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RESUMO

SILVA, Michele Jorgeda M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2Dafac-
terizacdo fenotipica e molecular de linhagens de sorgo sacarino visando producédo de
bioetanol. Orientador: José Eustaquio de Souza Carneiro. Coorientadores: Rafael Augusto da
Costa Parrella e Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

Nos dias atuais, devido a elevada demanda por etanol, o cultivo de sorgo sacarino (Sorghum
bicolor (L.) Moench) surge como uma importante alternativa para a produgao de bioenergia.
O sorgo sacarino € uma cultura que vem apresentando destaque no setor agroenergético, ume
vez que o armazenamento de acglcares se localiza nos colmos, apresenta facilidaale-de mec
zacdo, alto teor de acgucares diretamente fermentaveis contidos no colmo, elevada producéo de
biomassa e antecipacao da colheita com relacao adeawlcar. Para o melhor entendimen-

to da variabilidade genética dessa cultura, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo
de realizar a caracterizacéo fenotipica e molecular de linhagens de sarjmosagis 0 &-

tudo da diversidade de uma espécie é fundamental para a escolha de genoétipos superiores &
serem usados em programa de desenvolvimento de cultivares. Para a caracterizagéo fenotipica
e molecular das linhagens de sorgo sacarino, foram utilizados 100 materiarscentes ao
programa de melhoramento genético da Embrapa Milho e Sorgo. Primeiramente, foi realizado
um levantamento sobre a origem e identificacdo dos genitores das linhagens utilizadas. O e
tudo da diversidade foi realizado baseando-se em caracteres morfoagrondémicos ei-agrondm
cos, e com base em dados de marcadores moleculares. A avaliacdo das carachenificas
agrondmicas e agronémicas foram conduzidas na Embrapa Milho e Sorgo, dragSate-

MG, e a genotipagem dos materiais foi realizada no IGD (Institute for Genomic Diversity) da
Universidade de Cornell, nos Estados Unidos. A caracterizacdo morfoagrondmica foi feita de
acordo com o teste de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE), avaliando-se
51 descritores. As avaliacdes agronémicas foram feitas a partir de um experimento em campo
com delineamento em latice com trés repetices, considerando as caracteristicas mais relacio-
nadas a producdo de acUcares e biomassa. A caracterizacdo molecular foavégadatte-

nica de GBS (Genotyping by sequencing) que se baseia na reducdo da complexidade geném
cacom base em diferentes combinacdes de enzimas de restricdo. As analises estatisticas dos
dados agronémicos foram realizadas com base em modelos mistos, no qual os componentes
de variancia foram estimados via REML (Restricted Maximum Likelihood) e as médias BLUP
(Best Linear Unbiased Prediction) foram obtidas para os materiais avaliados para eaada cara

teristica fenotipica de interesse. As andlises de diversidade foram realizadas para os dados
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morfoagrondémicos, agrondmicos e moleculares, a partir da obtencdo de uma matriz de distan-
cias, formando-se agrupamentos das linhagens através do método Neighbor-Joining. Para a
caracterizacao fenotipica, observou-se que os caracteres agronémicos apesar da grande impo
tancia, ndo foram muito informativos para o agrupamento dos acessos e a caracteatzacdo b
seada em dados moleculares foi a que demonstrou os melhores resultados no estudo da dive
sidade. No entanto, a partir do estudo da diversidade genética combinando os dados-das cara
teristicas morfoagrondmicas, agronémieatados de marcadores moleculares, notou-se um

melhor agrupamento entre as linhagens.
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ABSTRACT

SILVA, Michele Jorge da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, PB&bo-

typic and molecular characterization of sweet sorghum for bioethanol productiorAdvi-

ser: José Eustaquio de Souza Carnéwadvisers Rafael Augusto da Costa Parrella and
Pedro Crescéncio Souza Carneiro.

Currently, due to the high demand for ethanol, sweet sorghum (Sorghum bicolor L. Moench)
cultivation emerges as an important alternative for the production of bioenergy. The sweet
sorghum is a crop that has shown highleghit the agro-energy industry, since its sugar-sto

age is located in the stalk, possibility of harvest mechanization, high content of directly fe
mentable sugars, high biomass production and early harvest compared to sugarcane. For a
better understanding of the genetic variability of this crop, the present study was developed
with the objective of performing a phenotypical and molecular characterization of suwweet so
ghum inbred lines, since the study of diversity of a species is essential for choosing superior
genotypes to be used in a cultivar development program. In the phenotypic and molecular
characterization of sweet sorghum inbred lines, we used 100 materials from the breeding pro-
gram of Embrapa Maize and Sorghum. First, a research was carried out in order to identify
the origin of the parental lines of the inbred lines used. The study of diversity was conducted
based on morpho-agronomic, agronomic traits and molecular markers. The field evaluation of
morpho-agronomic and agronomic traits were carried out at Embrapa Maize and Sorghum in
Sete Lagoas MG, and the genotyping of the materials was performed in the IGD (Institute for
Genomic Diversity) at Cornell University in the United States. The morpho-agrononnic cha
acterization was performed according to the Distinctness, Uniformity and Stability (DUS)
test, evaluating 51 descriptors. The agronomic evaluations were conducted in a figld exper
ment, in a lattice design with three replications, considering the traits related to sugar and b
omass production. Molecular characterization was conducted through the GBS (Genotyping
by sequencing) technique which is based in the reduction of the genomic complexity using
different combinations of restriction enzymes. Statistical analysis of the agronomicatata w
performed through the mixed models approach, in which the variance components were est
mated by REML (Restricted Maximum Likelihood) and the BLUP means (Best Linear Unb
ased Prediction) were obtained for the evaluated materials for each agronomic trait of inte
est. The diversity analyses were performed based on morph-agronomic, agronomic and mo-
lecular markers data, obtaining a distance matrix and forming clusters of inbred lines through
the Neighbor-Joining method. For the phenotypic characterization, it was observee-that, d

spite the great importance, the agronomic characteristics were not very informative for group-
ix



ing the inbred lines and the characterization based on molecular markers showed #e best r
sults in the study of diversity. However, based on the study of genetic diversity, in which data

from morpho-agronomic, agronomic and molecular markers were combined, it was observed

a better grouping for the inbred lines.



1 INTRODUCAO

Em todo o mundo, o cenario mundial da agricultura, da producéo de energia e da
geopolitica muda rapidamente. Paises com maior potencial para produzir energia de
forma renovéavel a um custo baixo e oferta abundante possuem maiores chances de
aproveitar as oportunidades do mercado. Com a disponibilidade de grandes extensdes
de terras ociosas, além de clima favoravel e elevado grau de avanco em tecnologia
agropecudria, o Brasil estd em posicao privilegiada em relagédo a outros paises produto-
res (GENTIL & FAGGION, 2014).

O petrdleo é a principal fonte de energia ao nivel mundial. Porém, os elevados
precos do petrdleo como consequéncia das crises de 70 e 80, assim como 0s impactos
ambientais, econdmicos e sociais decorrentes do uso intensivo de fontes ndo renovaveis
de energia, incentivam a busca por biocombustiveis. Assim, a demanda mundial por
combustiveis renovaveis tem-se expandido rapidamente nos ultimos anos em todo o
mundo. Menor custo, autossuficiéncia em relacdo aos paises exportadores de petroleo,
reducdo do volume de emissdes de gases do efeito estufa, incertezas a respeito da di
ponibilidade futura de recursos nao renovaveis e tensées geopoliticas em regides produ-
toras do combustivel féssil sdo alguns dos fatores que tém despertado grande interesse
pelos biocombustiveis (MARTINS & ANDRADE, 2014).

A producédo de bioenergia é também uma medida de extrema importancia para
enfrentarmos 0s sérios desafios ambientais relacionados com os efeitos das mudancas
climaticas globais. Ainda que a bioenergia ndo seja a Unica solu¢do para este problema,
ela certamente contribuira para mitigar as emissées de combustiveis fosseiEE(BARC
LOS, 2012).

Lipinski & Kresovich (1992) afirmaram que as trés culturas de maior destaque
para a producédo de etanol sdo a amagucar, a beterraba acucareira e o sorgoisacar
no. Embora no Brasil a cana-de-acucar se destaque como a matéria-prima que estabel
ce as melhores condi¢ces de produtividade, a expectativa de um mercado muwsidial cre
cente de etanol leva a procura por novas fontes de energia. Além disso, o pais ainda
apresenta problemas para suprimento de sua demanda interna, principalments-na entre
safra da cana.

Em virtude da elevada demanda atual por etanol, o cultivo de sorgo sacarino

(Sorghum bicolor (L.) Moench) € uma importante alternativa para a producaoede bio

1



nergia (RATNAVATHI et al., 2011). O sorgo é uma planta que se assemelha a cana-de-
acucar, uma vez que o armazenamento de acUcares se localiza nos colmos, e é utilizado
para a producdo de etanol nas mesmas destilarias ddesagaear. Entretanto, o sorgo

é cultivado a partir de sementes e apresenta um ciclo vegetativo de 90 a 130 dias, bem
mais curto que o da cana-de-acgucar (SOUZA et al., 2005).

A divergéncia genética € um dos mais importantes parametros avaliados-por m
Ihoristas de plantas na fase inicial de um programa de melhoramento genético. Muitos
métodos estédo disponiveis para avalid-la em populacfes de plantas, diferenciando-se na
habilidade em detectar diferencas entre genétipos (MORALES et al., Fhihyra a
colecdo mundial de sorgo seja uma das mais extensas, menos de 3% dos acessos tem
sido utilizados em programas de melhoramento. E necessario ampliar as informacées
sobre diversidade genética na cultura do sorgo sacarino, permitindo com o avan¢o dos
estudosa identificacdo de possiveis genitores, ou, até mesmo, de gendtipos coes caract
risticas superiores (DAHLBERG et al., 1996).

Visando contribuir para o entendimento da variabilidade genética do soego sac
rino, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de realizar a caracterezacao f
notipica e molecular de linhagens dessa cultura. O conhecimento sobre a diversidade
genética dos materiais usados em programas de melhoramento € de fundamental impo
tancia para ajudar os melhoristas na identificacdo e organizacdo dos recursos genéticos

disponiveis, visando a utilizacéo destes para o desenvolvimento de cultivares.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais do Sorgo

O sorgo é uma graminea anual, pertencente a ordem Poales, familia Poaceae,
género Sorghum e espécie Sorghum bicolor. Quanto ao nimero de cromossomos, se
trata de uma espécie dipléide (2n = 20). Essa cultura apresenta uma grande variacdo em
termos de especializacdo da planta conforme a finalidade de cultivo sendo que, em &
bito agrondmico, a cultura pode ser classificada em cinco grupos: sorgo grangero, va
soura, forrageiro, sacarino e lignocelulésico (RIBAS, 2088%a grande variabilidade
entre os tipos de sorgo torna a cultura especial, por ser capaz de atender diveasos merc

dos, interesses e necessidades em todo o mundo.



Nos paises em desenvolvimento, o sorgo destina-se a alimentacdo humana de
mais de 500 milhfes de pessoas, enquanto nos demais paises a cultura é utilizada essen-
cialmente como alimento animal. E uma cultura muito importante, sendo o quinto cereal
mais produzido no mundo, atras, apenas, de arroz, trigo, milho e cevada. Sua maior area
de prodg&olocaliza-se na Africa, enquanto a maior producdo esta na Américardo No
te, México e Estados Unidos. E também uma cultura que apresenta bastante sersatilid
de, podendo ser utilizada na alimentacdo humana e animal, servindo de matéria-prima
para a producédo de etanol, bebidas alcodlicas, colas, tintas, vassouras, na extracdo de
acucar, producao de amido e 6leo comestivel (CONAB, 2014).

O sorgo é uma planta mondica que apresenta flores perfeitas, sendo basicamente
uma espécie autdbgama. A fertilizacdo se inicia no topo da panicula com duracédo de 4 a
6 dias. Ocorre a predominancia de autofecundacéo e a taxa de fecundacéo cruzada pode
variar de 2% a 10%, o polén germina imediatamente quando em contato com estigma
receptivo.

O processo de producdo de sementes se divide em duas etapas: a goimeira
responde a obtencéo de linhagens puras; e a segstdl relacionada a geracéo de h
bridos a partir de cruzamentos. Possui uma inflorescéncia terminal do tipo panicula,
composta por uma espiga séssil, fértil, acompanhada por duas espiguetas estéreis p
dunculadas que caracterizam o género, e, por fim, seu fruto € uma cariopse @d grao s
co.

Com relacéo a fisiologia, o sorgo se trata de uma planta C4, de dias curtos e com
altas taxas fotossintéticas. Em sua grande maioria, 0s materiais genéticos de-sorgo r
guerem temperaturas superiores a 21 °C para um bom crescimento e desenvolvimento.
Sua estrutura radicular € composta por raizes que por possuir silica na endoderme, gran-
de quantidade de pélos absorventes e altos indices de lignificacdo de periciclo, conferem
a cultura maior tolerancia ao déficit hidrico e ao excesso de umidade no solo, do que 0s
demais cereais. O caule por sua vez é dividido em nés e entrends, com folhas ao longo
de toda a planta. (MAGALHAES et al., 2010).

