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RESUMO

PEREIRA, Emilly dos Santos, M.sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2018. Mapeamento de QTLs associados a genes de resisténcia a antracnose foliar
em sorgo. Orientador: D.sc. Aluizio Borem de Oliveira. Coorientador: D.sc. Cicero
Beserra de Menezes.

O Colletotrichum graminicola, agente causador da antrachose no sorgo, esta presente
em todas as areas de cultivo. Em cultivares susceptiveis as perdas ocasionadas pela
doenga podem ultrapassar 50%. No Brasil as condi¢cdes ambientais favorecem a elevada
variabilidade do patogeno, tornando a principal doenca da cultura. A utilizacdo dos
marcadores moleculares e métodos estatisticos tem possibilitado uma abordagem mais
ampla para o melhoramento de plantas, através do mapeamento de caracteristicas
quantitativas de locos que controlam regides gendmicas. Assim a identificacdo e
mapeamento dos genes de resisténcia por meio de marcadores moleculares vém
contribuindo para o entendimento da genética de resisténcia além de auxiliar programas
de melhoramento na selecdo e hibridacdo introgressiva de genes. Nesse contexto o
objetivo da pesquisa foi identificar Trait quantitative locus (QTLS) associados com a
resisténcia a antracnose foliar da linhagem CMSXS 180R, via genotipagem por
sequenciamento, visando seu uso futuro em trabalhos de piramidacdo de genes para
resisténcia a doencas em sorgo. Para a fenotipagem foram utilizadas 246 linhagens
endogamicas recombinantes oriundas do cruzamento entre os genitores CMSXS 180
(resistente) e CMSXS 110 (susceptivel). A avaliacdo quanto a reacdo do patodgeno,
seguiu escala de notas no qual nota um era considerado tolerante e cinco era susceptivel.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com trés repeticGes, e a anélise
estatistica foi realizada, via modelos mistos. J& 0 mapeamento dos dados foi via
regressado linear geral. Para o isolado 1 foram detectados QTLs nos cromossomos 2 e 4.
Ja para o isolado 2 foram detectados QTLs nos cromossomos 1, 3, 4, 5 e 8. Dentre 0s
marcadores observados, o mais promissor foi SNP na posicéo 64,33 Mpb, devido ao seu
R?. Neste trabalho foram identificados novos QTLs, tanto para Cromossomos ja
descritos na literatura como para um novo. Além disso, vale destacar que para o
cromossomo 4 foi detectado um QTL muito proximo para ambos os isolados, assim

podemos inferi que se tratar do mesmo QTL.

Vi



ABSTRACT:

PEREIRA, Emilly dos Santos, M.sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2018.
Mapping of QTLs associated with foliar anthracnose resistance genes in sorghum.
Advisor: D.sc. Aluizio Borem de Oliveira. Co- Advisor: D.sc. Cicero Beserra de
Menezes.

Colletotrichum graminicola, the causative agent of anthracnose in sorghum, is present
in all growing areas. In susceptible cultivars, the losses caused by the disease may
exceed 50%. In Brazil, the environmental conditions favor the high variability of the
pathogen, making it the main disease of the crop. The use of molecular markers and
statistical methods has enabled a broader approach to plant breeding by mapping the
quantitative characteristics of loci that control genomic regions. Thus the identification
and mapping of resistance genes by means of molecular markers have contributed to the
understanding of resistance genetics, besides helping breeding programs in introgressive
selection and hybridization of genes. In this context, the objective of the research was to
identify Trait quantitative locus (QTLs) associated with resistance to foliar anthracnose
of the CMSXS 180R line, through genotyping by sequencing, aiming at its future use in
the work of gene pyramiding for resistance to diseases in sorghum. For phenotyping,
246 recombinant inbred lines from the crossover between CMSXS 180 (resistant) and
CMSXS 110 (susceptible) were used. The evaluation of the reaction of the pathogen
followed a note scale in which one was considered tolerant and five was susceptible.
The experimental design was in randomized blocks with three replicates, and the
statistical analysis was performed using mixed models. The data mapping was via
general linear regression. For the isolate 1, QTLs were detected in chromosomes 2 and
4. On the other hand, for the isolate 2, QTLs were detected in chromosomes 1, 3, 4, 5
and 8. Among the observed markers, the most promising was SNP at position 64.33
Mpb, due to its R2. In this work, new QTLs were identified for both chromosomes
already described in the literature and for a new one. In addition, it is worth mentioning
that for chromosome 4 a very close QTL was detected for both isolates, so we can infer
that it is the same QTL.

