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Validacao de Marcadores Moleculares para
Eficiencia na Utilizacao de Fésforo com Base
em Genes SbPSTOL1 em Sorgo

Eficiéncia na Utilizacao de Fésforo em Solos Acidos

A producao de alimentos é um importante desafio, tendo em vista a
expansao continua da populacao mundial e a consequente demanda
crescente para alimenta-la (GODFRAY et al., 2010). Uma das maiores
limitagdes para o aumento da producao das culturas € a deficiéncia de
fosforo (P) causada pela sua fixagao em 6xidos de ferro e de aluminio na
fracao argila do solo. Aproximadamente metade das areas agricultaveis
do mundo ocorrem em solos com baixa disponibilidade de P (LYNCH,
2011), o que transforma a deficiéncia de P em uma limitacao a seguranca
alimentar global. Esse problema torna-se ainda mais sério considerando-
se que as rochas fosfatadas sao um recurso limitado, que esta sendo
intensamente utilizado para a producao de fertilizantes.

Em solos tropicais, mesmo quando o conteudo total de P é alto, a
disponibilidade desse nutriente para as culturas € baixa em func¢ao da
fixacao de fosforo em 6xidos de ferro e de aluminio (MARSCHNER,
1995), que estao presentes na fracao argila desses solos. Além disso,
particularmente em solos acidos altamente intemperizados, a difusao

de P em direcao a superficie radicular é altamente dependente do teor
de umidade do solo. Sendo assim, o fluxo difusivo de P é praticamente
interrompido quando ha diminuicao no teor de umidade do solo, mesmo
ainda permanecendo em niveis elevados no tocante a disponibilidade de
agua para as plantas (NOVAIS; SMYTH, 1999). Portanto, o suprimento de
P para as plantas e, consequentemente, a absorcao de P, especialmente
em solos com alta capacidade de fixacao desse nutriente, sao
descontinuos em funcao do teor de umidade do solo (NOVAIS; SMYTH,
1999).

As plantas utilizam diferentes mecanismos para se adaptarem a baixa
disponibilidade de P. Alguns, que melhoram a utilizacao interna de P,
envolvem alteracoes no sistema de transporte, particao e remobilizacao
de P na planta, enquanto outros mecanismos atuam para aumentar a
absorcao de P como alteragdes no sistema radicular, interagdes com
microrganismos e modificacoes quimicas na rizosfera (VANCE et al.,
2013). As plantas podem mobilizar P via exsudacao de acidos organicos
e fosfatases (revisado por HUFNAGEL et al., 2014), resultando em maior
disponibilidade desse nutriente e maior absorcao dele. Associagcdes com
micorrizas podem também facilitar a absorcao de P (SMITH; SMITH,
2012).
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Considerando que a baixa disponibilidade

de P em solos tropicais resulta de fluxos
difusivos extremamente lentos, mecanismos
adaptativos que atuem para facilitar a difusao
de P do solo para a superficie radicular tém
especial importancia na adaptacao das plantas
ao suprimento insuficiente de P. Alteragoes

na morfologia e na arquitetura do sistema
radicular, algumas delas em resposta ao
estresse de P podem aumentar a superficie

de absorcao, facilitando o fluxo difusivo de
fosforo. Alteragoes estruturais no sistema
radicular que levam a uma maior absorcao de
P incluem aumento no numero e tamanho dos
pelos radiculares e aumento do crescimento
de raizes laterais (LOPEZ-ARREDONDO et al.,
2014).

Ainda que haja evidéncias claras indicando
que alteragoes na morfologia e na arquitetura
do sistema radicular constituem mecanismos
importantes para a adaptacao de plantas a
solos com baixo P, ainda sao raros os casos de
genes que afetam o sistema radicular levando
a maior adaptacao das culturas a solos

com baixo P, pelo menos em um contexto
agronémico. Em arroz, o gene phosphorus-
starvation tolerance 1 (OsPSTOL1) é uma das
excecgoes. Inicialmente, um QTL relacionado
com a absorcao de P denominado phosphorus
uptake 1 (Pup1), foi mapeado no cromossomo
12 de arroz, sendo o alelo positivo doado pela
variedade Kasalath (WISSUWA et al., 1998).
Posteriormente, um trabalho de clonagem
posicional levou ao isolamento de uma
quinase do tipo serina/treonina que aumenta a
absorcao de P e a producao de graos de arroz
sob baixo P por um mecanismo relacionado
com o aumento do crescimento radicular

de arroz (GAMUYAO et al., 2012). Esse gene,
denominado phosphorus starvation tolerance
71 em arroz (OsPSTOLT), é o gene que controla
o loco Pup1 previamente mapeado no
cromossomo 12 de arroz.

