoraveis..

No inicio do processo de infecgdo, o tubo germinativo do patdégeno
cresce sobre a superficie foliar e um apressorio se forma sobre a estrutura
estomatal (JONES, 1971). A estrutura de penetracdo forma uma vesicula oval,
subestomatal, dando origem a uma ou mais hifas de infeccéo. As hifas crescem
nos espacgos intercelulares do mesofilo (MAUNCH-MANI et al.,, 1989) de
cultivares susceptiveis, e a colonizagdo sistémica progride com o

desenvolvimento de haustérios e colonizagao da regido meristematica (YEH e
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FREDERIKSEN, 1980). As hifas atingem o meristema apical da planta e
invadem as folhas e flores em desenvolvimento, deixando a planta estéril.
Podem-se observar os sintomas sete dias apds a infecgdo. Quando a infecgao
acontece em cultivares resistentes, necroses sdo encontradas nos locais de
penetracdo (MAUNCH-MANI et al., 1989).

Na fase sexual, apds a fusdao do oogbnio com o anteridio, no meséfilo do
hospedeiro, ha o desenvolvimento do odsporo (SAFEEULLA e
THIRUMALACHAR, 1955). Os o6sporos sao produzidos pelo patégeno em
plantas hospedeiras quando ha uma estacido seca bem definida e podem
permanecer viaveis no solo e em laboratério por varios anos (SAFEEULA e
SHETTY, 1978). Os oo6sporos sao estruturas de resisténcia produzidas no
interior das folhas infectadas, sendo esféricos, com didametro entre 31 e 37 um,
com camada externa de cor amarelo-alaranjada e espessura entre 1 e 3 uym
(WESTON e UPPAL, 1932). Quando as folhas se rasgam por a¢ao do vento ou
qualquer outro fator os odsporos sao liberados e podem permanecer no solo,
constituindo fonte de in6culo para o proximo plantio, ou podem ser
transportados por homens ou animais (WILLIAMS, 1984). As condi¢des ideais
para o desenvolvimento dos odsporos sao temperatura minima de 10°C e baixa
umidade do solo, com temperatura ideal em torno dos 18 °C e umidade
proxima de 100% (CRAIG, 1987).

Os oosporos séo produzidos em grandes quantidades por isolados que
infectam o sorgo e o milho (BOCK et al., 1997), e raramente por isolados que
infectam apenas o milho (ADENLE e CARDWELL, 2000). A disponibilidade de
hospedeiro o ano inteiro faz com que o sucesso do patdgeno ndo dependa da
producdo de estruturas de resisténcia (WILLIAMS, 1984). A producdo de
o0sporos segue um padrao monociclico, enquanto a produgado de conidios
pode seguir um padrao policiclico, sendo que ambas as estruturas de
reprodugao tém a capacidade de causar infecgéo sistémica (Figura 1).

No campo, para ocorrer infecgdo pelo patégeno, é necessario um
periodo com alta umidade e temperatura entre 10 e 30°C por quatro horas
(BONDE et al., 1978), condi¢cbes essas ideais tanto para produgao de conidios

quanto de o4sporos.
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Figura 1: Ciclo de vida do Peronosclerospora sorghi (BARBOSA, 2006).

2.6. Sintomatologia

Os sintomas da doenca se manifestam sete dias apdés a infecgao,
podendo ser sistémicos ou localizados. Em cultivares resistentes, necroses
ocorrem no local da penetragdo (MAUNCH-MANI et al.,, 1989). Os sintomas
sistémicos sao caracterizados por estrias verdes e cloroticas paralelas em
decorréncia do desenvolvimento das hifas de infeccdo. As hifas atingem o
meristema apical da planta e invadem as flores e folhas em desenvolvimento
(MAUNCH-MANI et al., 1989). Em condi¢des ideais, como temperatura amena
e alta umidade, ha formagdao de uma massa branca na porcdo abaxial foliar
(Figura 2 - centro, setas claras), que consiste de conidios e conidiéforos de P.
sorghi.

A presenga ou auséncia de conidios e conidioforos é a caracteristica
usada na fenotipagem de plantas inoculadas com o P. sorghi, sendo que as

plantas que nao formam conidios nas suas folhas sio classificadas como
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resistentes ao patégeno, enquanto que as plantas com formagao de conidios e
conidioforos nas folhas sdo consideradas susceptiveis ao patéogeno. Em
estadios avangados da infecgao sistémica, as folhas se rasgam pela agao do

vento e 0s odsporos sao liberados infestando o solo, podendo iniciar novo ciclo

infeccioso.

Figura 2: Folhas de sorgo contaminadas com P. sorghi e folha sadia. Na
imagem da esquerda estdo os sintomas sistémicos. Na imagem
central, as setas claras indicam o local da esporulagao enquanto que
as setas escuras mostram os sintomas locais. A direita uma folha
sadia € mostrada.

A infecgao localizada caracteriza-se por manchas cloroéticas retangulares
limitadas pelas nervuras laterais, que podem apresentar crescimento
pulverulento branco na porgao abaxial foliar (Figura 2 - centro) em condigdes

de alta umidade e temperatura amena.

2.7. Genética da resisténcia ao mildio

A resisténcia das plantas aos patdogenos depende tanto da constituigao
genética do patdégeno quanto do hospedeiro (SANTOS, 2003). A teoria gene-a-
gene proposta por FLOR (1942), segundo a qual para cada gene de resisténcia
na planta existe um gene de aviruléncia no patégeno, forma a base dessa
afirmativa. Esta relacdo tem sido proposta para varios sistemas de estudo de
doengas em plantas (THOMPSON e BURDON, 1992).



