Boletim de Pesquisa

e Desenvolvimento s

Caracterizacao Morfoldgica de
Acessos do Painel de Diversidade
de Sorgo Avaliados em Solucao
Nutritiva sob Baixo Fosforo

CP2 (80%)
00 01 02 03
1 L

0.1
I

0.2

02 01 00 01 02 03
CP1 (62%)




ISSN 1679-0154
Dezembro, 2017
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Embrapa Milho e Sorgo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Caracterizacao Morfoldgica
de Acessos do Painel de
Diversidade de Sorgo
Avaliados em Solucao
Nutritiva sob Baixo Fosforo

Embrapa Milho e Sorgo
Sete Lagoas, MG
2017



Esta publicacao esta disponivel no endereco:
https://www.embrapa.br/milho-e-sorgo/publicacoes

Embrapa Milho e Sorgo

Rod. MG 424 Km 45

Caixa Postal 151

CEP 35701-970 Sete Lagoas, MG
Fone: (31) 3027-1100

Fax: (31) 3027-1188
www.embrapa.br/fale-conosco

Comité de Publicacoes da Unidade

Presidente: Sidney Netto Parentoni

Secretario-Executivo: Elena Charlotte Landau

Membros: Antonio Claudio da Silva Barros, Cynthia Maria Borges
Damasceno, Maria Lucia Ferreira Simeone, Roberto dos Santos
Trindade, Paulo Eduardo de Aquino Ribeiro, Roséngela Lacerda de
Castro

Revisao de texto: Antonio Claudio da Silva Barros
Normalizagao bibliografica: Rosangela Lacerda de Castro
Tratamento de ilustragoes: Tania Mara Assuncao Barbosa
Editoracao eletronica: Tania Mara Assuncao Barbosa
Foto(s) da capa: Sylvia Morais de Sousa

1? edicao
Formato digital (2017)

Todos os direitos reservados
A reproducao nao-autorizada desta publicagao, no todo ou em
parte, constitui violagao dos direitos autorais (Lei no 9.610).

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP)
Embrapa Milho e Sorgo

Caracterizacao morfolégica de acessos do painel de diversidade
de sorgo avaliados em solucao nutritiva sob baixo fosforo /
Barbara Franca Negri ... [et al.]. — Sete Lagoas : Embrapa Milho
e Sorgo, 2017
25 p. :il. -- (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa

Milho e Sorgo, ISSN 1679-0154; 158).

1. Genética. 2. Sistema radicular. 3. Sorghum bicolor. |. Negri,
Barbara Francga. Il. Bernardino, Karine da Costa. lll. Pastina, Maria
Marta. IV. Magalhaes, Jurandir Vieira. V. Sousa, Sylvia Morais de.
VI. Série.

CDD 576.5 (21. ed.)

© Embrapa 2017



Sumario

ReSUMO ... 4
ABStract ... 6
INErOdUGAO0 ... 7
Material e Métodos ..............ooovmiiiiiiiiiii 9
Resultados e DiscusSao ..............cccccoeiviieiiiiiiiiiiiiiin, 11
CONCIUSOES ... 18
Agradecimentos .............ccccooiiiiiiiiii e 19

Ref@r@NCIAS .....ooeeeeee e 19



Caracterizacao Morfoldgica
de Acessos do Painel de
Diversidade de Sorgo
Avaliados em Solucao
Nutritiva sob Baixo Fosforo
Barbara Franca Negri’

Karine da Costa Bernardino?

Maria Marta Pastina®

Jurandir Vieira Magalhaes*

Sylvia Morais de Sousa®*

Resumo

O fosforo (P) € um macronutriente essencial para plantas, e
sua aquisicao depende do sistema radicular da planta. Em
terras araveis, P € um dos macronutrientes mais indisponiveis
e frequentemente limita o crescimento e a produtividade das
plantas cultivadas. Portanto, uma melhor compreensao de
como as plantas respondem a deficiéncia de P é necessaria
para produzir variedades com maior eficiéncia de uso

