Boletim de Pesaui

e Desenvolvimento s

Morfologia do Sistema Radicular de
Linhagens Recombinantes Endogamicas
de Milho sob Baixo Nivel de Fosforo




ISSN 1679-0154
Outubro, 2012
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Morfologia do Sistema
Radicular de Linhagens
Recombinantes Endogamicas
de Milho sob Baixo Nivel de
Fésforo

Embrapa Milho e Sorgo
Sete Lagoas, MG
2012



Exemplares desta publicagédo podem ser adquiridos na:

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

Home page: www.cnpms.embrapa.br
E-mail: sac@cnpms.embrapa.br

Comité de Publicacées da Unidade

Presidente: Sidney Netto Parentoni

Secretario-Executivo: Elena Charlotte Landau

Membros: Flavia Cristina dos Santos Flavio Dessaune Tardin, Eliane
Aparecida Gomes, Paulo Afonso Viana, Guilherme Ferreira Viana e
Rosangela Lacerda de Castro

Reviséo de texto: Antonio Claudio da Silva Barros
Normalizacéo bibliografica: Rosangela Lacerda de Castro
Tratamento de ilustragdes: Tania Mara Assungao Barbosa
Editoragéo eletrénica: Tania Mara Assungéo Barbosa
Foto(s) da capa: Sylvia Morais de Sousa

12 edicdo
12 impressao (2012): on line

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

Dados Internacionais de Catalogacéao na Publicacéo (CIP)
Embrapa Milho e Sorgo

Morfologia do sistema radicular de linhagens recombinantes
endogamicas de milho sob baixo nivel de fésforo / Barbara Franga
Negri ... [et al.]. -- Sete Lagoas : Embrapa Milho e Sorgo, 2012.

22 p. :il. -- (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa
Milho e Sorgo, ISSN 1679-0154; 50).

1. Zea mays. 2. Genética vegetal. 3. Raiz. |. Negri, Barbara
Franca. Il. Série.
CDD 633.15 (21. ed.)

© Embrapa 2012



Sumario

RESUMO ... 5
ADSTract ... ... 7
INtrodUGA0 ..o 9
Material @ Métodos ...........oooveiiiiiiii s 11
Resultados e DiSCUSSA0 ...............cooviiiiiiiiiiiiiiiie e 12
CONCIUSOES ... 20
Agradecimentos ..........coooviiiiiiiiii 20

Ref@IrENCIAS ....onoeeeeee e e 20



Morfologia do Sistema
Radicular de Linhagens
Recombinantes
Endogamicas de Milho sob
Baixo Nivel de Fésforo

Barbara Franca Negri’
Gabriel Corradi Azevedo?
Fabiano Melo Matos®
Claudia Teixeira Guimarées*
Sylvia Morais de Sousa®

Resumo

O fésforo (P) € um macronutriente essencial para as plantas, que

€ absorvido a partir da solugéo do solo na rizosfera como fosfato
inorganico (Pi), principalmente sob a forma de H,PO-,. O sistema
radicular é responsavel pela absor¢ao do Pi, que chega até a zona
de absorc¢éao radicular por difuséo; portanto, a arquitetura do sistema
radicular € um ponto chave na aquisicao de P. Este estudo teve
como objetivo analisar caracteristicas radiculares de plantas de
milho que podem estar envolvidas na eficiéncia de aquisicao de P.
O experimento foi realizado com plantulas de milho dispostas em
pastas de arquivo forradas com folhas de papel de germinagéo,
submersas parcialmente (3 cm) em solucgao nutritiva contendo baixa
concentracao de P (2,5 uM). Foram avaliadas quatro caracteristicas
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de raizes (comprimento total, volume total, didmetro médio e
volume de raizes finas) de uma populagédo de 145 linhagens
recombinantes endogamicas (RILs) derivadas do cruzamento entre
linhagens de milho contrastantes para efici€ncia na aquisigao de

P em campo, L3 (eficiente) e L22 (ineficiente). Alta herdabilidade
(79,08 a 86,09%) e baixo coeficiente de variagao (7,12 a 22,79%)
foram detectados para as caracteristicas radiculares. A distribuigao
de frequéncias, assim com a analise de componentes principais
(PCA) mostrou que a populagao possui ampla diversidade genética.
Além disso, foi observada segregagao transgressiva para as quatro
caracteristicas radiculares analisadas. O primeiro componente
principal (PC1) explicou 68,9% da variagao enquanto o segundo
componente principal (PC2) explicou 26,2%. PC1 foi explicado
principalmente pelo volume e pelo comprimento de raiz, enquanto o
PC2 foi explicado principalmente pelo didmetro da raiz, permitindo
a identificacao de RILs contrastantes para as caracteristicas

do sistema radicular. Estes resultados fenotipicos poderao ser
utilizados no mapeamento de QTLs e na possivel associacao de
tais parametros morfolégicos com a eficiéncia de aquisicédo de P em
milho.