A resisténcia vertical € encontrada quando a interacdo patdégeno-
hospedeiro condiciona uma reacao de resisténcia no hospedeiro e essa reagao
€ controlada, na maioria das vezes, por um gene de resisténcia na planta (VAN
DER PLANK, 1968). Ha possibilidade de haver resisténcia somente a uma
parte da populagao do patégeno, ou resisténcia raga especifica (McDONALD e
LINDE, 2002). A resisténcia que atua de maneira mais uniforme contra mais de
uma raga do patégeno é chamada de resisténcia horizontal (VAN DER PLANK,
1968), porém essa resisténcia fornece uma protegédo incompleta ao hospedeiro
e €& determinada por mecanismos que dificultam o desenvolvimento do
patdogeno nos tecidos da planta (VAN DER PLANK, 1968). Na maioria das
vezes, a resisténcia vertical vem acompanhada de uma resisténcia horizontal
(VAN DER PLANK, 1968). A resisténcia a P. sorghi, frequentemente, se
expressa como uma incompatibilidade fisiolégica entre hospedeiro e patégeno,
sendo esse tipo de resisténcia, na maioria das vezes, caracterizada por
herancga oligogénica horizontal (CRAIG e ODVODY, 1992).

Estudos tém mostrado que a resisténcia ao mildio em sorgo é
condicionada por um ou poucos gene(s) dominante(s). GOWDA (1995),
utilizando apenas duas fontes de resisténcias (BTx623 e SC414-12) e as ragas
1, 2 e 3 de P. sorghi (Tabela 1), descreveu que a heranga da resisténcia ao
mildio seria condicionada por um gene dominante de efeito maior e por outros
genes de efeito fenotipico mais discreto. Esse mesmo autor mostrou que Tx623
e SC414-12 possuem genes de resisténcia distintos. PUTTARUDRAPPA et al.
(1972) sugeriram que dois genes complementares nos cultivares 1S84 e 1S2941
sd0 necessarios para conferir resisténcia a isolados de P. sorghi originados da
india. BHAT (1981), em trabalho realizado com isolados de P. sorghi também
da india, concluiu que um gene dominante primario com mais um ou dois
genes que complementam a sua agao controlam a resisténcia ao mildio em
sorgo na linhagem QL-3.

CRAIG e SCHERTZ (1985) mostraram que a resisténcia ao mildio para
as trés ragas de P. sorghi (Tabela 1) na linhagem SC414-12 era condicionada a
um unico gene dominante, enquanto na linhagem QL-3 essa caracteristica era
controlada por um ou dois genes dominantes. Em contra partida, outros
pesquisadores propuseram a hipotese de que a linhagem de sorgo QL-3 possui

dois genes dominantes condicionando a resisténcia ao mildio, enquanto a
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linhagem SC414-12 possui um ou dois genes dominantes controlando a
resisténcia as mesmas trés racas (SIFUENTES e FREDERIKSEN, 1988;
REDDY et al., 1992).

As divergéncias desses trabalhos podem ser explicadas, pelo menos em
parte, pela utilizacdo de metodologias diferentes na avaliacdo da doenga, pela
utilizacao de diferentes selegbes das linhagens, que podem ser geneticamente
heterogéneas, ou também por diferengas genéticas entre as ragas originadas
de regides geograficamente muito distantes (CRAIG e ODVODY, 1992).
Entretanto, de forma geral os estudos mostram que a resisténcia ao P. sorghi
nas linhagens QL-3, BTx623 e SC414 ¢, na maioria das vezes, constituida por
dois genes de resisténcia horizontal e, frequentemente, acompanhada por mais
genes de resisténcia vertical.

As diferengas genéticas entre as ragas de P. sorghi requerem buscas
por fontes de resisténcia que melhor se adéqliem as necessidades dos
produtores. Além disso, a busca de uma resisténcia ampla e duradoura faz-se
necessaria. Uma ferramenta que auxiliara a introdugao da resisténcia ao mildio
nos programas de melhoramento de sorgo é a identificagdo de marcadores

moleculares associados com a resisténcia as diferentes ragas de P. sorghi.

2.8. Mapeamento genético para resisténcia ao mildio do sorgo

Alguns marcadores moleculares foram identificados como associados
aos genes de resisténcia para as ragas 1, 2 e 3 de P. sorghi. Utilizando a
populagao 1S3620C x BTx623, dois marcadores RFLP, Txs1053 e Txs1092(2),
foram mapeados no cromossomo 3 do sorgo, a 12 e 14 cM respectivamente de
um gene de resisténcia derivado da linhagem BTx623. Foram também
identificados marcadores ligados a um gene de resisténcia em uma populagao
de mapeamento derivada da linhagem resistente SC414-12. Entretanto, esse
gene ¢é diferente do gene de resisténcia presente na linhagem BTx623
(GOWDA et al., 1995), nesse mesmo trabalho, utilizando 675 primers RAPD
em uma populagdo F, originada do cruzamento entre as linhagens
contrastantes RTx7078 x SC414-12, foram identificados os marcadores OPQ8

e PAL1 ligados a 9,5 e 13,5 cM, respectivamente, do gene de resisténcia ao
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mildio do sorgo. Contudo, esses marcadores nao flanqueiam o gene de
resisténcia.

Um gene candidato para resisténcia ao mildio em sorgo derivado da
linhagem BTx623 foi mapeado no cromossomo 3 e identificado como o gene
que codifica a sintese da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL; EC 4.3.1.5)
(CUI et al., 1996), a primeira enzima regulatéria da via de sintese de
fenilpropandides (RHODES, 1994). Esses compostos entram na formagao da
parede celular e podem conferir as plantas uma protecao contra a invasao de
patdgenos, uma vez que o aumento da parede celular secundaria das plantas
promovido pela enzima PAL forma uma barreira contra a proliferacao desses
patogenos. OH et al (1996) mapearam dois marcadores RFLP (pSbTXS552 e
pSbTXS361) a 5,0 e 7,9 cM, respectivamente, de um possivel gene de
resisténcia ao mildio na linhagem SC325, que é resistente as ragas 1 e 3.

O presente trabalho visou estabelecer as bases para o mapeamento
genético da resisténcia ao mildio do sorgo, de maneira que programas de
selecdo assistida possam ser implementados visando a introdugéo de fontes de

resisténcia em linhagens elite de sorgo.

3. OBJETIVOS

a) Identificagdo de linhagens de sorgo (Sorghum bicolor) resistentes a seis
racas de Peronosclerospora sorghi, endémicas no Brasil.

b) Caracterizar a heranca da resisténcia ao mildio em diferentes gendétipos
de sorgo.

