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RESUMO

TORRES, Giovana Augusta. Identificacdo de regides cromossémicas do milho
associadas com tolerancia a toxidez de Al por meio de RFLP. Lavras: UFLA,
1996. 61p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia, Genética e Melhoramento de
Plantas)*

O objetivo deste estudo foi identificar RFLPs ligados a QTLs (Locos de
Caracteres Quantitativos) que controlam a tolerancia ao Al téxico em milho. Utilizou-se
a estratégia de “Bulked Segregant Analysis (BSA), a qual se baseia na construg&o de
bulks de individuos F, contrastantes e homozigotos para o carater em estudo. O
material genético utilizado consistiu de uma populagéo F. proveniente do cruzamento
entre a linhagem L53, suscetivel ao Al, e a linhagem L1327, tolerante. Ambas as
linhagens foram desenvolvidas pelo programa de melhoramento do Centro Nacional de
Pesquisa em Milho e Sorgo - CNPMS/EMBRAPA. Avaliou-se 1554 individuos F, em
solugdo nutritiva contendo Al téxico utilizando como critério fenotipico, medidor da
toleréncia, o indice Comprimento Relativo da Raiz Seminal - CRRS. A distribuicdo de
frequéncia de distribuicdo do CRRS foi continua, unimodal com tendéncia para
suscetibilidade. As plantulas F, que apresentaram os maiores e menores valores de
CRRS foram transplantadas para o campo e autopolinizadas para obtencg&o de familias
Fa. Sessenta familias F5 (30 suscetiveis e 30 tolerantes) foram avaliadas em solugéo
nutritiva para confirmagéo da homozigose para tolerdncia a toxidez de Al dos
individuos F2, que as originou. Foram feitos 2 ensaios, cada qual com 15 familias
tolerantes, 15 familias suscetiveis e seis testemunhas (L83, L1327, F,, CMS 36,

*Orientador: Edilson Paiva. Membros da banca: Sidney Netto Parentoni e Jodo Bosco
dos Santos.
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BR201, L726) utilizando delineamento em blocos incompletos, com uma testemunha
comum (L19 - suscetivel ao Al). Obteve-se, com base na média e variancia genética
apresentadas pelas familias Fj, 5 familias tolerantes e 6 suscetiveis para construgdo
dos bulks. Para andlise de RFLP dos bulks foram selecionadas 113 sondas de forma a
cobrir todo o genoma do milho em intervalos de 30 cM. O DNA das linhagens L53,
L1327 e do F, foram digeridos com Eco RI, Bam HI e Hind |IL. Quarenta e seis sondas
diferenciaram as linhagens parentais, apresentando padrdo simples. Estas foram
usadas para andlise de RFLP dos bulks contrastantes. Foram identificadas 3 sondas
localizadas no cromossoma 8, as quais em combinag&o com a enzima de restricdo Eco
RI, foram capazes de distinguir os bulks por diferenca de intensidade de bandas. A
utilizacdo destas combinagdes sonda e enzima nos individuos constituintes do bulk,
individualmente, mostrou a existéncia de heterozigotos para as sondas em questao nos
dois bulks, o que explica a existéncia das bandas menos intensas provenientes do
parental contrastante. Os resultados indicam que existe no cromossoma 8 uma regido
~ envolvida no controle da tolerancia ao Al téxico em milho.



SUMMARY

SEARCHING RFLP MARKERS TO IDENTIFY GENES
FOR ALUMINUM TOLERANCE IN MAIZE

The objective of this study was to identify RFLP markers linked to QTLs that
control Al tolerance in maize. The strategy used was Bulked Segregant Analysis (BSA),
which is based on choosing homozygous F individuals for bulking. The genetic material
utilized was an F population derived from a cross between the Al-susceptible line L53
and Al-tolerant line L1327. Both lines were developed at the National Maize and
Sorghum Research Center - CNPMS/EMBRAPA. A population with 1554 individuals
were evaluated in nutrient solution containing toxic Al. The index Relative Seminal Root
Length (RSRL) was used as the phenotypic measure of tolerance. The frequency
distribution of RSRL was continuous with skewing towards Al-susceptible individuals.
Seedlings of the F, population which scored the highest and the lowest values for RSRL
were subsequently selfed to obtain F5 families. Sixty F3 families (30 Al-susceptible and
30 Al-tolerant) were evaluated in nutrient solution to identify the ones that weren't
segregating for aluminum tolerance. They were distributed in 2 experiments, each one
with 15 Al- susceptible, 15 Al-tolerant F3 families and six controls (LS53, L1327, F,, CMS
36, BR 201 and L726), using an incomplete block design. Based on the average and
genetic variance were chosen 6 Al- susceptible, and 5 Al-tolerant Fs families to
construct the bulks. One hundred and thirteen probes were selected at an average
interval of 30 ¢cM covering all the ten maize chromosomes. DNA from L53, L1327 and F,
was digested with Eco RI, Bam HI and Hind Hil. Forty six markers showed codominant
effect that could distinguish the parental lines. These 46 probes were hybridized with
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the bulks by differences of bands intensity. DNA from individuals of the bulks was
hybridized with these probes, showing the existence of heterozygotes.This explained
the existence of bands from the contrasting parental. The results suggests that there is
at the chromosome 8 a region related to the aluminum tolerance in maize.



1 INTRODUGAO

A acidez do solo é um dos principais entraves para a agricultura nos tropicos.
No Brasil, os solos &cidos encontram-se predominantemente na regido do cerrado e
ocupam cerca de 205 milhGes de hectares, dos quais 112 milhGes representam
importante fronteira agricola para o pais. Estes solos se caracterizam pela baixa
fertilidade, baixa Capacidade de Troca Catidnica (CTC) e alta concentragdo de
aluminio (Al) toxico. Esta Gltima caracteristica parece constituir a maior limitacéo para a
produgéo vegetal. Na presenga do aluminio em niveis téxicos ocorre paralisagdo da
divisdo celular nas raizes das plantas, prejudicando o desenvolvimento e
funcionamento do sistema radicular. Em consequéncia, as plantas sensiveis
apresentam baixa eficiéncia na absor¢do de nutrientes do solo e maior suscetibilidade
a seca (Lopes, 1987).

Uma alternativa para este problema seria a corregéo da acidez através de
calagem. Esta pratica propicia aumento no pH da solugéo do solo e em decorréncia o
aumento da disponibilidade de nutrientes e elimina o efeito téxico do Al No entanto, a
calagem é exequivel apenas na camada aravel do solo, permanecendo a acidez nas
camadas subsuperficiais. Muitas vezes esta pratica é inviavel devido a dificuldades de
ordem técnica e econdmica. Dessa forma, torna-se evidente a necessidade de associar
a calagem o uso de genétipos tolerantes ao Al téxico obtidos via melhoramento
genético (Olmos e Camargo, 1976).

No caso da cultura do milho, cuja maioria das cultivares é suscetivel ao
aluminio téxico, a obtengsio de materiais tolerantes é uma estratégia vidvel uma vez
que tem sido demonstrado existir “‘variabilidade‘ para esta caracteristica. Os estudos de
heranga feitos, tanto em solugdo nutritiva quanto em condigdes de campo, sdo
conflitantes no que diz respeito ao nimero de genes envolvidos e quanto ao tipo de
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acdo génica. Contudo um modelo genético proposto por Prioli (1987) consegue
conciliar, em parte, estes resultados considerando a existéncia de poucos genes de
pronunciado efeito no fendtipo associados a genes modificadores. Dessa forma existe
a possibilidade de quantificagio do efeito destes genes para elucidagdo da base
genética da tolerancia ao Al toxico .

Novas perspectivas para o entendimento de caracteristicas mais complexas
surgiram com o advento da Biologia Molecular. O desenvolvimento de técnicas de |
investigacdo molecular e bioquimica permitem estudar caracteres quantitativos em
Seus componentes individuais, ou seja, trata-los segundo os conceitos da genética |
mendeliana (Helentjaris, 1992). Os marcadores moleculares, tanto de proteina quanto |
de DNA, possuem grande potencial de auxilio a programas de meihoramento. Além de |
gerar conhecimento e fornecer informagGes importantes para a definigdo de estratégias
de melhoramento, os marcadores moleculares podem ainda ser diretamente usados
pelos melhoristas no processo de selegéo quando ligados aos alelos de interesse.

Dentre os marcadores existentes, destaca-se os RFLPs (Restriction
Fragments Length Polymorphisms) que se baseiam na utilizagdo de sondas
(fragmentos de DNA de localizagdo conhecida) para detectar diferencas na informagéo .
genética entre plantas. E uma técnica que vem sendo amplamente utilizada e |
aperfeicoada, sendo hoje bastante viavel sua implantagéo e utilizagio como ferramenta ]
de suporte a programas de melhoramento genético.

Vérios estudos de mapeamento de locos controladores de caracteres
quantitativos (QTLs) usando marcadores moleculares t&m sido realizados em varias
espécies como o tomate, milho, aveia, etc. Para tal utiliza-se uma populagdo
segregante originada do cruzamento entre materiais contrastantes para a caracteristica
em estudo. As estratégias utilizadas diferem em varios aspectos tais como o tipo de
populagéo segregante, o tamanho da populagéo e o tipo de marcador. Via de regra s&o
metodologias que exigem a manipulagdo de um grande numero de individuos sendo,
na maioria dos casos, laboriosas e demoradas.

Recentemente Michelmore, Paran e Kesseli (1 991) desenvolveram uma ‘\‘
metodologia de identificagéo rapida de regides especificas do genoma, a Andlise de |
Segregantes em Bulk (Bulked Segregant Analysis - BSA). Ela se baseia na
comparagcdo de bulks de DNA constituidos de individuos contrastantes para a
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caracteristica em estudo. Os individuos constituintes de cada bulk s&o idénticos para
as regibes gendmicas ligadas aos genes em estudo e bastante distintos para as
regides ndo ligadas. Assim, os locos marcadores que discriminam os bulks tém alta
probabilidade de estarem ligados aos genes de interesse. Desenvolvida originalmente
para caracteres qualitativos, esta estratégia ¢ também bastante promissora para
caracteres quantitativos de menor complexidade (Wang e Paterson, 1994) como
parece ser 0 caso da tolerancia ao Al téxico. —
Portanto, o objetivo principal deste trabalho é identificar locos de RFLP
associados a regibes cromossomicas que controlam a tolerancia ao Al téxico em milho.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Efeitos do Al e possiveis mecanismos de tolerancia

A acidez dos solos constitui uma das principais barreiras para a exploragdo
de uma vasta extensdo de terras em todo o mundo, especialmente nos trépicos. O
efeito direto do baixo pH, ou seja, da alta concentragdo de ions H' na solugao do solo
sobre o desenvolvimento das plantas, somente se manifesta em pH menor que 3,0.
Considerando que a solugdo do solo raramente atinge valores inferiores a 4,0, este
efeito deve ser pouco expressivo. O efeito prejudicial do baixo pH é, portanto, o
resultado da soma de vérios efeitos adversos indiretos (Mello et al. 1984).

Dentre estes efeitos indiretos destaca-se a toxidez do A, a qual é
reconhecida como o maior fator limitante para o aproveitamento dos solos acidos (Silva
1976). Em solos com pH alto o AI* liberado na solugdo € precipitado na forma de
hidroxido de aluminio, n&o disponivel para a planta. Em solos com baixo pH o AI*
liberado permanece disponivel na soluggo.