deste nutriente. Este estudo teve como objetivo analisar
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as caracteristivas radiculares relacionadas a eficiéncia de
aquisicao de P em um painel de sorgo, composto por acessos
do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo e
do CIRAD, totalizando 190 gendtipos. As sementes de sorgo
foram germinadas durante quatro dias em rolos de germinacao
e depois colocadas em um sistema de pastas de papel com
solucao nutritiva modificada de Magnavaca (P - 2,5 yM) em
condi¢oes controladas. Apds 13 dias, as imagens das raizes
foram capturadas usando um sistema de fotografia digital e
analisadas utilizando o programa RootReader2D e o software
WinRHIZO. A raiz e a parte aérea foram secas separadamente
a 65 °C em uma estufa de ar forcado até a obtencao de

peso constante. O comprimento total da raiz correlacionou
positivamente com o volume radicular total e de raizes
superfinas e peso seco e negativamente com o diametro
médio. O baixo coeficiente de variacao (10,04 - 25,33%) e a
herdabilidade média a alta (30,9 - 85,18%) foram encontrados
para todas as caracteristicas radiculares (comprimento total
da raiz, diametro médio da raiz, volume total da raiz e volume
de raizes superfinas) e de peso seco analisadas. A Analise de
Componentes Principais foi capaz de diferenciar genétipos de
sorgo contrastantes com base nas caracteristicas avaliadas. O
primeiro componente principal (PC1) explicou 62%, enquanto
o segundo componente principal (PC2) explicou 18% da
variabilidade fenotipica. Esses dados darao suporte a analise
de associacgao para identificar genes candidatos relacionados a
morfologia da raiz e a eficiéncia de aquisicao de P no sorgo.

Palavras-chave: raiz, hidroponia, aquisicao de P.
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Abstract

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for plants and

its acquisition relies on plant root system. In arable land, P is
one of the most unavailable macronutrients and frequently
limits plant growth, limiting the productivity of crop plants.
Therefore, a better understanding of how plants respond to P
starvation is necessary to breed crop varieties with enhanced

P use efficiency. This study aimed to analyze root traits related
to P acquisition efficiency in a sorghum panel, composed of
breeding accessions from Embrapa Milho e Sorgo and CIRAD,
totaling 190 genotypes. Sorghum seeds were germinated for
four days on germination rolls and then placed in a paper
pouch system with modified Magnavaca nutrient solution (P

- 2.5 uM), in controlled conditions. After 13 days, root images
were captured using a digital photography setup and analyzed
using both RootReader2D program and WinRHIZO software.
Root and shoot were dried separately at 65 °C in a forced-air
oven until constant weight was obtained. Root length positively
correlated with total, superfine root volume and dry weight and
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negatively with average diameter. Low coefficient of variation
(10.04 - 25.33%) and medium to high heritability (30.9 — 85.18%)
were found for all root (total root length, average root diameter,
total root volume and volume of superfine roots) and dry
weight traits analyzed. Principal Component Analysis was able
to differentiate contrasting sorghum lines based in the selected
root traits and dry weight. The first principal component (PC1)
explained 62% while the second principal component (PC2)
explained 18% of the phenotypic variation. These data will give
support to association analysis in order to identify candidate
genes related to root morphology and P acquisition efficiency in
sorghum.

Keywords: root, hydroponics, P-acquisition.

Introducao

A implementacao de insumos fosfatados em praticas
agronOmicas eleva a produtividade de culturas e permite

que a producao agricola seja capaz de atender a crescente
demanda demogréafica, principalmente em paises com solos
tropicais, como o Brasil (CORDELL et al., 2009). Por outro lado,
a aplicacao demasiada de insumos fosfatados acarreta aumento
dos custos de producao e pode causar impacto ambiental,
como a contaminacao dos mananciais hidricos (SHARPLEY

et al., 2001). Além disso, as rochas fosfatadas utilizadas na
fabricacao de fertilizantes fosfatados sao consideradas recursos
finitos, podendo suas reservas se esgotarem em 2030, caso a
exploracao para fabricacao de insumos continue no mesmo
patamar ou aumente (VANCE; CHIOU, 2011).
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A eficiéncia de aquisicao de fésforo (P) esta diretamente
relacionada com a capacidade das plantas de absorverem