C) Diferenciar os genes de resisténcia presentes nas linhagens de sorgo
identificadas neste trabalho como resistentes ao mildio.

d) Avaliar fenotipicamente uma populagdo endogamica (RIL) de

mapeamento para identificar genes para resisténcia ao mildio do sorgo.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens de sorgo e seus cruzamentos
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Treze linhagens de sorgo pertencentes ao programa de melhoramento
da Embrapa Milho e Sorgo, SC414-12, QL-3, BTx623, BR501, ARG-1, Tx430,
IS3620C, ATF54B, ATF14B, BRO0O07, BR012, SC283, CMSXS180R, foram
utilizadas para a identificacdo do comportamento quanto a resisténcia e
susceptibilidade a nove ragas de mildio do sorgo.

Uma vez identificadas as linhagens de sorgo resistentes e susceptiveis,
aquelas resistentes (R) as nove ragas de P. sorghi foram cruzadas com uma
mesma fonte susceptivel (S) comum, também as nove ragas, ATF14B. A
geracdo F; de cada cruzamento foi autofecundada gerando populagbes F»
compostas por 150 individuos. Foram também realizados cruzamentos
dialélicos entre as fontes de resisténcia identificadas neste trabalho, totalizando
10 cruzamentos (Tabela 2). Os individuos F4 de cada cruzamento foram
autofecundados, gerando-se populagbées F, de aproximadamente 150

individuos.

Tabela 2: Relacdo dos cruzamentos dialélicos, sendo que x indica que o
cruzamento foi realizado.

Linhagens SC414-12 QL-3 ARG-1 Tx430
BTx623 X X X X
SC414-12 X X X
QL-3 X X
ARG-1 X

4.2. Populacao de linhagens recombinantes (RILS)

Uma populagdo de linhagens recombinantes (RIL) composta por 121
linhagens derivadas do cruzamento entre BTx623 e 1S3620C foi avaliada
quanto a resisténcia e susceptibilidade contra nove ragas do agente causal do
mildio do sorgo, para os quais as linhagens parentais foram contrastantes.
Essa populagédo foi cedida pelo Dr. Robert Klein do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA/ARS, 2881 F&B Road, College Station
Tx 77845). A utilizacdo dessa populacao é estratégica por ser a populacao de
referéncia para mapeamento genético em sorgo, o que facilitara o mapeamento

de genes de resisténcia para diferentes ragas do mildio.
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4.3. Racgas de Peronosclerospora sorghi utilizadas

Neste trabalho foram utilizadas nove ragas do patdégeno P. sorghi (04A,
16A, 18A, 20A, 22A, 22B, 20C, 22C, 22F). As nove ragas foram previamente
identificadas com o uso de linhagens diferenciadoras em um trabalho
conduzido por BARBOSA (2004) no Laboratoério de Fitopatologia da Embrapa
Milho e Sorgo e classificadas de acordo com um sistema proposto por Casela
(comunicagcdo pessoal) para a nomenclatura de ragas deste patégeno nas
condigdes brasileiras, sendo verificada apenas a presenga ou auséncia de
esporulacdo nas plantas de sorgo para classificacdo das plantas como
resistentes ou susceptiveis.

Por ser P. sorghi um patégeno biotrofico, as ragas em estudo sao
mantidas in vivo no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo,

através de inoculagdes sucessivas na linhagem suscetivel SC283.

4.4. Avaliacao fenotipica para resisténcia ao mildio do sorgo

As nove racas (04A, 16A, 18A, 20A, 22A, 22B, 20C, 22C e 22F) de P.
sorghi foram utilizadas para identificacdo de fontes de resisténcia e
susceptibilidade ao mildio nas 13 linhagens de sorgo. Porém, na avaliacéo da
populacdo de RILs e das populagbes F, geradas a partir dos cruzamentos
dialélicos e dos cruzamentos entre as fontes de resisténcia e susceptibilidade,
foram utilizadas somente seis ragas (04A, 16A, 18A, 20A, 22A, 22B). Essas
racas foram selecionadas por apresentarem maior viruléncia, ou seja, eles séo
capazes de infectar um numero maior de gendtipos de sorgo. Buscou-se com
isso explorar ao maximo a variabilidade genética do patdgeno, dado o grande
numero de individuos a serem avaliados nas varias populagdes de sorgo.

Para a realizagdo das inoculagdes, sementes de cada linhagem foram
germinadas em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido e mantidas
a 32°C, em estufa, por dois dias. As plantulas foram transferidas, duas a duas,
para copos de plastico de 100 mL preenchidos com terra. Bandejas com 30
copos foram mantidas em casa de vegetacdo durante sete dias até a data da

inoculagao (Figura 3a-d).
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: I" I;' v
Figura 3: Germinagao das sementes de sorgo e manutencéo das plantulas até
a inoculagao: a) Germinagdo das sementes em placa de petri; b)

Camara de germinacgao;c) Plantio; d) Copos de plastico acomodados
nas bandejas.

Os isolados de P. sorghi foram colocados sob luz durante a noite
anterior a inoculacdo em uma sala especial, para se estimular a produgao de
conidios. No dia da inoculagdo (sete dias apos o plantio) as folhas de SC283
foram coletadas e depositadas em recipientes contendo agua. Foi feita uma
lavagem nas folhas coletadas com agua destilada, evitando-se contaminagao
por conidios ou odsporos de outros isolados. Adicionou-se agua nas bandejas
contendo os 30 vasos, a fim de aumentar a umidade no momento da
inoculagdo. As bandejas foram cobertas por uma tela que serviu de suporte
para as folhas infectadas com P. sorghi. Posteriormente, as folhas que
cobriram a bandeja foram cobertas por duas camadas de papel de germinagao
umedecido e, finalmente, por um plastico fino (Figura 4a - d).

Para uma maior eficiéncia de infec¢ao as, as bandejas foram colocadas
em camara refrigerada a 18°C e com alta umidade. Apds seis horas, com
auxilio de um compressor de ar, uma ventilagdo suave foi ligada dentro da
bandeja por outras seis horas, fazendo com que os conidios se
desprendessem das folhas na superficie da bandeja e se depositassem nas

plantas no fundo do recipiente (Figura 4e - f). As condi¢des de inoculagéo
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foram desfeitas e as bandejas foram levadas para a casa de vegetacao

(Figuras 4g - h).