Root Traits Analysis

of Maize Recombinant
Inbred Lines Under Low
Phosphorus Condition

Abstract

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for plants, which is
acquired from the rhizosphere solution as phosphate (Pi), primarily
in the form of H,PO-,. The root system is responsible for Pi that is
acquired by diffusion, so root system architecture plays an important
role on P absorption. This study aimed to analyze maize root

traits that could be involved in P acquisition efficiency. We used

a paper pouch system that was partially submersed in nutrient
solution (3 cm) with low P concentration (2.5 uM) under a controlled
environment to evaluate four root traits (length, volume, diameter
and volume of fine roots) in a population of 145 recombinant

inbred lines (RILs) derived from a cross between maize genotypes
which have contrasting adaptation to low P availability under field
conditions, L3 (efficient) and L22 (inefficient). High heritability (79.1
to 86.1%) and low coefficient of variation (7.1 to 22%) were detected
for the root traits. Frequency distribution and Principal Component
Analysis (PCA) showed that the RIL population is diverse. Moreover,

a transgressive segregation was observed for the four root traits. The

first principal component (PC1) explained 68.9% of the variation



while the second principal component (PC2) explained 26.2%.
PC1 was explained most by root volume and root length and PC2
was explained mostly by root diameter, allowing identification of
the contrasting RILs for root traits. These phenotypic results may
be used in the discovery of root morphology QTLs that are also
involved on P acquisition efficiency in maize.
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Introducao

O milho é um dos cereais mais importantes no mundo devido

a sua intensa utilizac&o na alimentagao animal e humana, e
mais recentemente na producéo de biocombustiveis. No Brasil,
em 2011/2012 foram plantados 15,1 milhdes de hectares, que
resultaram na producao de 69,5 milhées de toneladas de graos
(CONAB, 2012), contribuindo com aproximadamente 5% do PIB
da agricultura brasileira. Apesar da produtividade do milho estar
aumentando, ela ainda se encontra aquém do seu potencial.

A disponibilidade de fésforo (P) no solo € um dos fatores mais
limitantes a produtividade agricola em solos tropicais, uma vez
que esse nutriente tem a menor eficiéncia de uso pelas plantas
(BALIGAR; FAGERIA,1997). A adubacéo fosfatada é realizada pela
adicao de altas doses de fosfatos sollveis ao solo, sendo que a
maior parte do adubo adicionado torna-se indisponivel devido ao
processo de fixagdo, aumentando significativamente os custos de
producao. Adicionalmente, esse nutriente ndo é renovavel, sendo
derivado da exploracéo de reservas minerais sedimentares ou
magmaticas. Mantendo-se as estimativas de utilizacdo de fosfatos,
o pico de exploracao das reservas de P sera por volta de 2030,

0 que deve resultar em um significativo aumento nos custos, que
afetara principalmente os paises em desenvolvimento (VANCE;
CHIOU, 2011).

Esse cenario indica que pesquisas voltadas para a obtengao

de plantas mais eficientes na aquisicdo de P, aliadas ao
desenvolvimento de tecnologias para aumentar a sua
disponibilidade no solo e a eficiéncia no uso de fertilizantes
fosfatados, serdo imprescindiveis para garantir a sustentabilidade e
a competitividade do agronegdcio brasileiro.
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A eficiéncia na utilizacao de P pelas plantas é uma caracteristica
complexa e ainda pouco conhecida. Em milho, a eficiéncia no

uso de P em condi¢cdes de campo esta mais associada com a
capacidade da planta em adquirir P do solo (eficiéncia de aquisicao)
do que com a sua capacidade em utilizar mais eficientemente o P
no interior da planta (eficiéncia de utilizagao interna) (PARENTONI;
SOUZA JUNIOR, 2008). Os principais mecanismos ligados a
eficiéncia de aquisicao de fésforo podem ser agrupados em:
modificagdes de atributos morfoldgicos da raiz, modificacoes de
caracteristicas quimicas na rizosfera, alteragbes de caracteristicas
fisiologicas na cinética de absorcao, alteragbes em processos
bioquimicos e interagdes com microorganismos, principalmente
fungos micorrizicos (MARSCHNER, 1995; LYNCH, 1995; BALIGAR
et al., 2001; LYNCH; BROWN, 2012).