P do solo e essa capacidade é diretamente relacionada a

um sistema radicular capaz de explorar o solo de forma
eficiente (MOLL et al., 1982). A exploracao da variabilidade
genética € uma alternativa para desenvolver cultivares mais
adaptadas a condicoes limitantes de P (GOOD et al., 2004).
Plantas que sao adaptadas as condicoes limitantes de P
desenvolveram inumeras modificacoes, entre elas, mudancas
na morfologia e na arquitetura da raiz, resultando em maior
disponibilizagao de P na rizosfera, favorecendo a absorcao de
P e a manutencao do metabolismo da planta (LYNCH, 2007). A
avaliacao de plantulas em solucao nutritiva € uma alternativa
que possibilita a analise de um grande numero de genotipos,
uma vez que nao é tao trabalhosa quando comparada a
fenotipagem em campo (TRACHSEL et al., 2011). Além disso,
a avaliacao do sistema radicular em estadios iniciais de
desenvolvimento pode ser usada para mapeamento de locos
de caracteristicas quantitativas (QTL) (ZHU; LYNCH, 2004; ZHU
et al., 2005a, 2005b) e associativo (HUFNAGEL et al., 2014) para
caracteristicas relacionadas a eficiéncia no uso de P.

O sorgo (Sorghum bicolor) é o quinto cereal mais consumido
no mundo, sendo fonte de alimentacao para mais de meio
bilhao de pessoas. A previsao da sua produtividade para

a safra de 2017/2018 é de aproximadamente 60 milhoes de
toneladas (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
2017). O sorgo tem se destacado nos ultimos anos em razao
da sua versatilidade de uso, que se estende desde seu uso
como alimento humano e animal até matéria-prima para a
producao de alcool anidro, bebidas alcodlicas e produgao de
tintas (FREITAS et al., 2012). Além disso, tem sido proposta a
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sua utilizacao como uma alternativa para a producao de etanol
lignocelulésico (DAMASCENO et al., 2010). E considerado uma
cultura adaptada a condigoes aridas e semiaridas (DOUMBIA

et al., 1993, 1998) e grande parte do seu cultivo estéa localizado
em solos com baixas concentracoes de fésforo. Diversos
painéis de associacao foram desenvolvidos para representar o
germoplasma mundial de sorgo (DEU et al., 2006; CASA et al.,
2008; UPADHYAYA et al., 2009). Esses painéis foram utilizados
para estudos de associacao ampla do genoma (GWAS)

de varias caracteristicas, incluindo eficiéncia no uso de P
(HUFNAGEL et al., 2014). Alguns estudos evidenciam o desafio
de dissecar caracteristicas adaptativas estruturadas em diversos
painéis de associacao (MORRIS et al. 2013a, 2013b; LASKY et al.,
2015), mostrando a necessidade de se ampliar as populacgoes a
serem analisadas. Além disso, apesar de existirem evidéncias
de que modificagoes na morfologia e na arquitetura do sistema
radicular sdo mecanismos essenciais para a adaptacao de
plantas a solos com baixo P, até o momento, poucos genes

que afetam o sistema radicular e a eficiéncia no uso de P

foram descritos. Portanto, este trabalho teve como objetivo
caracterizar um painel de sorgo com acessos da Embrapa Milho
e Sorgo e do CIRAD avaliados em solucao nutritiva sob baixo P
quanto a morfologia radicular e a peso seco de plantulas.