Figura 4: Inoculagédo e manutengdo das plantas em casa de vegetagao: a)
Lavagem das folhas contendo os conideos; b e c) Bandeja coberta
com tela e com as folhas; d) Cobertura das bandejas com papel
toalha umedecido e plastico; e) Bandeja com os tubos de ventilagéo;
f) Bandejas acomodadas na cadmara de inoculagao; g) Bandejas na
casa de vegetacao; h) Camara umida que precede a avaliagao.

A fenotipagem foi realizada dez dias apds a inoculagdo, com um periodo

de 18 horas em cadmara umida que antecedia cada avaliacdo fenotipica. As
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plantas que apresentaram formagao de uma massa branca na parte abaxial
das folhas, isto &, formacao de conidios e conidiéforos, foram classificadas
como susceptiveis, enquanto que as plantas sem essa caracteristica foram

classificadas como resistentes. (Figura 5).

Figura 5: Comparacgao entre folhas inoculadas com P. sorghi. a) Folha de uma
linhagem resistente, b) Folha de uma linhagem susceptivel, c)
detalhe da esporulagéo da figura b.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao das linhagens de sorgo quanto a resisténcia as racas

de P. sorghi

A Tabela 4 apresenta a reagao das 13 linhagens de sorgo as nove ragas
de Peronosclerospora sorghi, das quais cinco linhagens (SC414-12, BTx623,
QL-3, ARG-1 e Tx430) se destacaram como resistentes as nove ragas do
patogeno identificadas no pais. Como no presente trabalho ndo houve
avaliacdo da severidade da doenga, ou seja, foi avaliada apenas a presenga ou
auséncia de esporulagao nas plantulas, ndo se pode caracterizar a resisténcia
horizontal. A auséncia da esporulagdo na avaliagdo das plantulas evidencia a
resisténcia vertical presente na cultivar avaliada.

Acho que esta meio fora de lugar.Outra possibilidade é a existéncia de
um conjunto de genes que confere resisténcia especifica as diferentes racgas,
sendo uma resisténcia vertical as varias ragas de P. sorghi. Da mesma forma.

Duas linhagens (ATF14B e SC283) foram susceptiveis a todas as nove

racas. Como a linhagem ATF14B é derivada das linhagens SC283 (susceptivel
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as nove ragas de P. sorghi) e BROO7 (susceptivel a cinco das nove ragas),
provavelmente ATF14B herdou os alelos de susceptibilidade da linhagem
SC283. A participagdo da linhagem ATF14B na formagdo de hibridos
comerciais do programa de melhoramento genético da Embrapa foi o motivo
por essa ter sido selecionada como parental susceptivel para os cruzamentos a

serem utilizados nos estudos de herancga da resisténcia ao mildio.

Tabela 4: Resposta de resisténcia e susceptibilidade de 13 linhagens de sorgo
a nove racas de Peronosclerospora sorghi.

Racas de Peronosclerospora sorghi

Linhagens
04A 16A 18A 20A 22A 22B 20C 22C 22F
SC414-12 R R R R R R R R R
QL-3 R R R R R R R R R
BTx623 R R R R R R R R R
ARG-1 R R R R R R R R R
Tx430 R R R R R R R R R
BR501 R R R R R S S R R
ATF54B S S R R S S R R S
1IS3620C S S S S S S R R R
CMSX180R R S S S S S R R R
BROO7 S S R S S S R R R
BRO12R S S S R S S R R S
ATF14B S S S S S S S S S
SC283 S S S S S S S S S

R = Resistente; S = Susceptivel.

As outras seis linhagens apresentaram reagdes diferenciadas para as
diversas ragas (Tabela 4). Note que neste trabalho as ragas 20C e 22B
apresentam a caracteristica de induzir a esporulagdo no hibrido BR501,
portanto as racas 20C e 22B sao considerados como representantes da “raca
47,

As linhagens ATF54B, CMSX180R e BR0O07 apresentaram resisténcia a
apenas quatro ragas. A linhagem ATF54, assim como ATF14B, é derivada de
SC283 x BR0O07, porém a linhagem ATF54B parece ter herdado os alelos de
susceptibilidade da linhagem BRO0O7, pois apresenta reacdes de
resisténcia/susceptibilidade semelhantes a BR0O07 com excecdo apenas para
as racas 20A e 22F.

Ja a linhagem CMSX180R foi resistente as ragas 04A, 20C, 22C e 22F,
enquanto BROO7 foi resistente as ragas 18A, 20C, 22C e 22F. As linhagens
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IS3620C e BR012 apresentaram resisténcia a apenas trés racgas, sendo que
IS3620C foi resistente as ragas 20C, 22C e 22F, e BR012 foi resistente as
racas 20A, 20C e 22C.

Esses resultados evidenciam uma resisténcia vertical de amplo espectro
nas linhagens SC414-12, Tx430, QL-3, BTx623 e ARG-1, ndo podendo ser
descartada a hipétese de haver varios genes ragas especificos formando um
bloco génico determinando resisténcia a todas as racas estudadas; Uma
possibilidade € o envolvimento de r genes de resisténcia horizontal como
descrito por VAN DER PLANK (1968), embora o presente trabalho ndo tenha

avaliado esse tipo de reacéo.

5.2. Caracterizacdo da heranca da resisténcia ao mildio em sorgo

As cinco fontes de resisténcia a todas as nove ragas de P. sorghi
(SC414-12, BTx623, Tx430, QL-3 e ARG-1) foram cruzadas com a fonte de
susceptibilidade comum, ATF14B, sendo avaliadas contra as seis ragas (04A,
16A, 18A, 20A, 22A e 22B) (Tabela 5).