A produtividade do sorgo esta relacionada com diversos fatores, sendoagque a r
diacao solar, a precipitacao, a disponibilidade de agua no solo, e a temperatura do ar sao
agueles que exercem maior influéncia na sua produtividade. Apesar do sorgo ser uma

cultura de clima quente, com mecanismos eficientes de tolerancia a seca, exigtem vari



dades adaptadas as mais diferentes condi¢Bes climéticas, inclusive a locais de baixa
temperatura (RODRIGUES, 2010).

2.2 Origem do sorgo sacarino

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor, L. Moench) é uma graminea de origem afr
cana, introduzida no Brasil no inicio do século XX. E uma cultura rastica com aptid&o
para cultivo em areas tropicais, subtropicais e temperadas. Apresenta ampla adaptabil
dade, tolerancia a estresses abioticos e pode ser cultivado em diferentes tipos de solos
(EMYDGIO, 2010).

A domesticacdo do sorgo, segundo registros arqueologicos, deve ter acontecido
por volta de 3000 AC, ao tempo em que a pratica da domesticacao e cultivo de outros
cereais era introduzida no Egito Antigo a partir da Etidpia. As rotas comerciass terre
tres ou maritimas da antiguidade que levavam ao Extremo Oriente (China, Ceréia e J
p&o) certamente foram usadas para introduzir o sorgo na india. O sorgo chegbu ao Or
ente Médio um pouco mais tarde e ao mesmo tempo atingiu a Europa através da Itélia,
provavelmente, com sementes trazidas da india por volta de 60 a 70 anos DC. Partindo,
também da india, o sorgo chegou a China no século Il DC (RIBAS, 2003).

Com relagéo ao sorgo sacarino, este comecou a se desenvolver nos EUA durante
os ultimos 150 anos. Na década de 1850 a importancia do sorgo sacarino era para a pro-
ducéo de xarope e forragem. O primeiro sorgo sacarino introduzido nos EUA foi o da
raca local pertencente a China, o Chinese Ambar, em 1853. Vérias cultivares vieram da
Africa, como: Orange, Sumac, Redtop, Gooseneck, Texas Seed Ribbon Cane, Honey e
White African. (WINBERRY, 1980). Outras cultivares foram introduzidos mais tarde:
Collier da Africa do Sul, Mclean da Austrélia, e outras de origem desconhecida, Folger,
Coleman, Sugar Drip, e Rex (MAUNDER, 2000).

A maioria das cultivares de sorgo sacarino foram desenvolvidas no periodo de
1940 a 1983 com o apoio do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA -
United States Department of Agriculture) e da Estacdo Experimental de Culturas Agu-
careiras (Sugar Crops Field Stadiolocalizada na cidade de Meridian, no estade-am
ricano de Mississippi. Foram utilizadas nas pesquisas landraces, ou seja, linhagens con-
sideradas nativas, para o melhoramento genético de sorgo sacarino, desenvolvendo-se

materiais para a producgéo de xarope, no qual o foco principal era a resisténcia a doen-



cas, alto teor de solidos sollveis e a boa pureza e qualidade do produto. As landraces
MN foram muito utilizadas nos programas de melhoramento dos Estados Unidos, para o

desenvolvimento de novas variedades (MURRAY, et.al. 2009).

2.3 Importancia do sorgo sacarino

Dentre as diversas matérias-primas renovaveis e sustentaveis, disponileis atua
mente, para auxiliar o setor sucroalcooleiro do Brasil, destaca-se o sorgo sacarino. Esta
planta possui varias vantagens para a producdo de agucar e etanol quando comparada a
outras culturas, como: colmos com caldo rico em acgucares fermentesciveis, semelhante
ao da cana; facilidade de mecanizacéo da cultura; alto teor de acuUcares dirdamente
mentaveis contidos no colmo, sendo este aclcar composto principalmente de sacarose
(70-80%)), frutose e glicose, similar ao do acgucar de beterbdhada producdo deé-b
omassa; e antecipacdo da colheita com relacdo a cana-de-agUcar. Outra grande vant
gem do sorgo sacarino em relacdo a cana-de-acUcar € o fato de apresentar ciclo curto
(120-130 dias), permitindo que a cultura seja estabelecida e colhida durante a-entress
fra da cana-de-acUcar, beneficiando a industria alcooleira, que néo ficaria sem matéria-
prima para a producdo de etanol nesse periodo (EMYDGIO, 2010). Apresenta aptidao
para cultivo em areas tropicais, subtropicais e temperadas, sendo tolerante a estresses
abidticos (LIZARAZU & MONTI, 2012), o que amplia 0 zoneamento agroenergético,
podendo esta cultura ser implantada em areas aptas ao cultivo dieegdaar e ser
cultivada em solos de diferentes fertilidades e niveis de acidez, mostrando-se eficiente
na utilizacdo de insumos e de agua, 0 que promove um balanco energético favoravel
para a producdo (EMYDGIO, 2010).

A escolha de cultivares adequadas € fator de grande importancia no cultivo do
sorgo sacarino para producéo de etanol. Uma boa cultivar de sorgo sacarino eleve apr
sentar as seguintes caracteristicas: a) alta capacidade de rendimento do colmo (compr
mento e didmetro de médio a grande); b) resisténcia ao acamamento; c) alta{percent
gem de caldo extraivel; d) alto contetdo de sélidos solluveis totais (°Brix) no caldo,
principalmente acucares; €) resisténcia as principais doencas; f) tolerancia a seca e ao
encharcamento; e g) tolerancia a inseticidas (SCHAFFERT, et al., 1980).

Os trabalhos de pesquisa e estudo de viabilidade da utilizacdo do sorgo sacarino

para producdo alternativa de etanol vém sendo desenvolvidos desde 1976, pelo Centro



Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, da Embrapa. Com o Pré-Alcool, a Embrapa
Milho e Sorgo iniciou um programa de melhoramento de cultivares de sorgo sacarino
com o objetivo de desenvolver cultivares destinadas a producédo de alcool, principa
mente por pequenas destilarias. Devido a eliminacdo dos incentivos governamentais as
pequenas destilarias na década de 80, o programa de melhoramento do sorgo sacarino
foi desacelerado na Embrapa. Entretanto, mais recentemente, e de acordo com o Plano
Nacional de Agroenergia (BRASIL, 2006), a Embrapa tem priorizado o desenvolvimen-

to de cultivares de sorgo sacarino (producédo de etanol de primeira geracao e residuos) e
de sorgo-energia (biomassa diferenciada para caracteristicas lignocelulosicas para fins
energéticos, com foco em etanol de segunda geracdo ou cogeracdo de (@HdRgia)

CINO, 2011).

O etanol de primeira geracéo consiste na obtencédo do biocombustivel por meio
do processo de fermentagcdo de acguUcares diretamente fermentesciveis preseftes no co
mo da planta, utilizando fundamentalmente enzimas responséveis pela hidrélise-da sac
rose. Ja a tecnologia de producao de etanol de segunda geracdo, a matéria-péama utiliz
da para producéo do alcool € a biomassa vegetal, a qual tem seus polimeros de parede
celular transformados em agucares simples (pré-tratamento e sacarificacao) & convert
dos em etanol por meio da fermentagcédo (RUBIN, 2008). Esse processo representa uma
fonte alternativa para producéo em larga escala de etanol de segunda geragao, por ser
renovavel, geograficamente distribuida, e relativamente favoravel no que diz respeito a
emissdo de gases poluentes (SOMERVILLE, 2007).

Dessa forma para que haja uniformidade, controle na producéo de etamel, e m
Ihor desempenhoageracdo de energia a partir do sorgo sacarino, a caracterizagao do
caldo extraido e do bagaco produzido apdés a moagem e extracdo do caldo torna-se de

grande importancia.

2.4 Melhoramento Genético de sorgo sacarino

Os principais objetivos dos programas de melhoramento do sorgo sacarino € a
melhoria na quantidade e na qualidade dos agucares presentes no colmo e o aumento da
produtividade de biomassa verde. As cultivares desenvolvidas, além de sereir produt
vas, também precisam ser estaveis quanto as variagcdes ambientais e responsivas as m

Ihorias no ambienteDevido a estrutura e aos mecanismos naturais de polinizacdo do
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sorgo sacarino a realizagdo do cruzamento controlado entre dois individuos é uma tarefa
dificil devido a dificuldade em realizar a emasculagdo. Porém, a exploracdo comercial
de hibridos se tornou possivel a partir de 1954, com a descoberta do sistema de macho-
esterilidade genético-citoplasmatica (STEPHENS & HOLLAND, 1954).

A esterilidade genético-citoplasmatica ocorre através da interacdo entre o gene
Kafir e o citoplasma Milo. S&o necessarios trés diferentes linhagemprpducdo de
um hibrido de sorgo sacarino. A primeira € denominada linhagem A, que possui cito-
plasma estéril e os alelos restauradores da fertilidade s&o recessivos, ou seja-€ a linh
gem macho-estéril. A segunda linhagem, denominada B, é conhecida como mantenedo-
ra, essa linhagem possui a mesma constituicdo genética da linhagem A, porém com ¢
toplasma fértil, ou seja, essa linhagem é usada para a multiplicacdo da linhagem A. E a
terceira linhagem é denominada R, conhecida como restauradora, essa deve ser homoz
gota dominante para que o gene possa restaurar a fertilidade (PARRELLA, 2011).
linhagem R né&o é fenotipicamente similar a linhagem A, e a combinagdo delas devera

resultar em um hibrido de alto potencial de rendimento.

2.5 Descricéo de algumas linhagens de sorgo sacarino

A variabilidade genética em programas de melhoramento de sorgo pode ser a
pliada pelo uso da colecdo mundial, da aquisicdo de sementes de outros programas de
melhoramento e de cruzamento entre linhagens selecionadas. A introducdo de gendétipos
oriundos do ICRISAT - International Crops Research Institute for The Semi-Arid Tro-
pics, na India, e de cole¢bes do CIATentro Internacional de Agricultura Tropigcal
na Colémbia, CIRAD- La Recherche Agronomique Pour Lé Développment, na Franca
e de instituicdes publicas dos Estados Unidos, como (USDA/ARS, Universidade do
Texas Kentucky) teve importante contribuicdo para os programas de melhoramento do
Brasil (SANTOS et al., 2005).

Algumas das mais importantes linhagens de sorgo sacarino conhecidas a nivel
internacional sdo: DaleBrandes, Georgia Blue Ribbon, Honey, M81E, Sugar Drip,
Theis, Tracy, Sart e Willians. Segundo Mask & Morris (1991) e Freeman et al. (1986),

as principais caracteristicas de cada uma delas séo:



Dale: é uma linhagem melhorada, desenvolvida na Estacdo Experimental de Culturas
Acucareiras, no Mississippi, Estados Unidos em 1970. Seus genitores foramaas linh
gens Tracy e MN960, sendo Tracy o genitor recorrente. As sementes sdo pequenas, com
coloracdo avermelhada a marrom. Com relacdo a formacédo de paniculas, as hastes se
classificam em tamanho médio. E também uma linhagem resistente a antracnose foliar e

a podriddo vermelha do colmo, capapdoduzir um xarope de excelente qualidade.

Brandes: foi lancada em 1968 e desenvolvida na Estacdo Experimental de Culturas
Acucareiras, no Mississippi. Seus genitores foram as linha@dhsr 706-C e MN

1500. E uma variedade de ciclo tardio, possui um sistema radicular excelente B-¢ basta

te resistente ao acamamento. As sementes sdo pequenas, com coloragcdo branca. Com
relacdo as doencas, se trata de um material resistente a antracnose e a podedao verm
lha do colmo. Produz um xarope de boa qualidade, mas é mais suscetivel a seca do que

outras linhagens.

Georgia Blue Ribbon: € uma linhagem desenvolvida na Estacdo Experimental de Cultu-

ras Acucareiras, no Mississippi. As sementes sdo de tamanho médio e colomnacdo ma
rom. O »arope é de boa qualidade, porém é suscetivel a varias doencas do sorgo sacar

no.

Honey: é uma linhagem desenvolvida pelo Departamento de Agricultura dos Estados

Unidos, 1986. E suscetivel as principais doencas do sargono.

MB81E: € uma linhagem de ciclo tardio, desenvolvida na Estacdo Experimental de Cultu-
ras Acucareiras, no Mississippi em 1983. Seus genitores foram as linhagens Brawley e
Rio. E semelhante a linhagem Dale em altura, e é resistente a antracnose foliar e podr
déo vermelha do colmo, mas é suscetivel ao mosaico-comum. O rendimento ae seu X
rope é geralmente superior ao da linhagem Dale, possui um sabor suave, cor ambar, e de

excelente qualidade.

Sugar Drip: € uma linhagem desenvolvida pelo Departamento de Agricultura dos Est
dos. Trata-se de um material muito precoce, e muito suscetivel para a maioria das doen-

casdo sorgo. Apresenta sementes de tamanho médio e com coloragdo marrom.



Theis: € uma linhagem desenvolvida na Estacao Experimental de Culturas Acucareiras,
no Mississippi em 1978. Seus genitores sdo as linhagens Wiley, White African, MN
1054 e MN 660. Possui maturidade tardia semelhante a Brandes e Wiley. As sementes
sao grandes, com coloracdo marrom e a planta possui boa resisténcia ao acaf®amento.
xarope geralmente € excelente. E altamente resistente a antracnosedqlaairieao

vermelha do colmo.

Tracy: € uma linhagem desenvolvida pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos e lancado em 1953. Seus genitores sédo as linhagens White African e Sumac.
Possui capacidade de perfilhamento intermediario. Os colmos séo rigidos e suculentos,
porém é uma planta suscetivel a antracnose, podriddo vermelha do colmo e ferrugem.