Vi



INTRODUCAO

Agronomicamente o sorgo pode ser dividido em cinco tipos, sdo eles: granifero;
forrageiro; sacarino; biomassa e vassoura (Pereira Filho & Rodrigues et al., 2015). O
sorgo granifero é o de maior expressdo econémica, estando entre 0s cinco cereais mais
cultivados no mundo, atrds apenas do arroz, trigo, milho e cevada (FAO, 2016). A
cultura do sorgo estad sujeita a ocorréncia de uma série de estresses bidticos, como
insetos e microrganismos, e abidticos, como temperatura, irradiacdo e deficiéncia
hidrica, que reduzem seu potencial de producdo (Wang et al., 2014).

As doengas causadas por fungos estdo entre os principais problemas do cultivo
do sorgo. De acordo com Silva et al. (2015) dentre os principais patdgenos que atacam
0 sorgo no Brasil estdo: antracnose (Colletotrichum sublineolum), mildio
(Peronosclerospora sorghi), helmintosporiose (Exserohilum turcicum), ferrugem
(Puccinia purpurea), ergot (Claviceps africana) e a podriddo seca (Macrophomina
phaseolina).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum Henn in Kabat &
Bubak. (syn. C. graminicola (Ce.) Wils.), é considerada a mais importante das doencas
que atacam o sorgo. Atualmente a doenca esta presente em todas as areas de cultivo, o
que indica ampla faixa de condi¢cbes ambientais para seu desenvolvimento,
evidenciando a existéncia de diferentes ecotipos do patégeno (Silva et al., 2008). Em
condi¢des ambientais com elevada umidade e temperatura entre 25° e 30° C, as perdas
na produtividade de grdos e/ou forragem ultrapassam 50% em cultivares susceptiveis
(Cota et al,. 2017). Entre as medidas de controle destacam-se o uso de sementes
certificadas, a rotacdo de culturas, controle quimico e genotipos geneticamente
resistentes (Zanette et al., 2009).

O Sorghum bicolor possui uma ampla variabilidade genética, que favorece a
obtencdo de fontes de resisténcia para producao de hibridos resistentes. Contudo, 0 uso
dessa resisténcia € comprometido pela alta variabilidade da populacéo do patégeno, que
favorece a rapida adaptacdo as cultivares resistentes (Lima & Menezes, 2002; Costa et
al., 2011). No Brasil, estudos conduzidos por Silva et al. (2008) encontraram 70 racas
de C. sublineolum a partir de 289 isolados obtidos de seis regides produtoras de sorgo

do pais. Esta variabilidade genética encontrada na populacdo do patdgeno sugere a



necessidade de identificacdo de diferentes genes de resisténcia no hospedeiro (Costa et
al., 2008).

O autor Costa et al. (2011) em estudos geneéticos de resisténcia do sorgo a
antracnose foliar, utilizando cinco linhagens de sorgo (BR008, BR005, BR013, BR009
e SC283) contrastantes com relacdo ao tipo reacdo apresentado (resisténcia e
susceptibilidade) a antracnose, constatou que a resisténcia é controlada por genes de
resisténcia vertical com dois alelos, predominando no modelo os efeitos de dominéancia
completa. Contudo, a relacdo de dominancia ou recessividade da resisténcia em
linhagens de sorgo varia de acordo com os diferentes isolados do patégeno.

Assim, apesar de surgirem novas cultivares resistente a antracnose, a
durabilidade dessa resisténcia vem diminuido nos ultimos anos, pois € dificil prever
qual isolado vai quebrar a resisténcia. Outro fator que tem dificultado € que mesmo
cruzando as fontes de resisténcia entre si ndo é possivel distinguir em nivel de campo de
qual parental contribuiu para resisténcia. Assim a identificacdo e mapeamento dos genes
de resisténcia a doencas por meio de marcadores moleculares vém sendo um dos
principais objetivos dos programas de melhoramento genético. Deste modo, 0s
marcadores surgem como uma ferramenta para o entendimento da genética de
resisténcia a doencas (Guimaraes et al., 2009).