Como na literatura a maioria dos relatos sugere a existéncia de um ou
dois genes que controlam a resisténcia ao mildio (PUTTARUDRAPPA et al.,
1972; BHAT, 1981; CRAIG e SCHERTZ, 1985; SIFUENTES e FREDERIKSEN,
1988; REDDY et al., 1992; GOWDA et al., 1995), foram testadas as hipoteses
de segregacado de um e de dois genes dominantes para resisténcia ao mildio
nas populagdes F, derivadas do cruzamento das varias fontes de resisténcia
com a ATF14B, susceptivel a todas as racas de mildio do Brasil. Para se testar
a heranga monogénica dominante se espera uma taxa de segregacao de 3
(resistente):1 (susceptivel). A hipétese da presencga de dois genes dominantes
independentes foi testada pela freqliéncia esperada de 15 plantas resistentes
para uma susceptivel. O ajuste das taxas de segregagdo observadas as
proporcoes esperadas foi testado pelo teste de qui-quadrado com nivel de

significancia de 5% e um grau de liberdade (Tabela 5).
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Tabela 5: Ajuste da segregacao observada para o modelo de um (3:1) ou dois
(15:1) genes dominantes de resisténcia nas populagbes F»
originadas dos cruzamentos das fontes resistentes aos nove ragas
de P. sorghi com a linhagem susceptivel ATF14B pelo teste de qui-
quadrado.

[e]
Cruzamento Raca N gbservadso v’ (3:1) x?(15:1) P(3:1) P(15:1)

04A 129 6 30,4 0,75 0,0 38,6
16A 133 5 33,6 1,62 0,0 20,2

804)1(4'12 18A 129 13 190 204 00 15.3
Ao 20A 120 14 176 305 00 8.0
2A 140 5 359 194 00 123
228 136 5 346 175 00 184
04A 139 5 356 189 00 169
16A 139 7 318 052 00 467
BT’;?” 18A 132 12 213 106 00 302
aTeiag 20A 135 7 305 042 00 515
2A 129 7 286 028 00 595
228 1390 5 356 189 00 219
04A 141 8 306 019 00 657
430 16A 137 11 244 035 00 553
. 18A 133 12 216  1.01 00 314
aTeiag 20A 132 6 314 085 00 366
2A 122 9 230 008 00 769
228 135 7 305 042 00 516
04A 121 29 25 438 108 0,0
aL3 16A 118 28 26 417 104 00
. 18A 111 25 347 342 74 0.0
aTeag  20A 114 26 308 363 7.9 0.0
22A 98 25 143 416 231 0.0
228 105 27 145 455 227 00
04A 123 31 194 506 162 0.0
ARG 16A 131 35 135 682 244 00
> 18A 118 28 263 416 104 00
Ao 20A 121 30 212 478 145 00

22A 105 27 1,45 45,5 22,7 0,0
22B 112 29 1,47 49,3 22,4 0,0

Valores de y? tabelado a 5 e 1% 3,841 e 6,635, respectivamente.

As populagdes F; obtidas do cruzamento entre ATF14B e as linhagens
SC414-12, BTx623 e Tx430 apresentaram resultados condizentes com a
segregacao 15:1, sugerindo que cada uma delas possui dois genes dominantes
independentes que conferem resisténcia para cada uma das seis ragas de P.
sorghi (Tabela 5). Tais resultados corroboram com os dados de
PUTTARUDRAPPA et al. (1972) para a resisténcia, nas linhagens S84 e
IS2941, a racas identificados na india. Entretanto, SIFUENTES e
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FREDERIKSEN (1988) e REDDY et al. (1992) sugeriram a presenga de um ou
dois genes controlando a resisténcia ao mildio em SC414-12. Por outro lado,
CRAIG e SCHERTZ (1985) demonstraram que na linhagem SC414-12, um
unico gene dominante condiciona a resisténcia as ragas 1, 2 e 3 de P. sorghi.

Para as linhagens QL-3 e ARG-1, a hip6tese que melhor se ajustou foi a
da existéncia de um gene dominante conferindo resisténcia para cada uma das
ragas testadas, condizente com a segregacéo 3:1 nas populacdes F» (Tabela
5). Os resultados encontrados para a linhagem QL-3 sdo divergentes aos
encontrados na literatura, porém, de fato ndo ha um consenso em relagdo ao
numero de genes de resisténcia presentes nessa linhagem. Enquanto
SIFUENTES e FREDERIKSEN (1988) e REDDY et al. (1992) afirmaram que
QL-3 possui dois genes dominantes de resisténcia as ragcas 1, 2 e 3 de P.
sorghi, CRAIG e SCHERTZ (1985) mostraram que a resisténcia nessa
linhagem era condicionada por um ou dois genes dominantes para as mesmas
racas. Ja com racas da india, BHAT (1981) concluiu que, além de um gene
dominante de resisténcia ao mildio na linhagem QL-3, um ou dois genes
adicionais s&o necessarios para complementar a agdo do gene maior. Algumas
dessas divergéncias podem, em parte, ser explicadas pelas diferengas entre as
racas avaliadas por BHAT (1981), CRAIG e SCHERTZ (1985) e no presente
trabalho.

Tabela 6: Linhagens de sorgo resistentes aos seis ragas de P. sorghi e os
respectivos numeros de genes de resisténcia ao mildio identificados
com base no cruzamento com a linhagem sensivel ATF14B.

Linhagens Numero de genes de resisténcia

SC414-12
BTx623
Tx430
QL-3
ARG-1

=~ =a2PNDNDN

5.3. Diferenciacdo dos genes de resisténcia presentes nas linhagens de
sorgo

Uma vez determinado o provavel numero de genes de resisténcia
presente em cada fonte, partiu-se para elucidar a diversidade genética para

controle da caracteristica nessas linhagens. Com essa finalidade, foram
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avaliadas as populagdes F, derivadas dos cruzamentos dialélicos entre as
cinco linhagens resistentes a todas as ragas do P. sorghi, SC414-12, QL-3,
BTx623, ARG-1 e Tx430 (Tabela 3). Em uma populag¢do F; com 150 individuos
derivados do cruzamento de duas linhagens resistentes, cada uma com apenas
um gene dominante de resisténcia, sdo identificados com probabilidade maior
que 90% genes diferentes ligados a uma frequéncia de recombinagao igual a
25% (ou 27,5 cM pela fungdo de KOSAMBI, 1944). Para se obter essa
estimativa foi utilizada a férmula: P(aabb) = 1-(1-0,25r?))N. Onde P(aabb) é a
probabilidade de se encontrar um individuo duplo recessivo, portanto
susceptivel ao mildio; r é a freqiéncia de recombinagcao e N é o tamanho da
populagdo (HALDANE e WADDINGTON, 1931). Foram testados, por essa
equacao, tamanhos de populagao de 50, 80, 100, 120 e 150 individuos, que

estdo apresentadas graficamente na Figura 6.