Modificagbes na morfologia do sistema radicular sdo particularmente
importantes para a eficiéncia na aquisicdo de P em plantas devido
a baixa mobilidade do fosforo no solo (ZHU et al., 2005a). Como
estratégia para aumentar a aquisicao de P, as plantas eficientes
tendem a ter maior relagcdo entre massa seca da raiz e da parte
aérea e maior comprimento de raiz, além de raizes mais finas,
obtendo assim uma maior area superficial do sistema radicular
(MARSCHNER, 1995; ZHU et al., 2006). Como resposta adaptativa,
a morfologia do sistema radicular alterada aumenta a aquisigao

de P com um custo metabdlico minimo (LYNCH; BROWN, 2001;
LYNCH; HO, 2005; LYNCH, 2011).

Este trabalho teve como objetivo avaliar caracteristicas morfolégicas
do sistema radicular de linhagens recombinantes endogamicas
(RILs) de milho em solugdo nutritiva sob baixo P.

9
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Material e Métodos

Materiais genéticos

Foram utilizadas 145 familias F7 de linhagens recombinantes
endogamicas (RILs) derivadas do cruzamento entre duas linhagens
de milho contrastantes para aquisicao de P em campo, a L3,
eficiente, e a L22, ineficiente (DE SOUSA et al., 2012), provenientes
do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo.

Caracterizagdao morfolégica do sistema radicular

As sementes de milho foram desinfetadas com hipoclorito de sédio
0,5% por 5 minutos, lavadas com agua destilada e germinadas

em papel de germinagcdo em camara de crescimento. Apds quatro
dias, foram selecionadas trés plantulas uniformes para cada uma
das quatro repetigdes. Para garantir o estresse de P foi retirado o
endosperma, visando eliminar as reservas nutricionais da planta.
Utilizou-se solugao nutritiva de Magnavaca modificada (pH 5,65)
(MAGNAVACA et al., 1987) com 2,5 uM de P em um sistema
composto de pastas de arquivo forradas com papel de germinagao
(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 aeragao
continua. A solugao nutritiva, em contato com aproximadamente

3 cm das pastas, foi trocada a cada trés dias (DE SOUSA et al.,
2012).

Ap6s 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
(Regent Systems, Quebec, Canada), sendo quantificadas quatro
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caracteristicas de morfologia radicular: comprimento total (cm),
didmetro médio (mm), volume total (cm?®), e volume de raizes finas
com diametro entre 1 e 2 mm (cm?®) (DE SOUSA et al., 2012).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.
Foi feita analise de variancia (ANOVA) com comparacdes de médias
usando o teste LSD (p<0,05) usando os programas SAS (version
8.2; SAS Institute, Cary, NC) e GENES (CRUZ, 2006). A Analise de
Componentes Principais (PCA) foi feita para as 145 RILs e os dois
parentais (L3 e L22) utilizando variaveis-padrao com o programa
SAS (versao 8.2; SAS Institute, Cary, NC).

Resultados e Discussao

Para estudar a morfologia radicular, 145 RILs de milho e seus
parentais foram analisados sob baixo P. As caracteristicas
radiculares foram analisadas apenas em baixo P, pois um estudo
anterior com os parentais, L3 e L22, mostrou que é possivel
detectar diversidade fenotipica com 2,5 uM de P em solugao
nutritiva e que nao ha interagao gendtipo x dose de P para
comprimento, volume e didmetro médio de raiz (DE SOUSA et al.,
2012). As RILs apresentaram diferengas significativas (p<0,001)
para as quatro caracteristicas analisadas (comprimento total,
didmetro médio, volume total e volume de raizes finas).

O didmetro apresentou correlagdo negativa com o comprimento e
volume, que foram altamente correlacionados entre si (Tabela 1).
O volume total e o volume de raizes finas tiveram alta correlagao.
Além disso, foi observada alta herdabilidade e baixo coeficiente
de variagao para as quatro caracteristicas (Tabela 2), indicando
confiabilidade dos dados. A analise de variancia fenotipica
mostrou que a varidncia ambiental contribuiu menos do que a variancia
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genética, confirmando que os fendétipos observados se devem mais aos
componentes genéticos do que ao ambiente.

Tabela 1. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis
comprimento total (C), didmetro médio (D), volume total (V) e volume de
raizes finas (V2).