Alguns trabalhos de mapeamento genético da resisténcia a antracnose tém sido
conduzidos. Boora et al. (1998) identificaram marcadores Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) ligados a um gene recessivo de resisténcia a antracnose,
porém esses marcadores nao foram mapeados. Mehta et al. (2005) realizaram estudos de
segregacdo e ajustaram em 3:1 a proporcdo de fenOtipos resistentes e suscetiveis na
geracdo F,, sugeriu que um unico gene dominante, Cgl, na linhagem de sorgo SC748-5
confere resisténcia a antracnose. Este gene foi mapeado por Perumal et al. (2009)
utilizando marcadores Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e Simple
Sequence Repeats (SSR). Entre eles, 0 marcador Xtxa6227, foi mapeado a 1,8 cM do
gene no grupo de ligacdo 5, e 0 Xtxp549, a 3,6 cM.

Apesar de poucos, alguns estudos de mapeamento de QTLs tem sido conduzidos
visando a resisténcia a antracnose. Klein et al. (2001) identificaram um QTL de
resisténcia a antracnose proximo ao marcador SSR Xtxp95 no grupo de ligagdo 6.

Mohan et al. (2010) mapearam QTLs de resisténcia utilizando marcadores



microssatélites nos grupos de ligacdo 4 e 6. Em um recente estudo, utilizando 14.739
marcadores Single Nucleotide Polymorphism (SNPs), Upadhyaya et al. (2013)
mapearam oito loci de resisténcia & antracnose em sorgo, através de mapeamento
associativo. Burrell et al. (2015), utilizando uma populacdo Recombinant Inbred Lines
(RILs) derivada do cruzamento entre BTx623 (suscetivel) e SC748 (resistente),
identificaram no cromossomo 5 um QTL associado a resisténcia a antracnose em sorgo.

Atualmente, marcadores moleculares SNP, que séo baseados no polimorfismo de
um dnico nucleotideo (Cho et al., 1999), sdo amplamente utilizados em estudos de
mapeamento de QTLs em diversas espécies (Ye et al., 2011). Os marcadores SNP
quando comparados com aos marcadores: Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP); RAPD e AFLP (Grodzicker et al. 1974; Teasdale, 1994; Vos et al., 1995),
apresentam maior abundancia no genoma. Outro avanco foi o desenvolvimento da
tecnologia Genotyping-by-Sequencing (GBS) (Elshire et al, 2011) que possibilita obter
alta densidade de marcadores ao longo do genoma de forma mais eficiente, uma vez que
pode ser trabalhado simultaneamente um grande nimero de amostras.

Assim a utilizacdo de marcadores SNP, junto com a técnica de GBS podera
auxiliar na identificacdo e mapeamento de QTLs ligados a resisténcia & antracnose foliar
em sorgo, contribuindo para futura piramidacdo de genes de resisténcia numa mesma
linhagem ampliando o tempo de utilizagdo da linhagem parental, tornando a resisténcia
duradoura e de amplo espectro. Nesse contexto, o trabalho tem como objetivo
identificar QTLs associados com a resisténcia a antracnose foliar da linhagem CMSXS
180R, via genotipagem por sequenciamento, visando seu uso futuro em trabalhos de
piramidacéo de genes para resisténcia a doengas em sorgo.

MATERIAL E METODOS
Material genético
Um conjunto de linhagens recombinantes (RILs) foi desenvolvido pela Embrapa
Milho e Sorgo com finalidade de utilizacdo para mapeamento de QTL. A partir do
cruzamento das linhagens CMSXS 180R (resistente a antracnose) e CMSXS 110
(susceptivel a antracnose) obtiveram-se 246 progénies que foram conduzidas pelo

método Single Seed Descent (SSD) até a geracdo Fys.



Avaliagéo fenotipica

O experimento foi conduzido em condic¢des de casa de vegetacdo durante os
meses de setembro a outubro de 2016, na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas — MG (19°28' latitude sul e 44°15'08" longitude oeste), coordenado
pelo Nucleo de Fitopatologia. O delineamento foi em blocos casualizados com trés
repeticdes, cada vaso representava uma parcela.

As RIL’s e seus parentais foram semeados em vasos plasticos de 23x18x18 cm
(diametro superior, inferior e altura, respectivamente). Foram semeadas dez sementes de
cada geno6tipo por vaso. Aos 15 dias apos a emergéncia foi realizado um desbaste
mantendo-se quatro plantas por vaso. As plantas permanecerem em condic¢des de casa
de vegetacdo ate o final do ensaio, durante esse periodo as plantas receberam os tratos
indicados para cultura, que podem ser encontrados no livro sorgo do plantio a colheita.