Produz um excelente xarope, mas com baixo rendimento.

Sart: € uma linhagem de maturacéo tardia para producdo de xarope. Foi desenvolvida
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos em 1945, a partir de materiais
vindos do Sud&o, Africa Central. A semente é grande e possui coloragéo branca. Sart é

muito resistente a antracnose foliar e podridao vermelha do colmo.

Williams: foi desenvolvida pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
Apresenta sementes com coloracdo maeghimas avermelhadas. Os caules sé&o sucu-
lentos, e muito suscetiveis as principais doenc¢as de sorgo sacarino, porém produz xaro-

pe de boa qualidade.

No inicio dos anos 80, o Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
(CNPMS) selecionou seis variedades de sorgo sacarino - BR 500, BR 501, BR 502, BR
503, BR504 e BR505 derivadas das variedades Rio, Brandes, Roma, Theis, Dale e
Wray, respectivamente,vindas doSugar Crops Field StatipMississippi Todas com
produtividade de colmos superior a 40 t leateor de sélidos soltveis médios entre 18 e
20° Brix.Em 1984, as primeiras variedades brasileiras foram desenvolvidas com poten-
cial para producédo de etanol, sendo o BRS 506 e BRS 507, e o hibrido BRS B91 (PA
RELLA, 2011). Como ja4 mencionado, com a crise do Pro-alcool, perdeu-se o foco do

melhoramento genético do sorgo sacarino no Brasil. A partir de 2008, a Embrapa rein



ciou seu programa de melhoramento de sorgo sacarino, devido ao grande potencial de
ta cultura na geracdo de energia renovavel e a grande demanda por matéria-prima alte

nativa.

2.6 Importancia do estudo da diversidade genética

O estudo da diversidade de uma espécie é fundamental para a escolhaide genot
pos superiores a serem usados em programas de desenvolvimento de cultivares. Essa
avaliacdo envolve a caracterizacdo fenotipica e genotipica, para o estabelecimento do
grau de parentesco entre os genotipos (CANIATO, 2005). Assim, recursos genéticos
sdo coletados ndo apenas para serem conservados, mas também para serem utilizados
em um programa de melhoramento. Em ambos os casos, ndo basta ter a semente ou a
planta, é necessario que se tenha informacdes sobre elas (QUEROL, 1993). Para tanto,
devem ser devidamente caracterizados a fim de permitir ganhos genéticos mais promi
sores no melhoramento e também potencializar o uso destes recursos pelos agricultores
e produtores (COELHO, 2007).

De acordo com Arriel (2006), apesar dos caracteres morfolégicos seremx ampl
mente usados na caracterizacao da diversidade, a combinacdo com os marcaglores mol
culares pode fornecer um quadro mais completo para o agrupamento de genétipos e o
planejamento de cruzamentos no melhoramento genético vegetal. A andlise molecular
da diversidade apresenta algumas caracteristicas vantajosas, como a sua independéncia
de fatores ambientais e a velocidade de obtenc&o de dados.

A utilizagdo do germoplasma tem sido limitada, principalmente como fonte de
caracteres de importancia agronémica e exotica (DAHLBERG et al., 19@8hcesso
de caracterizacdo fenotipica e molecular é muito importante para o estudo daadiversid
de genética de uma cultura, uma vez que fornece uma série de informacdes a respeito da
variabilidade genética de cada material estudado, possibilitando, dessa forma-o conh
cimento do germoplasma e a determinacéo de sua utilidade potencial e futura. Estudos
de diversidade podem ser enriquecidos com o auxilio de marcadores moleculares, cap
zes de detectar o polimorfismo genético diretamente do DNA (CANIATO, 2085). S
gundo Belicuas et al. (2009) a caracterizacao de linhagens € essencial para um programa

de melhoramento, e os marcadores molecularesf&@@ntes para caracterizar e dete
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minar a variabilidade das linhagens de milho e sorgo do programa de melhoramento da
Embrapa Milho e Sorgo.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao do material vegetal

Para a caracterizacao fenotipica e molecular das linhagens de sorgo sacarino, fo-
ram utilizados 100 materiais (TABELA pertencentes ao programa de melhoramento
genético da Embrapa Milho e Sorgo. Essa caracteriza¢do visa a obtencdo de um maior
namero de informacfes sobre caracteres agrondmicos e industriais de interesse, para
gue seja possivel a identificacdo de materiais com maior potencial de uso em programas
de melhoramento para producao de bioenergia.

Primeiramente, foi realizado um levantamento sobre a origem e identificacao
dos genitores das linhagens de sorgo sacarino utilizadas, classificando-as de acordo com
0 banco de dados da GRIN (Germoplam Resources Information Network) (USDA-ARS,
2008), em linhagens historicas, linhagens modernas e landraces MN, IS e SSM. De
acordo com Murray et al. (2009), as linhagens chamadas histéricas sdo aquelas que, a
partir do ano 1900, comecgaram a ser cultivadas, e apresentam, em geral, origem desco-
nhecida e falta de informacgdes concretas sobre seus genitores. As linhagens modernas
correspondem aqueles materiais que foram melhorados geneticamente, e que possuem
informac@es sobre o pedigree. Foram, também, utilizadas linhagens geneticagiente m
lhoradas da Embrapa Milho e Sorgo, chamadas de linhagens modernas - Embrapa. E as
linhagens denominadas “landrace® sao cultivares nativas, que muitas vezes saoedif

rentes fenotipicamente, mas que podem apresentar certa similaridade genética entre si.
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TABELA 1. Materiais de sorgo sacarino, pertencentes ao Programa de Melhoramento Genético da Ethbrefaoktjo, selecionados para a cara
rizacéo fenotipica e molecular

LINHAGEM Fonte Classificagcdo Pedigree/Informacdes Gerais
ATLAS MISSISSIPPI SH Blackhull Kafir x Sourless, 1938

BRANDES MISSISSIPPI SM Collier 706-C x MN 1500, 1968

BRAWLEY USDA/ARS SM (SC 949/3/4-dwarf Martin B line/SC 949/2/SC 949)x2/4/SC 949, 1983
CMSXS604 EMBRAPA SM NP3R x PU785091

CMSXS624 EMBRAPA SM CMSXS605 x CMSXS607, 1975

CMSXS627 EMBRAPA SM Keller, 1979

CMSXS629 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1986

CMSXS630 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1983

CMSXS631 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1983

CMSXS632 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1983

CMSXS633 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1983

CMSXS634 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1983

CMSXS635 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1983

CMSXS636 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1983

CMSXS637 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1983

CMSXS639 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1984

CMSXS641 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1984

CMSXS642 EMBRAPA SM Rio x Wray, 1984

CMSXS643 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1984

CMSXS645 EMBRAPA SM Brandes x Wray, 1984

CMSXS646 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1984

CMSXS647 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1984

CMSXS648 EMBRAPA SM Theis x Wray, 1984

COES USDA/ARS SH -

COLLIER MISSISSIPPI SH Introduzido do Sul da Africa, 1946

DALE MISSISSIPPI SM Tracy x MN960, sendo Tracy o genitor recorrente, 1970
EARLY FOLGER MISSISSIPPI SH Selecéo de Early Amber; Introduzido da Africa, 1942
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Tabela 1, continuacéo

ELLIS SORGO
GEORGIA BLUE RIBBON
HODO

HONEY

ICEBERG

1S15443

IS15752

1S16044

1S19453

1S22332

1S2263

1S26833

1S27146

1S2787

1S28409

1S29310

1S32569

1S5972

IS6351

1S929

KANSAS ORANGE
KELLERS CRYSTAL DRIP
LEOTI RED

M81E

MCLEAN

MN 1357

MN21030

MN1056

USDA/ARS
MISSISSIPPI
USDA/ARS
USDA/ARS
USDA/ARS
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
ICRISAT
USDA/ARS
USDA/ARS
USDA/ARS
MISSISSIPPI
USDA/ARS
USDA/ARS
USDA/ARS
USDA/ARS

SH
SH
SM
SH
SH
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
LIS
SH
SM
SH
SM
SH
LMN
LMN
LMN

Leoti xAtlas, 1948

Acesso foi coletado em 1983, india
Pertence aorgpo Orange, 1983
Camardes, Africa Central, 1973
Camardes, Africa Central, 1972
Camardes, Africa Central, 1972
Botswana, Africa Meridional
Botswana, Africa Meridional, 1980
Sudao, Africa Oriental, 1993
Sudéo, Africa Oriental, 1993
Zimbabwe, Africa Meridional
Kenya, Africa Oriental, 1967
lémen, Asia

Suazilandia, Africa Meridional
Somalia, Africa Oriental

india, Asia, 1967

india, Asia, 1967

Sudéo, Africa Oriental, 1993
Selecéo de Orange; Introduzido da Africa, 1938
Texas, EUA, 1961

Texas, EUA,1946

Brawley x (Brawley x Rio), 1983

Sudao, Africa Orienta, 1945
Selecio de SC 1055, Sudéo, Africa Oriental
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Tabela 1, continuacéo

MN21060 USDA/ARS LMN Sudao, Africa Oriental

MN1500 USDA/ARS LMN Selecdo de SC 1057. Uganda, Africa Oriental
MN1996 USDA/ARS LMN Malawi, Africa Oriental, 1946

MN4004 USDA/ARS LMN Norte da Austrélia

MN4008 USDA/ARS LMN -

MN4080 USDA/ARS LMN Zaire, Africa Meridional, 1958

MN4291 USDA/ARS LMN -

MN4418 USDA/ARS LMN -

MN4423 USDA/ARS LMN -

MN4490 USDA/ARS LMN Etiépia, Africa Oriental

MN4508 USDA/ARS LMN Uganda, Africa Oriental, 1960

MN4509 USDA/ARS LMN Uganda, Africa Oriental, 1960

MN4512 USDA/ARS LMN india, Asia

MN4514 USDA/ARS LMN india, Asia

MN4578 USDA/ARS LMN Etiopia, Africa Oriental

MN4581 USDA/ARS LMN Etiépia, Africa Oriental

MN752 USDA/ARS LMN Sudao, Africa Oriental

MN960 USDA/ARS LMN Sudao, Africa Oriental

NORKAN USDA/ARS SM Atlas x Early Sumac, 1941.

RAMADA USDA/ARS SM Mer. 45-45 x (MN 1056 x MN 1054 x MN 1060)
REX USDA/ARS SH -

RIBBON CANE STRAIGHT NECK USDA/ARS SH -

RIO USDA/ARS SM MN 23 x MN 1048, 1965

ROMA USDA/ARS SM Mer 45-45 X MN 1060

ROSSO LOMBARDO - SH Buenos Aires, Argentina, 1959

ROX ORANGE MISSISSIPPI SH Conhecido como cana-de-acUcar, pertence ao grupo Orange, 1938
SACCALINE USDA/ARS SH -

SART USDA/ARS SM Sudao, Africa Oriental, 1951



Tabelal, continuacéo

SIRRI USDA/ARS SH Sudao, Africa Oriental

SOAVE USDA/ARS SH Sudéo, Africa Oriental

SOQURLESS MISSISSIPPI SH -

SSM1123 ICRISAT LSSM Niger, Africa Ocidental

SSM1267 ICRISAT LSSM Camardes, Africa Central

SSM215 ICRISAT LSSM Etiopia, Africa Oriental

SUGAR DRIP USDA/ARS SH Pertence ao grupo Orange.

TAGUAIBA - SH Regido Amazonica, Brasil, 1979

THEIS USDA/ARS SM Wiley/C.P. Special x (MN 1054/ White African/ MN 660), 1978
TOPPER USDA/ARS SM Mer60-2 x Brandes, 1995.

TRACY USDA/ARS SM White African x Sumac,1953

WACONIA AMBER USDA/ARS SH -

WHITE AFRICAN MISSISSIPPI SH Introduzido do Sul da Africa, 1938

WHITE SOURLESS USDA/ARS SM Acesso foi coletado no TEXAS, EUA 1961
WILEY USDA/ARS SM (Collier/ MN 822) x MN 2046, 1965
WILLIAM S USDA/ARS SM -

WRAY MISSISSIPPI SM Mer. 57-1 x Brawley x Rio, 1981

EMBRAPA: Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Brasil; USDA/ARS: United Stefeesrtment of Agriculture/Agricultural Research Service, EstadosoSni@RISAT: Internat-
nal Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics, India; MISBIBISISugar Crops Field Statidderidian, Mississippi, Estados Unidos; SH: Sorgo Sacarino Histérico; SM: So
go Sacarino Moderno; LIS: Landrace IS; LSSM: Landrace S34N: LandraceMN.
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3.2 Caracterizagao morfoagrondmica

Em estudos realizados na maioria das cole¢des de germoplasma é comum a ob-
tencdo de dados morfologicos e agrondmicos simultaneamente, o que explica a denom
nacdo de caracterizacdo morfoagronOmiraaa conhecer 0s acessos a serem explorados
no melhoramento, € necessaria a utilizacdo de descritores morfoldgicos. Dessasorma,
camacteristicas avaliadas no presente estudo foram selecionadas de acordo com a lista de
descritores do Sorghum bicolpara fins de registro de cultivares, com base nas “Ins-
trucdes Para Execucédo dos Ensaios de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade
de Cultivares de Sorgo”, usadas pelo Servigo Nacional de Protecdo de Cultivares da
Secretaria de Desenvolvimento Agropecuario e Cooperativismo do Ministério da Agr
cultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 1997).