O presente trabalho teve como objetivo
identificar homodlogos de sorgo do gene

OsPSTOL1, validar o efeito desses genes
na absorcao de P e na producao de graos
de sorgo cultivado em solos acidos e gerar
marcadores moleculares para selecao
assistida com base em genes PSTOL7 em
Sorghum bicolor (SbPSTOLT1).

Metodologia

Material Vegetal

Um subconjunto do painel associativo descrito
por Casa et al. (2008), com 287 acessos
contendo linhagens tropicais convertidas

para sensibilidade ao fotoperiodismo e

porte baixo (185) e de melhoramento (102),

foi utilizado neste estudo. As linhagens
tropicais convertidas foram produzidas pela
introgressao nas linhagens exodticas de regioes
gendmicas que conferem florescimento
precoce e porte baixo (dwarfing genes), a
partir de um doador elite (STEPHENS et

al., 1967). As linhagens do painel foram
selecionadas para representar de forma ampla
a diversidade genética do sorgo cultivado. As
linhagens de melhoramento sdo comumente
utilizadas em programas de melhoramento de
sorgo do Brasil e dos Estados Unidos.

Avaliacao da Performance Agronémica
sob Baixa Disponibilidade de P

Os experimentos de campo foram conduzidos
com 243 linhagens 3-anao oriundas do painel
associativo descrito acima. A concentracao de
P no solo foi de 5 ppm na camada superficial
do solo (0 a20 cm) e varioude 0 a5 ppm na
camada de 20 a 40 cm de profundidade. Os
experimentos de campo foram conduzidos em
sitio de fenotipagem estabelecido na Embrapa
Milho e Sorgo, em solo argiloso, altamente
intemperizado, representativo daqueles
encontrados na regiao central do Brasil.

Os experimentos foram estabelecidos
segundo um delineamento de blocos
incompletos 9 x 9 com 3 repeti¢des, sendo
que cada bloco continha 9 linhagens do
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painel associativo e duas testemunhas.
Foram conduzidos experimentos em 2010

e 2011. A analise estatistica foi conduzida

com um modelo considerando os dois anos
conjuntamente, utilizando-se o software
GenStat v16 (PAYNE et al., 2012). No modelo
fenotipico, os fatores gendtipo e bloco dentro
de repeticoes foram considerados aleatorios,
enguanto os fatores ano, experimento,
repeticao e testemunha foram considerados
fixos. Quando significativos, os efeitos de
altura de planta, florescimento e estande
foram considerados como covariaveis no
modelo, sendo obtidos preditores lineares
nao viesados (best linear unbiased predictors,
BLUPs) para producao de graos e outras
variaveis.

Avaliacao da Morfologia do Sistema
Radicular

Dados de morfologia do sistema radicular
foram obtidos em um sistema de pastas

para as linhagens do painel associativo,
como descrito por Sousa et al. (2012), sendo
0s experimentos organizados segundo um
delineamento de blocos casualizados com 3
repeticoes. As sementes foram esterilizadas
em hipoclorito de sédio (0,5%) por 5 min e
apods 4 dias as plantulas foram transferidas
para pastas cobertas com papel como
descrito por Hund et al. (2009). Cada unidade
experimental consistiu de uma pasta com
trés plantulas. As pastas foram colocadas em
recipientes plasticos (10 pastas por recipiente)
de maneira que os 3 centimetros inferiores
das pastas ficassem imersos na solugao
nutritiva descrita por Magnavaca et al. (1987),
com uma concentragcao de P de 2,5 uM. O pH
da solucao foi mantido constante no valor de
5,6 e a solugao foi trocada a cada 3 dias. Os
recipientes foram colocados em camara de
crescimento sob condi¢oes controladas (27 °C
de temperatura diurna, 20 °C de temperatura
noturna e um fotoperiodo de 12 horas).