Cc D \" V2
Cc 1,00
D -0,60 1,00
Vv 0,89 -024 1,00

V2 0,67 0,04 0,88 1,00

Tabela 2. Média, coeficiente de variagédo (CV), herdabilidade (h?), variancia
fenotipica, varidncia ambiental e varidncia genética de comprimento total
(C), diametro médio (D), volume total (V) e volume de raizes finas (V2) de
raizes de145 RILs provenientes do cruzamento L3xL22.

Cc D Vv V2
Média 140,48 0,88 0,83 0,45
CV (%) 22,04 7,12 19,38 22,79
h? (%) 86,09 79,08 81,65 81,83
Variancia fenotipica  1969,52 0,005 0,04 0,017
Variancia ambiental 273,79 0,001 0,01 0,003

Variéncia genética 1695,73 0,004 0,03 0,014
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Para conhecer as caracteristicas radiculares da populagcao de

RILs, foi calculada a distribuicdo da frequéncia para cada uma das
quatro caracteristicas analisadas. Os extremos do grafico tiveram
um menor numero de gendtipos para todas as caracteristicas
(Figura 1), como seria esperado para caracteristicas de heranga
quantitativa. O comprimento da raiz variou de 57,02 a 309,78 cm
(Figura 1), com média de 140,48 cm (Tabela 2), ja os valores de
didmetro médio ficaram entre 0,72 a 1,12 mm (Figura 1), com média
de 0,88 mm (Tabela 2). O volume total das raizes variou de 0,44 a
1,44 cm? (Figura 1), com média de 0,83 cm?®(Tabela 2), enquanto o
volume de raizes finas foi de 0,20 a 0,82 cm?® (Figura 1), com média
de 0,45 cm3(Tabela 2).

Para comprimento e didmetro médio, foi observado que as
linhagens parentais (L3 e L22) ficaram nas classes intermediarias,
enquanto que para volume total e volume de raizes finas o parental
L3 ficou na classe intermediaria, enquanto o parental L22 ficou

em na classe extrema de menor valor (Figura 1). Apesar de os
parentais pertencerem a grupos heteréticos diferentes (L3 — flint

e L22 — dent) e se mostrarem geneticamente divergentes quando
genotipados com outras 770 linhagens de milho usando 1034 SNPs
(LU et al., 2009), eles ndo possuem fendtipos tao distintos para

tais parametros quanto a sua progénie. Esse € um tipico caso de
segregacao transgressiva, quando a populacéo transcende a média
dos parentais (VICENTE; TANKSLEY, 1993). Essa segregacao é
decorrente de novas combinacgdes de alelos em multiplos locos
relativos a cada um dos pais. A segregacao transgressiva foi
também observada para o niumero e o comprimento de raizes
laterais (ZHU et al., 2005a), comprimento e numero de raizes
seminais (ZHU et al., 2006) e para o comprimento de pelos
radiculares (ZHU et al., 2005b) em RILs de milho provenientes do
cruzamento de B73 (ineficiente) e Mo17 (eficiente) sob diferentes
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niveis de P. Este tipo de segregacao também foi observada para
caracteristicas de raizes adventicias em RILs de feijao crescidas
em diferentes niveis de P (OCHOA et al., 2006). A segregacgao
transgressiva permite a identificacdo de gendtipos superiores para
determinados caracteres de interesse agrondmico.

80 80
L2213
70 - * Kk 70 |
5 60 8 60|
2 =
S 50 @ 07 La 122
3 4 2 40 * x
[ (]
L 30 L 30
20 20
10 - 10
0
0-100 100-150 150-200 >200 0,0-0,65 0,65-0,85 0,85-0,95 =095
Comprimento total (cm) Diametro médio (mm)
80 ~ 80 5‘3
70 - P 70
S 60 T g0
8 g L22
S 50 S o0l
o 40 o 40
[ [}
i 30 - . (C 30
20 20
10 - 10 |
0
0,0-06 06-09 0912 =12 0,0-04 04-06 0608 =08
Volume total (cm?3) Volume de raizes finas (cm?3)

Figura 1. Frequéncia da distribuicao de comprimento total (cm),
didmetro médio (mm), volume total (cm?®) e volume de raizes
finas (1-2 mm) (cm?3) na populacéo de 145 RILs provenientes do
cruzamento L3xL22, crescida sob baixo P. Os parentais estao
indicados por asteriscos.