A inoculacdo foi realizada com os isolados monospéricos de C. sublineolum (cv
136-13) e (cv 157-13), os quais se encontram depositados na micoteca da Embrapa
Milho e Sorgo. A inoculacéo foi realizada 28 dias ap0s a germinagdo com suspenséo de
conidios de 10 conidios ml™*, que foram aplicadas isoladamente as plantas com auxilio
de pulverizador manual. Apdés a inoculacéo, as plantas foram mantidas por 18 horas em
temperatura média de 25 +2 °C e passado este periodo, foram retiradas desta condicao,
permanecendo em casa de vegetacdo a 26 £2 °C e umidade relativa de aproximadamente
70 £5%.

As plantas foram avaliadas quanto a reacdo ao patdégeno, 10 dias apds a
inoculacéo, utilizando-se escala de notas com valores de 1 a 5, proposta por Cardwell et
al. (1989), em que: 1 - presenca de pequenas pontuacdes necrdticas, 2 - presenca de
pequenas manchas avermelhadas, 3 - lesdes necréticas, algumas vezes alongadas, mas,
sem a presenca de esporulacdo, 4 - lesdes necroticas com a presenca de acérvulos no
centro e 5 - lesdes necréticas, algumas vezes coalescidas, com a presenca de abundante
esporulagao.

Obtencdo dos marcadores SNP

Para obtencdo dos marcadores SNP, foram germinadas 10 sementes de cada uma
das RILs, em papel de germinacdo, e amostras de folha de cada linhagem foram
coletadas para a extragdo de DNA, seguindo o procedimento padrdo do Laboratorio de

Biologia Molecular da Embrapa Milho e Sorgo, para extragédo de DNA de folhas jovens



(Lana et al., 2010). Apoés a extracdo e quantificagdo, o DNA coletado foi encaminhado
para o Institute for Genomic Diversity (IGD) da Universidade de Cornell, onde foi
realizada a genotipagem com base na técnica de GBS. Finalizada a genotipagem, 0s
dados brutos foram imputados através do software NPute (Roberts et al., 2007). Esse
procedimento é utilizado a fim de recuperar a informacéo de marcadores para 0s quais
0s genotipos ndo foram identificados. Apds a imputacdo dos dados brutos, ndo foi
possivel obter a informacdo de todos os genotipos, tornando necessario submeter os
dados a uma nova filtragem. Os dados ja imputados foram filtrados novamente
considerando minor allele frequency (MAF) de 0.4 e 20% de dados perdidos, com o
auxilio do software Tassel (Bradbury et al., 2007).
Andlise dos dados fenotipicos

Para obtencdo do componente de variancia genético, o qual permite estimar a
herdabilidade, ajustou-se um modelo estatistico no qual o efeito de genétipo foi
aleatorio. Além disso, este modelo foi utilizado para a obtencdo das médias best linear
unbiased prediction (BLUPs), com as quais estimou-se a correlacdo genética entre 0s
isolados, por meio do software R (R Core Team, 2014). A significancia dos efeitos
aleatérios (componentes de variancia) foi determinada pelo Teste da Razdo de
Verossimilhangas- LRT (Likelihood ratio test) (Neyman & Pearson, 1928). Também foi
obtido o valor do Coeficiente de Variagdo (CV), que reflete a precisdo experimental e a
estimativa de herdabilidade, que mede o quanto da variabilidade observada é herdavel.

A formula matematica para estimar a herdabilidade da amostra foi:

No qual:
h? é a herdabilidade;
o¢ € a variancia genética;
o€ a variancia residual;
I € o nimero de repeticoes.
A anélise fenotipica dos dados foi realizada com base na abordagem de modelos

mistos, para obtencdo das médias ajustadas via Best Linear Unbiased Estimator

(BLUE). Os efeitos de RILs e Blocos foram considerados fixos. A significancia dos



efeitos fixos foi determinada pelo Teste de Wald (Wald, 1943), com distribuigéo >
aproximada. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GenStat
(Payne et al., 2012). Utilizando o modelo matematico:

Yj=ptgitbjte;
Em que:

yij é o valor fenotipico observado para gendtipo i no bloco j;
L € a média geral,

g; € o efeito fixo do gendtipo i (i=1,..., 246);

bjé o efeito fixo do bloco j (j=1,..., 3);

eij corresponde ao erro experimental.