Apods 13 dias, imagens das raizes foram
capturadas com camera digital e analisadas

com os softwares RootReader2D (CLARK et al.,
2013) e WinRHIZO (http://regent.qc.ca/assets/
winrhizo_about.html).

Identificacao de Homologos de Sorgo
do Gene OsPSTOL1 e Descoberta de
SNPs

Para a identificacao de genes SbPSTOL1,
foram inicialmente conduzidas analises de
similaridade de sequéncia com base no gene
de arroz, OsPSTOL1, utilizando-se as bases
de dados Phytozome (version 1.4, www.
phytozome.net) e NCBI (www.ncbi.nlm.
nih.gov). Foram feitas analises tanto com
base na sequéncia aminoacidica (BLASTP)
guanto nucleotidica (BLASTN) de OsPSTOL1.
Uma arvore filogenética foi construida com
sequéncias altamente similares a OsPSTOL1
de sorgo, Arabidopsis, arroz e milho. A arvore
filogenética foi construida com o software
MEGAG6 (TAMURA et al., 2013), como descrito
por Hufnagel et al. (2014).

Primers foram desenhados para
sequenciamento de 6 genes SbPSTOL1
utilizando-se Primer-blast (ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast/index.cgi), tendo o
genoma do sorgo como referéncia (v1.4).
Essa ferramenta permite o desenho de
primers especificos para cada sequéncia, o
que foi confirmado via inspecao visual dos
alinhamentos entre as respectivas sequéncias.
Um painel de descoberta de poliformismos
de nucleotideo unico (single nucleotide
polymorphisms, SNPs) com 22 acessos de
sorgo foi utilizado para a descoberta de SNPs,
seguindo-se as condicoes de amplificacao e
sequenciamento descritas em Hufnagel et al.
(2014). SNPs com frequéncia minima de 0,1
foram convertidos ao sistema Kompetitive
Allele Specific PCR genotyping system (KASP,
LGC Genomics) e entao genotipados em todo
o painel associativo.
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Mapeamento Associativo

Inicialmente o software STRUCTURE
(PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado

para o estudo de estrutura populacional

(Q), com base nos 310 marcadores SNP
descritos por Murray et al. (2009). A matriz
de relacionamento (K) foi estimada com o
software TASSEL 4.0 com base na proporcao
de SNPs divergentes entre cada par de
acessos, com posterior conversao para
matriz de similaridade. Um modelo misto
considerando conjuntamente a estrutura
populacional (Q) e a matriz de relacionamento
(K) foi ajustado aos dados (YU et al., 2006),
sendo selecionado o modelo contendo
somente a matriz de relacionamento, que
corrigiu eficientemente o erro tipo I.

Resultados

Analise Fenotipica no Painel de
Associacao

As analises fenotipicas revelaram valores
de herdabilidade entre 0,42 e 0,72 para

as diferentes caracteristicas analisadas,

20 40 60 B0
I I T |

indicando precisao experimental adequada
para estimativa dos efeitos genéticos, tanto
para as caracteristicas avaliadas em campo
quanto para morfologia do sistema radicular
avaliada em solucgao nutritiva.

A area superficial radicular foi altamente
correlacionada com comprimento radicular
(r=0.95, P < 0.001) e com volume de raizes
finas (r=0.77, P < 0.001, Figura 1). O volume
de raizes finas foi também correlacionado
com comprimento, area superficial e
diametro radicular, enquanto o didmetro
radicular variou de forma independente de
comprimento radicular. Tanto o comprimento
radicular quanto a area superficial radicular
foram positivamente correlacionados com
producao de graos sob baixa disponibilidade
de P no solo (r=0.11 € 0.12, com P < 0.10),
sugerindo que a morfologia radicular avaliada
em plantulas persiste em condicoes de
campo, com a maior area superficial radicular
contribuindo para a absorcao de P e para a
producao de graos sob baixa disponibilidade
de P no solo.
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Figura 1. Matriz de correlacao entre comprimento radicular (CR, mm), area superficial radicular
(ASR, cm?), diametro radicular (DR, mm), volume de raizes finas (VRF, mm?®) e producao de graos