1.00 4 -
% 0,80
2 Tamanho da
2 0.60 1 populacéo F;
S
Q. 040 —=—50
80
0.20 - oo
—e—150
0.007 rTrrr rr 717 TT1TTTTTTTTTTT T TTTTTTTTTTT TTTTTTTTTTTI
1 7 13 19 25 31 37 43 49

Frequéncia de recombinagéo (%)

Figura 6: Probabilidade de se detectar pelo menos um individuo duplo
recessivo em diversos tamanhos de populagdes F, originadas de
uma F4 em repulsao.

Na populagao F2 (ARG-1B x QL-3), originada de parentais que possuem
apenas um gene dominante de resisténcia cada, ndo foram identificadas
plantas susceptiveis para nenhuma das racas inoculadas. Portanto ARG-1 e
QL-3 possuem apenas um gene de resisténcia cada (Tabela 6), havendo

grande possibilidade de que elas apresentem 0 mesmo gene de resisténcia.
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Tabela 7: Ajuste da segregacao observada para um modelo de dois (15:1) ou
trés (63:1) genes nas populagdes F, provenientes dos cruzamentos

dialélicos para os diferentes racas pelo teste qui-quadrado.

o%‘;ﬁr(‘:ﬁnsgnd;) Pat. oRbseNadg 72 (15:1) 2463:1) P(15:1) P(63:1)
04A 118 12 023 4970 6283 0.00

16A 119 11 050 4030 4808 0.00

SC41‘;<'12(2) 18A 127 13 287 5430 903 0.00
20A 121 7 237 1270 1239 0.00

BTX623 (2) 5o 118 9 167 2520 1957 0.00
228 17 12 000 5020 8330 0.00

04A 139 3 415 028 417 5974

16A 133 4 259 164 1073 2001

SC414)'(12(2) 18A 134 5 167 374 1960 531
aLs () 20A 131 6 082 707 3658 0.78
22A 140 5 119 335 1633 6.71

228 146 4 329 119 698 2755

04A 121 12 175 4812  18.65 0.00

16A 131 14 287 6170 903 0.00

BTX6>2(3 @ 48a 17 12 205 5024 1521 0.00
QL3 (1) 20A 119 13 202 5890 876 0.00
22A 118 9 015 2520 6966 0.00

228 121 10 042 3140 5156 0.00

04A 123 13 850 56,50  11.09 0.00

16A 130 10 019 2830 6625 0.00

BTXG)Z(?’ @ 4gp 120 13 282 5830 931 0.00
ARG (1) 20A 17 12 205 5020 1521 0.00
22A 130 14 206 6230 852 0.00

228 120 12 180 4860 17.75 0.00

04A 118 12 197 4970 16.03 0.00

16A 119 11 109 4030  29.75 0.00

80414)'(12(2) 18A 127 13 220 5430 1378 0.00
ARGA (1) 20A 121 7 013 1270 7150 0.04
22A 118 9 045 2520 6969 0.00

228 17 12 205 5024 1521 0.00

04A 127 13 220 5430 1378 0.00

16A 120 13 282 5830 931 0.00

TX43)? (2) 18A 131 10 017 2803 67.95 0.00
ARG (1) 20A 140 8 018 1420 6712 0.02
22A 133 14 269 6060 1011 0.00

228 129 12 123 4430 2674 0.00

04A 118 9 015 2520 6969 0.00

16A 121 9 040 2430 7512 0.00

TX4:§<° (2) 18A 120 13 282 5830 931 0.00
20A 119 11 109 4020  29.75 0.00

SC414-12.2) - 5oa 120 13 282 5830 931 0.00
228 132 14 278 6120 956 0.00

04A 139 4 290 168 881 1948

16A 135 3 391 034 479 5625

TX4“;’(0 (2) 18A 134 4 264 160 1038 2057
QL3 (1) 20A 118 4 184 234 1752 1264
22A 121 3 341 059  7.80 4417

228 133 5 171 381 1904 5.09
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Outra possibilidade é que os genes de resisténcia sejam distintos, mas
ligados a uma distadncia menor que 27,5 cM (r=0,25), a partir da qual a
probabilidade de se encontrar plantas susceptiveis em uma populagdo de 150
individuos, torna-se menor que 90%. As hipoteses foram testadas pelo qui-
quadrado com nivel de significancia de 5% e um grau de liberdade com y?
tabelado em 3,841 (Tabela 7).

Para a populagcdo F, obtida do cruzamento entre BTx623 e Tx430, que
possuem dois genes dominantes de resisténcia cada, também nao foram
identificadas plantas susceptiveis. Para o modelo de dois genes de resisténcia
diferentes, presentes em cada uma dessas linhagens, se esperariam a taxa de
uma planta susceptivel para cada 256 plantas avaliadas, com essa freqiéncia
a probabilidade de se encontrar uma planta com gendétipo duplo recessivo em
uma populacao de 150 individuos € 0,22%.

Nesse caso, ndo se pode afirmar que os genes de resisténcia entre
essas linhagens sdo os mesmos ou nao. No entanto, em fungao do limite do
tamanho populacional pode-se sugerir que BTx623 e BTx430 possuem pelo
menos um desses genes em comum, ou que eles estejam ligados a uma
distancia menor que 27,5 cM, ou ainda que os quatro genes sejam diferentes.
Foram identificadas reacdes diferenciais para as racas 1, 2 e 3 de P. sorghi
usando as linhagens BTx623 e Tx430 (CRAIG e FREDERIKSEN, 1980; CRAIG
e FREDERIKSEN, 1983), o que poderia confirmar que eles teriam pelo menos
um gene distinto de resisténcia. No entanto, a diferenga se deve a presencga da
raca lll que ainda nao foi descrita no Brasil.