O aluminio disponivel no solo pode ser encontrado em diversas formas,
dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas do solo. O conhecimento de qual
destas formas causa toxidez as plantas é de grande importancia para o entendimento
dos efeitos desencadeados pela presenga do aluminio bem como dos mecanismos de
tolerancia. A maioria dos trabalhos indicam que o A** é a espécie mais téxica as
plantas, com relatos de toxidez da forma Al'* (Howeler 1991 ).

Em estudos de absorgédo e translocagéo de Al na planta, Henning (1975),
citado por Foy e Fleming (1978) verificou que o Al absorvido penetrava na regiao apical
da raiz e se acumulava no nucleo e citoplasma das células adjacentes a esta zona,
sendo que grande parte do Al era retido nas células corticais.
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Ryan, Ditomaso e Kochian (1993) observaram que quando apenas a parte
terminal da raiz (capa da ponta e meristema) era exposta ao Al, ocorria inibicdo da
elongagéo da raiz. Quando a raiz era totaimente imersa, com exceg¢do do meristema,
as raizes tinham crescimento normal. Esta e outras evidéncias citadas na literatura
mostram que a Vregiéo apical constitui uma zona fortemente afetada pelo Al. Bennet e
Breen (1991) propdgéram um modelo onde a capa da ponta da raiz seria um sitio de
percepgéo do Al. Em plantas submetidas a uma solugéo com Al, eles observaram
mudancas na regido da capa da ponta da raiz, especialmente alteragfes na atividade
secretoria. Os autores sugeriram que o Al induziria a inibicio do crescimento da raiz
através de uma rota de sinais envolvendo a capa da ponta da raiz, o meristema apical
e hormonios.

Pelo fato de ser o érgéo da planta que absorve e, muitas vezes, retém o Al,
o sistema radicular é o primeiro a manifestar seus efeitos fitotoxicos. Apos a absorgdo _

do Al pelas plantas, ocorre a paralisagdo das divisGes celulares na regido
meristematica, prejudicando a elongagdo das raizes e tornando-as curtas, grossas,
escurecidas e quebradigas. Esta resposta inicial do sistema radicular a absor¢do do
Al* desencadeia outros disturbios na planta devido & ineficiéncia do sistema radicular
em absorver nutrientes e agua.

Esta ineficiéncia provoca sintomas foliares que variam com a espécie. Em
algumas, os sintomas sfio semelhantes aos da deficiéncia de fosforo, ocorrendo
avermelhamento do caule e das nervuras e atrofiamento generalizado. Outras
apresentém sintomas semelhantes aos da deficiéncia de célcio, ocorrendo enrolamento
das folhas jovens e morte das pontas de crescimento (Foy 1976).

1

Vérios mecanismos de tolerancia ao Al tém sido propostos na literatura. No

entanto, a maioria destes ndo possuem evidéncias consistentes que os suportem
(Kochian 1985), e provavelmente a tolerancia ndo deve ser explicada por apenas um
mecanismo isolado, mas sim por vérios processos fisioldgicos que variam de espécie
para espécie e também dentro de uma mesma espécie.

No que diz respeito ao;mecanismof‘&ve‘ﬁtBIeréncia ao Al téxico, as espécies

podem ser divididas em trés grupos. No primeiro grupo, as plantas tolerantes possuem -

menores concentragdes de Al em suas raizes e concentragdes similares na parte aérea
quando comparadas com as plantas sensiveis. Estas espécies apresentam mecanismo
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de exclusé&o do Al, tais como trigo, cevada e soja ; no segundo grupo, a parte aérea das
plantas tolerantes contém menores teores de Al que as raizes, geralmente devido &
acumulagéo do Al neste 6rgéo. S&o representantes deste grupo: arroz, trigo e milho; e
finalmente o terceiro grupo, no qual as espécies acumulam e destoxificam o Al dentro
de seus tecidos, como o cha (Camellia sinensis L.), que complexa o Al com &cidos
organicos e polifentis, acumulando-o nas folhas mais velhas (Foy e Fleming 1978).

Um mecanismo de tolerancia que tem atraido grande atengédo é o aumento
do pH na zona radicular através da liberagdo de anions na rizosfera, propiciando
insolubilizagdo do Al e portanto impedindo sua absorgdo. Em algumas culturas como o
trigo e o milho, tem sido observado aumento do pH em gendtipos tolerantes, enquanto
os genotipos sensiveis ndo alteram ou até mesmo diminuem o pH na rizosfera (Foy e
Fleming 1978).

Outro importante mecanismo é a imobilizagdo do Al por agentes quelantes. A
exsudacéo de acidos orgénicos, tais como &cido malico e citrico, propicia a quelagao
do Al na rizosfera, revertendo seu efeito fitotéxico (Miyasaka et al. 1991) .Delhaize,
Ryan e Randall (1993) investigaram a relagéo dos &cidos orgénicos e a tolerancia ao
Al em linhagens isogénicas de trigo e verificaram que existe uma forte correlacdo entre
a tolerancia ao Al e a exsudagdo de elevadas taxas de acido malico estimulada pela
presenga do Al.

A permeabilidade diferencial da membrana tem sido postulada como um
mecanismo de exclusdo do Al, prevenindo seus efeitos fitotéxicos na raiz e sua
translocagéo para a parte aérea. Esta permeabilidade diferencial foi comprovada por
Clarkson, citado por Prioli (1987) pois a capacidade de impedir a passagem do Al
através da membrana n&o implicou na toleréncia a outros cétions trivalentes.

Na presenga do Al, o fosforo é fixado na forma de fosfato de aluminio, que é
um precipitado insoldvel e, portanto, no disponivel para a planta. Assim, gendtipos
capazes de absorver fésforo na presenga de Al, ou ainda, de se desenvolverem em
condicdes de baixa disponibilidade de fosforo, provaveimente seriam tolerantes ao Al
(Clark e Brown 1974). No entanto, esta hipétese tem sido contestada. Furlani e Furlani
(1991), estudando linhagens de milho e arroz quanto a eficiéncia na absorcdode P e
tolerancia ao Al, verificaram que as duas caracteristicas eram independentes.
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A Capacidade de Troca Catidncia (CTC) das raizes das plantas tem sido
relatada como uma caracteristica capaz de conferir tolerancia ao Al. Plantas com alta
CTC atraem e absorvem cétions polivalentes em maior intensidade; assim, plantas com
baixa CTC de raiz seriam tolerantes ao Al (Vose e Randal 1962). Por outro lado,
Blamey, Robinson e Asher (1992) avaliaram, em solugéo nutritiva, 12 espécies
representadas por genétipos cuja reag¢do ao Al era previamente conhecida com base
em estudos de elongag&o de raiz e nao foi observada correlagéo entre toleréncia ao Al
e baixa CTC.

Uma vez absorvido, o Al pode ainda ter seu efeito fitotéxico revertido dentro ‘
da célula pela ag&o de proteinas quelantes. Varios estudos de proteinas de raiz de
materiais suscetiveis e tolerantes tém sido feitos na tentativa de encontrar alguma
proteina especifica de genétipos tolerantes. Campbell e Jackson (1994) encontraram
uma proteina de 18,7 kD, presente apenas em raizes de clones tolerantes de alfafa
ap6s exposigdo a diferentes niveis de estresse de Al. Basu, Basu e Taylor (1991),
estudaram o padréo protéico de membranas extraidas da regido meristematica de
raizes de trigo e identificaram uma proteina de aproximadamente 51 kD induzida pela
exposi¢cao das raizes ao Al. Com a suspenséo do estresse, a proteina desaparecia
gradualmente. Outros metais n&o foram capazes de induzir a sintese desta proteina,
indicando que a mesma & especificamente induzida pelo Al e preservada durante o
periodo de estresse pelo qual os gendtipos tolerantes foram submetidos.

2.2 Metodologias de avaliagao da tolerancia ao Al téxico

Varias metodologias de avaliagdo da tolerancia ao Al téxico tém sido
desenvolvidas visando o entendimento das bases fisioldgicas e genéticas da
tolerancia. Estas avaliagGes s&o realizadas tanto em solo, a campo e vasos em casa de
vegetagao, como em solugéo nutritiva.

Nas avaliagbes a campo, varios niveis de calcario s&o utilizados para se
estabelecer diferentes indices de saturagdo de Al, onde sdo avaliados os diferentes
genétipos (Azevedo Filho 1989). Este tipo de avaliaggo possui a vantagem de avaliar
os gendtipos sob condigdes naturais de solo e clima, produzindo resultados que
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refletem o efeito da saturagdo de Al sobre todo o ciclo de desenvolvimento das plantas.
Por outro lado, s@o metodologias que consomem muito tempo, requerem grandes areas
e os genotipos avaliados estdo sujeitos a varios fatores ambientais que podem
mascarar o efeito do Al (Garcia, Silva e Massei 1979).

Os ensaios em casa de vegetacdo usando vasos contendo solo corrigido,
que propicia varios niveis de saturagdo de Al, € uma opgdo intermediaria entre a
avaliagao a campo e o uso de solugéo nutritiva, propiciando maior controle dos fatores
ambientais e simulando de forma mais realistica as condicées de cultivo (Howeler,
1991).

As metodologias baseadas no uso de solugdo nutritiva possuem as
vantagens de serem rapidas, de permitirem a avaliagdo de varios genotipos em um
curto periodo de tempo e ocupando pequenos espacgos, de ndo serem destrutivas,
possibilitando posterior transplantio para o campo e ainda propicia o controle das
condicoes ambientais; portanto, o isolamento do efeito do Al nas plantas (Howeler
1991).

Varios procedimentos de avaliagdo de gendtipos de milho em solugao
nutritiva s&o descritos na literatura (Rhue e Grogan 1977; Garcia, Silva e Massei 1979:;
Magnavaca 1982; Sawasaki e Furlani 1988). Grande parte destes trabalhos utilizou
critérios fenotipicos baseados na elongagéo da raiz seminal. No entanto, o critério de
discriminagéo entre gendtipos tolerantes e suscetiveis adotado pelos autores nao
foram coincidentes.

Em gramineas, caracteristicas do sistema radicular, baseadas na elongagao,
s@o os melhores critérios para medigdo da tolerancia ao Al (Furlani 1981: Garcia, Silva
e Massei 1979). Em milho, o uso do peso de matéria seca da parte aérea e mesmo da
raiz n&o sao bons critérios para avaliagéo da tolerancia ao Al (Lopes et al. 1987). Ja as
medicoes do sistema radicular, de acordo com esses autores, tém se mostrado
bastante eficientes para tal.

Magnavaca (1982) avaliou 6 critérios fenotipicos, baseados na elongacéo da
raiz seminal e no peso seco da raiz, e concluiu que o Comprimento Relativo da Raiz
Seminal, ou CRRS (comprimento final subtraido do comprimento inicial, dividido pelo
comprimento inicial da raiz seminal), foi o mais indicado, por levar em consideracao as
diferencas de vigor entre os gendtipos testados. Por outro lado, Prioli (1987) mostrou
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que o Comprimento Liquido da Raiz Seminal (comprimento final menos o comprimento
inicial) foi mais eficiente quando comparado ao CRRS.