3.2.1 Conducéao do Experimento

O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagbas, M
nas Gerais (19°28' latitude sul e 44°15'08" longitude odstéas as observacdes foram
feitas em 20 plantas ou em partes de 20 plantas, seguindo o teste de Distinguibilidade,
Homogeneidade e Estabilidade (MAPA, 1997). Assim, o experimento foi conduzido em
canteiro, com apenas uma repeticao, tratando-se assim de um experimento descritivo

para avaliacdo preliminar das linhagens.

3.2.2 Descritores utilizados

Foram avaliadas as seguintes partes das linhagens de sorgo sacarino: plantula,
planta completa, colmo, folha, panicula e cariopse, avaliando-se um total de 51 descrito-

res, conforme abaixo:

Plantula: pigmentacdo do coledptilo pela antocianina, pigmentacdo da parte dorsal da

primeira folha pela antocianina e pigmentag¢ao da bainha foliar pela antocianina;

Planta adulta: altura total, nimero de dias de emergéncia até o florescimento, cor da

planta;
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Colmo: diametro, suculéncia, qualidade do suco, capacidade de perfilhamentoj-sincron

zacao dos perfilhos com o florescimento da planta-méae;

Folha: insercao da folha no colmo; ondulagédo da margem foliar; comprimento da lamina
da terceira folha a partir da folha bandeira, largura da lamina da terceira folha a partir da
folha bandeira; pigmentacao verde da folha, pigmentacédo da lamina foliar pela-antoci
nina, pigmentacao da nervura central, angulo entre a folha e o colmo e cerosidade da

bainha.

Panicula: forma, densidade, comprimento da raquis principal, comprimento daaamific

cao primaria, forma e extensdo do pedunculo, comprimento da flor pedicelada, cor da
gluma durante o florescimento, pigmentacdo da gluma pela antocianina, pigmentacéo da
pubescéncia da gluma pela antocianina, comprimento da arista na lema, formacao de
aristas na palea, pigmentacdo do estigma, comprimento estigma, pigmentacéo do ovario,
pigmentacao das anteras secas, pigmentacdo dos estames secos, cor da gluma na matu-

ridade fisiologica e porcentagem do gréo coberto pela gluma;

Cariopse: cor do cariopse, forma dorsal, forma do perfil, peso de mil graos, tamanho do
embrido, presenca da testa, presenca de tanino, composi¢do do endosperma, textura do
endosperma, cor do endosperma, brilho, cor purpura do pericarpo e capacidade de debu-
Iha.

3.2.3 Andlises Estatisticas

3.2.3.1 Andlise de Correlacdo

Primeiramente, foi realizada uma andlise de correlagdo, com base no coeficiente
de Pearson (PEARSON, 1896), entre todas as caracteristicas recomendadas segundo o
teste de DHE, para que fossem selecionadas variaveis mais informativas. As estimativas
de correlacdes permitem predizer o comportamento de uma caracteristica quando se
realiza a sele¢cdo em outra correlacionada. Para isso, foi utilizada a funcao ngarr do
cote Hmisc, disponiveis no software R (R CORE TEAM, 2014).
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3.2.3.2 Andlise de diversidade

Para o estudo da diversidade genética, primeiramente, foi realizado a @adroniz

cao dos dados, conforme férmula a seguir:
X.: — X
Zy=—— Z;~01)

em que

Z;; €0 valor doj-ésimo carater padronizado para@simo individuo;
X;j € o valor do j-ésimo carater;

X; € a média d¢- ésimo carater;

S; €0 desvio-padréo dpésimo carater.

Em seguida, foi gerada a matriz de dissimilaridade entre as linhagens, a partir da
distancia Euclidiana (CLIFFORD & STEPHENSON, 1975). Para isso, foram utilizadas
as funcOes scale euclidean, respectivamente, no software R. A distancia euclidiana

entre os individuos a e b é dada matricialmente por:

1
dap = [(Xe = Xp) . (Xa — Xp)]?

em que:
Xo = (Xa1 Xaz - Xqp) = vetor de caracteristicas do individuo a;

Xp = (Xp1 Xpz .- Xpp) = vetor de caracteristicas do individuo b.

A partir da matriz de dissimilaridade fenotipica, foi realizado o agrupamento
das linhagens através do método Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987), utilizando
o software DARwin versao 6.0.4 (PERRIER E JACQUEMOUND-COLLET, 2006).
método de Neighbor-Joining € utilizado para a construcao de arvores filogenéticas sem
raiz. A partir de uma matriz de distanei@e acordo com o principio da evolugdé m
nima, buscowse encontrar pares de unidades taxonémicas operacionais (OTU’s) que

minimizam o comprimento total dos ramos (SAITOU & NEI, 1987). A idéia central da
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técnica é identificar pares de vizinhos (neighbors) conectados por um né interno. Dessa
maneira, foi realizado a separacdo dos materiais em grupos de acordo com 0s noés das
arvores e a separacao em subgrupos foi feita para facilitar a explicacéo lschtizaa

cao dos materiais.

3.2.3.3 Andlise de Componentes Principais

Com os dados obtidos a partir da caracterizacdo morfoagronémica foi feita uma
andlise de componentes principais (Principal Component Analysis;-HFREACE et al.,
2006), baseada na matriz de correlacdo. Com esta analise inferiu-se sobre quais caract
res foram os principais responsaveis pela discriminacéo das linhagens de sorgo sacarino
via analise de diversidade genética. Para isso utilizou-se a funcédo princomp, do pacote
Stats do software R (R CORE TEAM, 2014).

3. 3 Caracterizacdo Agrondémica

3.3.1 Conducéao do experimento e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na &rea experimental da Embrapa Milho e Sorgo.
As parcelas experimentais foram constituidas por 4 fileiras de 5m de comprimento, com
espacamento de 0,70 m entre fileiras, em delineamento latice quadrado triploALOXx10.
adubac&o de plantio foi de 400 kg't@o formulado 08-28-16 200 kg ha de uréia em
cobertura. Procedeu-se irrigacdo suplementar durante a condugédo do experimento, este
gue foi semeado no dia 19 de dezembro de 2013. Apés 15 dias foi realizado o desbaste

do experimento.

3.3.2 Caracteristicas avaliadas

As avaliacOes foram feitas nas duas fileiras centrais de cada parcela, consideran-

do as seguintes caracteristicas mais relacioregoi@glucdo de acucares e biomassa:
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3.3.2.1 Caracteres tecnolégicos relacionados a producéo de acUcares:
Florescimento (FLOR): se trata do numero de dias decorridos a partir da data de plantio
até a emissdo de polen das estruturas florais de 50% das plantas de cada pareela exper

mental;

Altura de Planta (AP): na época da colheita, foi realizado a medida da altura média das

plantas (cm) na area util da parcela, sendo esta medida da superficie do solo ao apice da

panicula;

Producdo de Massa Verde (PMV): foi determinada pela pesagem da area til da parcela

experimental, colhidas durante a maturidade fisiolégica do grdo. Em seguidaifoi real
zada a pesagem das plantas inteiras sem panicula, por meio de balanca de suspensédo
digital, em Kg. Os dados finais foram transformados eritt.ha

Extracdo de caldo (EXT): foram amostradas aleatoriamente 5 a 8 plantas inteiras por

parcela, sem paniculas, colhidas na area util da parcela. Em seguida, as plantas foram
desintegradas em desfibrador e homogeneizadas. Posteriormente, foi retirada uma
amostra de aproximadamente 500 +/- 0,5 g para a extracao do caldo em prensa hidraul
ca, com pressao minima e constante de 250 kgf/cm2 sobre a amostra, durante o tempo de
1 minuto. A partir do caldo extraido, foi anotado o peso (g) e o volume (ml) de caldo

extraido da sub-amostra;

Sdlidos Soluveis Totais (SST): foi determinado através do refratbmetro digital de leitura

automatica, no qual os dados sao lidos em °Brix;

Teor de sacarose no caldo (POL): é a medida da quantidade de sacarose (%) na mistura

de acucares;

Acucares Redutores (AR): o teor de acucares redutores (%), em peso de caldo foi calcu-
lado pela equacéao adaptada de CONSECANA (2006):
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AR % caldo = 3,64% 0,0343 x Q,

em que: Q corresponde a pureza aparente do caldo, expressa em porcentagem.

Foram avaliadas a severidade de quatro doencas que afetam o cultivo do sorgo
sacarino, de acordo com Cota et al. (2010). A avaliacao da severidade das doencas foi
mensurada utilizando a escala de notas adaptada por Santos et al. (2005), onde: O - plan-
ta sadia; 1 - menos de 1% da area foliar afetada; 3 - entre 1 e 5% da aredetalir;

5 - entre 6 e 25% da éarea foliar afetada; 7 - entre 26 a 50% da folha afetada; 9 - mais

que 50% da area foliar afetada.

Helmintosporiose (HEL): causada pelo fungo Exserohilum turcicum, se trata de uma

doenca que sob condi¢cBes favoraveis e em cultivares suscetiveis, antes do florescimento

da cultura, pode ocasionar perdas superiores a 50% na producéo;

Antracnose (ANT): é considerada a doenca mais importante da cultura do sorge no Br
sil, estando presente em praticamente, todas as areas de plantio do pais, é causada pelo

fungo Colletotrichum sublineolum;

Ferrugem (FER): uma doenca muito comum no Brasil, que se encontra distribuida por
todas as areas de plantio de sorgo. Sua maior incidéncia ocorre em regides @ temper
turas amenas e elevada umidade, como em algumas areas de plantio da regido Sudeste, é

causada pelo fungo Puccinia purpurea,;

Mildio (MI): se trata de uma doenca com ampla faixa de adaptacao climatica, sendo
encontrada em todas as regies de plantio de sorgo no Brasil. E causada pelefungo P
ronosclerospora sorghi e no experimento realizado foi avaliado o mildio sistéatico, d

vido a maior incidéncia quando comparado ao mildio localizado.

3.3.2.2 Caracteres tecnologicos relacionados a producao de biomassa:

A célula vegetal é revestida por uma parede celular rigida, composta basicamen-

te por celulose, mas em células adultas esta parede sofre um espessamento que pode
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formar uma segunda parede composta por lignina e hemicelulose. A metodologia mais
simples utilizada para as analises de lignina, hemicelulose e celulose é baseéda no m
todo de extracdo sequencial proposto por Van Soest & Wine (1968). A metodologia é
subdividida na obtencdo da FDA (fibras insollveis em detergente acido) e FDN (fibras
insoliveis em detergente neutro). Desta maneira, faz-se necesséario conhecer a estrutura
e as principais caracteristicas que estdo relacionadas aos principais componeantes da b
omassa lignoceluldsica, ou seja, lignina, hemicelulose, celulose, producdo de massa

verde e altura de plantas. Conforme descrito a seguir:

Lignina (LIG): embora muito importante para as plantas, a lignina dificulta a converséo
enzimatica em cadeias menores de acUcares, que podem ser fermentados a etanol. A
determinacdo da lignina é feita sequencialmente a extracdo das fibras em detergente
neutro e acido, através da digestdo do residuo dedrdblucdo de acido sulfdrico e
posterior calcinagéo;

Hemicelulose (HEM): a proporcdo de hemicelulose é determinada através de calculos

pela diferenca entre os teores de FDN e FDA;

Celulose (CEL): ap6s a determinacéo dos teores de FDA e de lignina, efetuaise a inc
neracao do residuo da lignina. A celulose corresponde a parte do residuo que se perde
com a incineracdo, e o que sobra, corresponde a cinza residual, que contém silica. A
celulose é entdo calculada por diferenca de.peso

As mesmas doencas relacionadas @@wariaveis que afetam a producéo de
acucares, também foram relacionadas com as variaveis que afetam a producéo de bio-

massa.

3.3.3 Andlises Estatisticas

3.3.3.1 Componentes de variancia

As analises estatisticas dos dados agronémicos foram realizadas com base em
modelos mistos (HENDERSON, 1984). Para isso, foi utilizado o seguinte modelo m

tematico:
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Yijk = u + Gi + Rj + Bk(j) + Fijk +Aijk + el-jk

em que:
Y, € o valor fenotipico observado para o gendtjpw blocok da repeticag;
u é a média geral;

G; € o efeito aleatdrio do gendtipaomaG; ~ N (, 6);

R; € o efeito fixo da repeticgo(j = 1,..., 3);

By ;) € o efeito aleatdrio do blodg dentro da repeti¢go(k = 1, ..., 10) com
B(jy ~N (1, 03);

Fij € o efeito fixo do florescimento do genotipo i, no bléata repeticag;
A;j. € o efeito fixo da altura do genotipo i, no bldcda repeticag;

e;jx corresponde ao erro experimental associadg, acome; ;, ~ N (Q o3).

As caracteristicas florescimento e altura foram consideradas como covariaveis
no modelo, uma vez que estas tém efeito direto no fendtipo de outras variaveis de gran-
de interesse para a producéo de acucar e bioenergia.

