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RESUMO

SALGADO, Kalinka Carla Padovani de Carvalho. Mapeamento de QTLs
associados a tolerincia a alta temperatura de secagem em sementes de
milho. 2005. 109p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de

Lavras, Lavras, MG.*

A utilizagdo de altas temperaturas de secagem em sementes de milho colhidas
em espigas com elevados teores de dgua pode levar a uma baixa qualidade das
sementes. No entanto, a tolerdncia a altas temperaturas de secagem ¢
influenciada pelo genétipo. A identificagdo de marcadores moleculares, ligados
aos QTLs para essa caracteristica, pode auxiliar nos programas de
melhoramento, na compreensio do cariter e no conhecimento da posigio e
magnitude de seu efeito. O presente estudo foi realizado com os objetivos de
avaliar o nivel e a distribui¢do do polimorfismo de locos de microssatélites,
mapear regides gendmicas responsaveis pela tolerincia de sementes de milho a
alta temperatura de secagem e, ainda, quantificar os efeitos dessas regifes na
variagdo fenotipica da caracteristica. Inicialmente, para a selegdo de linhagens
para a tolerincia a alta temperatura de secagem, sementes de 12 linhagens foram
colhidas, manualmente, em espigas com teor de agua em torno de 35% e secadas
em secador a 45 °C, até atingirem teor de adgua de aproximadamente 11%. A
qualidade fisiolégica das sementes foi avaliada por meio dos testes de
germinagdo e envelhecimento acelerado, sendo selecionadas as linhagens 12 e 5,
intolerante e tolerante 2 alta temperatura de secagem, respectivamente. A anilise
de polimorfismo entre as linhagens e entre bulks de plantas F,; tolerantes e
intolerantes a alta temperatura de secagem foi realizada por meio de 342
marcadores microssatélties. Os marcadores polimoérficos foram usados nas
andlises de ligagdo com a caracteristica fenotipica, em uma populagio
segregante constituida de 129 familias F,; provenientes do cruzamento das
linhagens 12 e 5, utilizando-se as metodologias de regressio e de mapeamento
por intervalo composto. Ndo houve polimorfismo entre os bulks avaliados e dos
primers utilizados entre as linhagens, 34% foram polimérficos, 48%
monomdrficos, 7% falharam em produzir qualquer produto amplificado e 11%
apresentaram uma baixa resolugdo. Por meio das metodologias de regresséo e de
mapeamento por intervalo composto foram identificados trés QTLs associados
com a tolerdncia das sementes 3 alta temperatura de secagem, presentes nos

* Comité Orientador: Prof® Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho - UFLA
(Orientador), Dr’. Cléudia Teixeira Guimardes - EMBPRAPA Milho e Sorgo, Prof. Dr.
Renzo Garcia Von Pinho - UFLA.



cromossomos 6 e 8 e explicando 39% da variaggo fenotipica da caracteristica.
Foram observados efeitos aditivos, de domindncia e sobredominincia
significativos para o controle da tolerdncia a alta temperatura de secagem.
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ABSTRACT

SALGADO, Kalinka Carla Padovani de Carvalho. Mapping of QTL associated
with tolerance to high drying temperature of the maize seeds. LAVRAS:
UFLA, 2005. 109p. (Tese - Doctorante in Plant Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG."