Mapeamento de QTL’s

A anédlise de mapeamento de QTL para resisténcia a antracnose foi realizada
utilizando o software Tassel (Bradbury et al., 2007). Os dados genotipicos utilizados
sdo os referentes aos SNPs (Cho et al., 1999) obtidos pela técnica de GBS (Elshire et
al., 2011). A associacéo entre fenétipo e marcadores moleculares SNPs foi determinada
por uma regressao simples. Sendo:

Yi = Bo+ xijBj+ei

No qual:
y, €0 valor do fendtipo assumido pelo i;
B, € a media;
Xijj representa a variavel para o genétipo do QTL, a qual pode assumir o valor igual a 1
caso 0 genotipo seja QjQj ou 0 se qjqj;
pjé o efeito do QTL assumido por Qj (j=1...., m), no qual Qj representa o QTL
associado ao marcador j;
¢; corresponde ao residuo.

Para determinar a significancia de cada teste foi utilizado o logio (p- valor).

Assim, a significancia para cada marcador individualmente assumiu o valor de 0,001,

atribuindo um maior rigor.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos, por meio das andlises estatisticas no programa GenStat, para
0s componentes de variancia, coeficiente de variacéo e herdabilidade, sdo demonstrados
a seguir (Tabela 1). Os coeficientes de variacdo (CV %) foram relativamente baixos
para trabalhos de fenotipagem para antracnose, sendo 23,09% para isolado 1 e 22,23%
para isolado 2. Estes valores estdo abaixo dos obtidos por Silva (2006) em trabalho de
resisténcia genética com hibridos de sorgo ao Colletotrichum sublineolum. Segundo
Ramalho et al., (2012), experimentos com baixo coeficiente de variacdo corroboram
com estimativas de pardmetros genéticos mais precisos e acurados, importantes para as
tomadas de decisdes ao longo de um programa de melhoramento. As estimativas de
herdabilidade foram altas, os valores obtidos foram de 77,20 (ISO1) a 81,29 (1SO2),
préximos aos obtidos por Patil et al. (2017) em trabalho avaliando locos de resisténcia a
antracnose foliar em sorgo. Os valores assumidos pela herdabilidade também podem ser
vistos como um indicador de precisdo experimental, verificando assim uma situagéo

favoravel ao processo de selecdo artificial.

Tabela 1. Componentes de variancia, herdabilidade, coeficiente de variagdo avaliada na
populagéo de RIL's derivada do cruzamento entre os genitores CMSXS 180 (Resistente)

e CMSXS110 (Susceptivel) para a resisténcia a antracnose.

CMSXS Componentes de variancia

Isolado 1 Isolado 2
Variancia genética (aé ) 0,43** 0,28%**
Variancia residual (o&) 0,38 0,20
Herdabilidade (%) 77,20 81,29
Média 2,67 2,00
CV (%) 23,09 22,36

** nivel de significancia a 1%
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Figura 1. Estimativas de correlacdo genética, na populacdo de RILs, obtida através do
cruzamento entre os genitores CMSXS 180R e CMSXS 110, inoculados com o isolado
1 (CV. 136-13) e isolado 2 (CV. 157-13).

Como foram usados dois isolados optou-se por fazer uma correlagdo entre os
mesmos. A correlacdo € uma ferramenta que possibilita ao melhorista quantificar a
relacdo entre os caracteres analisados em uma populacdo (Churata & Osuna, 1996).
Assim como apresentado na Figura 1, verifica-se uma correlagdo positiva e significativa
entre os isolados 1 e 2 de 0,20 (p.valor <0.01), no entanto devido a sua baixa magnitude
supde-se que 0s mecanismos patogénicos dos isolados sdo diferentes.

Apbs a genotipagem via GBS foram obtidos um total de 2.920.921 milhdes de
marcadores. Contudo posteriormente foram aplicados os filtros, Marcas sem filtro;
Marcas sem indel; Marcas final (minor SNP); dados perdidos e MAF que reduziu esse
valor para 64.014 mil marcadores. Dentre os 10 cromossomos que compde 0 genoma do
sorgo, o cromossomo 3 foi 0 que apresentou maior nimero de marcadores, com 10.807
SNPs e densidade de 145,31 SNPs/Mpb, seguido do cromossomo 8 com 7.609 SNPs e
uma densidade de 137,59 SNPs/Mpb (Tabela 2). J& o cromossomo 6 foi 0 que

apresentou menor densidade de marcadores (53,94 SNPs/Mpb).



Tabela 2. Resumo dos dados de marcadores SNP gerados via GBS para a populacgdo de
RILs, obtida através do cruzamento entre os genitores CMSXS 180R e CMSXS 110.