2.3. Heranga da tolerancia a toxidez do Al

Utilizando diferentes estratégias de avaliagdo, vérios estudos tém sido
realizados sobre a variabilidade e tipo de heranga da tolerancia ao Al téxico em varias
especies. Para algumas culturas, como a cevada, alfafa e trigo, tem sido demonstrada
a ocorréncia de heranga monogénica. Em trigo, gque € uma das espécies mais
estudadas, existe alguma controvérsia nos resultados mostrados na literatura. Além da
heranga monogénica (Kerridge e Kornstad 1968), alguns autores demonstraram que a
tolerancia ao Al trata-se de uma caracteristica mais complexa (Camargo 1981; Ruiz-
Torres e Carver 1992 e Bona et al. 1994). Segundo Craver e Ownby (1995), qualquer
modelo genético proposto para um grupo de gendtipos de trigo nd3o se aplica
necessariamente a outro , e nem tampouco ao mesmo grupo quando este é submetido
a diferentes niveis de estresse de Al. A expresséo pode ser alterada em diferentes
“backgrounds” e possivelmente diferentes genes se expressam em diferentes niveis de
toxidez.

Varios trabalhos tém demonstrado que em trigo ocorre uma quebra gradual
de dominancia em fungdo do aumento da concentragdo do Al na solugdo nutritiva
(Camargo 1981; Ruiz-Torres e Carver 1992, Bona et al. 1994).

Em milho, grande esforgo tem sido empreendido no sentido de elucidar a
base genética da tolerancia ao Al. No entanto, os resultados relatados na literatura séo
muito conflitantes, n&o permitindo a definigéo de um modelo genético unico.

Rhue et al (1978) avaliaram linhagens de milho tolerantes e suscetiveis ao
Al, seus F;, F; e retrocruzamentos (RC) em solugdo nutritiva com Al téxico. Os hibridos
F1 exibiram toleréncia ao Al igual ou superior & apresentada pelos pais mais tolerantes,
0 que indicou ser um fenotipo dominante. Baseando-se na avaliagdo visual do
comprimento da raiz, os F, e RC segregaram na razédo de 3:1 e 1:1 respectivamente,
para tolerantes e suscetiveis, ndo aparecendo tipos intermediarios. De acordo com os
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resultados, os autores sugeriram que uma série alélica seria responsavel pela
tolerancia ao Al em milho.

Garcia e Silva (1979), utilizando areia lavada e irrigada com solugéo de Al,
concluiram que a heranga da tolerancia & monogénica e dominante.

Outros trabalhos tém mostrado que a heranga da tolerdncia ao Al é de
natureza complexa. Magnavaca et al. (1987) estudaram a heranga da tolerancia ao Al
analisando 6 geragdes (Parental 1, Parental 2, F,, F,, RC; e RC.), provenientes de
cruzamentos entre linhagens de milho tolerantes e suscetiveis, avaliando o CRRS das
plantas em solugédo nutritiva. A distribuicdo de frequéncia da geragéo F, foi continua,
unimodal, caracteristica de um carater herdado quantitativamente, e com alguma
tendéncia da suscetibilidade ser dominante sobre a tolerancia. Os efeitos genéticos
aditivos contribuiram com a maior parte da variancia genética, e os efeitos de
dominéncia equivaleram & metade dos efeitos aditivos. A epistasia do tipo aditiva
contribuiu muito pouco em comparagdo com os efeitos aditivos e dominantes. Porém,
nos cruzamentos entre as linhagens suscetiveis, os efeitos genéticos de dominancia
explicaram a maior parte da variagdo, seguidos, em ordem, pelos efeitos de epistasia
(dominante por dominante explicou a maior parte da variancia epistatica) e aditivos.
Este mesmo autor analisou 8 linhagens parentais e seus 28 hibridos simples em um
cruzamento dialélico. A Capacidade Geral de Combinagéo (CGC) explicou a maior
parte da variagé&o para 0 CRRS, sendo a Capacidade Especifica de Combinagéo (CEC)
igualmente significativa. Deste modo, houve tanto a ocorréncia de interacdo aditiva
quanto de dominancia.

Sawasaky e Furlani (1988) avaliaram as linhagens Ip 48-5-3 (milho cateto) e
Col 2(22) (milho duro da Colémbia) e as geragbes Fy, F2 e RC, utilizando solugdo
nutritiva com Al téxico. O critério de avaliagdo da tolerancia ao Al foi o comprimento
inicial da raiz subtraido do comprimento final. O hibrido F, teve comportamento
intermediario em relagéo aos pais, e a distribuiggo da geracdo F. foi continua e
unimodal, tipica de um carater quantitativo. Estes autores concluiram que no minimo
estiveram envolvidos trés genes e os efeitos genéticos aditivos foram responsaveis
pela maior parte da heranga da tolerancia ao Al, embora a curva de distribuicdo de
frequéncia em F» evidenciasse a presenca de genes de efeito dominante.
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Prioli (1987), estudando uma populagdo F, em solugdo nutritiva, verificou
que a distribuic&io fenotipica dos valores dos critérios baseados na elongagéo de raiz,
nesta populacéo, era continua e unimodal, sugerindo tratar-se de heranga quantitativa.
No entanto, a estimativa do numero de locos variou de 1 a 3, com valores de
herdabilidade no sentido amplo variando de 0,89 a 0,95, e no sentido restrito variando
de 0,61 a 0,86. Dessa forma, o autor considera que apesar da natureza quantitativa do
carater, poucos genes devem estar envolvidos no seu controle. Neste trabalho também
houve variagéo na magnitude da dominancia e no ndmero de genes a medida que o
nivel de Al na solugéio era aumentado. Assim como no trigo, parece haver uma forte™ .
interagdo do gendtipo com o nivel de estresse. _

2.4. Marcadores moleculares no estudo de QTL's

A grande maioria das caracteristicas de interesse agrondmico é de natureza
quantitativa, ou seja, é controlada por muitos genes, fortemente influenciadas pelo
ambiente e portanto de dificil estudo e manipulagdo. Os genes que controlam estes
caracteres herdados quantitativamente sdo também conhecidos por “Quantitative Trait
Loci” ou simplesmente QTL (Kochert 1989).

Sax (1923) reportou pela primeira vez a possibilidade de se entender
caracteres quantitativos em seus componentes individuais, quando encontrou
associacao entre a segregag&o para tamanho de gréo e cor do gréo em feijéo. A partir
de entéo varios trabathos utilizando marcadores morfolégicos e citogenéticos foram
feitos na tentativa de se entender melhor o controle de caracteristicas quantitativas. O
numero relativamente pequeno de marcadores disponiveis dificultou a obtengdo de
resultados, mas propiciou o desenvolvimento de uma base tedrica bastante sélida para
a utilizagdo de marcas genéticas de heranga simples no estudo de caracteristicas
complexas (Dudley, 1993).

Os marcadores moleculares surgiram como uma metodologia alternativa
para identificagdo e manipulagio de genes de interesse em programas de
melhoramento. Os primeiros marcadores moleculares utilizados foram as isoenzimas,
as quais tém a vantagem de fornecer respostas répidas e baratas. Porém s&o de uso



12

limitado devido ao pequeno numero de locos disponiveis para a analise, ao baixo
polimorfismo detectado, & influéncia do ambiente na atividade isoenzimatica e a
dependéncia do estadio de desenvolvimento da planta. Posteriormente surgiram os
marcadores de DNA, que detectam diferengas na informagao genética entre individuos
(Helentjaris, 1992).

O marcador do tipo RFLP - "Restriction Fragment Length Polymorphism" - ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo foi o primeiro marcador de
DNA desenvolvido pela Biologia Molecular e constitui um dos principais marcadores
disponiveis. E obtido através de diferengas no peso molecular de fragmentos de DNA
gendmico digeridos por enzimas de restricdo. Estas enzimas reconhecem sitios
especificos (normalmente compostos por 4 a 6 pares de base) que ocorrem em todo o
genoma de um individuo, efetuando cortes que originam fragmentos de diferentes
tamanhos. Estes fragmentos sdo separados por eletroforese, desnaturados para gerar
fitas simples de DNA, e em seguida transferidos para uma matriz sélida (membrana de
nylon ou nitrocelulose). Esta membrana & colocada em contato com sondas
(gendmicas ou cDNA) marcadas que hibridam apenas onde encontram homologia. A
marcacao permite a visualizagdo do polimorfismo por reagdo de colorimetria ou
luminescéncia. A base genética do polimorfismo obtido nas analises de RFLP resuita
de mutagdes nos sitios de restricdo ou de insergbes, deleges e rearranjos entre estes
sitios (Beckmann e Solier 1986).

A tecnica de RFLP possui algumas vantagens, tais como: o nimero de locos
RFLP é praticamente ilimitado; as sondas detectam polimorfismo em todos os estadios
da planta; produz alto grau de polimorfismo; a expresséo fenotipica € co-dominante,
possibilitando diferenciar os homozigotos dos heterozigotos; e os polimorfismos néo
sdo afetados pelo ambiente (Ferreira e Grattapaglia 1995). Por outro lado, possui como
desvantagens o alto custo e a complexidade das metodologias, o que vem sendo
sucessivamente superado com adaptagdes como, por exemplo, a marcagao das
sondas com o uso do sistemas nédo radioativos.

A marcacéo das sondas de DNA constituia uma das maiores limitagbes ao
uso do RFLP em larga escala, pois exigia 0 uso de elemento radioativo (P®). Este
radioisotopo € altamente instavel, de dificil manipulagéo e fornece alto risco & satde.
Devido a estas dificuldades, voltou-se grande atengio ao desenvolvimento de
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metodologias de marcagéo nédo radioativa. Nestas metodologias o DNA é marcado com
substéncias que possuem um “anticorpo” bem caracterizado. Este anticorpo é
conjugado a enzimas como a peroxidase ou fosfatase alcalina, as quais tém a
capacidade de converter substratos em precipitados coloridos ou degrada-los,
provocando emisséo de fuz. A eficiéncia da marcagéo reside na qualidade dos padrdes
de bandas obtidos e na viabilizagdo do reaproveitamento da membrana. Assim, os
processos que envolvem luminescéncia s3o mais apropriados que os colorimétricos
(Kreike, Koning e Krens 1990).

O primeiro sistema de marcagdo ndo radioativa desenvolvido utilizava
marcacdo com biotina. No entanto, este sistema apresentou baixa sensibilidade
(Macedo, Medeiros e Pena 1989). O sistema de marcagao com digoxigenina, utilizando
como substrato o AMPPD, apresentou resolugdo semelhante a obtida com marcagéo
radioativa e ainda permitiu a reutilizacéo das membranas por varias vezes apds a
remogao das sondas, sem prejuizo para a qualidade dos resultados (Kreike, Koning e
Krens 1990).

Novas classes de marcadores moleculares de DNA tém sido desenvolvidas
baseadas na reag&o em cadeia da polimerase (PCR), onde se destacam o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e polimorfismos baseados em locos hipervaridveis de microssatélites.
As metodologias, vantagens e limitages destas técnicas foram descritas por Ferreira e
Grattapaglia (1995).