The use of high drying temperature in corn seeds harvested on corn cobs with
high water content could originate seeds with low quality. Although, the
tolerance to drying at high temperatures is influenced by genotype. The
identification of molecular markers linked with QTLs for this trait could help in
breeding programs, in addition to improve the understanding of their position
and effect intensity. The present work aimed to evaluate the level and the
polymorphism distribution of the microsatellite locus, to map the tolerance to
high drying temperature of corn seeds, and also to quantify the effects of these
regions in the phenotypic variation of the trait. Initially, for the lines selection to
tolerance at high drying temperatures, seeds from 12 lines were harvested by
hand on comn cobs with water content near 35% and dried artificially at 45 °C,
until the water level reached approximately 11%. The seed physiological quality
was evaluated using germination and accelerated aging test, being selected the
lines 12 and §, intolerant and tolerant to high drying temperature, respectively.
The polymorphism analysis among the lines and among the bulks of plants Fa;
tolerant and intolerant to high drying temperature was made by 342
microsatellite markers. The polymorphic markers were used in linkage analysis
with the phenotype trait, in a segregant population composed by 129 F,,
families originated from the crosses of lines 12 and 5, using the methodologies
of regression and Composite Interval Mapping. There were no polymorphism
among evaluated bulks, and considering the primers used among the lines, 34%
were polymorphic, 48% monomorphic, 7% failed to amplify any fragment and
11% showed a low resolution. Based in the methodologies of regression and
Composite Interval Mapping there were identified three QTLs associated with
the seed tolerance to high drying temperature, present in chromosomes 6 and 8
and explaining 39% of the phenotypic variation of the trait. The effects

* Guidance Committee: Prof® Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho - UFLA (Major
Professor), Dr’. Claudia Teixeira Guimaries ~ EMBRAPA Milho e Sorgo, Prof. Dr.
Renzo Garcia Von Pinho - UFLA.
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addictive, dominance and overdominance were significant for the control of the
tolerance to high drying temperature.
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1 INTRODUCAO

A colheita de sementes de mitho em espigas favorece a antecipagao da
mesma e, conseqiientemente, a otimizagao das estruturas de beneficiamento e de
secagem. Além disso, esse método permite que a colheita seja realizada mais
proxima ao ponto de maturidade fisiolégica, com maxima qualidade das
sementes. Porém, o elevado teor de 4gua das sementes de milho colhidas em
espigas, contribui para acelerar o processo de deterioragéo, devido a elevada
atividade metabélica, durante o periodo compreendido entre a colheita € a
secagem. Tal fato, além de consumir parte das substancias de reserva das
sementes, libera energia e 4gua, favorecendo o desenvolvimento de
microrganismos e insetos, o que exige uma secagem rapida apds a colheita.

A utiliza¢do de altas temperaturas possibilita 0 aumento da capacidade
de secagem de sementes colhidas com elevados teores de dgua (Borsato et al.,
1999). Porém, cuidados sdo exigidos no processo de secagem, uma vez que as
sementes se encontram mais sensiveis a elevadas temperaturas de secagem
quando apresentam altos teores de dgua (Rosa, 2000). Assim, a operagéo de
secagem artificial pode causar danos em sementes de milho, com significativas
redugdes na qualidade fisiologica, sendo que a susceptibilidade da semente aos
danos por secagem ¢ fungéo das condigdes de secagem, da qualidade e do teor
de 4gua iniciais da semente, do estddio de desenvolvimento em que as sementes
se encontram no momento da colheita e de aspectos genéticos (José, 2003).

Para sementes de milho, a susceptiblidade de sementes a danos por alta
temperatura de secagem estd associada ao efeito matemo e é dependente do
genétipo (José et al., 2004a). Caracteristicas estruturais e bioquimicas em
sementes tém sido associadas na aquisi¢io e manutencdo da tolerdncia a

dessecagdo (Golovina et al.,, 2001). Devido ao grande numero de elementos



ligados a tolerancia a dessecagdo, o controle por miltiplos genes vem sendo
associado a essa tolerdncia (Ingram & Bartels, 1996). Porém, esse é um processo
complexo e pouco compreendido, requerendo estudos mais detalhados.

Com o advento da tecnologia dos marcadores moleculares, novos
caminhos se abrem para a andlise dos caracteres de heranga quantitativa
Quantitative Traits Loci (QTLs) e, conseqiientemente, para a Genética
Quantitativa. Com a utilizagdo de marcadores moleculares, como
microssatélites, existe a possibilidade de se mapear segmentos de DNA que
contenham locos que controlem esses caracteres € monitorar a segregac@o desses
nas populagdes, assim como mensurar as contribui¢des desses para os diferentes
caracteres (Souza Junior, 2001).