(PG, kg ha). Fonte: Hufnagel et al. (2014).
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Identificacao de Genes SbPSTOL1 em
Sorgo

Anadlises de similaridade de sequéncia
tomando como base o gene OsPSTOL1

de arroz levaram a selecao dos seis genes
mostrados naTabela 1. O gene Sb03g006765
encontra-se no inicio do cromossomo 3
enguanto quatro outros genes SbPSTOL1
foram identificados na posicao ~60 Mpb, na
porcao terminal do mesmo cromossomo. O
gene SbPSTOL1, com maior similaridade com
OsPSTOL1, Sb07g002840, localiza-se no inicio
do cromossomo 7.

associados com aumento na absorcao de P, o
que é consistente com um aumento na area
total de absorcao caracterizado pela emissao
de raizes mais finas. Os mesmos alelos que
aumentaram a superficie radicular foram
associados a um aumento na absorcao de

P, o que também é consistente com o papel
positivo do aumento da superficie radicular
na absorgao P. O resultado mais relevante
dessa analise foi uma série de associagoes
entre SNPs no gene Sb03g006765 e producao
de graos sob baixa disponibilidade de P

Tabela 1. Posicoes fisicas em pares-de-bases (pb) dos genes SbPSTOL1 selecionados nos
cromossomos 3 e 7 do sorgo. E-value: valor esperado (expected value: parametro que descreve o
numero de “hits” esperados de forma aleatéria). Fonte: Hufnagel et al. (2014).

o Tamanho BLASTN BLASTP _
Gene Localizagéo (pb) (pb) E-value Identidade Evalye dentidade
(%) (%)
Sb03g006765 7009497 — 7012497 3001 2.00e-37 83 2.00e-108 55
Sb03g031670 60080358 — 60084458 4100 2.00e-123 71 1.00e-129 70
Sb03g031680 60085127 — 60088181 3054 3.00e-121 71 2.00e-130 70
Sb03g031690 60103142 — 60107812 4670 7.00e-73 73 6.00e-76 69
Sb03g031700 60110148 — 60113362 3214 9.00e-78 68 1.0 e-115 63
Sb07g002840 3011700 — 3016004 4304 0.0 76 6.0 e-143 73

A analise filogenética revelou a presenca

de trés clades distintas. Todas as proteinas
SbPSTOL1 foram agrupadas na clade com
maior numero de membros, que também
inclui proteinas de milho, Arabidopsis e arroz
(Figura 2). Dentro dessa clade, um ramo
incluindo 5 das 6 proteinas SbPSTOL1 foi
identificado (divisao mostrada pelo asterisco
na Figura 2). A analise também mostrou a
grande proximidade entre OsPSTOL1 e o gene
Sb07g002840 no cromossomo 7.

A Figura 3 mostra um resumo esquematico
dos resultados da analise associativa entre
SNPs em genes SbPSTOL1 e caracteristicas de
morfologia radicular e performance de sorgo
cultivado sob baixo P, em solucao nutritiva

e em campo. Nota-se que os mesmos alelos
que reduziram diametro radicular foram

no solo, o que é consistente com o alto
desequilibrio de ligagao entre SNPs dentro
desse gene. Tanto para o gene Sb03g006765
guanto para o gene Sb03g031680, os mesmos
alelos aumentaram a producao de graos e a
area superficial de raizes. Esses resultados
sao consistentes com a correlacao positiva
entre area superficial de raizes e a producao
de graos (Figura 1). A semelhanca do que

foi previamente observado em arroz por
Gamuyao et al. (2012), esses resultados
mostram que genes SbPSTOL1 em sorgo
modificam a morfologia do sistema radicular,
com a maior superficie radicular levando a
uma maior producao de graos sob baixo P no
solo.
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Figura 2. Relacionamento entre proteinas SbPSTOL1 em sorgo (Sb), milho (GRMZM e AC),
Arabidopsis (At) e arroz (Os). A arvore filogenética sem raiz foi construida com o método da
maxima verossimilhanca, utilizando-se o software MEGAG6 (http://www.megasoftware.net/index.
html). Fonte: Hufnagel et al. (2014).
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Figura 3. Representacao esquematica das associacoes detectadas entre SNPs dentro de genes
SbPSTOL1 e diferentes caracteristicas de morfologia radicular e de performance de sorgo