O estudo de caracteres quantitativos com o uso de marcadores moleculares
exigiu o desenvolvimento de metodologias proprias para detecgdo dos QTLs. A
identificacéo de ligagdo depende da presenga de desequilibrio de ligagcdo entre as
marcas e os alelos do gene em estudo. Para maximizar tal desequilibrio utilizam-se,
normaimente, populagdes segregantes provenientes do cruzamento entre linhagens
geneticamente divergentes para a caracteristica de interesse. As populagées mais
usadas para este fim s8o geragbes F, Fs, e de retrocruzamento. Em espécies que
toleram alto grau de endogamia, podem ser usadas linhagens recombinantes
provenientes de populagdes F, Estas Ultimas, apesar do menor desequilibrio de
ligagéo, possuem a vantagem de permitirem o uso de repeticbes e portanto uma
mensuragao mais eficaz da caracteristica em estudo (Tanksley, 1993). Além do tipo de
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populacéo, a eficiéncia do uso de marcadores moleculares para a detec¢do de um QTL
depende da magnitude do efeito do QTL na expressao do carater, do tamanho da
populagdo em estudo e da frequéncia de recombinacéo entre o marcador e o QTL
(Tanksley et al. 1989).

A detecgéo de QTLs relativos a uma certa caracteristica pode ser realizada
através de técnicas variadas. Para marcadores codominantes como o RFLP, trés
gendtipos podem ser obtidos. O contraste entre os homozigotos estima o efeito aditivo
de um eventual QTL que esteja ligado a sonda (Edwards, Stuber e Wendel, 1987). A
variagéo existente entre individuos (ou progénies) de mesmo genétipo permite que se
teste se tal contraste é significativamente diferente de zero. J& o contraste entre a
meédia dos heterozigotos com a dos homozigotos permite detectar desvios de
dominancia.

Embora a técnica descrita acima possa ser aplicada a uma marca de cada
vez, a andlise simultdnea de marcas pode aumentar a eficiéncia de detecgéo de QTLs,
em especial quando elas encontram-se relativamente distantes umas das outras, acima
de 20 cM (Tanksley, 1993). Nessas situagdes, um QTL que e flanqueado por duas
marcas pode ser melhor detectado quando estas sdo levadas em conta
simultaneamente. Lander e Botstein (1989) desenvolveram uma metodologia que
permite testar a hipdtese de que nao existe um QTL afetando a caracteristica ao longo
do brago cromossémico. Eles se valeram de um modelo que combina a informagéo das
varias marcas, e, rejeitando tal hipétese, é possivel estimar, pelo método da maxima
verossimilhanga, o efeito do eventual QTL e ainda sua posic&o no mapa de ligagéo.

Outra possibilidade de reunir a informagdo das vérias marcas consiste no
uso de modelos de regress&o multipla, utilizando parametros de regressao associados
as diversas marcas, como fizeram, entre outros, Reiter et al (1991). Nesse caso, é
conveniente o uso de alguma estratégia de selegao de modelos de regressao, como os
métodos de ‘Backward’, ‘Forward’ ou ‘Stepwise” (Draper e Smith, 1966), para evitar
que certas marcas fornegam informagéo redundante acerca de um mesmo QTL.

Varios caracteres quantitativos tém sido estudados com sucesso utilizando
diferentes tipos de marcadores moleculares e estratégias. Nienhuis et al (1987)
estudaram a associagcdo de locos de RFLP com QTLs associados a resisténcia a
insetos presente em espécies selvagens de tomate, a qual é devida a sintese de 2-
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tridecanona (2TD). Uma populagéo F, com 900 individuos provenientes do cruzamento
Lycopersicon esculentum x L. hirsurum var. glabratum (espécie selvagem) foi avaliada,
tendo sido detectada associagéo entre pelo menos 3 locos de RFLP e diferentes teores
de 2TD.

Edwards et al. (1992) utilizaram 98 sondas e 11 iscenzimas para o estudo de
18 caracteres quantitativos em milho, a partir de 187 plantas F, do cruzamento entre as
linhagens CO 159 e Tx 303. Observou-se que algumas regibes gendmicas
influenciaram o crescimento da planta no estadio inicial de desenvolvimento, outras em
estadio mais avangado e outras em ambos. De modo semelhante, os QTLs para
produgéo de grdos também apresentaram expresséo diferenciada, com alguns locos
afetando um carater simples relacionado com a produgdo, como o nuimero de fileiras de
gréos na espiga, e outros afetando varios caracteres relacionados com a produgdo de
gréos, simultaneamente. Dezoito regibes cromossémicas foram relacionadas com a
altura de plantas e doze regiGes com a producdo de grdos. Segundo os autores, o
nimero de marcadores utilizados foi suficiente para cobrir o genoma do milho e
detectar a maioria dos locos com efeitos de genes maiores.

Reiter et al (1991) utilizaram 93 sondas distribuidas nos 10 cromossomos do
milho para estudar a tolerancia a deficiéncia de fosforo em 90 individuos F, do
cruzamento entre as linhagens NY821 e H99, comparando o peso seco de raiz e peso
seco de parte aérea de familias Fs. Cinco locos de RFLP, distribuidos em quatro
cromossomos, foram associados com os caracteres medidos. Um loco, ligado a sonda
UMC 117 (cromossomo 8), estava fortemente relacionado com peso seco de raiz
enquanto que um segundo, UMC 19 (cromossomo 4), estava fortemente relacionado ao
peso seco da parte aérea. Os restantes influenciaram igualmente as duas
caracteristicas. Um modelo de regress&o muiltipla com 3 dos 5 locos e uma interagdo
epistatica (aditiva por aditiva) explicou 46% da variagio fenotipica total.

Diers et al. (1992) objetivando a detecg&o de locos controladores dos teores
de dleo e proteina em sementes de soja, construiram um mapa saturado de RFLP,
contendo 252 marcas distribuidas em 31 grupos de ligagdo. Plantas F, obtidas a partir
do cruzamento entre uma linhagem de Glycine max e outra de Glycine soja foram
avaliadas com relagdo a estas caracteristicas e &s marcas, o que possibilitou a
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detecgéo de 8 e 9 marcas associadas aos teores de 6leo e proteina, respectivamente.
A proporgéo da variagéo total explicada por elas variou de 12 a 43%.

Para aumentar a eficiéncia da identificagéo de marcadores ligados a QTLs
relativos & caracteristica de interesse, Michelmore, Paran e Kesseli (1991)
desenvolveram um método denominado "Bulked Segregant Analysis" (BSA). O método
consiste na comparagdo de dois bulks de DNA de individuos extremos de uma
populacio segregante, originada do cruzamento entre pais contrastantes para o
carater em questdo. Desta forma, espera-se que cada bulk contenha individuos
geneticamente idénticos para regides cromossémicas envolvidas no controle do
carater, e altamente heterozigotos para as demais. Esta metodologia é aplicavel tanto
para uso de marcadores do tipo RFLP como RAPD. Os autores avaliaram a
sensibilidade da metodologia na detecgéio de locos controladores de caracteristicas de
interesse e verificaram que todos os marcadores distantes até 15 cM do loco foram
capazes de detecta-lo, e sugerem que a distancia limite seja aproximadamente 25 cM.
Utilizando esta metodologia, os autores identificaram trés marcas de RAPD ligadas ao
loco DmS, que confere resisténcia ao mildio em alface, mostrando ser a "BSA" uma
metodologia bastante eficiente e vantajosa para mapear genes de interesse. QOs
autores consideram ainda que esta estratégia possa ser estendida a andlises de
caracteres mais complexos, permitindo a identificag&o rapida de marcas ligadas a
QTLs.

Devido & maior praticidade e rapidez oferecidas pela Analise de
Segregantes em Bulk, Wang e Paterson (1994) avaliaram, através de simulagdo, a
eficiéncia desta estratégia na detecgdo de QTLs. Os autores levaram em consideragéo
o tipo de populagdo a ser usada para obtencdo dos bulks (F,, retrocruzamento,
linhagens recombinantes e duplo-hapléides); a magnitude do efeito dos QTLs e o
tamanho da populagdo. As estimativas obtidas mostraram que QTLs de efeito
pronunciado podem ser detectados utilizando-se qualquer tipo de populagdo, sendo
que a menos indicada para este fim seria a populagdo F.. Uma medida importante para
0 sucesso da metodologia € a construgéio de bulks com grande numero de individuos,
visando a minimizagéo dos resultados falso-positivos e falso-negativos resultantes da
contaminag&o dos bulks com individuos heterozigotos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Andlise Fenotipica

3.1.1 Material genético

Foi utilizada uma populagéo F,, segregante para o carater tolerancia
ao Al toxico, obtida a partir do cruzamento das linhagens L53, suscetivel ao Al e
L1327 (Cat Al 237/67) originadas respectivamente da populagdo CMS 11 (Pool
21 do CIMMYT - Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo) e da
variedade Cateto Agua Limpa, tolerante ao Al. Ambas foram desenvolvidas no
Centro Nacional de Pesquisa em Milho e Sorgo - CNPMS /EMBRAPA e sio
resultantes de mais de 10 ciclos de autofecundacgéo. Através de polinizagao
controlada foi feito o cruzamento entre estas linhagens obtendo-se o hibrido F,
e este por autopolinizagéo originou a populagao F, .

Outros materiais genéticos, também desenvolvidos no CNPMS, de
comportamento conhecido em relagéo a tolerancia ao Al téxico foram utilizados
como testemunhas nos ensaios. Como referéncia de tolerancia foram utilizadas
a variedade CMS 36, obtida a partir de gendétipos tolerantes a solos acidos, e o
hibrido duplo BR 201. Como referéncia de suscetibilidade foram usadas as
linhagens L19 e L726 (material moderadamente suscetivel), originadas
respectivamente da populagdo BR 106 advinda de um germoplasma Tuxpefio e
da populagéo BR 105 obtida de uma populagdo tailandesa Swan-1.
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3.1.2 Avaliac8o em solucéo nutritiva

Vérias metodologias de avaliagdo da tolerancia ao Al téxico tém sido
descritas na literatura, utilizando solugdo nutritiva e solo (vasos e campo)
(Howeler, 1991). Neste trabalho, o ensaio em solugd@o nutritiva constituiu a
methor opgédo uma vez que as condigbes controladas do ensaio permitiram isolar
o efeito téxico do Al dos demais efeitos adversos do complexo acidez do solo.

Os ensaios de avaliagdo da tolerancia ao Al téxico foram realizados
em solugdo nutritiva conforme metodologia descrita por Magnavaca (1982),
utilizando como critério fenotipico o Comprimento Relativo da Raiz Seminal -
CRRS.

As sementes dos materiais genéticos avaliados foram colocadas para
germinar em rolos de papel de germinagéo (GERMILAB) umedecidos com agua
destilada. Estes rolos de papel foram colocados verticalmente em vasos
plasticos perfurados e estes por sua vez foram levados para casa de vegetagao
e mantidos em recipientes contendo agua destilada sob aeragdo continua. Os
vasos foram cobertos com plastico transparente com o objetivo de simular as
condicdes de uma camara umida. Apéds o inicio do desenvolvimento da parte
aérea o plastico era retirado.

No sétimo dia ap6s o plantio as plantulas foram transferidas para
solugao nutritiva contendo 6 ppm aluminio fornecido na forma de KAI(SO,).. A
composigéo da solugdo utilizada Magnavaca (1982) encontra-se na tabela 1. A
solugéo final foi preparada a partir das solugdes estoque e agua destilada com
um dia de antecedéncia ao transplantio. O pH inicial da solugéo foi 4,0, isto é, o
valor indicado para propiciar estresse as plantulas, ndo necessitando portanto
de ajustes. A solugdo foi entdo transferida para bandejas opacas com
capacidade para 8 litros. Estas foram cobertas com placas de PVC contendo 49
orificios (7 fileiras com 7 orificios), onde as plantulas foram colocadas apos
medi¢&o da raiz seminal. As plantulas permaneceram em solugdo nutritiva sob
aeragéo continua por 7 dias. As raizes foram novamente medidas e recolocadas
nas bandejas na mesma posigéo visando posterior transplantio para o campo.