As andlises estatisticas foram feitas com o auxilio do software GenStat (PAYNE
et al., 2012). No caso dos efeitos aleatorios, € recomendado o teste da razéoide veross
milhangas (LRT - Likelihood Ratio Test, NEYMAN & PEARSON, 1928), gerando o
quadro denominado Analise de Deviance. Para os efeitos fixos, foi usado o Teste de
Wald (WALD, 1943). No teste de LRT a razéo de verossimilhancas, que tamke&m apr
senta distribuicac? aproximada, foi obtida por meio da diferenca entre o Deviance,

-2 X LogVerossimilhanca, (NELDER & WEDDERBURN, 1972), do modelo reduz
do e o Deviance do modelo completo, ou seja sem e com o efeito testado, @spectiv
mente. A férmula para o LRT encontra-se descrita abaixo, eni(@)e corresponde
ao valor da funcéo de verossimilhanca obtido para o modelo reduzidé) eo valor

da funcéo de verossimilhanca para o modelo completo

LRT = -2 x lLog L(H)rl

L(6)
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Para o célculo do coeficiente de variacdo e da herdabilidade, foram usaslas as s
guintes expressoes:

2
CV = (V‘;R) % 100 B2 =9

2
2 ,0°R
O'G+T

em quec?g, corresponde a variancia residuala média gera'gZ a variancia genética
er ao numero de repeticoes.

Os componentes de variancia foram estimados via REML (Restricted Maximum
Likelihood) e as médias BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) foram obtidas para os
linhagens avaliadas para cada caracteristica agronémica de interesse (HENDERSON,
1949).

3.3.3.2 Andlise de Correlacdo

Com a finalidade de verificar a existéncia de variaveis altamente correlacionadas
entre si e identificar variaveis informativas, foi realizada uma analise de correlacdo de
Pearson, com base nas médias BLUP. Para isso, foi utilizada, novamente, a funcao
rcorr do software R.

3.3.3.3 Andlise de Diversidade Genética

A andlise de diversidade genética com base nos dados agrondmicos foi realizada
seguindo os mesmos procedimentos empregados para os dados morfoagron@micos. A
sim, a distancia euclidiana foi usada como medida de dissimilaridade e o método de

Neighbor-Joining para o agrupamento dos materiais de sorgo sacarino.
3.3.3.4 Andlise de Componentes Principais
Através das médias preditas (BLUP) obtidas para as caracteristicas relacionadas

com a produgédo de agucares e biomassa foi realizado também a analise de componentes

principais (PCA).
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3.4 Caracterizagcado Molecular

3.4.1 Coleta de Material Vegetal

Amostras de folhas de cada uma das 100 linhagens foram coletadas em campo, e
tiveram seu DNA extraido, seguindo o procedimento padrdo do Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Milho e Sorgo para extracdo de DNA de folhas (LANA et al.,
2010). Em seguida, o DNA coletado foi encaminhado para o IGD (Institute for Genomic
Diversity) da Universidade de Cornell, onde foi realizada a genotipagem com base na
técnica de GBS (Genotyping by sequencing - ELSHIRE et al.,2011).

De forma resumida, a técnica de &Baseiasena reducao da complexidade-g
némica com base em diferentes combina¢cfes de enzimas de restricdo (ER), especificas
e otimizadas para cada espécie, para o corte do DNA total. Apéds a redwpihopt:-
xidade via ER, e antes do sequenciamento, cada amostra de DNA a ser genotpada rec
be adaptadores com sequéncias indexadoras (barcodes) que permitem mais &rde rastr
ar as sequéncias geradas para cada amostra. A selecdo dos SNPs Uteis é feita seguindo
Varios critérios, o que leva a uma reducdao significativa no nimero de SNPs eoensider
dos para andlise. Mesmo assim, ao final do procedimento, obtém-se uma quantidade
significativa de marcadores SNP (cerca de milhares), com grau de polimorfismo elev
do.

A técnica de GBS apresenta as seguintes etapas:
i) Reducéo da complexidade gendmica e ligacdo de adaptadores: Estaretdigada

mediante digestdo com enzimas de restricao;

i) Ligacdo de adaptadores comuns e adaptadores barcode: O adaptador do tipo barcode

termina com uma sequéncia indexadora de 4 a 8 pb, seguida de 4 pb em forma de cadeia
simples expostas no extremo 3’°, as quais sdo complementares ao extremo gerado pelo

corte produzido pela enzima de restricdo. JA o adaptador comum é igual para todas as
amostras e deve ser incluido na mistura de digestao/ligacao;

iii) Digestdo das amostras: As amostras sao digeridas com uma enzima de restricao

apropriada para o material genético que esta sendo utilizado, possibilitando que os adap-
tadores se liguem as extremidades dos fragmentos de restricdo, por meio de uma ligase

Essa ligase é desativada, posteriormente, por meio de aguecimento, e um pool contendo
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os fragmentos de DNA gendmico ligados aos adaptadores (denominados tags) € form
do e, respectivamente, purificado por meio de um kit comercial para essa feralidad

iv) Amplificacdo dos tags: A amplificacdo dos fragmentos digeridos utiliza doia-inici

dores (primers) com sequéncias complementares aos adaptadores ligados, e uma reacao
de PCR é realizada;
v) Agrupamento, purificacdo e quantificacdo dos tags: Todos os tags amplificados com

sucesso foram agrupados, enquanto as falhas foram removidas antes do agrupamento
(pooling). Posteriormente, a mistura de tags é purificada e uma amostra deste produto é
quantificada em uma estacdo automética de eletroforese, para que o tamanho dos frag-
mentos seja obtido e a viabilidade da amostra determinada, uma vez que dimeros de
adaptadores possuem aproximadamente 128 pb de comprimento e os fragmentos de
DNA, entre 170-350 bp, logo pela quantidade de dimeros é possivel saber sabre a qu
lidade da amostra;

vi) Sequenciamento lllumina: As amostras, ou também chamadas de bibliotecas, obtidas

de todo processo mencionado anteriormente, sdo utilizadas para o sequenciamento Illu-
mina (lllumina, Inc., San Diego, CA);

O Sistema lllumina proporciona automagdo completa de um processo
complexo como é a geracdo de clusters. Com pouca mao de obra ocorre a amplificacao
dos fragmentos, criando simultaneamente centenas de milh6es de moldes de moléculas
de DNA individuais em pouco tempo. A partir disso, ocorre a construcao da biblioteca
de sequenciamento de GBS que tomou como base o protocolo desenvolvido por Elshire
(2011). Neste método, cada base € marcada com um corante fluorescente diferente,
uma DNA polimerase é capaz de incorpora-los a medida que o sequenciameBto pross
gue a) Inicialmente, o DNA é fragmentado e ligado a adaptadores em ambaseas extr
midades do fragmento; b) Apés uma desnaturacdo, os fragmentos sédo imobilizados em
uma superficie densamente coberta por oligos complementares aos adaptadores; c) Cada
fragmento fia-simples imobilizado cria uma ponte, ou seja, a outra extremidada-do fr
gmento hibridiza com os oligos da superficie solida, sendo clonados e formando um
agrupamento (cluster); d) Reagentes de amplificagdo sdo adicionados e os adaptadores
servem como iniciadores; e) Novamente se faz necessario uma reagao de amplificacédo
para que haja um aumento na intensidade do sinal luminoso emitido; f) Os reagentes s&o
retirados e adicionados novamente, repetindo o ciclo de sintese; g) Em seguida ocorre o

alinhamento das bases de cada fragmento, e estes sdo alinhados de acordo&om um g
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noma de referéncia. O sequenciamento de nova geragao permite revelar polimorfismo
de DNA em uma escala inédita (himero de marcadores por unidade de tempo) através
da comparacao de sequéncias dos genomas sequenciados.

3.4.2 Selecao dos SNPs

Apébs a genotipagem, os dados de marcadores SiNgl€ Nucleotide Polynie
phism) foram filtrados de acordo com os critérios de 5% de frequéncia do alelo raro
(MAF, Minor Allele Frequency), e 5% de dados perdidos, utilizando o softwaB TA
SEL versédo 5.1.0 (BRADBURY et al., 2007). O critério de filtragem para MAF pode
variar de acordo com o tamanho amostral, mas limites entre 1 e 5% séao coruns (ZI
GLER et al., 2008). Dessa maneira, de um total de X, restaram-se 40.206 marcadores

SNPs para a realizacéo das analises de diversidade genética.

3.4.3 Andlises Estatisticas

Para realizar o estudo de diversidade genética foi obtida uma matriz de-dissim
laridade no software TASSEL, calculada a partir da matriz de similaridade gerada via
IBS (Identity-by-state) (POWELL et al., 2010). Esta medida de similaridade leva em
conta o numero de alelogdénticos por estado, independentemente de serem ou nao
herdados de um ancestral comum. Os marcadores moleculares do tipo SNP permitem
detectar polimorfismos de nucleotideos em sequéncias de DNA, possibilitando estimar
as relacdes genéticas entre individuos via (BSWELL et al., 2010). Assim, indiv
duos com certa relacdo de parentesco irdo compartilhar mais alelos IBS do gele o esp
rado por acaso, com o grau de compartilhamento adicional proporcional ao geau de p
rentesco. Amostras idénticas apresentarédo IBS préximo de 100%, e individuos aparen-
tados terdo IBS maior do que individuos néo relacionados.

Em seguida, a partir da matriz de distancias, foi realizado o agrupamento atraves

do método Neighbor-Joining, utilizando o software DARwin.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Andlises estatisticas via modelos mistos

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da analise estatistica para cada c
racteristica avaliada em campo: florescimento (FLOR), altura de plantas (ALT), produ-
cdo de massa verde (PMV), extracao de caldo (EXT), solidos soluveis $&d)jstéor
de sacarose aparente (POL), acucares redutores [@Rina (LIG), hemicelulose
(HEM), celulose (CEL), e severidade para helmintosporiose (HEL), antracnose (ANT),
ferrugem (FER) e mildio (MI). Foi constatada variancia genética significativa entre os
genotipos pardodas as caracteristicas estudadas. Quanto ao coeficiente de variacao,
este € muito importante para avaliar a qualidade do experimento, indicando maior con-
trole da variabilidade e aumento da precisdo experimental. O coeficiente de variacao
(CV) é classificado de baixo (CV<10%) a muito alto (>30%) (GOMES, 1990). &o pr
sente trabalho, o coeficiente de variacao foi considerado satisfatério, pois segundo Steel
& Torrie (1980), quanto menor o CV, mais homogéneos sdo os dados obtidos sob as
mesmas condi¢des, e maior serd a precisao experimental. Este variou @23y
Com relacdo a herdabilidade, este é um parametro de fundamental importancia para a
estimacdo dos ganhos genéticos, e também, para a escolha dos métodos de selecdo a
serem aplicados (REIS, 2000). No presente estudo, a herdabilidade variou de 0,62 a
0,92.
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TABELA 2. Componentes de variancia, herdabilidade, coeficiente de variacao (CV), significancia dos efsitasfilia, minimo e maximo para as mec
BLUP das caracteristicas avaliadas em linhagens de sorgo sacarino na Embrapa Milho e Sorgo.

FV Significancia

FLOR ALT PMV EXT SST POL AR LIG HEM CEL HEL ANT FER MS
Efeitos fixos (dias) (m) (t.ha™) (%)  (°Brix) (%) (%) (%) (%) (%)
R NS NS NS NS i * NS NS NS NS * NS * NS
F - - *x NS * * * NS * NS - - - -
A - - ** NS NS NS NS NS NS * - - - -
Efeito aleatério Componentes de variancia
G 42,86 0,11 6530 3148 2,52 2,59 0,03 10,4808 1,176 6,612 0,00 0,03 0,01 0,00
B 2,00 0,02 NS 4,80 0,59 0,40 NS 0,122 1,014 0,495 NS 0,01 0,00 NS
Eiikimn 11,46 0,06 114,50 13,37 2,49 2,48 0,06 0,363 1,864 3,756 0,00 0,01 0,00 0,00
Média 77,70 2,74 46,62 61,68 13,76 8,76 1,45 5813 2186 3685 092 1,73 1,38 0,99
Minimo 56,00 1,50 11,71 35,98 6,70 1,51 0,57 3647 17,7 29,76 1,00 2,27 1,62 1,00
Maximo 77,00 280 4457 63,22 14,10 9,09 1,45 5,74 21,8 36,54 0,83 1,27 1,15 0,76
Ccv 4,36 8,73 2295 593 1146 1798 16,90 10,36 6,25 526 3,17 11,65 7,11 2,17
Herdabilidade 0,92 0,85 0,63 0,88 0,75 0,76 0,62 0,80 0,65 0,84 069 065 0,64 0,65

FLOR: Florescimento; ALT: Altura; PMV: Producdo de massa verde; EXfracdo do caldo; SST: Sélidos sollveis totais; POL: Teor de sacarose; A¢aréds redutores; LIG: Lignina;
HEM: Hemicelulose; CEL: Celulose; HEL: Helmintosporiose; ANT: Antracnose; FER: Ferrdd8mMildio Sistémico. NS,*,**; ndo significativo e significativo a 5% He probabilidade,
respectivamente pelo Teste de Wald. O NS para os efeitos aleatorios indiczaoquepaente de variancia néo foi significativo de acordo com o Tastedo de verossimilhangas.
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4.2 Andlise de correlacdo entre as variaveis

4.2.1 Correlacéo entre os dados morfoagronémicos

Foi realizado andlise de correlagdo entre todas as 51 varidveis morfoagroném
cas avaliadas. De acordo com Carvalho e{2804), as correlagbes medem o grau de
associacao entre duas variaveis e geralmente sao utilizadas por permitir a selecéo para
uma caracteristica de herangca complexa, por meio de outra caracteristica correlacionada
e de mais facil mensuracdo. Os coeficientes de correlagdo seguem uma magnitude de
valores, onde valores iguais a zero, a correlacao € nula, valores de zero a 0,30 é fraca, de
0,30 a 0,60 é média, de 0,60 a 0,90 é forte e de 0,90 a 1,00 & muito forte. Verificou-se
que 16 variaveis apresentaram correlacdo muito forte, e a partir dai foram eliminadas,
restando 35 varidveis para a continuacdo do estudo de caracterizacdo morfoagronémica
(TABELA 3).