Material e Métodos

Foram avaliados 190 acessos pertencentes ao painel de
diversidade de sorgo da Embrapa Milho e Sorgo e do Centre
de Coopération Internationale en Recherche Agronomique
pour le Développement (CIRAD - Franca). As sementes de
sorgo foram desinfetadas com hipoclorito de sédio 0,5% por 5
minutos, lavadas com agua deionizada e germinadas em papel
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de germinacao em camara de crescimento. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados com trés
repeticoes. Apos quatro dias, foram selecionadas trés plantulas
uniformes para cada uma das repeti¢gdes biologicas e colocadas
em solucao nutritiva de Magnavaca modificada (pH 5,65)
(MAGNAVACA et al., 1987) com 2,5 uM de P (baixo P) em um
sistema composto de pastas de arquivo forradas com papel

de germinacao (HUND et al., 2009). Os experimentos foram
realizados em camara de crescimento com temperatura diurna
média de 27 + 3 °C, noturna de 20 + 3 °C e fotoperiodo de 12
horas, sob aeracao continua sendo a solucao nutritiva trocada
a cada trés dias (SOUSA et al., 2012). Apds 13 dias, o sistema
radicular foi fotografado com uma camera digital (Nikon D300S
SLR). As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio dos
softwares RootReader2D e WinRhizo v. 4.0 (Regént Systems,
Quebec, Canada), sendo quantificadas quatro caracteristicas

de morfologia radicular: comprimento total (cm), diametro
médio (mm), volume total de raizes (cm?®) e o volume de raizes
superfinas com o diametro entre 0 e 1T mm (cm?).

Apos fotografado o sistema radicular, a parte aérea e as raizes
das plantulas foram secas separadamente em uma estufa a 65
°C até peso constante e pesadas com o auxilio de uma balanca
analitica, obtendo-se assim o peso seco da parte aérea (g), peso
seco da raiz (g) e peso seco total da planta (g).

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada no software GENES
(CRUZ, 2006) onde foi possivel estimar os componentes de
variancia, as médias, os valores fenotipicos maximos, minimos
e as estimativas de herdabilidade, coeficiente de variacao,
variancia fenotipica, variancia genética e variancia ambiental
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para as quatro caracteristicas radiculares e peso seco da parte
aérea, raiz e total.

Foi realizado um histograma para a distribuicado de cada uma
das caracteristicas e uma analise de correlacao de Pearson
usando o pacote “pysich” do programa estatistico R v. 3.3.1
(R CORETEAM, 2016), assim como a analise de componentes
principais, utilizando a fung¢ao princomp do pacote “Stats”.

Resultados e Discussao

A disseccgao genética de caracteristicas quantitativas em
diferentes espécies fornece informacoes valiosas sobre a
biologia vegetal (NORDBORG; WEIGEL, 2008; OLSEN; WENDEL,
2013) e facilita a criacao de variedades melhoradas (BERNARDO,
2010; COOPER et al., 2014). Até o momento, a maioria dos QTLs
para caracteristicas adaptativas foram identificadas usando
mapeamento biparental utilizando populacgées de linhagens
endogamicas recombinantes (RILs) (MICKELBART et al., 2015).
No entanto, o mapeamento biparental é limitado pela falta de
diversidade alélica, que limita a caracterizacao da arquitetura
genética e a falta de eventos de recombinacao, o que limita a
resolugao do mapeamento (MYLES et al., 2009). Os estudos

de associacao ampla do genoma (GWAS) capturam maior
diversidade alélica e mais eventos de recombinacao, mas a
estrutura da populacgao resultante do isolamento ou adaptacao
pode levar a associacgoes falsas e sintéticas (PLATT et al., 2010;
BRACHI et al., 2011), sendo interessante a analise associativa
em painéis diversos. A primeira etapa para realizacao de
estudos associativos é ter uma populacao fenotipada para as
caracteristicas de interesse.

11



12

Caracterizagao Morfoldgica de Acessos do Painel de Diversidade de Sorgo Avaliados
em Solugao Nutritiva sob Baixo Fosforo

Neste trabalho, foram analisadas caracteristicas de

morfologia radicular e peso seco de 190 acessos de um painel
de diversidade de sorgo crescidos em solucao nutritiva

sob baixo P. A analise de variancia mostrou que todas as
variaveis analisadas nesse painel foram significativas a 1%

de probabilidade pelo teste F Além disso, o coeficiente de
variagao variou de 10,04 a 25,33 (Tabela 1), ficando dentro

do esperado para as caracteristicas analisadas, uma vez que
resultados similares foram observados para uma populacao
de recombinacao ao acaso de sorgo para a tolerancia ao
aluminio e eficiéncia na utilizagao de fosforo (BERNARDINO

et al., 2016) e para RILs derivadas do cruzamento entre dois
genitores contrastantes para producao de graos em campo e
aquisicao de P (NEGRI et al., 2014). Alta herdabilidade, acima
de 60%, foi encontrada para quase todas as caracteristicas,
exceto para diametro médio da raiz (30,90%), indicando boa
precisao experimental para estimativa dos efeitos genéticos.