Cromossomo Ndmero de Densidade
SNPs (marcadores/Mpb)
1 4.289 58,33
2 8.463 109,18
3 10.807 14531
4 5.388 79,29
5 6.262 100,68
6 3.354 53,94
7 4.341 67.69
8 7.609 13759
9 6.733 11355
10 6.768 1111
Total - 64.014 N

As analises de QTLs foram realizadas para ambos os isolados, utilizando como
abordagem analise de regressdo simples. O limiar para aceitacdo de um QTL foi
determinado pelo -Log;o™ (p-valor), que representa a significancia de 0,001 para cada
teste. Ja o critério adotado para o posicionamento dos QTLs foi o valor maximo de —
Logio de (p-valor) relativo ao intervalo.

Foram detectados QTLs nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5 e 8 dos 10 que compdem
0 genoma do sorgo (Figuras 2). Ao todo foram identificados 8 QTLs, sendo 3 para o
isolado 1 (Figura 2A) e 5 para o isolado 2 (Figura 2B). Para o isolado 1, foram
localizados QTLs nos cromossomos 2 e 4. Ja para o isolado 2, os QTLs foram
localizados nos cromossomos 1, 3, 4, 5 e 8. Assim como a baixa correlacdo entre 0s
isolados, a localizagdo dos QTLs em cromossomos e posicdes diferentes pode ser um
indicativo de que os mecanismos de patogenicidade séo diferentes entre os isolados.
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Figura 2. Resultado da analise de mapeamento de QTLS em mega pares de base, na
populacdo de RILs derivada do cruzamento entre os genitores CMSXS 180 (Resistente)
e CMSXS 110(Susceptivel) para resisténcia a antracnose utilizando dois isolados de C.
sublineolum. O triangulo invertido em azul corresponde aos QTL’s identificados para o
isolado 1 (CV. 136-13). O triangulo invertido em vermelho azul corresponde aos QTL’s
identificados para o isolado 1 (CV. 157-13)

Para o isolado 1 foi detectado QTL no cromossomo 2, na posi¢do (61,83 Mpb)
que exibiu —Logio (p-valor) igual a 3,99, explicando 6,00% da caracteristica variancia
fenotipica, sendo também o QTL mais significativo para o isolado 1 (Tabela 3). Patil et
al (2017), em estudos para resisténcia a antracnose, também detectaram QTLS no
cromossomo 2, entretanto em posic¢oes diferentes, sugerindo que outras regides estejam
relacionadas com o controle da resisténcia a antracnose.

Ainda para o isolado 1 no cromossomo 4, foram localizados dois QTLS, no
inicio (0,42 Mpb) e no final do cromossomo (60,77 Mpb), que exibiram —Logio (p-

valor) 3,84 e 3,96, respectivamente (Tabela 3). Estudos conduzidos por Mohan et al.
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(2010) para identificacdo de locos que controlam a resisténcia em doencas foliares em
sorgo, identificaram para antracnose, um QTL no cromossomo 4 localizados a 0 e 11,4
cM. Apesar da posicdo do QTL esta em Centimorga, a partir da informacéo de posi¢édo
fisica para o marcador xtpx12 no cromossomo 4 (48.576.949) (Mace & Jordan, 2011),
foi possivel sugerir que o QTL encontrado no cromossomo 4, no presente estudo, esta
proximo ao intervalo detectado por Mohan et al., (2010). O segundo QTL do
cromossomo 4 estd proximo do marcador detectado por Patil et al. (2017), que
identificou um QTL para essa mesma regido flanqueado pelos marcadores na posicao
chr04 58,61 e chr04_60,68, corroborando com o resultado obtido neste trabalho.

Para o isolado 2 foi detectado um QTL no cromossomo 1 na posi¢do (64,33
Mpb), que exibiu —Logio (p-valor) igual a 7,66, explicando 12,07% da caracteristica
variancia fenotipica explicada (Tabela 3), sendo o QTL mais significativo encontrado.
Upadhyaya et al., (2013) em trabalho de identificacdo de marcadores moleculares
associados a resisténcia a antracnose em sorgo, também localizaram QTLs consistentes,
delimitado pelos marcadores nas posicbes de 50,789,413 e 50,814,514 Mpb do
cromossomo 1, para dois anos consecutivos.