sob baixo P. As probabilidades de associacao e a variancia total explicada por cada SNP estao
mostradas naTabela Il de Hufnagel et al. (2014).
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ATabela 2 mostra o efeito dos diferentes SNPs
dentro de genes SbPSTOL1 na producao

de graos de sorgo. Os efeitos individuais
variam de aproximadamente 160 a 200 Kg
ha', mostrando que os marcadores gerados
para esses locos SNP sao Uteis para a selecao
assistida visando o aumento da eficiéncia na
utilizacao de P em sorgo cultivado em solos
com baixa disponibilidade do nutriente.

na utilizacao de P, que estao disponiveis
na plataforma KASP para programas de
melhoramento assistido.

Particularmente no gene Sb03g006765, os
mesmos alelos de 5 SNPs foram associados
tanto com producao de graos sob baixo

P avaliada no Brasil no painel associativo
descrito neste documento quanto com
absorgao de P e acimulo de biomassa

Tabela 2. Efeitos na producao de graos dos marcadores SNP dentro de genes SbPSTOL1. O alelo
positivo, associado com um aumento na producao de graos, esta marcado em negrito. Fonte:

Hufnagel et al. (2014).

A 173.3
1912
G 0
C 169.1
1998
T 0
G 158.4
2042
Sb03g006TES € g
G 1817
2061 C i
C 154.5
2073 T 0
T 180.9
2141
G i
A 200.1
Sb03g031680 1541 o 0

Os principais resultados desse estudo,
publicados em Hufnagel et al. (2014), estao
listados a seguir.

Genes SbPSTOL1 de sorgo aumentam a
superficie radicular, a absorcao de P e a
producao de graos de sorgo cultivado em
solos sob baixa disponibilidade de P no solo.

Foram gerados marcadores moleculares
para os SNPs associados com eficiéncia

avaliados em um outro painel associativo
fenotipado no Oeste da Africa (HUFNAGEL et
al., 2014). Isso indica estabilidade de efeito do
gene Sb03g006765 na performance de sorgo
sob baixo P, incluindo producao de graos e de
biomassa. Esse resultado enfatiza a utilidade
dos marcadores SbPSTOL1 em programas

de melhoramento genético trabalhando com
diferentes germoplasmas de sorgo.
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Os SNPs no gene SbPSTOL1 estao em
desequilibrio de ligacao completo e ha
também forte desequilibrio de ligacao entre
SNPs no cluster de 4 genes SbPSTOL1 na
porcao terminal do cromossomo 3 (Figura
3). Entretanto, os SNPs localizados em genes
SbPSTOL1 na porcao inicial (Sb03g006765) e
terminal do cromossomo 3 estao em equilibrio
de ligacao, o que possibilita a utilizacao de
estratégias de recombinacgao para selegao de
progénies acumulando alelos positivos em
diferentes locos SbPSTOL1, bem como do
gene de tolerancia ao aluminio SbMATE.

A estratégia acima estd em andamento com
uma populacao de recombinacdo ao acaso de
sorgo, o que ja permitiu a deteccao de efeito
positivo dos genes SbPSTOL1 e SbMATE, que
confere tolerancia ao aluminio (vide circular
técnica “Caracterizagao de uma populagao

de recombinacao ao acaso de sorgo para

a tolerancia ao aluminio e eficiéncia na
utilizacao de fésforo”.

Esses resultados indicam que os marcadores
gerados para os genes SbPSTOL1 podem ser
utilizados, tanto pela Embrapa quanto pelos
seus parceiros do setor privado, para selecao
de progénies de sorgo com maior producao
sob baixa disponibilidade de P no solo. A
identificacao de genes homaologos aos genes
SbPSTOL1 com fungoes conservadas em
outras espécies podera permitir a utilizacao de
selecao assistida para a eficiéncia de utilizacao
de fosforo em outras culturas.
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