TABELA 1 - Composigéo da solugdo nutritiva para crescimento de plantulas de milho (Magnavaca, 1982).

Solugéo estoque

Solugéo nutritiva final

mg elemento/I

Composicao total

Elem Fonte g/l ml ~  Cation Anion Elem mgl/l uM
Ca Ca(NO,).4H,0 270 3,08 Ca:141, NO,-N:98,6 |Ca 141,1 3527
NH4NO; 33,8 NH.,- NOs-N:18,2 |K 90,1 2310
Mg 20,8 855
K KCI 18,6 2,31 K225 CI:20,4 NOs'-N 162,0 10857
K2SO, 44,0 K:i45,6 S0.,-S:18,7 |NH,-N 18,2 1300
KNO; 24,6 K:22,0 NO,-N:7,9 P 1,4 45
S 18,8 587
Mg Mg(NOs).. 6H.0 142,4 1,64 Mg:20,8 NOis-N:240 |B 0,27 25
P KH.PO, 17,6 035 K:1,7 H2PO4:1,4 Fe 4,3 77
Mn 0,5 9,1
Fe Fe(NOs)s. 9H,0 20,3 1,54 Fe:4,3 NO;-N:3,3 Cu 0,04 0,63
HEDTA 13,4 HEDTA:0,26 [Mo 0,08 0,83
Micro 0,77 Zn 0,15 2,29
Mn MnCl.. 4H,0 2,34 Mn:1,5 CI:0,65 Na 0,04 1,74
B H3BO; 2,04 BOs-H:0,27 |HEDTA 20,06 75
Zn ZnS0,4.7 H2.7H,0 0,88 Zn:0,15 S0,-5:0,07
Cu CuS0,. 5H,0 0,2 Cu:0,04 S0,-S:0,02
Mo Na,MoO,. 2H,0 0,26 Na:0,04 Mo0O,-M:0,08

6l
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Durante estes 7 dias o volume das bandejas foi completado com agua destilada
sempre que necessario.

As varidveis medidas e calculadas para avaliagdo da tolerancia ao Al
foram as seguintes:

(a) CIRS - Comprimento Inicial da raiz seminal: medido em cada plantula

quando da transferéncia para a solugao nutritiva.

(b) CERS - Comprimento Final da Raiz Seminal: medido em cada plantula apds

os 7 dias de cuitivo em solugdo nutritiva.

(c)_CLRS - Comprimento Liquido da_Raiz _Seminal: Valor obtido subtraindo do

CFRS o valor do CIRS para cada plantula.

(d) CRRS - Comprimento Relativo da Raiz Seminal: indice resultante da divisdo

do CLRS pelo CIRS.

3.1.3 Avaliacéo da populacéo F,

Esta avaliagdo teve por objetivo selecionar individuos extremos da
curva de distribuicdo dos valores de CRRS para construgdo dos bulks
homozigotos.

A avaliagéo foi feita conforme metodologia descrita no item 3.1.2.
Foram colocadas para germinar 3000 sementes F, e 300 sementes de cada
linhagem parental (L 53 e L1327). Ap6s sete dias foram transplantadas 1554
plantulas F distribuidas em 37 bandejas. Em cada bandeja foram colocadas 3
plantulas de cada linhagem parental (L53 e L1327) como controle.

Os individuos extremos para tolerancia e para susceptibilidade foram
devidamente identificados, tiveram a parte aérea e a raiz podadas e foram
transplantados para sacos plasticos contendo substrato para mudas. Os sacos
plasticos foram transferidos para telado, onde permaneceram por uma semana
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visando a aclimatagéo das plantas para posterior transplantio para o campo. Por
ocasiao do florescimento estes individuos foram autofecundados para obtengéao
de familias F;.

3.1.4 Avaliacdo das familias Ea

As familias F; foram avaliadas em solugdo nutritiva conforme a
metodologia descrita para avaliagdo da populagéo F,. Foram avaliadas 60
familias sendo 30 proveniente de individuos F2 tolerantes e 30 proveniente de
individuos F, suscetiveis. As 60 familias foram divididas em 2 ensaios, cada
qual com 15 familias tolerantes e 15 suscetiveis. Nos dois ensaios foram
incluidos os tratamentos, L53, L1327, Fissxszny, L726; BR 201 e CMS 36. Apods
as medigcbes de raiz, as folhas das plantulas foram identificadas por familia,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a - 80° C.

Em cada ensaio os 36 tratamentos, designados regulares, foram
dispostos em 4 latices 3 por 3 triplos, com um tratamento comum. Cada bloco
(bandeja) continha 3 tratamentos com 14 plantas cada e 7 plantas da
testemunha comum L 19. Foi feita uma analise conjunta dos latices de acordo
com o seguinte modelo estatistico:

Yp=m+p+by+ty+t + ey
onde:

Yij = valor de CRRS do i-ésimo tratamento regular no j-ésimo bloco do |-ésimo
latice.

m = média geral da andlise conjunta.

p: = efeito do I-ésimo l4tice; (1=1,2,...,4)

by = efeito do j-ésimo bloco no I-ésimo latice; (j = 9).

tu = efeito do i-ésimo tratamento regular no I-ésimo latice; (i=1,2,...,9).

t: = efeito do i'-ésimo tratamento comum; (i’ = 1)
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ey = efeito aleatdrio do erro associado ao i-ésimo tratamento no j-ésimo bloco

do I-ésimo latice.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o software
estatistico NTIA, versdo 4.2, desenvolvido pelo CNPTIA/EMBRAPA - Centro
Nacional de Pesquisa Tecnolégica em Informatica para a Agricultura. A
variancia genética dentro de familias F; foram obtidas a partir da média
ponderada das variancias apresentadas em cada repeticdo. Estas ultimas foram
estimadas subtraindo-se da variancia fenotipica do tratamento a variancia
ambiental dada pela linhagem L19 em cada bandeja.

3.1.5 Eficiéncia do CRRS

Para verificar a eficiéncia do indice CRRS como critério fenotipico
medidor da tolerancia ao Al téxico foram feitas analises de regressdo do CLRS
(Crescimento Liquido da Raiz Seminal) em fungdo do CIRS (Comprimento Inicial
da Raiz Seminal) para o grupo de linhagens sabidamente suscetivel (L19 e L53)
e para o grupo de gendtipos sabidamente tolerante (L1327 e CMS 36).

3.2 Analise genética

3.2.1 Analise de RFLP

As analises genéticas foram feitas utilizando a técnica de RFLP
descrita por Brondani (1993), com algumas modificagées.
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3.2.1.1 Extragao, Digestao do DNA e Southern Blot

O DNA foi extraido conforme o método descrito por Saghai-Maroof
(1984). Uma aliquota foi submetida a eletroforese (50 V) em gel de agarose
(0,8%) e através da visualizagdo por luz ultravioleta do gel corado com brometo
de etidio estimava-se a quantidade de DNA o qual foi estocado em TE (10 mM
Tris pH 8,0 ; 1 mM EDTA) com concentracéo final de 1 ug/ul.

Cerca de 50 ug de DNA de cada material foi digerido com as enzimas
de restricdo Eco RI, Bam HI e Hind Ill, utilizando 2,5 unidades de enzima por ug
de DNA, por pelo menos 18 horas a 37°C. A qualidade da digestao foi verificada
de forma similar & descrita para quantificagédo. O material digerido foi entéo
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, submerso em tampdo TAE
(0,04 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA), por uma noite a 18 mA.

Incubou-se o gel por uma hora sob agitagdo, em solugcéo de
desnaturagdo (0,4 M NaOH; 0,6 M NaCl) e em seguida por mais uma hora em
solugéo de neutralizagdo (0,5 M Tris pPH 7,5, 1,5 M NaCl). O DNA foi transferido
do gel para membrana de nyion (MSI Corporation) através de fluxo capilar na
presenca de tampéo de transferéncia ( 1M acetato de aménio; 20 mM NaOH).
Apés cerca de 24 horas, a membrana foi lavada em SSC 2x (3 M NaCl; 0,3 M
citrato de sédio) por 5 minutos, em SSPE 5x (NaCl; NaH,PO,; EDTA) por 10
minutos e colocada a 95°C por trés horas para imobilizar o DNA na membrana.

3.2.1.2 Hibridagéo e Detecgéo

O sistema de marcagéo de sondas utilizado foi a marcagao a frio com
digoxigenina. A marcagéo se deu através de PCR (Polymerase Chain Reaction)
em termociclador (Ericomp, inc.), utilizando nucleotideos dUTP marcados com
digoxigenina. Cada reagdo foi composta de tampao PCR 1x, 50uM dos dNTPs(
dATP,dCTP, dGTP), 48,75 uM de dTTP, 1,25 uM de Dig-dUTP, 1,6 unidades da
Tag-polimerase, 0,2 uM dos “primers” CV72 e CV76, 100 ng do plasmideo pUC
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19 contendo a sonda e agua q.s.p. 100 pl. Adicionou-se 75 ul de 6leo mineral
ultrapuro e iniciou-se a reagdo de amplificagéo utilizando o seguinte programa:
1 ciclo a 94°C por 1 minuto, 25 ciclos com trés fases: 94°C por 1 minuto, 55°C
por 2 minutos e 72°C por 2 minutos e 1 ciclo a 72°C por 1 minuto. O dleo foi
removido com 100 ul de cloroférmio e 50 ul de TE, sendo a mistura
homogeneizada com centrifugagéo a 3000 rom por 3 minutos. Para verificar a
amplificagao foi feita uma corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8%. O gel
foi corado com brometo de etidio e visualizou-se o aparecimento do fragmento
amplificado sob luz ultra-violeta e estimava-se a concentragdo visualmente
através da comparag&o com padrées de concentragdo conhecida.

As membranas foram pré-hibridadas por duas horas em sacos de
hibridagado contendo solugéo de hibridagdo (SSC 5x, 0,1% reagente bloqueio,
0,1% sarcosil, 10% SDS). Apds este periodo a solugéao foi trocada por uma nova
solugéo de hibridagdo contendo a sonda previamente desnaturada na
concentragao de 80 ng/ml. A hibridagéo foi realizada a 65°C, sob agitagao, por
18 horas.

Apos a hibridagdo as membranas passaram por uma série de
lavagens, sob agitagéo, na seguinte ordem:

1. Duas vezes em solugdo 0,15x SSC; 0,1% SDS, por 5§ minutos & TA
(Temperatura ambiente).

2. Duas vezes em solugéo 0,15x SSC; 0,1% SDS, por 30 minutos a 65° C.

3. Tampéo 1 (0,01 M Tris pH 7,5; 0,15 M NaCl), por 5 minutos a TA.

4. Tampéo 2 (0,01 M Tris pH 7,5; 0,15 M NaCl; 0,1% reagente de bloqueio) por
30 minutos.

5. Tamp&o 2 contendo o anticorpo contra digoxigenina conjugado a fosfatase
alcalina (Boheringer Mannheim) na concentragéo de 1 pl para 15 mi de tampéo
2, por 1 hora.