Também para o isolado 2 no cromossomo 3 foi localizado um QTL na posi¢do
(57,40 Mpb) que exibiu —Log;o (p-valor) de 3,56 explicando 5,29% da caracteristica
variancia fenotipica observada (Tabela 3). Deste modo, além de QTLs j& identificados
em outros estudos de resisténcia a antracnose também foi, identificada uma nova regido
do genoma, que pode estar relacionada com a resisténcia a antracnose.

Para o cromossomo 4, foi localizado um QTL na posi¢do (62,37 Mpb), que
exibiu —Logio (p-valor) de 4,79, explicando 7,34% da caracteristica variancia fenotipica
observada (Tabela 3). Vale ressaltar que para o isolado 1 também foi localizado um
QTL no cromossomo 4 na posi¢do 60,77 Mpb. Essa proximidade entre os QTLs
identificados sugere que se trata do mesmo QTL para ambos os isolados, no
cromossomo 4. Como mencionado anteriormente para o isolado 1, estudos conduzidos
por Patil et al. (2017), também identificou um QTL no cromossomo 4 para essa mesma
regido flanqueado pelos marcadores na posicdo chr04 58,61 e chr04_60,68,
corroborando com os resultados.

No cromossomo 5 foi identificado um QTL no inicio do cromossomo localizado

na posicgéo (1,99 Mpb), que exibiu —Logip (p-valor) 4,26 (p<0,001), explicando 6,45%
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da caracteristica variancia fenotipica observada (Tabela 3). Analisando os marcadores
para o isolado 2 no cromossomo 5 foi possivel detectar um pico de QTL entre o
intervalo (57,339,867 a 57,339,868 Mpb) ao nivel de significancia 5% (Figura 2).
Estudos conduzidos por Mehta et al (2005), sugere que a resisténcia a antracnose foliar
deriva de um unico gene dominante, Cgl, na linhagem de sorgo SC748-5. Este gene foi
mapeado por Perumal et al. (2009), que identificou os marcadores que o flaqueavam,
Xtxa6227 e Xtxp549 no grupo de ligacdo 5. Apesar da posi¢cdo esta em centimorga, a
partir da informacdo de posicdo fisica para o marcador Xtxp549 no cromossomo 5
(60,979,037Mpb) (Mace & Jordan, 2011), é possivel sugerir que 0 QTL encontrado no
cromossomo 5, no presente estudo, estd associado ao gene Cgl.

Ja para o cromossomo 8 foi identificado um QTL no inicio do cromossomo
localizado na posicdo de 5,94 Mpb, que exibiu —Logio (p-valor) 4,84, da caracteristica
variancia fenotipica explicada 7,44% da caracteristica (Tabela 3). Em trabalho de
identificacdo de marcadores moleculares associados a resisténcia a antracnose em sorgo
os autores Upadhyaya et al. (2013), também localizaram QTLs consistentes no
cromossomo 8, para dois anos consecutivos, delimitado pelos marcadores na posicédo
4,236734 e 4,287997 Mpb, ou seja, detectado bem préximo ao QTL identificado no
presente trabalho.
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Tabela 3. Cromossomo (Cr), posi¢do (Pos), intervalo de confianga, efeito, —Logio (p-
valor) e coeficiente de determinacdo (R?), e alelos dos QTL’s identificados para
resisténcia a antracnose na populacdo de RILs derivadas do cruzamento entre 0s
genitores CMSX180 (Resistente) r CMSXS110 (Susceptivel).

Pos Efeito -Log,, CMSXS110 CMSX180

Caracteristicas Cr Intervalo de confianga ) R?(%)
(Mb) alélico  (p-valor) sysceptivel ~Tolerante

ISO1 2 61,83 60,935354-62,885908 -0,195 3,99 T C 6,00
ISO1 4 042 0,403047-1,027201 -0,192 3,84 C A 5,75
ISO1 4 60,77 59,46657-60,998631 0,195 3,96 C G 5,95
1SO2 1 64,33 64,225086-4,557865 -0,218 7,66 T C 12,07
1ISO2 3 57,40 56,288994-58,569797 0,145 3,56 T C 5,29
1ISO2 4 62,37 62,25432-62,733249 0,17 4,79 A T 7,34
1ISO2 5 199 1,614645-2,009137 -0,159 4,26 C A 6,45
1ISO2 8 594 5,615027-6,619724 0,173 4,84 A G 7,44