Em estudos de tolerdncia ao estresse hidrico em plantas e sementes tém
sido identificadas multiplas mudangas na expressdo de genes que s3o induzidos
por esse estresse. O conhecimento das bases genéticas e dos mecanismos
responsaveis pela tolerancia & dessecagio constitui uma ferramenta adicional em
programas de melhoramento genético, sendo que o estudo da localizagdo de
genes que controlam essa variagdo fenotipica, a magnitude de seu efeito e as
interagdes com outros QTLs permite uma melhor compreensido do cariter e
também do monitoramento das regides gendmicas onde estdo posicionados os
locos de interesse.

Dessa forma, a identificacio de marcadores moleculares associados com
a tolerdncia & alta temperatura de secagem, pode ter grande utilidade no
melhoramento genético, seja auxiliando na sele¢do de genétipos de interesse em
programas de retrocruzamento ou na identificagdo de novas fontes de tolerancia
3 alta temperatura de secagem, tendo em vista que a avaliagdio fenotipica €
bastante complexa.

Nesse sentido, no presente trabalho linhagens de milho foram avaliadas

quanto 2 tolerdncia de sementes 2 alta temperatura de secagem. Foram avaliados



ainda o nivel e a distribuicdo do polimorfismo de locos de microssatélites,
identificadas regiGes genfmicas responsiveis pela caracteristica e, ainda,
quantificados os- efeitos dessas regides na variagdo fenotipica para essa

caracteristica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia de sementes & dessecaciio

A produgdo de sementes de milho de qualidade é muito importante
dentro do sistema de produgdo agricola, pois, se bem executada, favorece a
obten¢do de estandes uniformes no campo e de altas produtividades.

A colheita de sementes de milho em espigas apresenta uma série de
vantagens, tendo em vista a possibilidade de colheita antecipada, evitando-se os
riscos de ataques de insetos, doengas ou chuvas no campo. Permite, ainda, a
debulha das sementes sob teor de dgua mais adequado e menores riscos na
secagem, uma vez que o embrido da semente esté protegido pelo sabugo. Nesse
tipo de colheita também € possibilitada a selegdo de espigas, na qual sdo
eliminadas aquelas com sintomas de deterioragdo e, principalmente, aquelas cujo
padréo difere visualmente das caracteristicas da cultivar em quest@o (Scaranari,
1997). Também possibilita a redugio dos danos mecénicos que normalmente
ocorrem durante a colheita mecanizada a granel (Rosa, 2000).

Assim, a colheita de sementes em espigas possibilita a antecipagio da
mesma, favorecendo ndo s a qualidade das sementes, mas também o
planejamento de todo o processamento e distribui¢do do produto, propiciando
um melhor aproveitamento da estrutura de secagem e beneficiamento.
Entretanto, nessas condigdes, as sementes encontram-se com elevado teor de
agua, exigindo cuidados no seu manuseio, notadamente quanto a agilidade no
processo de secagem das espigas (Scaranari, 1997), uma vez que as sementes
com alto teor de igua podem ser intolerantes a alta temperatura de secagem, o

que leva a uma baixa germinagéo e vigor das sementes (Rosa, 2000).
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Assim, o processo de secagem é uma etapa critica na produgdo de
sementes de milho, podendo, de um lado, limitar a colheita ¢, de outro, onerar o
custo de produgio (Rosa, 2000). Segundo Magari et al. (1997), hibridos de
milho que possibilitem uma rapida redugdo do teor de 4gua das sementes
colhidas em espigas sd0 necessarios para a redugdo do custo de produgio de pés-
colheita, relativos & secagem artificial de sementes. Segundo os autores, o
aumento da eficiéncia na operagio de colheita tem estimulado praticas de
secagem mais rdpida. Porém, expor as sementes com altos teores de agua a
temperaturas elevadas durante a secagem artificial pode resultar na reducio da
qualidade das mesmas (José, 2003). No entanto, esse autor sugere a existéncia
de variabilidade genética ligada as taxas de secagem das sementes e a toleréncia
a altas temperaturas de secagem.