6. Duas vezes em tampéo 2, por 15 minutos.

7. Duas vezes em tamp&o 1, por 15 minutos.

8. Tampéo 3 (0,01M Tris pH 9,5; 0,1 M NaCl; 0,05M MgCl,) por 5 minutos.



25

Apos estas lavagens aplicou-se as membranas solucdo do substrato
AMPPD (Tropix Co.) na concentragéo de 10 pl/ml de tampido 3, em folders
transparentes proprios para sistemas de deteccdo de DNA (Gibco BRL). Os
folders foram colocados em contato com o filme de raio-x em camara escura
onde permaneceram por 18 horas. Os filmes foram imersos em solugdo de
revelagdo (Kodak GBX developer), em soucdo fixadora (Kodak GBX fixer),
lavados com d&gua e secos a temperatura ambiente, obtendo-se assim as
autoradiografias com os padrées de bandas de RFLP para analise.
Apos a revelagao do filme removeu-se a sonda que estava hibridada
com o DNA presente nas membranas lavando-as com SSC 2x por 10 minutos a
TA, em seguida com solugdo 0,2M NaOH; 0,1% SDS a 37° C por 10 minutos e
por ultimo em TE (Tris-EDTA), por 5 minutos. Quando nio utilizadas apods a
remogao das sondas, as membranas foram armazenadas em TE a 4° C. As
membranas foram reutilizadas de 3 a 5 vezes.

3.2.2 Selecdo de Sondas

Paralelamente a analise fenotipica foi feita a selegdo de combinacgbes
sonda:enzima capazes de gerar polimorfismo e discriminar as linhagens
parentais contrastantes (L53 e L1327).

Para tal, as andlises de RFLP foram feitas conforme a metodologia
descrita no item 3.2.1, utilizando como fonte de DNA folhas liofilizadas das
linhagens parentais e do hibrido resultante do cruzamento destas linhagens.

As sondas foram selecionadas de forma a cobrir todo o genoma do
milho em intervalos de 30 cM, pois segundo Michelmore (1991) um marcador
localizado a 25 cM do loco de interesse pode ser identificado na Analise de
Segregantes em Bulk. Para alcangar esta cobertura foram testadas 113 sondas
em combinagdo com as enzimas de restricdo Eco RI, Bam HI e Hind Ill. Os
padrées de bandas obtidos foram entdo avaliados quanto ao seu valor
informativo, em fung@o da capacidade de diferenciar as linhagens parentais
contrastantes e na complexidade dos padrdes, os quais foram classificados em
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PS - Polimérfico Simples quando da presenca de 1 a 2 bandas, PC - Polimérfico
Complexo quando da presenca de mais de 3 bandas e NP - Nao Polimérfico.

3.2.3 Anélise dos bulks de DNA

Os bulks tolerante e suscetivel foram constituidos por 6§ e 6
individuos, respectivamente. Considerando que um “pool” de individuos F3 tem,
em média, a constituigdo genotipica semelhante & do individuo F2 que o
originou, folhas de 28 plantulas de cada familia Fs foram liofilizadas e
misturadas. O DNA de cada constituinte do bulk foi extraido desta mistura
homogénea. A quantificagdo dos DNAs extraidos se deu por meio de leitura em
espectofotometro. Os DNAs foram ent3o misturados de forma que no bulk
gerado cada individuo contribuiu com igual quantidade de DNA.

Os bulks foram submetidos a analise de RFLP, conforme
procedimento descrito no item 3.2.1, com 46 sondas classificadas como
polimérficas simples e 8 classificadas como complexas.

Para verificar os genétipos dos individuos constituintes dos bulks
com relagdo a estes locos polimérficos, estes foram analisados com as
combinagGes sonda e enzima de restrigao que distinguiram os buiks.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao fenotipica da populagio F,

A distribuicdo de frequéncia dos valores de CRRS apresentados pelos
individuos F, foi continua, unimodal, tipica de caracteres quantitativos com alguma
tendéncia para a suscetibilidade (figura 1). As médias das linhagens parentais L53 e
L1327 foram respectivamente 0,15 + 0,005 e 0,75 +. 0,028. A populagéo F, teve média
de 0,43 + 0,006 e variancia 0,058.

Houve diferencas entre os intervalos de variagdo do CRRS dos individuos F,
de bandeja para bandeja, com amplitudes variando de 0,24 a 1,68. Devido a esta
variagao a selegéo de individuos extremos foi feita por bandeja, tomando como critério
o desempenho das linhagens parentais. Foram selecionados cerca de 300 individuos
em cada extremo. Este numero elevado foi eleito para garantir a obtengdo de uma
quantidade razoavel de familias F; visto que foi prevista a ocorréncia de perdas no
transplantio dos individuos F» e durante as polinizagoes.

A técnica de transplantio teve praticamente 100% de sucesso, no entanto ao
longo do ciclo, algumas plantas morreram. Das plantas restantes obteve-se espigas de
102 familias tolerantes e 76 familias suscetiveis com sementes de boa qualidade e em

quantidade suficiente.
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FIGURA 1 - Distribuigdo de frequéncia dos valores de CRRS obtidos na avaliagdo da
populagdo Fasaazry, em solugdo nutritiva contendo aluminio téxico.
Intervalo de confianga com 95% de probabilidade: 0,15 + 0,01 e 0,75 +
0,06, para as linhagens L53 e L1327 respectivamente.
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4.2 Avaliagéo fenotipica das familias F;

Das familias F; obtidas selecionou-se 30 familias suscetiveis com CRRS
menor que 0,2 e 30 familias tolerantes com CRRS maior que 0,6 para avaliagéo da
homozigose. Este nimero foi considerado suficiente para selecionar pelo menos 10
individuos em cada extremo.

O resultado das anélises de variancia dos ensaios 1 e 2 estao apresentados
na tabela 2. Nos dois ensaios houve diferencas significativas entre tratamentos. Por
outro lado, o efeito de bandeja foi significativo apenas no ensaio 2, sendo que o
quadrado médio de tratamento foi praticamente 10 vezes superior ao quadrado médio
de bandeja. A média da linhagem controle nos ensaios 1 e 2 foi 0,34 e 0,31,
respectivamente.

TABELA 2 - Resumo da anélise de variancia dos ensaios 1 e 2 para avaliag:éo de
familias F; em solugéo nutritiva contendo aluminio téxico.

Ensaio 1 Ensaio 2
Fonte de variagéo gl QM ol QM
Bandeja 35 0,00710557™ 35 0,00681105**
Tratamento 36 0,15248892** 36 0,10430988**
CV% 14,0% 11%

** significativo ao nivel de 1% pelo teste de F; ™ néo significativo.

Nas tabelas 3 e 4 estdo as médias ajustadas e varidncias dos valores de
CRRS das familias F; avaliadas em solugio nutritiva nos ensaios 1 e 2,
respectivamente. Estes parémetros foram estimados como indicadores da homozigose
dos individuos F; visto que as familias homozigotas para toleréncia / suscetibilidade ao
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alta média associada a pequena variancia quando tolerantes. No ensaio 1 apesar do
efeito significativo de tratamento as familias F3 n&o apresentaram tolerancia diferencial
ao Al, sendo que, o grupo de familias suscetiveis apresentou média similar ao grupo
tolerante. No ensaio 1 o grupo suscetivel apresentou média 0,68 e desvio padrao de
0,14 enquanto o grupo tolerante apresentou media 0,63 e desvio de 0,18. No ensaio 2
0 grupo suscetivel apresentou média 0,44 e desvio padrao de 0,17 e o tolerante
apresentou media 0,61 e desvio padrao de 0,08. Estes resultados discrepantes nos
ensaios 1 e 2 estdo bem evidenciados na figura 2. Dessa forma, utilizou-se apenas os
resultados do ensaio 2 para a selegdo das familias Fs presumivelmente homozigotas
quanto a tolerancia/suscetibilidade ao Al para construcdio dos bulks contrastantes.
Foram selecionadas 6 familias suscetiveis e 5 familias tolerantes, as quais
apresentaram pelo menos 0,5 de desvio padrdo acima ou abaixo da média do grupo
tolerante e suscetivel, respectivamente e pequena variancia. Estas familias estdo
assinaladas em negrito na tabela 4. O fendtipo apresentado por estas familias esta
exemplificado na figura 3.

A tabela 5 contém os resultados de média ajustada e variancia dos valores
de CRRS apresentados pelos materiais genéticos usados como controle. Apesar da
diferenga entre os resultados da avaliagdo das familias Fs nos ensaios 1 e 2,0
desempenho destes materiais usados como controle, cujo comportamento em relagéo a
tolerancia ao Al toxico é conhecido, foi bastante similar nos 2 ensaios e coincidentes
com o esperado (figura 4).
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TABELA 3 - Médias ajustadas e variancias genéticas dos valores de CRRS
apresentados pelas familias Fa@axazryFs avaliadas quanto a tolerancia
ao Al toxico em solugdo nutritiva no ensaio 1. Familias identificadas de
1 a 15 s&o suscetiveis e de 16 a 30 s3o tolerantes.

Familia Média Varidncia’ Familia Média Variancia
Fa (CRRS) (x10% Fa (CRRS) (x10%
1 0,4514 12,827 16 0,6977 9,825
2 0,9604 69,037 17 0,4548 18,258
3 0,6729 43,581 18 0,4763 40,571
4 0,5667 12,626 19 0,7740 9,692
5 0,6928 8,231 20 0,6851 15,834
6 0,8782 52,413 21 0,4834 0,000
7 0,6359 15,745 22 0,2925 3,392
8 0,6345 2,657 23 0,6574 9,234
9 0,7279 82,800 24 0,4848 3,330
10 0,8827 30,931 25 0,5547 3,819
11 0,6852 41,686 26 0,6789 3,792
12 0,6058 9,976 27 0,9612 59,290
13 0,6799 20,168 28 0,8897 37,574
14 0,6363 23,453 29 0,7868 55,415
15 0,5068 1,793 30 0,6417 7,471

"6%6= (1 -1) %1 + (M2 -1) ez + (N3 - 1) 6% / (Mg + Ny N - 3), onde ny = N° de plantas
na repeticéo 1; n; = N° de plantas na repeticéo 2; n; = N° de plantas na repeticéo 3,
0’61, 02, 073 = Variancia genética nas repeticdes 1, 2 e 3.
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Médias ajustadas e variancias genéticas dos valores de CRRS
apresentados pelas familias Fasaaazn:Fs avaliadas quanto a tolerancia
ao Al téxico em solugdo nutritiva no ensaio 2. Familias identificadas de
31 a 44 séo suscetiveis e de 45 a 60 s&o tolerantes.

Familia Média Variancia' Familia Média Variancia
Fa (CRRS) (x10? Fa (CRRS) (x10%
31 0,3536 9,470 46 0,5814 15,126
32°% 0,3290 14,021 477 0,6459 13,452
33 0,6340 9,568 48 0,6152 10,109
34 0,4967 25,924 497 0,6355 23,322
35 0,6047 34,224 50 0,5431 17,189
36° 0,3441 7,836 51 0,5517 39,269
37 0,4675 11,881 52 0,5517 8,041
38 0,4535 1,097 53 0,4606 44,184
39 0,4113 17,432 54 0,5789 21,952
40° 0,2461 4,304 557 0,6397 21,267
41°% 0,3261 13,342 56 0,6166 45,824
42 0,7529 2,771 57 0,6052 6,969
43 0,4218 13,954 58 0,5993 16,475
44° 0,1206 2,319 597 0,7311 20,845
45 0,6747 102,115 60" 0,7802 5,847

To%= (N - 1) 6% + (N2 -1) 6%z + (N3 - 1) 6% / (Ny+ Ny N3 - 3), onde n, = N° de plantas

na repeti¢éo 1;

2 2 2
G 61,062, 063

nz = N° de plantas na repetigdo 2; n; = N° de plantas na repetigéo 3,
= Variancia genética nas repeticbes 1, 2 e 3.