Para os outros cruzamentos onde foram detectadas plantas susceptiveis
(Tabela 7), foram testadas duas hipdteses de segregacgdo, pois as fontes
selecionadas possuem um ou dois genes de resisténcia (Tabela 6). A primeira
hipotese leva em consideracao que as fontes possuem um gene dominante de
resisténcia e que esse gene é diferente entre essas fontes, portanto a
segregacao esperada € de 15:1, sendo testado o modelo AAbb x aaBB no
gendtipos dos parentais para resisténcia. A segunda hipotese testada verificou
a possibilidade da existéncia de trés genes de resisténcia distintos e
independentes na F», portanto a segregagao esperada seria de 63 individuos

resistentes para um susceptivel, com o modelo de gen6tipo AABBcc x aabbCC
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nos parentais. A probabilidade de sucesso na avaliacdo da proporcao de 63:1
seria em torno de 90%, em uma populagéo de 150 individuos. N&o foi testada a
hipotese quatro genes diferentes estarem segregando (255:1), uma vez que a
probabilidade de se encontrar uma planta homozigota recessiva é muito baixa
(0,22%) para uma populacédo de 150 individuos.

As populagdes F, provenientes dos cruzamentos entre as linhagens que
possuem dois genes dominantes de resisténcia (SC414-12 x BTx623 e SC414-
12 x Tx430) apresentaram um ajuste adequado da hipotese de 15:1 para todas
as seis ragas (Tabela 7), sugerindo a segregacao de dois genes. Tal hipotese
contraria 0 modelo esperado (AABBccdd x aabbCCDD), cuja segregacao dos
quatro genes independentes acarretaria em um numero muito pequeno de
plantas sensiveis, aquém do limite de deteccdo das populagdes utilizadas. A
presenga de um ou dois genes em comum de resisténcia entre essas linhagens
também foi descartada, uma vez que a presenca desses genes implicaria na
nao deteccdo de plantas F, susceptiveis. Assim, pode-se sugerir que a
existéncia de efeitos epistaticos, de complementaridade entre genes e/ou
diferencas no background genético das linhagens tenha favorecido a expresséo
de apenas dois genes dominantes nas F,, ao contrario dos resultados
esperados para cada um dos parentais em funcdo dos cruzamentos teste
(Tabela 6).

De maneira semelhante, para a maioria dos cruzamentos envolvendo
linhagens com um gene dominante de resisténcia (ARG-1 e QL-3) com aquelas
que apresentam dois genes de resisténcia (Tx430, BTx623 e SC414-12), a
populagdo F, apresentou segregacgao 15:1, indicando também a presenca de
dois genes dominantes distintos controlando a resisténcia ao mildio (Tabela 7).
Tais resultados foram obtidos nas populagdes F, entre BTx623 x QL-3, BTx623
x ARG-1, SC414-13 x ARG-1 e Tx430 x ARG-1, apesar de ser esperada a
segregacao de trés genes (63:1) em fungdo do modelo AABBcc x aabbCC.
Assim, as mesmas inferéncias sobre a possibilidade de efeitos epistaticos,
complementaridade entre genes ou diferengas no background genético ter
alterado a segregacao esperada podem ser feitas.

Ja, os dados obtidos na F, dos cruzamentos QL-3 x Tx430 e QL-3 x
SC414-12 sugerem um melhor ajuste para a freqiéncia de 63 plantas

resistentes para uma susceptivel, para a maioria das ragas (Tabela 7). Tais
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resultados estariam de acordo com a segregagao esperada segundo o modelo
de gendtipos AABBcc x aabbCC obtido com os cruzamentos testes (Tabela 6).
No entanto, € importante ressaltar a limitacdo estatistica, ndo sendo possivel a
distincdo entre as segregacdes de dois (15:1) ou trés (63:1) genes em uma
populagdo F, composta de 150 individuos. Segundo HANSON (1959), seria
necessaria uma populagao de tamanho superior a 290 individuos para se obter
uma probabilidade de 5% para diferenciar as duas segregacdes esperadas. A
limitagdo do poder estatistico da populacdo pode ser denotada pela grande
variacao nas probabilidades associadas aos valores de qui-quadrado, causada
pela alteracdo em apenas um individuo susceptivel, que poderia ser um
escape. Assim, uma afirmacdo quanto a existéncia de dois ou trés genes
independentes nessas populagdes nao deve ser realizada.

A verificagdo de trés ou dois genes dominantes independentes
condicionando resisténcia a algumas ragas de P. sorghi, bem como o efeito do
background genético corrobora com as divergéncias encontradas entre os
autores CRAIG e SCHERTZ (1985), SIFUENTES e FREDERIKSEN (1988) e
REDDY et al. (1992) quanto ao numero de genes para resisténcia ao mildio
entre as fontes SC414-12 e QL-3.

5.4. Avaliacéo da populacao de RILs

Para a populagcado de 121 linhagens recombinantes (RILs) originada a
partir do cruzamento de uma fonte de resisténcia (BTx623) com uma fonte
susceptivel (1IS3620C), a presenca de dois genes dominantes é testada pela
hipotese de segregacao 3:1 (resistente:susceptivel) e a presenga de um gene
dominante de resisténcia pela segregacao 1:1 (Tabela 8). O valor de qui-
quadrado tabelado com nivel de significancia de 5% e um grau de liberdade é
3,841.

A provavel presengca de dois genes dominantes de resisténcia na
linhagem BTx623 foi observada para as ragas 04A, 20A, 22A e 22B pela
segregacao 3:1 (Tabela 8). GOWDA et al. (1995) observaram a existéncia de
dois genes de resisténcia na linhagem BTx623, corroborando com parte dos
resultados obtidos. Contudo quando essas RILs foram inoculadas com as ragas

18A e 20A néao foram verificadas as segregagdes 3:1 ou 1:1. Tais resultados
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podem ser parcialmente explicados pelo tamanho populacional que nao foi
suficiente para confirmar a segregacao, ou pela presenga de interagdes

epistaticas que afetam a segregacéo esperada.