Observou-se nessa analise que a maioria das correlacdes apresentou-se de nula a
fraca. Sendo que apenas algumas correlagdes foram maiores que 0,3 e significativas a
5% de probabilidade, séo elas: pigmentacao do coledptilo pela antocianina/pigmentacéo
da bainha foliar pela antocianina, com correlacdo de 0,35; altura de plantas/ dias de
emergéncia até o florescimento (0,31); qualidade do caldo/dias de emergéncia até o flo-
rescimento (0,36); qualidade do caldo/diametro do colmo (0,32); qualidadel-do ca
do/suculéncia do colmo (0,58); sincronizacdo dos perfilhos com florescimen-
to/suculéncia do colmo (0,34); comprimento da lamina foliar/ diametro do colmo (0,38);
pigmentacdo da nervura foliar/comprimento da lamina foliar (0,58); comprimento da
raquis principal/dias de emergéncia até o florescimento (0,31); comprimento da ramif
cacdo primaria da panicula/ qualidade do caldo (0,31); forma e extensdo do peduncu-
lo/dias de emergéncia até o florescimento (0,50); comprimento da flor pedicelada/ dias
de emergéncia até o florescimento (0,4); comprimento do grdo coberto pela glu-
ma/qualidade do caldo (0,32); composi¢cdo do endospermal/dias de emergéncia até o
florescimento (0,32); composicdo do endosperma/diametro do colmo (0,45); textura do
endospermal/dias de emergéncia até o florescimento (0,41); capacidade de debu-
Iha/pigmentacéo da parte dorsal da primeira folha pela antocianina (0,37); capacidade
de debulha/dias de emergéncia até o florescimento (0,39); e capacidade de debu-

Iha/forma e extensao do pedunculo (0,34).

30



TABELA 3. Estimativa dos coeficientes de correlacdo de Pearson (acima da diagonal), p-valor associado aatd@adestionrelacao (abaixo da diagonal), para as caracterist
morfoagrondmicas selecionadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
03 o4 00 -01 00 -03 -03 -03 00 -01 -01 03 -01 01 01 -02 00 01 00 00O -01 03 -01 02 00O O1 -01 00 01 01 00 00 03 0,0
0,0 02 o1 00 00 -01 01 00 0O 01 00O 00 OO 02 01 01 00 00 00 00 00 00 -01 01 01 -03 -01 01 -01 02 02 00 01 04
0,0 0,0 o0 -02 01 -01 -02 -01 01 -0 01 02 01 01 00 012 01 01 00 O1 02 -01 02 -01 -02 00 -02 00 02 00 02 01 01 0.2
0,7 03 0,7 03 03 02 01 03 00 00 02 03 02 -03 01 01 02 00 02 01 00 01 00 01 00 00 02 -01 00 02 -03 -01 02 0,1
03 07 01 0,0 02 03 02 04 00 01 01 01 01 -083 01 03 03 03 05 04 02 03 02 02 02 01 03 01 03 04 01 01 03 04
0,7 10 06 0,0 0,0 01 01 01 -0 00 00 00 00 -01 -02 -01 00 00 02 02 01 02 01 00 00 00 03 00 00 00 -01 00 02 -0,1
00 05 06 00 00 05 03 03 00 00 04 -01 04 -083 -02 -01 -01 01 00 O1 02 -02 02 01 01 02 02 00 05 01 00 00 -01 0,0
00 04 01 04 01 06 0,0 o7 -02 03 02 -03 02 00 00 -02 01 03 -01 -01 01 -01 01 -01 03 01 -01 -02 02 01 02 00 -0, 0,0
00 08 02 00 00 04 00 00 -1 02 02 -01 02 -01 01 -01 02 03 02 02 02 00 01 -01 03 01 00 -01 02 02 01 021 -01 01
0 o8 07 03 07 10 06 09 00 02 -06 00 -01 00 -01 -01 -01 -01 -021 00O -01 01 OO OO 00O -02 01 -01 -01 01 00 -01 -0,1 -02 -0,1
11 o4 06 04 08 02 09 07 00 00 00 o0 01 00 01 01 01 03 03 00 01 01 00 00 -01 02 -01 00 OO OO 02 00 01 02 01
12 o7 08 02 01 03 10 00O 01 00 09 0,8 -01 10 -01 00 -02 00 03 00 -02 01 -03 00 -01 01 00 01 -01 02 00 00 00 -01 01
3 00 09 01 00 03 O7 03 00 03 03 05 0,2 -1 00 01 02 01 01 02 02 00 03 -01 01 02 -01 02 01 -01 02 -02 01 02 0,2
14 0,7 08 02 01 03 10 00 01 00 09 08 00 02 -6 00 -02 00 03 00 -02 01 -03 00 -01 01 00 01 -01 02 00 00 00 -01 01
5 05 01 05 00 0O 03 00O 10 03 05 03 0,2 0,7 02 00 -02 00 -01 -02 00 -02 00 00 -02 02 -02 -02 00 -04 01 01 -02 02 -01
16 02 03 08 05 02 01 00 10 04 05 05 07 05 0,7 09 o4 01 00 00 00 01 01 01 00 02 01 01 00 -01 -01 00 00 00 O1
17 04 06 04 02 00 03 05 01 02 02 07 01 01 01 01 0,0 -01 -02 02 00 01 00 02 -01 -01 -01 01 01 00 021 00 00 021 021
8 o8 08 03 01 00 09 06 02 01 04 00 O7 04 07 08 02 04 o4 02 03 01 02 01 02 01 01 01 02 00 03 02 02 0,2 0,2
19 06 07 03 09 00 08 06 00 00O 03 00 OO 04 00 O6 09 00 0,0 02 02 01 00 -01 01 03 01 0,2 00 02 00 02 02 01 0,3
20 10 07 10 01 00 OO 10 O3 01 09 O7 O8 OO0 08 00 09 01 00 O1 03 01 02 01 01 01 01 03 02 02 04 01 02 02 03
21 09 09 05 02 00 01 02 06 01 05 02 01 01 01 O8 08 09 00 01 00 00 03 02 02 02 -01 00 03 00 03 00 01 03 02
22 05 10 01 O7 01 05 00 03 01 05 03 04 09 04 00 O6 06 03 02 03 08 00 03 01 00 02 -01 00 03 01 02 0,2 00 0,1
23 o0 09 05 0O7 00 01 00O 02 10 O7 09 OO0 OO OO O9 02 08 01 09 00 00 0,8 00 04 02 01 02 00 -01 01 -01 -01 01 0,1
24 04 04 00 09 00 05 00 04 05 08 09 09 06 09 O7 03 01 06 02 04 00 00 08 00 -02 02 -01 00 0,2 02 02 01 0,2 0,0
25 01 02 06 O7 00 09 03 06 05 07 05 03 04 03 O1 O7 02 O1 06 02 00 06 00 09 01 01 01 01 02 00 00 -001 01 01
26 09 03 00 08 01 08 03 00 0O 01 01 O6 O1 O6 O1 O1 04 02 00 03 01 08 00 01 02 01 02 01 -01 02 01 00 01 01
2r 02 00 09 O7 06 08 01 03 05 03 04 O8 05 08 00 02 04 02 02 06 04 01 04 01 02 02 02 -02 04 -01 00 0,2 0,0 -0,1
28 06 02 00 OO0 00 00 01 04 10 02 10 O3 00O O3 00 O5 02 O3 01 00 O7 04 01 04 02 01 01 00 00 00 -02 00 0,2 0,0
29 08 02 09 02 03 09 09 01 04 04 08 04 06 04 09 O7 02 01 10 01 00 O7 08 08 02 05 01 0,7 -01 01 03 03 00 0,3
30 o6 04 00O 08 00 O7 00 012 01 05 08 0O 04 0O OO 03 10 09 O1 O1 09 00O 04 01 01 04 00 09 03 00 02 02 00 01
31 o5 01 08 01 0O O8 02 06 01 09 01 10 OO 10 O3 O7 O3 OO0 09 00 00 02 02 01 O7 00 O6 10 03 0,7 02 03 03 0,2
32 o8 00 01 00O 02 02 09 00 0O4 06 09 09 00 09 03 10 10 O1 O1 02 09 00 04 00O 09 03 09 00 00 00 01 0,2 -01 03
33 09 07 03 02 02 09 09 07 05 05 04 09 05 09 03 08 09 00 01 00 02 01 O5 06 02 08 01 09 00 01 00 00 0,0 0,2
34 00 02 05 01 00 01 05 05 03 01 00O 03 00O O3 01 09 02 00 05 00 00 10 03 01 04 04 08 00 08 09 00 06 0,8 0,1
3 o8 00 01 04 OO 02 O8 O7 O3 04 05 05 01 O5 O6 02 O3 01 0O OO OO 02 O3 0O8 0O6 02 03 07 00 0O6 00 00 00 03

O©CO~NOOOUOITA,WNPEP

1- Pigmentagédo do coledptilo pela antocianina; 2- Pigmentagaaridaedorsal da 1° folha; 3- Pigmentacéo da bainha foliar pela antagidn Altura Total; 5- Dias de emergéncia até o florescimento; 6d&planta; 7Dia-
metro do colmo; 8- Suculéncia; 9- Qualidade do suco; 10- Per8ifmmnl1- Sincronizacdo dos perfilhos com o florescimento da piegea12- Comprimento da lamina da 3° folha; 14- Pigmentac&miaa foliar pela
antocianina; 15- Pigmentacéo da nervura central; 16- angulo enffeafo colmo; 17- Forma da panicula; 18- Densidade da pariBul@pmprimento da raquis principal; 20- Comprimento da ramifica¢a21- Forma e
extensdo do pedunculo; 22- Comprimento da flor pedicelada; 23-a@uma; 24- Formacgédo de aristas na palea; 25-Pigmentacéo estig@angimento do estigma; 27-Porcentagem do gréo coberto pela glunGorai
grdo; 29- Peso de mil grdos; 30- Presenca da testa; 31- Compakic@mdosperma; 32- Textura do endosperma; 33- Brilho do; go Cor purpura no pericarpo; 35- Capacidade de dabul
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4.2.2 Correlagéo entre os dados agronémicos

Foi realizada analise de correlacdo entre todas as variaveis agronémicas avali
das com base nas médias BLUP obtidas (TABELA 4). Verificou-seaquaioria das

variaveis possui correlagdo nao significativa.

TABELA 4. Estimativa dos coeficientes de correlagdo de Pearson (acima da diagonal),gssa
ciado a cada estimativa de correlacdo (abaixo da diagonal), para as médias BLUP obtataspara
racteristicas avaliadas em campo na Embrapa Milho e Sorgo.

FLOR ALT PMV EXT SST POL AR LIG HEM CEL HEL ANT FER Ml

FLOR 045 018 019 009 0,09 -005 -019 -016 -019 -025 002 003 -009
ALT 0,00 -008 011 013 014 -0,13 001 -007 002 -014 008 0,09 -0,02
PMV 0,07 042 0,29 -029 -032 033 -037 -020 -043 -019 016 0,16 -0,15
EXT 0,05 029 0,0 034 033 -027 -041 -048 -044 -0,11 -0,13 -0,13 0,05
ssT 0,37 019 0,00 0,00 097 -082 -062 -0,75 -060 -004 -005 -005 0,09
pOL 0,35 015 000 0,00 0,00 -092 -059 -0,73 -056 -001 -007 -0,06 0,10
AR 0,59 020 0,00 0,01 0,00 0,00 045 061 042 -006 012 0,12 -0,13
LIG 0,06 092 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 084 095 025 -010 -010 0,14
HEM 0,12 050 005 0,00 000 000 000 0,0 080 012 000 0,00 -0,03
CEL 0,06 086 000 000 000 000 000 000 0,00 0,25 -009 -010 018
HEL 0,01 017 005 026 0,71 090 052 001 023 001 -041 -042 025
ANT 0,87 043 012 020 060 050 022 033 098 037 0,00 100 -017
FER 0,78 038 012 021 064 054 023 031 099 034 000 0,00 -0,17

MI 0,36 083 014 061 039 034 019 015 0,78 007 001 0,09 0,08

FLOR: Florescimento; ALT: Altura; PMV: Producdo de Massa Verde; EXTraE&o de caldoSST: Sdlidos soluveis
totais; POL: Teor de sacarose; AR: Agucares Redutores; LIG: Lignina; HEM: Hemisejul&L: Celulose, HELHel-
mintosporiose; ANT: Antracnose; FER: Ferrugem; MI: Mildio.