® familia suscetivel selecionada, T familia tolerante selecionada.



33

Ensaio 1

B -
©w
o
3 -
o -]
2z
-
[
o
=

2 o

0 1 i f —

025 040 0.55 070 0,85 100

CRRS
Ensaio 2
SUSC .
tol

1 -

n -y

P —
“w
=] 8 -
=2
2 iy
>
5 8-
[ =4
£ ..
= 4 -

3

2 =

0 - T

0,9 0,26 0,40 0,66 0,70 0,85
CRRS

FIGURA 2.- Distribuicdo de frequéncia dos valores de CRRS apresentados pelos
grupos de familias F; suscetivel e tolerante ao Al téxico nos ensaios 1 e 2

de avaliagdo em solugédo nutritiva.



FIGURA 3 - Contraste de comportamento do sistema radicular das familias F5 nao
segregantes para tolerancia/suscetibilidade ao Al tdxico apds cultivo em
solug@o nutritiva sem Al (& esquerda) e com Al (a direita). (A) Familia F,

(41), suscetivel e (B) Familia F3 (60), tolerante.
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Médias ajustadas e variancias genéticas dos valores de

CRRS apresentados pelos tratamentos controle nos

ensaios 1 e 2 de avaliagcdo, em solugdo nutritiva, das

familias Fxs3x1327:F3 Quanto a tolerancia ao Al téxico.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamento Média Varianciax 10° Média Variéncia x 10°
L53°% 0,3430 3,035 0,1172 0,000
L13277  0,8338 21,160 0,8067 28,448
FoT 0,9960 24,033 0,6815 3,368
BR201T 0,3485 23,377 0,4080 7,852
CMS36T 0,7288 27,385 0,7139 0,238
L726° 0,3707 12,395 0,2324 0,000
L19® 0,3383 - 0,3054 -

" Genétipo tolerante; ° Genétipo suscetivel.,
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FIGURA 4 - Contraste do comportamento do sistema radicular das testemunhas (L53,
L1327, F4, BR 201, CMS 36, L 726 e L19) usadas nos ensaios 1 e 2 de
avaliag@o, em solugdo nutritiva, das familias Fs. A esquerda, plantulas
antes do cultivo em solugéo nutritiva; no centro, plantulas apds cultivo em
solug@o sem Al; a direita, plantulas apds cultivo em solugéo com Al.
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Em vista dos problemas enfrentados para diferenciar os genotipos quanto a
suscetibilidade ao Al, foram feitas analises para verificar a eficiéncia do indice (CRRS)
como medidor de tolerancia. Uma das pressuposi¢des assumidas para a construgéo
deste indice é a consideragdo de que, para um mesmo grau de tolerancia, & medida
que as plantulas apresentam maior CIRS devem também apresentar maior CLRS. Para
averiguar este pressuposto, tomou-se os dados dos tratamentos controle, sabidamente
suscetiveis e tolerantes e procedeu-se uma andlise de regresséo linear do CLRS em
fungdo do CIRS para verificar que tipo de relagdo se estabelecia entre eles.

Os resultados apresentados na figura 5 mostram que tanto para os materiais
suscetiveis como para os tolerantes houve uma tendéncia de aumento do CLRS em
fungdo do aumento do CIRS, no entanto, para o grupo suscetivel o coeficiente de
determinagéo da reta foi muito baixo, 2,2%, indicando que esta pressuposicdo ndo foi
atendida totalmente. Para os materiais tolerantes o R? foi bastante superior, 56,3%,
indicando que neste caso o poder de discriminagdo do indice foi bem maior.
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FIGURA § - Relagdo entre o CLRS e o CIRS apresentados no 2° ensaio pelos
tratamentos controle. A- Materiais suscetiveis, L19 e L53. Equaggo de
regressdo: Y = 1,13 + 0,22X, R?= 2,2 (P<0,01). B- Materiais tolerantes
L1327 e CMS 36. Equagéo de regressdo: Y = 1,21 + 0,61X, R? = 56,3%
(P<0,01).
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4.3 Selegdo de sondas e analise dos bulks.

Das 113 sondas testadas 46 foram capazes de diferenciar as linhagens
parentais apresentando padréo do tipo Polimérfico Simples (PS) e 8 apresentaram
padrao polimérfico complexo (PC) e 59 foram nao polimérficas (NP). Das 54 sondas
polimérficas, 26 (56%) apresentaram polimorfismo com mais de uma enzima de
restricéo, perfazendo um total de 73 locos de RFLP. Na figura 6 estdo mostrados
exemplos dos trés tipos de padrdo de classificagdo das sondas.

Com este niimero de sondas n3o foi possivel obter a cobertura desejada em
todos os cromossomos, permanecendo alguns intervalos maiores que 30 cM. A
localizagdo cromossémica das sondas polimorficas e a cobertura obtida estdo
esquematizadas na figura 7. Os resultados de todas as combinagbes sonda:enzima de
restricéo estdo apresentados no Anexo.

Para andlise dos bulks, foram usadas as sondas que apresentaram
polimorfismo simples e complexo, sendo 26 em combinagédo com Hind Ill, 19 com Eco
Rl e 9 com Bam HI. As digestes dos bulks com Hind Ill e Bam Hi nao apresentaram
resolucéo satisfatéria o que dificultou a interpretacdo dos padres obtidos. Portanto,
obteve-se resultado apenas com as sondas utilizadas em combinagdo com a enzima de
restricao Eco RI. Trés sondas localizadas no cromossoma 8, UMC 48, CSU 155 e UMC
103, distinguiram os bulks tolerante e suscetivel através de diferenga de intensidade de
bandas, ou seja, o bulk tolerante apresentou a(s) banda(s) do parental tolerante bem
mais intensa que a(s) banda(s) do parental suscetivel e vice-versa. Estes resultados,
bem como a localizag&o destas sondas (Chao et al. 1994) estio mostrados na figura 8.

As analises dos constituintes dos bulks individualmente, utilizando estas
sondas, mostraram que alguns individuos apresentavam gendtipo heterozigoto (figura
9, 10e 11).
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A B C
L53 L1327 F, M L53 L1327 F, M L53 L1327 F, M

FIGURA 6 - Tipos de padrdes obtidos nas analises de RFLP para selecdo de sondas
polimérficas usando DNA das linhagens L53, L1327 e Fysaasr. A - Padrao
polimérfico simples (UMC 43 x Hind Ill). B- Padrao polimérfico complexo

(UMC 8 x Eco RI). C- Padréo nao polimarfico (UMC 108 x Bam HI).
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foram polimorficas entre as linhagens parentais.
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FIGURA 8 - I|dentificacdo de polimorfismo entre bulks tolerante e suscetivel ao Al
toxico. PS - Parental suscetivel, L53; PT - Parental tolerante, L 1327: F, -
Hibrido resultante do cruzamento das linhagens parentais; BS - Bulk
suscetivel; BT - Bulk tolerante. Todos os materiais foram digeridos com
Eco RI. A  Autoradiografia da hibridaggo com UMC 103; B
Autoradiografia da hibridagdo com CSU 155. C Autoradiografia da
hibridagdo com UMC 103.
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5 DISCUSSAQ

A analise fenotipica da populagdo F, mostrou que a tolerancia ao Al téxico,
apesar de sua natureza quantitativa demonstrada pelo tipo de distribuicdo dos valores
de CRRS (figura 1), ndo deve ser controlada por muitos genes, uma vez que o fendtipo
das linhagens parentais foi recuperado e até mesmo superado pelos individuos
extremos da populagdo. Estes resultados concordam com o modelo proposto por Prioli
(1987), onde genes maiores (1 a 3) seriam responsaveis pela tolerancia ao Al téxico
em milho, e que estes seriam afetados por genes modificadores. Estes resultados
indicam que a escolha da Analise de Segregantes em Bulk foi adequada, visto que esta
metodologia é eficiente para detecgdo de QTLs quando se trata de caracteres menos
complexos (Wang e Paterson 1994).

Nestes casos, a avaliagdo fenotipica assume importéncia crucial, pois a
identificacdio de individuos extremos, homozigotos para os QTLs em estudo, é
dificultada pela influéncia do ambiente na expressao do cardter em estudo e pela
presenca de diferentes combinagdes genotipicas capazes de conferir o mesmo
fendtipo. No entanto, o critério fenotipico usado para avaliar a tolerancia ao Al (CRRS)
ndo se mostrou totalmente eficiente (figura 5). Os resultados da andlise de regresséo
mostraram que a relagdo de proporcionalidade estabelecida pelo indice na realidade
nao ocorreu nas avaliagbes feitas neste trabalho, especialmente na medicio de
suscetibilidade. Prioli, em 1987, j& havia comparado a eficiéncia do CRRS e do CLRS
como medidores de tolerancia e concluiu que o Gltimo era mais adequado, contrariando
os resultados de Magnavaca (1982). Esta contradicdo de resultados deve estar
relacionada ao fato de que o primeiro utilizou plantulas com comprimento inicial bem
uniforme, o que eliminou o efeito do comprimento inicial no desenvolvimento da planta
em solugdo. Ja o segundo autor realizou o transplantio sem se preocupar com
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uniformidade de tamanho, mas sim com os dias de desenvolvimento que precederam o
transplantio para a solugdo nutritiva.

Uma possivel explicagdo para a ineficéncia do CRRS detectada neste
trabalho reside na propria fisiologia da raiz seminal, utilizada nas medigGes. Esta raiz
tem crescimento determinado, perdendo a funcionalidade quando o sistema radicular
se estabelece. Desta forma, a taxa de crescimento nao deve continuar a mesma apés a
raiz atingir um certo tamanho. Em nossas avaliagbes, as raizes foram transplantadas
para solug&o nutritiva com comprimentos que variaram de 8 a 24 cm. Assim, se esta
hipétese for verdadeira, uma planta com gendtipo tolerante que foi transplantada com
CIRS maior pode apresentar o0 mesmo CRRS que uma planta de genétipo suscetivel
que apresentava CIRS pequeno. A uniformizagéo do CIRS em valores pequenos, de no
maximo de 10 cm, seria uma alternativa para aumentar a eficiéncia do uso de critérios
baseados em elongagéio da raiz seminal. Neste caso, o proprio CLRS seria um bom
medidor da tolerancia, visto que j@ néo seria necessario eliminar o efeito do
comprimento inicial.

As condigGes climaticas ndo foram semelhantes nos dois ensaios. Durante o
ensaio 1, houve nebulosidade e baixa temperatura enquanto no periodo de duragdo do
ensaio 2 a luminosidade foi bem intensa e a temperatura bastante superior. Como nao
houve controle da temperatura e luminosidade dentro da casa de vegetacdo, estas
variagbes devidas & variagédo climatica podem estar relacionadas & discrepancia de
resultados. Na literatura existem relatos de alteragbes no estresse causado pelo
aluminio em solugdo nutritiva provocadas por variagbes na temperatura (Pearson,
Ratliff e Taylor 1970; Foy, Chaney e White 1978). Assim, o estresse propiciado as
familias no primeiro ensaio pode n&o ter sido suficiente para discriminar as familias
quanto a toleréncia. No entanto, a possivel variagdo do estresse parece nao ter
exercido influéncia direta na discrepancia dos resultados, uma vez que as testemunhas
apresentaram comportamentos similares nos dois ensaios e coincidentes com o
esperado (figura 4). Além disso, a eficiéncia da metodologia de avaliagéo da tolerancia
em solugdo nutritiva tem sido comprovada em varios trabalhos (Magnavaca 1982,
Furlani et al. 1986 e Lopes et al 1988).