A analise de componentes principais (PCA) permitiu diferenciar
RILs de milho contrastantes com base nas quatro caracteristicas
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morfoldgicas de raiz analisadas. O primeiro componente principal
(PC1) explicou 68,9% da variagao enquanto o segundo componente
principal (PC2) explicou 26,2% da variagao (Figura 2). O PC1 teve
coeficientes positivos de autovetores para todas as variaveis, exceto
para o diametro médio da raiz, enquanto o PC2 teve coeficiente
negativo para comprimento total (Tabela 3). O PC1 foi explicado
principalmento pelo comprimento, volume total e de raizes finas,
enquanto o PC2 foi explicado principalmente pelo diametro médio
radicular. Estas analises permitiram a identificacao de grupos
contrastantes de RILs para caracteristicas do sistema radicular
(Figura 2).

Tabela 3. Analise de Componentes Principais (PCA) das
caracteristicas da raiz (comprimento total, didmetro médio, volume
total, volume de raizes finas). Autovetores, autovalores e a
proporgcéo acumulativa da varidncia total sdo mostrados para cada
componente principal (PC).

Comprimento total (cm) 0,58 -0,21
Diametro médio (mm) -0,26 0,84
Volume total (cm?) 0,58 0,18
Volume de raizes finas (cm?) 0,51 0,46
Autovetores 2,75 1,12
Variancia acumulada 68,9 (%) 96,1 (%)

As imagens das raizes dos gendtipos (Figura 3) exemplificam o
que foi mostrado no grafico de PCA (Figura 2). Os genétipos G109,
G113 e G55 apresentaram menores valores para comprimento e
volume (Figuras 2 e 3), enquanto os gendtipos G66, G114 e G88
exibiram os maiores valores de comprimento e volume (Figura 2

e 3). Ja os genotipos G55 e G88 apresentaram menor didametro
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médio, enquanto G109 e G66 apresentaram maior didametro médio
e G113 e G114 tiveram didmetro médio intermediario (Figuras 2 e
3). Os gendtipos G67 e G101 apresentaram comprimento, volume
e didmetro de raiz intermediarios (Figuras 2 e 3). Esses resultados
mostram que ha variabilidade entre a populacao para as diferentes
caracteristicas do sistema radicular e que € possivel observar
fenotipos contrastantes quando sdo consideradas as extremidades
do grafico. Assim como na analise de frequéncia (Figura 1), no
PCA os parentais L3 e L22 obtiveram valores intermediarios para
comprimento, volume total, volume de raizes finas e diametro médio
(Figuras 2 e 3).

Variagdes quantitativas significativas foram observadas para as
quatro caracteristicas analisadas nesta popula¢do de RILs L3xL22.
Esta diversidade foi consistente com relatos de variagao fenotipica
obtidos em populagéo de RILs B73xMo17 de milho, quando
estudados numero e comprimento de raizes laterais (ZHU et al.,
2005a) e comprimento e numero de raizes seminais (ZHU et al.,
2006).

E importante ressaltar que o tamanho do sistema radicular € um
ponto chave na aquisicao de nutrientes, uma vez que quanto maior
for a area do solo explorada pelo sistema radicular maior sera a
absorcédo de P (LYNCH, 2011). No entanto, é necessario considerar
o custo metabdlico de um sistema radicular muito desenvolvido em
relagao a eficiéncia na aquisicao de P. Os resultados fenotipicos
obtidos neste trabalho poderéo ser utilizados no mapeamento de
QTLs de morfologia radicular que também estejam envolvidos com
a eficiéncia na aquisicao de P em milho.
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Figura 2. Analise de Componentes Principais (PCA) para as

caracteristicas das raizes (comprimento da raiz, didmetro médio da

raiz, volume total das raizes e volume de raizes finas). A analise
de PC foi feita com caracteristicas radiculares apés 13 dias de

tratamento em baixo P. A propor¢céo cumulativa da variancia total de
cada componente principal (PC1 e PC2) é mostrada em cada eixo.

Os asteriscos representam os gendétipos das 145 RILs e os dois

parentais (L3 e L22).
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Figura 3. Imagens das raizes dos parentais (L3 e L22) e de RILs
(G67, G113, G109, G55, G101, G114, G66, G88) crescidas em
solugdo nutritiva de Magnavaca em baixo nivel de P (2,5 uM). As
sementes foram germinadas por quatro dias e analisadas 13 dias
apo6s o apos transplante.
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Conclusoes

As caracteristicas radiculares das 145 RILs de milho analisadas
em solucao nutritiva sob baixo P apresentaram baixo coeficiente de
variacao e alta herdabilidade.

As analises de frequéncia e de componentes principais mostraram
que ha variabilidade fenotipica dentro da populagéo e que houve
segregacao transgressiva considerando as caracteristicas
morfologicas de comprimento, diametro médio, volume total e
volume de raizes finas.
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