As correlacdes néo significativas (p-valor > 0,05) ocorreram entre quase todas as
variaveis correlacionadas com florescimento, com excecao apenas da producée de ma
sa verde (PMV), para todas as correlacdes com a variavel altura e para a maioria das
correlagbes com as doencas. Do total de 91 correlagcdes agronémicas, apenas 37 fora
significativas de acordo com o p-valor associado a cada estimativa do coeficiente de
correlacdo e independentemente da significancia estatistica; 4,4% foram consideradas
muito fortes; 9,9% fortes; 16,5% media®9.2,0% fracas. Na porcentagem acumulada
das correlacdes, aper38% enquadraram-se entre média e muito forte.
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As caracteristicas que quantificam os teores de acglcares (SST, AR e ROL) e b
omassa (LIG, HEM e CEL) apresentaram as maiores correlagdes. A caracteristica PMV,
apresentou correlacéo positiva e moderada para as caracteristicas correspondentes aos
teores de aclcar, com excecao do AR, que foi negativa. Ja para as caracteristicas relac
onadas a biomassa, a PMV apresentou correlagdo negativa para lignina, hemicelulose e

celulose.

4.3 Andlise de diversidade

4.3.1 Diversidade baseada em dados morfoagrondmicos

A caracterizacdo morfoagrondmica possibilitou a identificacdo de descritores
gue podem ser utilizados na discriminacao das linha@emdre os 35 caracteres mo
folégicos selecionados, alguns sdo mais importantes para o melhoramento genético do
sorgo sacarino, principalmente com relacdo a producado de acucares e biomassa, como:
florescimento, altura total, diametro do colmo, suculéncia do colmo, qualidade do caldo,
perfilhamento, densidade da panicula e cor da nervura foliar. Os resultados des caract
res morfoagronémicos avaliados com a respectiva classe e ftegsén apresentados
na Tabela 5.

TABELA 5 - Caracteres morfoagronbmicos selecionados, classes fenotipicas e frequéncii
cada caracteristica avaliada na Embrapa Milho e Sorgo

Caréter Classe Frequéncia (%)
Pigmentacéo do coledptilo  1-Ausente 76
pela antocianina 2-Presente 24
Pigmentacéo da parte dorse 1-Ausente 91
da 1° folha pela antociam  2-Média 1
3-Forte 8
Pigmentacéo da bainha folie 1-Ausente 94
pela antocianina 2-Forte 6
Altura Total 1-Muito baixa (<80cm) 30
2-Baixa (81 a120 cm) 10
3-Média (121 a180 cm) 22
4-Alta (181 a240 cm) 10
5-Muito alta (> 241cm) 28
Dias de emergéncia até o 1-Média 3
florescimento 2-Tardia 22
3-Muito tardia 74
Cor da planta 1-Palha 55
2-Vermelha 8
3-Purpura 37
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TABELA 5, continuacdo

Diametro do colmo 1-Pequeno 67
2-Médio 14
3-Grande 19
Suculéncia do colmo 1-Seco 23
2-Suculento 77
Qualidade do suco 1-Insipido 39
2-Doce 61
Capacidade de perfilhament 1-Ausente 64
2-Baixo 29
3-Alto 7
Sincronizacao dos perfilhos 1-Coincidente 19
com o florescimento 2-Nao coincidente 81
Comprimento da 3° lamina 1-Curta 20
foliar partir da folha bandeir: 2-Média 59
3-Longa 21
Pigmentacéo da lamina folic 1-Verde Clara 1
pela antocianina 2-Verde médio 47
3-Verde Escuro 52
Pigmentacéo da nervura cel 1-Branca 20
tral a partir da folha bandeiri 2-Esverdeada 59
3-Marrom 21
Angulo entre a lamina foliar 1-Médio (30 a 60°) 48
e o colmo, medido na 3° 2-Grande (>60°) 52
folha a partir da folha ban-
deira
Forma da panicula 1-Ramos primarios eretos 40
2-Ramos primarios pendentes 15
3-Eliptica 19
4-Semi-compacta 5
5-Semi-aberta 19
6-Tipo vassoura 1
Densidade da panicula 1-Muito aberta 5
2-Aberta 10
3-Semi-aberta 30
4-Semi-compacta 29
5-Compacta 25
Comprimento da raquis prin 1-Curto (3 a 6 cm) 3
cipal da panicula 2-Médio (6,1 a 12 cm) 26
3-Longo (12,1 a 24cm) 63
4-Muito longo (>24cm) 7
Comprimento da ramificagé: 1-Muito curto (<3cm) 12
primaria da panicula 2-Curto (3a 6 cm) 68
3-Médio (6,1 a 12 cm) 17
4-Longo (12,1 a 24cm) 2
Forma e extensdo do pedl 1-Alongado (2a10cm) 15
culo 2-Muito alongado (>10cm) 80
3-Recurvado (pescoc¢o de gans 5
Comprimento da flor pedic  1-Médio 22
lada 2-Longo 67
3-Muito longo 10
Cor da gluma 1-Branca 40
2-Cinza 1
3-Amarela 31
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TABELA 5, continuacao

4-Marrom 27
Formacéo da arista na péle: 1-Ausente 88
2-Presente 12
Pigmento do estigma 1-Ausente 76
2-Amarelo 20
3-Pdarpura 3
Comprimento do estigma  1-Curto 59
2-Médio 21
3-Longo 16
Comprimento do cariopse  1l-até 25% 12
coberto pela gluma 2-até 50% 55
3-até 75% 27
4-totalmente coberta 5
Cor do cariopse 1-Branca 5
2-Cinza 19
3-Creme 24
4-Amarela 2
5-Marrom clara 24
6-Marrom 25
Peso de mil sementes 1-16 47
2-17 1
3-18 30
4-20 21
Presenca de testa 1-Ausente 84
2-Presente 15
Composic¢ao do endospermi 1-75% de amilopectina 96
2-doce 3
Textura do endosperma 1-Completam.vitreo 3
2-3/4 vitreo 32
3-1/2 vitreo 16
4-3/4 farinaceo 25
5-Complet.farinaceo 23
Cor do endosperma 1-Branco 34
2-Amarelo 65
Brilho do cariopse 1-Cristalino 68
2-Nao cristalino 31
Cor purpura no pericarpo  1-Ausente 89
2-Presente 10
Capacidade de debulha (% 1-1 a 5% 95
graos retidos na panicula) 2-6 a 10% 4

Dentre estes descritores, € possivel notar que alguns possuem heranga mono-
génica ou seja, estado relacionados com um ou poucos genes, como aqueles relacionados
a pigmentacdo, e outros com heranca poligénica, como aqueles relacionaddo®- as vari
veis para produtividade. Com relacdo aos descritores de herancga poligénica, os dados do
presente trabalho podem apenas auxiliar na realizacédo de outros estudos de aaracteriz

céo, com base em um delineamento experimental adequado.
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O agrupamento das linhagens, de acordo com método de Neighbor-Joining esta
apresentado na Figura 1. Neste método de agrupamento ndo ha preocupacdo com um
namero Otimo de grupos, uma vez que o numero de ramificacdes obtidas na arvore é
mais interessante. Através de um exame visual, avaliando os pontos de alta mudanca de
nivel, foi possivel observar a formacao de dois grupos, com trés subgrupos cada (CRUZ
et al., 2011). O valor de dissimilaridade minimo apresentado entre as linhagens foi 2.80
e o0 valor maximo foi 21.27.

Notou-se a existéncia de dois grupos maiores, em que para melhor explicacdo
foram separados em trés subgrupos cada. No subgrupo la houve forte similaridade entre
a maioria das linhagens CMSXS. As linhagens Theis, Wray, Brandes e Rio, presentes
em Ib e Ic sdo genitoras dessas linhagens, conforme mostrado na tabela 1. Bssas linh
gens sdao ricas principalmente em sacarose, e sdo materiais de bastante interesse para o
melhoramento genético de sorgo sacarino, pois todas possuem produtividade de colmos
superior a 40 t he teor de soélidos solGveis médios entre 16 e 20 °Brix. No subgrupo
Ib, houve maior similaridade entre algumas linhagens historicas e modernas. Neste gru-
po, a linhagem ME81, esta proxima de seus genitores Rio e Brawley, a linhagem Dale e
um de seus genitores, Tracy e a linhagem Theis e Wiley. E no subgrupo Ic estdo algu-
mas landraces MN, juntamente com a linhagem Wray, que se encontrou proxima de
seus genitores Brawley e Rio. Esse agrupamento pode ter ocorrido devido ao fato de
todos essemateriais apresentaram altura baixa (< 80 cm), e a densidade das paniculas
variou de semi-aberta a aberta, divergindo dos outros materiais do grupo |.

Pode-se notar também que as linhagens dos subgrupo la e Ib sdo aquelas que se
destacaram dentre todo o agrupamento, na classificacdo em relacdo a algumas importan-
tes variaveis, como: altura total, consideradas altas a muito altas (> 200 cm);azom rel
cao ao florescimento foram consideradas de tardias a muito tardias; o diametko do co
mo variou de médio a grande; os colmos foram classificados como suculentos; a qual
dade do acucar foi doce (> 8° BRIX); a capacidade de perfilhamento foi nula ou baixa;

a pigmentacdo da nervura central variou de verde a marrom; a densidade da panicula
variou de semi-compacta a compacta; e o comprimento da ramificacdo primaria variou
de curto a muito curto.

Ja no subgrupo lla, houve o agrupamento de algumas landraces IS, MN e
SSM, juntamente com algumas linhagens modernas, Ramada, Norkan, Roma e Sart. A

landrace MN 1056 é genitora da linhagem Roma, e juntamente com a landrace MN
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1060, forma a linhagem Ramada, podendo assim explicar a aproximagéo entre elas. As
landraces MN, apresentaram florescimento variando de tardio a muito tardio, & a dens
dade da panicula variando de compacta a semi-compacta. E as landraces IS, possuem a
altura total variando de baixa a média e os colmos, com excecao da IS 26833, sdo secos.
A linhagem Taguaiba, também se encontrou no grupo, porém com distancia lgem extr
ma aos demais materiais, sendo explicado pelo nao florescimento deste material no e
perimento. O subgrupo lIb, foi composto por materiais ndo melhorados geneticamente,
com excecdo do CMSXS 648. Todos os materiais apresentaram florescimento tardio e o
didametro do colmo pequeno. E no subgrupo llc, agruparam-se algumas linhagens histo-
ricas, com algumas landraces MN, o florescimento neste grupo variou de médio a ta
dio.
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4.3.2 Diversidade baseada em dados agrondmicos

4.3.2.1 Variaveis relacionadas a producéo de agucares

Para as variaveis relacionadas a producao de acucares: florescimento (FLOR),
altura (ALT), extracdo (EXT), producdile massa verde (PMV), teor de sélidos soluveis
(SST), teor de sacarose no caldo (POL), acucares redutores (AR), além das doencas,
helmintosporiose (HEL), antracnose (ANT), ferrugem (FER) e mildio (MS) o valor de
dissimilaridade minima apresentado foi 0,87 e o valor maximo 9,89. Foi possivel notar
a formacéao de dois grupos, com dois subgrupos cada, corddfigera 2. Como aa+
ridncia genética mostrada anteriormente foi significativa, existe variabilidade entre os
materiais.

Verificou-se que no subgrupo la ocorreu o agrupamento da maioria das linh
gens CMSXS, apenas com excecao das linhagens CMSXS 604 e CMSXS 624. As |
nhagens Wray, Theis e Rio, genitoras dessas linhagens, se localizaram neste grupo; a
linhagem Rio € um dos genitores das linhagens Wray e CMSXS 642; com relagédo a
linhagem Dale, seus dois genitores Tracy e MN 960 também se encontraram neste gru-
po. No subgrupo Ib, verificou-se o agrupamento da maioria da landraces IS e MN, com
algumas linhagens historicas e modernas. No subgrupo lla, houve o agrupamento de
apenas quatro linhagens, Sirri, Leoti red, Roma e Soave. E o subgrupo llb, foi composto
pela maioria das linhagens histéricas, algumas linhagens modernas e algumas landraces
MN e IS. A linhagem CMSXS 624 ficou mais proxima de um de seus genitores, Bran-
des. As linhagens modernas Sugar Drip, Rox Orange e Iceberg, pertencem aaelassific
céo de sorgo, conhecido como Orange.