Sabe-se, ainda, que o nivel de tolerincia a dessecagdo depende do
estddio de desenvolvimento da semente. Durante o desenvolvimento, as
sementes ortodoxas passam pela fase de histodiferenciagdo, deposi¢io de
reserva, acompanhado por um rapido aumento na massa seca. Apds a
histodiferenciagdo e antes da secagem na matura¢do, as sementes adquirem a
tolerdncia a dessecagdo (Pammenter & Berjak, 1999). Assim, a dessecagio é a
fase terminal do desenvolvimento das sementes, o0 que leva para um estidio
metabdlico quiescente entre o desenvolvimento e a germinagio (Kermode &
Bewley, 1985). Na natureza, o final do estddio de desidratagio ocorre
gradualmente com o equilibrio entre o teor de dgua da semente e a umidade
relativa do ambiente. Entretanto, na produgio de sementes de milho, essa
desidratagdo ocorre por meio da secagem artificial, onde as sementes sdo
expostas a um grande volume de ar aquecido, que facilita a remogao da dgua das
sementes. Esse passo critico na produgdo de sementes requer um bom manejo,
sendo um fator limitante para a capacidade de colheita e uma causa fregiiente de
danos (Harrinson & Wright, 1929; Perdomo & Burris, 1998).



Danos celulares irreversiveis podem ocorrer quando o volume de 4dgua
na célula fica abaixo de valores criticos. Isso porque a 4gua participa da maioria
das reagGes bioquimicas da célula e sua remogio pode causar profundos efeitos
no metabolismo celular, podendo até mesmo levi-la 2 morte. Alteragbes na
conformagdo de membranas e configuragdes de proteinas podem ocorrer devido
a perda de interagdes hidrofilicas e hidrofobicas. Além disso, a perda de 4gua na
superficie molecular pode expor sitios as interagdes desnaturantes ou compostos
toxicos, tais como radicais livres (Walters, 2000). Assim, a secagem artificial
pode afetar diferentes processos fisiologicos, os quais podem, direta ou
indiretamente reduzir a germinagdo e o vigor das sementes (Seyedin et al.,
1984).

A susceptibilidade das sementes aos danos de secagem depende das
condi¢des de cultivo, de aspectos genéticos e, principalmente, do estddio de
desenvolvimento em que as mesmas se encontram no momento da colheita
(Rosa, 2000), uma vez que as seinentes nio toleram dessecag@o em todos os
estidios de desenvolvimento. A passagem do estado de intolerdncia para a
tolerdncia 4 dessecagdo ocorre em um estddio particular do desenvolvimento
para cada espécie (Kermode & Bewley, 1985). Em feijao (Phaseolus vulgaris),
apés 32 dias da antese, as sementes se tornam tolerantes 3 dessecagdo e sdo
capazes de germinar, ap6s uma dessecagdio prematura (Dasgupta & Bewley,
1982). Bochicchio et al. (1991; 1994) observaram que embrides de milho sdo
intolerantes 4 desseca¢do aos 20 dias ap6s polinizagio (DAP) e a tolerancia a
rapida secgem ¢é adquirida num estadio preciso do desenvolvimento, apés 25
DAP, antes da maturidade fisiologica. Embrides imaturos durante a
histodiferenciagdo nio toleram uma secagem rapida, mas geralmente adquirem a
tolerdncia durante a deposi¢io de reservas ou quando 0 maximo de matéria seca
¢ alcangado (Corbineau et al., 2000). Segundo Walters (2000), 4 medida que

ocorre a maturagio dos embrides, os mesmos adquirem tolerdncia até niveis de



potencial de agua progressivamente mais baixos, havendo uma consideravel
variagio entre sementes de diferentes espécies, e também dentro de uma espécie,

na resposta a dessecagio em termos de conteido de 4gua para os quais as
sementes podem ser secadas (Pammenter & Berjak, 1999).