A baixa herdabilidade para didametro médio no painel de sorgo
pode estar relacionada a pequena variacao dessa caracteristica
dentro dessa populacao (0,69 a 1,88 mm), sendo que o

mesmo foi observado para RlLs de sorgo (NEGRI et al., 2014).
Resultados fenotipicos similares foram observados para um
subconjunto do painel associativo (Sorghum Association Panel
Subset - SAPst) descrito por Casa et al. (2008), com 287 acessos
contendo linhagens tropicais convertidas para sensibilidade

ao fotoperiodismo e porte baixo (HUFNAGEL et al., 2014;
MAGALHAES et al., 2016), analisados no mesmo sistema de
fenotipagem. A variancia fenotipica de todas as caracteristicas
analisadas, com excecao de diametro médio, foi explicada pela
variancia genética e nao pela variancia ambiental.
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Tabela 1. Média, valor fenotipico maximo, minimo, coeficiente
de variagao (CV), herdabilidade (h?), variancia fenotipica

(VF), genotipica (VG) e ambiental (VE) das caracteristicas
comprimento radicular total (CT), diametro médio da raiz (DM),
volume radicular total (VT), volume de raizes superfinas (0-1
mm) (VRF), peso seco da parte aérea (PSPA), radicular (PSR) e
total (PST) dos 190 gendtipos de sorgo.

CT (cm) 389,22 973,52 81,19 19,45 76,39  8644,99 6604,39 2040,60

DM (mm) 1,17 1,88 0,69 10,04 30,90 0,007 0,002 0,005
VT (cm?) 4,11 9,55 0,84 22,91 61,86 0,83 0,51 0,32
VRF (cm®) 2,36 5,52 0,33 25,33 62,90 0,34 0,21 0,13
PSPA (g) 0,02 0,06 0,003 22,37 81,41 0,00005 0,00004 0,00001
PSR (g) 0,02 0,07 0,001 20,99 79,55  0,00004 0,00003 0,00001
PST (g) 0,05 0,10 0,01 17,98 85,18  0,00016 0,00014 0,00024

Na distribuicao de frequéncia, os extremos do grafico tiveram
um menor numero de genotipos para todas as caracteristicas
(Figura 1), como esperado para caracteres de heranca
quantitativa. Quase todas as correlacoes foram significativas

a 1% de probabilidade, com excecao das correlagoes
fenotipicas entre diametro médio e peso seco (parte aérea,
raiz e total). O diametro médio apresentou correlagao negativa
com comprimento radicular, indicando que quanto maior o
comprimento radicular, menor o didametro médio da raiz. Com
excegao do diametro médio, todas as outras caracteristicas
radiculares apresentaram correlagoes fenotipicas de média

a alta e significativas com o peso seco total (Figura 1),
demonstrando que o sistema radicular contribuiu com uma
maior producao de biomassa. Resultados similares foram
observados tanto em RILs de milho (ZHU; LYNCH, 2004)
quanto de sorgo (NEGRI et al., 2014) provenientes de parentais
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contrastantes para comprimento radicular e eficiéncia no uso de
P, onde foi encontrada correlacao positiva entre o crescimento
radicular e o peso seco da planta e uma correlagao negativa
entre comprimento radicular e diametro médio da raiz. A baixa
disponibilidade de P altera a arquitetura radicular de varias
culturas, o que inclui a inibicao do crescimento da raiz primaria
e o aumento do numero e comprimento das seminais, laterais

e pelos radiculares, o que facilita o forrageamento do solo
(MAHARAJAN et al., 2017).