As caracteristicas producédo de massa verde (PMV) e teor de solidos soluveis to-
tais (SST) merecem destaque, quando se trata da obtencéo de cultivares para a producéo
de etanol de primeira geracdo, uma vez que materiais com alta producdo de biomassa
associada a alto teor de SST sdo mais promissores para a producéo de etanak Neste c
S0, 0 subgrupo la apresentou os melhores resultados, S81d@3,84° Brix) e PMV
(46,82 t.hd). Destaca-se que o agrupamento dos gendtipos baseado nas lirhagens

seus genitores ndo foi muito eficiente nesta analise de diversidade.
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4.3.2.2 Variaveis relacionadas a producédo de biomassa

As caracteristicas avaliadas para o estudo da diversidade entre as varigveis rel
cionadas a producao de biomassa foram: producdo de massa verde (PMV), altura total
de plantas (AT), lignina (LIG), hemicelulose (HEM), celulose (CEL), e também as do-
encas, helmintosporiose (HEL), antracnose (ANT), ferrugem (FER) e mildio sistémico
(MS) (FIGURA 3). A dissimilaridade minima apresentada foi de 0.52 e a maxima de
9.43. As linhagens foram agrupadas em dois grupos, com dois subgrupos no grupo I. No
subgrupo la notou-se grande variabilidade entre os tipos de materiais, com materiais
modernos, historicos, landraces MN, IS e SSM. A linhagem Wiley, se encontrou pro-
xima de seu genitor, Collier, a linhagem Theis, de seu genitor Wiley, Norkan proxima
de Atlas e Roma da landrace MN 1060. O subgrupo Ib, foi 0 que apresentou maior ho-
mogeneidade entre os materiais. Houve o agrupamento da maioria das landraces MN e
IS. E no grupo I, houve o agrupamento da maioria das linhagens CMSXS, e de seus
genitores, Theis, Wray, Rio e Brandes

Ao se tratar do sorgo sacarino para a producédo de etanol de segunda geracéao, o
desenvolvimento de cultivares com uma maior PMV torna-se relevante, jA& que-sso si
nifica uma maior fonte de matéria prima, além disso, € necessaria baixa proporcao de
lignina. Relacionando PMV e lignina, usou-se o critério maior PMV e menor proporcao
de lignina, ja que cultivares com altas propor¢des de lignina ndo sdo indicados para a
producdo de etanol a partir de biomassa, uma vez que tal composto é um complicador
no processamento da matéria verde. Observou-se que o grupo |l apresentou 0 menor
teor de lignina (5,81%) e a maior quantidade de PMV (46,48)t.hestrando apresen-
tar o melhor desempenho entre os genotipos para a producao do etanol de segunda ger
cdo. Notou-se que o agrupamento dos genoétipos baseado nas linhagens e seus genitores

também néo foi muito eficiente neste agrupamento.
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FIGURA 3. Agrupamento das linhagens avaliadas na Embrapa Milho e Sorgo de acordo com o métogbhbde-Naeining, para as caracteristicas agrondm
relacionadas a producao de biomassa.
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4.3.2.3 Variaveis relacionadas a producédo de agucares e biomassa simultaneamente

Para o estudo da diversidade desses dois critérios tecnolégicos, producédo de
acucares e biomassa, foi realizado o agrupamento com todas as seguintes caracteristicas:
florescimento (FLOR), altura total (ALT), extracdo (EXT), producdo massa verde
(PMV), teor de sélidos sollveis (SST), teor de sacarose no caldo (POL), agucares redu-
tores (AR), lignina (LIG), hemicelulose (HEM), celulose (CEL), e também as doencas,
helmintosporiose (HEL), antracnose (ANT), ferrugem (FER) e mildio (MI), conforme
Figura 4.Houve a formacé&o de dois grupos, com dois subgrupos no grupo Il. leste c
so, a dissimilaridade minima apresentada foi de 1,43 e a méxima de 12,19.

Quando as caracteristicas foram avaliadas simultaneamente, notou-se que o gru-
po |, apresentou os resultados mais favoraveis para a producdo de aclcares e biomassa,
do que o grupo Il. Os resultados do grupo | foram: producdo de massa verde (46,82 t.ha
1), extracdo do caldo (61,53%), sélidos sollveis totais (13,84 °Brix), teor de sacarose
(8,83%), acucares redutores (1,49%), lignina (5,81%), hemicelulose (21,86%), e celulo-
se (36,8%).

Observouseque as informagdes agrondmicas nao foram eficientes no estudo da
diversidade, isso pode ser explicado devido a grande influéncia do ambiente durante a

conducao do experimento.
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4.3.3 Estudo da diversidade entre as variaveis morfoagrondmicas e agronémicas

O estudo da diversidade genética realizado com as caracteristicas mo&foagron
mica e agrondmicas apresentou a formacéo de dois grupos, no qual o grupo H foi div
dido em trés subgrupos, conforme Figura 5. A dissimilaridade minima apresentada foi
de 4,05 e a méxima de 22,90. Observou-se que este agrupamento apresentou melhor
formacdo de grupos, do que quando foi avaliado apenas as caracteristicas morfoagro-
ndémicas ou agrondémicas, pois foi possivel a identificacdo de maior homogeneidade
entre os subgrupos. O grupo |, apresentou a maioria das linhagens CMSXS, eom exc
cdo das linhagens CMSXS 604 e CMSXS 624, porém o0s genitores da maioria dessas
linhagens, Theis e Brandes se localizaram no grupo Il ¢c. O subgrupo Il a, apresentou-se
uniforme, com a maioria das landraces IS e todas SSM. O subgrupo Il b, apresentou-se
também uniforme, com a presenca da maioria das landraces MN, com excec¢do de MN
1030, MN 752 e MN 4004. E o subgrupo Il c apresentou a maior variabilidade entre os
materiais, com a presenca de algumas landraces MN e IS e a maioria das linlsagens hi

toricas e modernas.
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4.3.4 Diversidade baseada em dados moleculares

Apoés a obtencéo dos resultados da Genotipagem por sequenciamento (GBS) e
apos a selecao dos SNPs restaram-se 40.206 SNPs para a analise de diversidade genét
ca. Realizou-se a matriz de distancias baseada na distancia euclidiana, e os valores de
dissimilaridade foram de 0,086 a 0,34. De acordo com o agrupamento de Neighbor-
Joining (FIGURA 6), verificolseformacao de dois grupos, com dois subgrupos cada.

De acordo com o agrupamento dos acessos, verificou-se que o subgrupo la se
mostrou mais diverso, com a presenca de landraces IS, MN, SSM e de alguazas linh
gens consideradas historicas e modernas. A linhagem ME81, se encontrou no grupo, e
um de seus genitores, Rio, esta localizado no grupo proximo, Ib. A linhagem Topper,
também esta proxima de seu genitor Brandes. O subgrupo Ib apresentou a maioria das
linhagens CMSXS, com excecao das linhagens CMSXS 604 e CMSXS 624. ©s genit
res, Wray, Brandes e Rio estdo neste subgrupo e a linhagem Theis, também principal
genitora da maioria destes materiais, esta também préxima. Verificou-se também a forte
proximidade entre a linhagem Kellers Crystal Drip com CMSXS 627. No subgrupo lla,
houve o agrupamento da maioria das linhagens histéricas. A linhagem Dale, eensider
da moderna, se encontrou juntamente com seu genitor Tracy, e algumas linhagens mo-
dernas de origem desconhecida também se encontraram neste grupo, como Hedo, Will
ans e White Sourless. E o subgrupo llb, foi composto pela maioria das landraces IS. Foli
possivel verificar no método de agrupamento com dados moleculares uma eficacia na

separacao dos materiais, condizente com as informacdes de genealogia.
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4.3.5 Diversidade baseada nas caracteristicas morfoagronémicas, agronomiea

moleculares

De acordo com Singh et al. (1991) a melhor forma de se identificar divergéncia
entre 0s genotipos € o uso combinado de marcadores moleculares, descritores morfolo-
gicos, e dados agrondmicos promovendo um complemento nos resultados. Com o estu-
do da diversidade genética utilizando as caracteristicas morfoagronémicas, agronémicas
e moleculares conjuntamente, notou-se o melhor agrupamento entre as linAagens.
dissimilaridade minima observada foi de 75,17 e a maxima 206,82.

Conforme a Figura 7, houve a formacdo de dois grupos, no qual o grupo | foi
subdividido em trés subgrupos, e o grupo Il, em dois subgrupos. O subgrupo la apresen-
tou-se o mais diverso de todos 0s grupos, com a presenca de algumas landraces MN, IS
e todas SSM. O subgrupo Ib, foi formado pela maioria das landraces IS e o subgrupo Ic,
por algumas landracédN. A linhagem Taguaiba se encontra distante das demais |
nhagens histéricas, isso pode ser explicado pelo nao florescimento do material durante o
experimento, dessa forma ele diferiu bastante dos resultados obtidos, principalmente os
morfoagronémicos.

J& o subgrupo lla, foi formado pela maioria das linhagens histéricas e a-subgr
po llb, destacou-se devido ao agrupamento formado pelas linhagens CMSXS, junt
mente com 0s genitores Theis, Wray, Brandes e Rio, com excecdo das linhagens
CMSXS604 e CMSXS 624. A linhagem MES8L1 esté localizada proxima do geniter Rio

a linhagem Topper, também se encontra perto do genitor Brandes.
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4.4 Analise de Componentes Principais

4.4.1 Importancia relativa dos caracteres morfoagroné6micos

Pela andlise de componentes principais (Tabela 6) observou-se que o$ dois pr
meiros componentes explicaram apenas 22% da variagdo total. Segundo Morrison
(1976), para visualizar os grupos de similaridade via dispersao grafica utilizando co
ponentes principais é necessario que estes expliquem pelo menos 80% da variagao total
ertre os gendtipos, que neste caso corresponderia aos 16 primeiros componentes.

De acordo com Cruz et al. (2013), as variaveis de maiores pesos nos ultimos au-
tovetores sdo consideradas de menor importancia para o estudo da diversidade genética.
Com base neste critério, dentre os 35 descritores morfoagronémicos utilizados, os de
menor importancia foranbrilho do gréao, textura do endosperma, cor do endosperma,
composicao do endosperma, peso de mil sementes, comprimento do estigmaapigment
cao do estigma, comprimento da flor pedicelada, altura total da planta, forma e extenséo
do pedunculo, presenca de testa, comprimento da ramificacdo primaria da panicula,
comprimento da raquis principal, densidade da panicula, cor da planta, pigmento da
lamina foliar pela antocianina, pigmento da nervura foliar, didmetro do colmo, sincron
zacao dos perfilhos com o florescimento, perfilhamento, e angulo entre a lamina foliar
o colmo. Assim, as variaveis que mais contribuiram para o estudo da diversidade mo
foagronémica forampigmento do coleéptilo pela antocianina, pigmento da parte dorsal
da 1° folha pela antocianina, pigmento da bainha foliar pela antocianina, dias emergén-
cia até o florescimento, qualidade do suco, suculéncia do colmo, comprimentd-da Iam
na foliar, forma da panicula, formac¢éo da arista na palea, cor da gluma, comprimento do
grao coberto pela gluma, cor do cariopse, cor parpura no pericarpo, capacidade de debu-
Iha.
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Tabela 6.Estimativas das variancias associadas aos componentes prireipais r
ferentes as varidveis morfoagronémicas avaliadas.

Propor¢cdo de  Variancia
Componentes  Desvio Padrédo Variancia Acumulada
1 2,081 0,124 0,124
2 1,858 0,099 0,222
3 1,582 0,072 0,294
4 1,544 0,068 0,362
5 1,42 0,058 0,42
6 1,365 0,053 0,473
7 1,274 0,046 0,519
8 1,256 0,045 0,564
9 1217 0,042 0,607
10 1,101 0,035 0,641
11 1,079 0,033 0,675
12 1,028 0,03 0,705
13 1,008 0,029 0,734
14 0,959 0,026 0,76
15 0,934 0,025 0,785
16 0,884 0,022 0,807
17 0,858 0,021 0,828
18 0,812 0,019 0,847
19 0,775 0,017 0,864
20 0,727 0,015 0,879
21 0,715 0,015 0,894
22 0,691 0,014 0,908
23 0,646 0,012 0,92
24 0,635 0,012 0,931
25 0,597 0,01 0,941
26 0,57 0,009 0,951
27 0,56 0,009 0,96
28 0,528 0,008 0,967
29 0,506 0,007 0,975
30 0,464 0,006 0,981
31 0,454 0,006 0,987
32 0,435 0,005 0,992
33 0,388 0,004 0,997
34 0,347 0,003 1,00
35 0,00 0,00 1,00
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4.4.1 Importancia relativa dos caracteres agronémicos

Para os caracteres agrondmicos verificou-se que os dois primeiros componentes
explicaram cerca de 45% da variacdo total (Tabela 7). Das 14 variaveis anadisadas,
gue mais contribuiram para o estudo da diversidade foram: teor de lignina (LIG), sol
dos soluveis totais (SST), hemicelulose (HEM), producdo de massa verde (RMV), e
tracado (EXT), florescimento (FLOR) e altura total de plantas (ALT); enquanto as vari
veis de menor importancia foram: teor de sacarose (POL), mildio (Ml), aglcares reduto-
res (AR), antracnose (ANT), celulose (CEL), helmintosporiose (HEL) e ferrugem
(FER). Observou-se que as quatro doencas avaliadas neste trabalho estdo entre os cara
teres que menos contribuiram para o estudo da diversidade das linhagens de &orgo sac

rino.

Tabela 7.Estimativas das variancias associadas aos componentes principais
referentes as variaveis agrondmicas avaliadas.
Proporgéo de Variancia

Componentes  Desvio Padréo Variancia Acumulada
1 1,881 0,252 0,252
2 1,666 0,198 0,451
3 1,507 0,162 0,613
4 1,247 0,111 0,724
5 1,079 0,083 0,808
6 0,906 0,058 0,866
7 0,784 0,043 0,910
8 0,709 0,035 0,946
9 0,585 0,024 0,971
10 0,448 0,0143 0,985
11 0,396 0,011 0,996
12 0,194 0,002 0,999
13 0,077 0,000 0,999
14 0,044 0,000 1,00
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5 CONCLUSAO

As linhagens avaliadas apresentam elevada variabilidade genética e s& promi
soras para utilizacdo em programas de melhoramento de sorgo sacarino.

Os caracteres agrondmicos foram os menos informativos para o agrupamento
das linhagens de sorgo sacarino comparados, nesta ordem, aos caracteres morfoagrono-
micos e moleculares.

Os agrupamentos das linhagens de sorgo sacarino nas analises de diversidade
apresentaram-se mais coerentes com o historico e a genealogia dos materiais quando se
utilizaram as informagdes em conjunto dos caracteres morfoagrondmicas, agronémicas

e moleculares.
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