Assim, em sementes ortodoxas, a tolerdncia a dessecagdo depende da
espécie, do cultivar, do estadio fisioldgico e geralmente ocorre nas ltimas fases
do desenvolvimento (Rosa, 2000). Além disso, pardmetros do método de
secagem, como tempo e temperatura de secagem também influenciam na
capacidade das sementes sobreviverem a dessecagdo (Fornal et al., 1993; Rosa,
2000). Sementes sdo intolerantes a uma rapida secagem ou a altas temperaturas
de secagem durante os estigios iniciais de desenvolvimento. Segundo José
(2003), a exposi¢io de sementes com altos teores de agua a temperaturas
elevadas durante a secagem artificial pode resultar em redugdo da qualidade
fisiol6gica das mesmas.

As sementes de milho que s3o colhidas em espigas podem apresentar um
teor de 4gua alto, de aproximadamente 40%. Dessa forma, as sementes em
espigas sdo secadas com ar quente antes do beneficiamento e do
armazenamento. Sementes neste estadio sfio tolerantes a uma temperatura
moderada de secagem e intolerantes a altas temperaturas ou 3 secagem
excessivamente lenta (Chen & Burris, 1990; Herter & Buris, 1989). A
susceptibilidade a danos pela alta temperatura de secagem pode ser reduzida por
meio de pré-condicionamento, durante o qual as sementes sio parcialmente
secadas a uma baixa temperatura (20-35°C) por certo periodo de tempo e, em
seguida, submetidas & secagem sob alta temperatura (Rosa, 2000; Herter &
Burris, 1989; Perdomo & Burris, 1998).

Rosa (2000) observou que as sementes de milho colhidas préximo ao
ponto de maturidade fisiol6gica, com altos teores de 4gua, sdo tolerantes a

secagem na temperatura de 35°C e intolerantes sob temperatura de 50°C. No



entanto, a pré-secagem inicial & temperatura de 35°C induziu tolerdncia a
temperatura de 50°C, a qual foi adquirida gradativamente, & medida que as
sementes de milho perderam édgua, sendo mdxima com teores de dgua entre
25,3% e 28,5%.

Seyedin et al. (1984) observaram maior valor de condutividade elétrica e
maior livixivagio de agucares em sementes de milho que foram secadas a 50°C,
quando comparadas com aquelas secadas a 35°C. Os mesmos autores também
observaram que a alta temperatura de secagem pode resultar na hidrélise de
amido no eixo embrionério das sementes durante os estagios iniciais do processo
de secagem, o que pode ter acarretado uma maior lixiviagio de agicares em
sementes secadas a 50°C. Resultados semelhantes foram obtidos por Chen &
Burris (1990), que observaram um aumento nos valores de condutividade
elétrica e lfxiviados de agticar em sementes de milho secadas a 50°C tendo esse
dano da membrana sido associado a uma redugdo da qualidade das sementes.
Ainda segundo os autores, sementes de milho podem tolerar uma temperatura de
secagem de 50°C, desde que sejam pré-secadas a uma temperatura de 35°C por
um periodo de 12 a 36 horas.

Madden .& Burris (1995) avaliaram o efeito da temperatura de
dessecagido de 35°C e 45°C na fungiio mitocondrial em eixos embrionérios de
sementes de milho durante os estagios iniciais de embebigdo. Apesar dos valores
de germina¢iio das sementes terem sido superiores a 90% para todos os
tratamentos, houve uma redugio da viabilidade e uma maior relagdo da parte
aérea/radicula das plantulas daquelas que foram secadas a 45°C, quando
comparadas com as sementes que foram secadas a 35°C. As sementes foram
colhidas com teor de 4dgua variando entre 500 a 350 g H,O kg, porém, os
autores observaram que esse efeito d’ umidade foi pequeno no teste frio, quando
comparado com a variagio da temperatura de secagem. Os autores constataram