A analise de componentes principais permitiu diferenciar
genotipos de sorgo contrastantes com base nas sete
caracteristicas analisadas. O primeiro componente principal
(CP1) explicou 62% enquanto o segundo componente principal
(CP2) explicou 18% da variabilidade fenotipica, somando um
total de 80% (Tabela 2). O CP1 teve coeficientes positivos de
autovetores para todas as variaveis, enquanto o CP2 teve
coeficiente negativo para as caracteristicas diametro médio,
volume radicular total e volume de raizes superfinas (Tabela
2). O CP1 foi explicado de forma homogénea por quase todas
as caracteristicas analisadas, exceto diametro médio. O CP2
teve maior explicagcao pelo diametro médio, apresentando
valores negativos (-0,85) (Tabela 2). Estas analises permitiram
a identificagao de gendtipos contrastantes com base nas
caracteristicas analisadas, cuja diversidade esta exemplificada
na Figura 3. A Figura 3 mostra alguns exemplos de genodtipos
com morfologia do sistema radicular contrastante, incluindo
os gendtipos BRO07B (Figura 3A) e SC283 (Figura 3B), que
sao parentais contrastantes das RlLs de sorgo caracterizadas
anteriormente em solucao nutritiva (NEGRI et al., 2014).
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Figura 1. Matriz de Correlagao de Pearson do comprimento

total (CT) (cm), didametro médio (DM) (mm), volume total de raiz
(VT) (cm?3), volume total de raizes superfinas (VRF) (0-1 cm?2),
peso seco da parte aérea (PSPA) (g), peso seco da raiz (PSR)

(g) e peso seco total (PST) (g) dos 190 gendtipos do painel de
diversidade de sorgo. A andlise foi realizada com plantulas apos
13 dias de crescimento em baixo P em sistema hidropdnico.

Uma dissecacao genética detalhada e a compreensao das
caracteristicas radiculares utilizando recursos genéticos naturais

500

100

v

1

001 0.04

002 007

sao essenciais para desvendar a arquitetura genética da

eficiéncia a P e gerar materiais mais eficiente sob condicao de
estresse. O melhoramento de plantas sob estresse € um dos
maiores desafios da agricultura diante do cenario de mudancas
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climaticas e da exigéncia do aumento de producao para uma
populacao crescente.

Tabela 2. Analise de componentes principais para as
caracteristicas de raiz e de peso seco. O desvio padrao, a
proporcao de variancia e a proporcao acumulada da variancia
total (%) explicada sao mostradas para cada componente

principal.
Comprimento total (cm) 0,40 0,34
Diametro médio (mm) 0,07 -0,85
Volume total (cm?) 0,42 -0,29
Volume de raizes entre 0-1 mm (cm?®) 0,39 -0,18
Peso seco da parte aérea (g) 0,40 0,14
Peso seco da raiz (g) 0,40 0,04
Peso seco total (g) 0,43 0,10
Desvio Padrao 2,08 1,13
Propor¢éao da Variancia 0,62 0,18

Variancia acumulada (%) 62,0 80,0
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Figura 2. Analise de componentes principais para as
caracteristicas comprimento da raiz, didmetro médio da raiz,
volume total das raizes e volume de raizes finas, peso seco da
parte aérea, peso seco da raiz e peso seco total da planta. A
proporcao cumulativa da variancia total de cada componente
principal (CP1 e CP2) é mostrada em cada eixo. A analise foi
feita com plantulas apods 13 dias de crescimento em baixo P em
sistema hidropodnico.
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Figura 3. Imagens das raizes de acessos do painel de sorgo
crescidos em solucgao nutritiva de 2 Magnavaca sob baixo P (2,5
puM) 13 dias apos inicio do tratamento. (A) BRO07B, (B) SC283 e
(C-F) gendtipos contrastantes para morfologia radicular.

Conclusoes

Os gendtipos do painel de sorgo apresentam variabilidade
genética para todas as caracteristicas analisadas em condicoes
de baixa disponibilidade de fosforo.
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Um maior comprimento e/ou area de superficie e menor
diametro médio resultaram no aumento de biomassa das
plantulas.
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