Tabela 8: Ajuste da segregagao observada para as hipoteses de segregacao
de um (1:1) ou dois (3:1) genes de resisténcia aos seis ragas de P.
sorghi na populacdo de RILs por meio do teste qui-quadrado e
suas probabilidades.

Ragas -O0%OMaIO 2 (1) ,23q) P (1:1) P (3:1)
04A 80 33 1956 1,06 0,00 30,21
16A 79 33 1889 119 0,00 27,52
18A 70 39 8,82 6.76 0,30 0,93
20A 69 38 14,37 6,31 0,02 120
22A 76 32 17,93 123 0,00 26,65
228 79 33 13.29 1.19 0.26 27,52

5.5. Diversidade genética para resisténcia ao mildio do sorgo na
populacdo BTx623 x 1S3620C

Considerando que a linhagem BTx623 possui dois genes de resisténcia
dominantes e independentes para pelo menos quatro das seis ragas de P.
sorghi, foram formuladas trés hipoteses para avaliagdo da coincidéncia da
reacado de susceptibilidade/resisténcia na populacdo. Para essa analise, todas
as racgas foram avaliadas em combinagdes de dois a dois. A primeira hipotese
considera uma coincidéncia de 100%, ou seja, os mesmos dois genes
conferem resisténcia as duas ragas. A segunda hipétese € que haveria trés
genes dominantes e independentes na linhagem BTx623, sendo um gene
comum controlando a resisténcia as duas racas simultaneamente. Nessa
situagao, esperar-se-ia uma coincidéncia em 75% dos casos. A terceira
hipotese considera a existéncia quatro genes diferentes, dois deles conferindo
resisténcia a uma raca e os outros dois conferindo resisténcia a outra raca,
com isso a hipétese testada é de 62,5% de coincidéncia (Tabela 9).

Para verificagao das hipoteses foi aplicado o teste Z, com um grau de
liberdade, nivel de significancia de 5%, e com valor critico tabelado em +/-1,96
(Tabela 10). Nao houve verificagdo de coincidéncia de 100% para nenhuma
das combinagdes possiveis da avaliacao das RILs, indicando que n&do sio os

mesmos genes que conferem resisténcia as seis ragas de P. sorghi.
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Tabela 9: Resumo das hipéteses Ho e a freqiéncia de coincidéncia esperada
entre os escores de cada raca.

% Coincidéncia

Locos Locos v zamento (Btx623  esperada entre os
Ho para1ra<;a parazraga x 1S3620C) escores de cada
par de racas
2 genes A, B A, B AABB x aabb 100
3 genes A, B A C AABBCC x aabbcc 75
4 genes A, B C,D AABBCCDD x 62,5
aabbccdd

Tabela 10: Avaliacdo da coincidéncia das reacdes de susceptibilidade e
resisténcia pelo teste Z a 5% de probabilidade. Os asteriscos
indicam que a hipétese Ho nao foi rejeitada a 90% de certeza.

Racas
Racas FV 16A 22A 22B
% coinc. 76,85 67,89 74,11
04A Ho 275% 0,44* -1,71* -0,22*
Ho 262,5% 3,17 1,27* 2,64
% coinc. 63,30 67,86
16A Ho 275% -2,82 -1,74*
Ho 262,5% 0,28* 1,28*
% coinc. 75,76
22A Ho 275% 0,17*
Ho 262,5% 2,82

As racas 18A e 20A né&o foram avaliadas por esse teste, pois, as RILs
quando inoculadas com essas ragas nao apresentaram segregacao consistente
com a presenga de um ou dois genes dominantes de resisténcia.

Para todos os pares de combinagdes possiveis, com exceg¢ao do par
16A e 22A foi aceita a hipotese de 75% de coincidéncia, 0 que sugere que um
dos genes de resisténcia na linhagem BTx623 confere resisténcia a ambas as
ragcas em cada combinacgao testada (Tabela 10). Entre as ragas 22A e 16A foi
clara a inexisténcia de genes comuns de resisténcia, tendo em vista a hipotese
de coincidéncia significativa de 62.5% (Tabela 10). Por outro lado, ha
ambiglidade nesse teste na avaliagdo dos pares 04A e 22A; 16A e 22B, néo
sendo possivel estabelecer claramente se ha ou ndo genes comuns conferindo
resisténcia nessas RILs quando avaliadas para resisténcia a essas ragas de P.

sorghi.
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5.6. Concluséo e possiveis estratégias para o melhoramento

Os resultados obtidos no presente trabalho fornecem subsidios para a
utilizacdo de varias linhagens como fontes para a introdugdo de genes de
resisténcia no programa de melhoramento genético de sorgo da Embrapa. A
combinagdo de genes de resisténcia horizontal e vertical deve ser enfatizada,
uma vez que quando quebrada a resisténcia vertical a cultivar ainda conteria,
em partes, a infeccdo do patdgeno utilizando os mecanismos da resisténcia
horizontal.

Neste trabalho foram identificadas fontes de resisténcia vertical de amplo
espectro como QL-3 ou ARG-1 que apresentam um gene de resisténcia para
todas as ragas e linhagens como BTx623 e SC414-12, que apresentaram dois
genes de resisténcia as ragas de P. sorghi presentes no Brasil. Contudo,
alguns cuidados devem ser tomados como interagdes epistaticas e efeitos do
background genético, que podem afetar a expressdo da resisténcia nas
linhagens elites a serem convertidas.

A populagao de RILs (BTx623 x 1S3620) segregou para a resisténcia a
seis das nove ragas avaliadas, indicando que o mapeamento genético para
resisténcia ao mildio podera ser realizada utilizando as informacédo do mapa de
ligacdo a ser disponibilizado pela Universidade do Texas A&M.

Para uma incorporagdo efetiva e direcionada desses genes no
melhoramento sera fundamental o mapeamento dos mesmos e a validagao de
marcadores associados a eles. Além de viabilizar o uso na selecédo assistida,
os marcadores moleculares fornecerao informacdes adicionais sobre o numero
de genes segregando nas populagbes, que até entdo nao foram

completamente esclarecidos.
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