uma maior taxa de absorgiio de O, em sementes secadas a 35°C, apés 1 hora, do



que em sementes secadas a 45°C, tendo essa taxa permanecido constante nessas
tiltimas apds 6 horas de embebi¢io e aumentando nas sementes secadas a 35°C.
Segundo os autores, a funcionalidade e o desenvolvimento mitocondrial durante
os estagios iniciais de embebi¢do sdo prejudicados quando as sementes sdo
secadas com alta temperatura, sendo a mitocondria, nesse periodo, um elemento
determinante na taxa de germinagdo e subseqiiente crescimento das plantulas.
Sabe-se, no entanto, que virios mecanismos estdo envolvidos na tolerancia a

dessecagéo.

2.2 Mecanismos de tolerincia a dessecacio

Diferentes processos podem conferir protegio durante a secagem das
sementes. Organismos tolerantes a dessecagdo podem sobreviver a remogio de
4gua, uma vez que os constituintes celulares podem ser protegidos ou reparados
(Walters et al., 2001). Segundo Bartels et al. (1988), a tolerincia & dessecacdo é
um fendmeno complexo, que tem sido descrito nos niveis morfolégicos,
fisiolégicos e bioquimicos, envolvendo a expressio coordenada de um grande
nimero de genes (Walters et al., 2001). Para Leprince et al. (1993), os principais
mecanismos de tolerdncia & dessecagfio em sementes sdo a presenga de LEA
proteinas (do inglés late embryogenesis abundant). Elas compdem um sistema
de protegdo contra radicais livres e juntamente com a sintese € o acimulo de
aglcares ndo redutores, estabilizam membranas e proteinas formando uma fase
vitrea no citoplasma.

Rosa (2000) relatou que a aquisicdo de tolerdncia i dessecagdo é um
processo complexo, que envolve muitos fatores, os quais interagem entre sie a
auséncia ou a ineficiéncia de um dos fatores podem levar a diferentes graus de
tolerdncia. Segundo Leprince et al. (1993), cada componente do mecanismo de
toleréncia a dessecagdo é igualmente critico, agindo em sinergismo e controlado

geneticamente.



A perda de viabilidade em sementes devido a dessecagio é
freqilientemente atribuida a perda da integridade da plasmalema, tendo como
conseqiiéncia um excessivo vazamento de solutos citoplasmaticos (Blackman et
al.,, 1995). A ruptura da estrutura da membrana pode levar a uma
descompartimentarizagio dos componentes celulares, resultando na liberagio de
enzimas que degradam as estruturas celulares e citoplasmaticas (Wolker et al.,
1998b). Em estudos com tecidos secos, tem sido observado que a
desorganizagdo da membrana é um fendmeno comum se a dessecagio for letal,
uma vez que as células que sdo secadas em um estigio tolerante permanecem
organizadas (Crévecoeur et al., 1976; Dasgupta et al., 1982, citados por
McKersie, 1996). A desorganizagdo e o aumento da permeabilidade da
membrana podem ser tanto conseqiiéncia de uma ruptura fisica da membrana
durante o colapso celular quanto devido a mudangas na organizagéo fisica de
lipideos e proteinas componentes da membrana (Senaratna & McKersie, 1983).