Isol- Isolado (Cv. 136-13); Iso2- Isolado (Cv. 157-13); Cr- Cromossomo; Pos (Mb) Posicdo em mega pares de base e R2 variancia

fenotipica observada,

Deve-se destacar que dos 8 QTLs mapeados, 4 apresentaram alelos favoraveis
vindo do genitor CMSXS180 (Resistente), e 4 do CMSXS110 (Susceptivel). Em
estudos conduzidos por Mohan et al. (2010), atraveés da segregacdo transgressiva,
observou-se que QTLs para resisténcia a antracnose podem ser oriundos de ambos 0s
pais, ja no presente estudo este fato foi corroborado através do efeito dos proprios
alelos. Assim, mesmo gendtipos susceptiveis podem ser Uteis na piramidacdo de genes
para resisténcia, contribuindo com alelos de resisténcia.

Quando os resultados do estudo de mapeamento dos QTLs séo interpretados
separadamente para os isolados, verifica-se que para o isolado 1 o genitor CMSXS 180
apresentou maior contribuicdo de alelos favoraveis, pois dos trés QTLs mapeados, dois
tiveram efeitos de resisténcia em funcéo do alelo doado pelo genitor resistente. J& para o
isolado 2, dos cinco QTLs mapeados, apenas 2 tiveram efeitos em funcdo do alelo

doado pelo genitor resistente.
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Visto que a maior contribuicdo de alelos favoraveis, para os QTLs detectados
para o isolado 2, foi devido ao pai susceptivel fica evidente que alelos de resisténcia
para antracnose podem ser provenientes de ambos 0s genitores, ou seja, que tanto o
genitores resistentes quanto o genitor susceptivel podem apresentar alelos que conferem
resisténcia ou susceptibilidade a antracnose e isso é variavel de acordo com o isolado do
patdgeno, assim como apresentado por Costa et al. (2008).

Os valores de variancia fenotipica explicada por cada QTL confirmam a hipotese
de heranca quantitativa, na qual os efeitos individuais de cada gene contribuem com
uma fracdo, em geral, pequena da variagdo fenotipica total (Okogbenin & Fregene,
2003). Os QTLs mapeados sdo potencialmente exploraveis em programas de selegcdo
assistida. Para o isolado 1, pode-se destacar o QTL na posicdo 61,83 Mpb no
cromossomo 2. Ja para o isolado 2, os QTLs foram na posicdo 64,33 Mpb no
cromossomo 1; 5,94 Mpb no cromossomo 8, estes QTLs apresentaram 0S maiores
valores de R? O préximo passo é realizar um estudo mais aprofundado dessas regides
para confirmar a estabilidade desses QTLs para sua possivel validacao.

A validacdo desses marcadores para antracnose podera contribuir com reducgéo
no tempo de pesquisa através da piramidacdo de dois ou mais genes de resisténcia em
uma cultivar ou linhagem comercial, reduzindo a necessidade de fenotipagem, tempo na

obtencdo de hibridos resistes e mantendo a resisténcia no campo por mais tempo.

CONCLUSAO

Neste trabalho foram identificados novos QTLs, tanto em cromossomos ja
descritos na literatura como para um novo. Essa nova regido foi identificado um QTL
no cromossomo 3 que explicou 5,29% da variancia fenotipica observada. Dentre 0s
QTLs identificados, o SNP mais promissor foi o localizado na posi¢do 64,33 Mpb no
cromossomo 1 de sorgo, para o isolado 2. Esse QTL explicou 12,07% da resisténcia a
antracnose. Apesar de ndo ser um valor tdo expressivo, quando comparado com outros
trabalhos ja publicados para antracnose foliar em sorgo ele apresenta potencialidade
para utilizacdo na selecdo assistida visando a sua introgressdo em linhagens de sorgo
suscetiveis a antracnose.

No estudo também foram identificados QTLs muito proximos no cromossomo 4

em ambos os isolados. Essa proximidade sugere que um mesmo gene ou genes ligados
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estejam controlando a resisténcia a antracnose, nessa regido. Caso seja 0 mesmo gene,
tem-se a possibilidade de identificar um marcador que confira resisténcia aos dois
isolados, simultaneamente. Ja se forem genes ligados a selecdo, simultanea, para
resisténcia aos isolados trabalhados também sera possivel devido a pequena distancia
entre 0s genes, 0 que garante uma baixa taxa de recombinacdo entre eles. Assim em
ambas as hipdteses o tempo de transferéncia da resisténcia, podera ser reduzido, o que é

0 desejado para o programa de melhoramento.
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