Entretanto, pode ter ocorrido uma interagdo entre os genétipos avaliados e o
nivel de estresse. A existéncia desse tipo de interagao foi verificada em alguns estudos
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de heranga da tolerancia & toxidez de Al em milho e trigo (Camargo, 1981, Bona et al.
1994 e Prioli, 1987). A explicagéo para esta interag&o tem sido associada a expressdo
de diferentes genes envolvidos no controle do mecanismo de tolerancia ou, até mesmo,
a ativagdo de diferentes mecanismos de tolerancia em fungéo da variagdo nos niveis
de Al da solug&o nutritiva. Assim, a ineficiéncia da avaliag&o das familias F5 no primeiro
ensaio pode ser resultado da interagéo entre os genétipos avaliados e o nivel de
estresse propiciado pela solugdo, ainda que as testemunhas tenham apresentado
comportamentos consistentes nos dois ensaios.

Além dos componentes metodoldgicos discutidos, os quais prejudicaram a
andlise fenotipica e portanto a obtengdo de bulks com o numero desejado de
individuos, ha que se considerar a natureza do carater em estudo. Considerando o
modelo proposto por Prioli (1987), citado anteriormente, os genes de efeito
pronunciado sofreriam a ag&o de genes modificadores. A segregagéo destes genes nas
familias F; pode ter sido responsavel pela manifestagdo fenotipica inesperada,
dificultando a identificagdo de individuos homozigotos. Isto sugere que em avaliagGes
futuras seja usado um numero maior de individuos F, e de familias F5 ou ainda que se
opte por outro tipo de populagéo segregante (retrocruzamento ou linhagens
recombinantes) para obtengdo dos individuos que componham os bulks contrastantes.

Apesar dos obstaculos encontrados nas avaliagdes fenotipicas, as analises
dos bulks conseguiram identificar polimorfismo entre os mesmos, quando foram
utilizadas trés sondas (UMC 48, UMC 103 e CSU 155) localizadas no cromossoma 8
(figura 8). O polimorfismo se deu apenas por diferenga de intensidade de bandas, o
que pode ser explicado tanto pela distancia da regido onde a sonda hibrida em relagéo
a regido de interesse (acarretando recombinagéo), como pela presenca de individuos
heterozigotos no bulk. A andlise dos constituintes do bulk individualmente, utilizando
estas mesmas sondas, indicou que 4 dos 6 individuos suscetiveis eram heterozigotos,
@ para os tolerantes 2 em 4 também o eram, mostrando que a segunda explicagéo é a
mais plausivel.

A contaminagéo dos bulks com individuos heterozigotos, associada ao
pequeno numero de individuos que constituiram os bulks, a principio diminuiriam as
chances de que o polimorfismo tenha ocorrido entre a regiéo onde a sonda hibrida e
regides envolvidas no controle da tolerancia ao Al téxico devido a ligagéo entre as
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mesmas. No entanto, os resultados podem ser considerados promissores, visto que,
em estudo anterior (dados n&o apresentados), com bulks construidos a partir da
mesma populagio utilizada neste estudo, estas sondas ja haviam identificado
polimorfismo entre os mesmos, além de que neste trabalho o polimorfismo se manteve
ao longo do cromossoma 8. Outra forte evidéncia de que no cromossoma 8 existe uma
regiéo envolvida no controle do desenvolvimento radicular, sob condigdes de estresse,
séo os resultados obtidos por Reiter et al. (1993) no estudo da ligagdo entre marcas de
RFLP e genes de tolerancia a baixo fosforo. Eles identificaram uma sonda neste
cromossoma (UMC 117, proxima & sonda UMC 48) altamente correlacionada com peso
seco de raiz.

Com o aperfeicoamento da metodologia de avaliagdo fenotipica para
tolerancia ao Al, e o incremento da cobertura do genoma em intervalos inferiores a 30
cM, ligagdes com alguma regi&o neste cromossoma provavelmente serdo identificadas
e confirmadas através de andlise de segregacdo em populacéo F,.

Neste trabalho ficou comprovado que a técnica de RFLP utilizando
marcacao a frio jé esta muito bem estabelecida, permitindo a obtencdo de resultados
consistentes, com alta eficiéncia e praticidade. Fica também evidenciada a importancia
de uma avaliagdo fenotipica bastante criteriosa e eficiente para o fornecimento de
gendtipos adequados para as analises moleculares.



6 CONCLUSOES

As analises dos bulks por meio de RFLP sugerem que no cromossoma 8 do
milho deve haver uma regido envolvida no controle da tolerancia ao Al téxico.

Para aumentar a eficiéncia das analises de RFLP para estudo da tolerancia
ao Al toxico faz-se necessario o aperfeicoamento da metodologia de avaliagéio
fenotipica.

Deve-se procurar uma maior saturacéo do cromossoma 8 e a analise de uma
populagéo de individuos F, para confirmacdo e localizagdo do efeito do(s) QTL(s) em
estudo.
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ANEXO

TABELA 1 - Selecio de RFLPs entre as linhagens L53 e L1327, suscetivel e tolerante
ao Al tdxico, respectivamente. NP: padréo n&o polimérfico; PS: padrdo
polimérfico simples; PC: padrao polimdrfico complexo. A localizagdo
cromossomica foi extraida de Chao et al, 1994.

Sonda Localizagdo (cM) Eco Rl Bam H Hind llI
Cromossoma 1
UMC 157 20,1 NP NP NP
UMC 115 248 NP NP NP
UMC 76 40,6 NP NP PC
UMC 11 46,2 PS PS PS
umcC 8 76,6 PC NP PC
CSu3 92,3 NP NP NP
UMC 167 103,3 NP NP NP
UMC 67 116,3 NP NP NP
CSsuU 92 129,2 NP _ NP
CSu 61 130,1 PS _ PS
BNL 5,59 134,9 NP NP NP
umcC 128 197,3 PS NP NP
UMC 140 228,7 NP _ NP
UMC 107 2413 PS PS PS
UMC 106 2491 NP NP NP

Continua...



TABELA 1, Cont.

-57

Sonda Localizagdo (cM) EcoRI Bam HI Hind 11l
Cromossoma 1
UMC 84 311,4 NP NP NP
BNL 6,32 329,5 NP NP PS
UMC 161 270,3 NP PS NP
CSU 134 2916 NP _ NP
Cromossoma 2
CSu 29 9,2 PS _ PS
UMC 53 15,1 NP NP NP
UMC 6 52,0 NP NP PS
UMC 34 69,8 NP NP PS
CSU 148 110,3 NP _ PS
UMC 131 114,3 NP NP NP
UMC 55 155,2 NP NP NP
UMC g8 169,2 PS NP NP
UMC 139 162,7 PS PC PS
UMC 5 1714 PC PS NP
UMC 4 195,6 NP NP NP
CSU 154 185,6 NP - NP
UMC 22 197 PC NP PC
UMC 125 197,4 NP - PS
UMC 122 199,2 PS NP PS
UMC 137 202,0 PS - PS
CSu 17 206,8 NP - NP
UMC 49 217,2 PC NP NP
Ccsu 64 220,0 NP - NP
UMC 36 238,6 NP PC NP
CSU 109 239,5 NP _ NP

Continua...



" TABELA 1, Cont.

Sonda Localizagdo (cM) EcoRI Bam HI Hind 1l
Cromossoma 3
UMC 32 00 PS PS PS
UMC 121 14,2 PC PC NP
UMC 97 58,3 NP PS PS
UMC 10 71,0 NP NP NP
UMC 102 75,8 NP PS NP
UMC 26 84,4 NP NP NP
UMC 60 114,3 NP ‘NP NP
UMC 3 122,3 PS PS PS
UMC 39 128,9 NP NP NP
UMC 63 167,65 NP NP NP
UMC 86 173,0 NP NP NP
UMC 2 179,9 NP NP NP
Cromossoma 4
UMC 31 13,9 NP NP NP
UMC 47 69,5 NP NP NP
UMC 66 107,0 NP NP NP
UMC 19 110,8 PS NP NP
UMC 133 1271 PS PS PS
UMC 15 144,7 PS PS PS
UMC 52 160,9 NP NP NP
UMC 111 203,7 NP NP NP
BNL 8.23 2156 NP PS NP
Cromossoma 5
UMC 147 20,1 PC NP NP
CSuU 108 65,4 NP - NP
UMC 43 86,2 PS PS PS

Continua...
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TABELA 1, Cont.

Sonda Localizagéo (cM) Eco RI Bam HI Hind il
Cromossoma 5
CSuU 36 104,0 PS _ NP
UMC 40 104,9 NP NP NP
UMC 126 166,2 NP NP NP
UMC 54 158,0 NP _ NP
UMC 51 162,7 PS NP PS
UMC 141 164,0 NP NP PS
CSU 26 194,0 NP _ NP
UMC 68 2216 NP NP NP
UMC 104 252.4 NP PS NP
Cromossoma 6
UMC 85 1.9 NP NP NP
UMC 59 20,3 PS PC PS
UMC 65 63,4 PS NP PS
UMC 21 109,6 NP NP NP
CSU 116 120,0 NP _ NP
UMC 46 123,6 NP NP NP
UMC 38 140,2 NP NP NP
UMC 132 169,4 NP NP PS
UMC 62 170,0 PS NP NP
UMC 134 185,8 NP NP NP
Cromossoma 7
CSU 81 34,6 NP - NP
UMC 116 54,2 PS PS PS
UMC 56 74,5 NP NP NP
UMC 110 80,1 PS PS PS
UMC 45 128,7 NP NP NP

Continua...
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Sonda Localizagao (cM) Eco RI Bam HI Hind JlI
Cromossoma 7
UMC 80 134,5 NP NP NP
UMC 35 148,9 NP NP PS
Cromossoma 8
BNL 13.05 15,0 PC _ PC
UMC 124 62,0 PC NP PS
UMC 120 80,1 NP NP NP
CSU 155 88,7 PC _ NP
UMC 12 102,5 NP NP NP
UMC 103 103,0 PS NP PS
UMC 89 105,3 NP NP PS
CSsuU 31 121,3 PC _ NP
CsSuU 110 127,7 NP _ NP
UMC 30 133,2 PS _ PS
UMC 48 135,5 PS NP NP
CSU 165 196,6 NP - PS
umCc7 197,5 NP NP NP
Cromossoma 9
UMC 113 11,9 NP NP NP
UMC 94 34,6 PC NP PS
UMC 81 68,9 NP - NP
UMC 114 78,3 PS PS PS
UMC 95 103,3 NP NP NP
CSU 93 1447 NP _ NP
Cromossoma 10
UMC 130 53,1 PS PS NP
UMC 64 68,3 NP NP NP

Continua...
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Sonda Localizagdo (cM) Eco RI Bam HI Hind il
Cromossoma 10
UMC 57 121,1 NP NP NP
UMC 44 122,7 NP NP NP