Assim, a sobrevivéncia durante a dessecagdo requer a protegdo de
proteinas citoplasmdticas € a manutengdo da estrutura de membrana lamelar,
tanto na desidrata¢do quanto na reidratagdo (Crowe et al., 1997; Hoekstra et al.,
1994). Em algumas pesquisas, tem sido demonstrado que os agicares podem
estar associados a essa protegdo. A aquisi¢iio de tolerdncia a dessecagdo durante
a matura¢iio das sementes e a perda dessa tolerdncia durante a germinagdo s@o
correlacionadas com mudangas na composi¢do de aglicares em muitas espécies
(Leprince et al., 1993). Tipicamente, sementes tolerantes a desseca¢éo
acumulam sacarose e também estaquiose ou rafinose, ¢ acumulam baixas
quantidades de monossacarideos, tais como galactose, glicose, frutose ¢ manose.
Embora a sacarose parega estar ligada a estabilizagdo de proteinas e membranas
durante a secagem (Hincha & Hdgemann, 2004), ela .possui tendéncia a
cristalizar em condigdes de baixa umidade. Assim, oligossacarideos, tais como a

rafinose, inibem esta tendéncia, sendo que esse agucar parece ser importante
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para a sobrevivéncia durante os estagios pos-secagem (Caffrey et al., 1988;
Rosa, 2000). Os oligossacarideos sdo capazes de manter a integridade das
membranas por meio da interagao com seus fosfolipideos, substituindo a dgua
durante a desidratagdo e prevenindo mudangas na conformacao. Esses fatores
contribuem para a formagdo do estado vitreo em citoplasmas secos a
temperatura ambiente, o que ¢ importante para prevenir a fusdo de membranas
(Chen & Burris, 1990; Mundree et al., 2002; Minorsky, 2003) e para proteciao
contra reagdes deteriorativas (Wolkers et al., 1998b; Minorsky, 2003).

Em sementes tolerantes a dessecagdo, o citoplasma se torna vitreo
devido a presen¢a de agucares que promovem a vitrificagdo (Williams &
Leopold, 1989; Sun & Leopold, 1997). No estado vitreo, rea¢des de deterioracio
sdo evitadas devido a alta viscosidade, havendo também resisténcia nas
mudangas no pH intracelular. A transigao de estado liquido para vitreo, durante a
desidratagdo celular, resulta na imobilizagdo de estruturas celulares e
componentes bioquimicos, preservando suas estruturas bioldgicas e
minimizando danos provocados pela dessecagdo (Sun & Leopold, 1997).

Rosa (2000) observou que o decréscimo no conteudo de glicose e o
acréscimo no contetudo de rafinose, apds pré-secagem a 35 °C, estd associado
com a prote¢do das sementes de milho com altos teores de dgua contra os danos
causados pela secagem a temperatura de 50 °C. O autor ressalta ainda que,
mudangas nos contetidos de sacarose parecem nio estar relacionadas a aquisi¢do
dessa tolerdncia.

Segundo Walters (2000), a tolerdncia a desseca¢do constitui uma
caracteristica quantitativa, uma vez que a agua possui muitas fungdes nas células
e, conseqlientemente, sua indisponibilidade pode gerar diferentes tipos de
estresses. Ainda segundo o autor, tal caracteristica ¢ adquirida continuamente, o
que implica que os protetores da dessecacdo também devem ser adquiridos

progressivamente, como ocorre com o conteido de determinados agticares, que
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nicleo, citoplasma (Hoekstra et al., 2001; Grelet et al.,, 2003), cloroplasto,
reticulo endoplasmatico, aparatos de golgi € mitocondria (Grelet et al., 2003), e
possuem um aminoécido hidrofilico que permite uma alta solubilidade em agua
e resisténcia a desnaturagdo sob altas temperaturas (Ismail et al. 1999; Grelet et
al., 2003; Bradford, 2004).

Mao et al. (1995) observaram que, durante o desenvolvimento das
sementes de milho, a transcricdo de RNA de LEA proteinas nos embriGes de
milho inicia aos 22 DAP, o que coincide com o momento em que os embrides
aumentam a sua capacidade de sobreviver a uma rapida secagem (Bochicchio et
al., 1994).

LEA proteinas estdo presentes em um grande numero de espécies de
mono e dicotiledoneas, sendo que diferentes formas tém sido isoladas, clonadas
e seqiienciadas (McKersie, 1996). Essas proteinas tém sido agrupadas em
diferentes grupos, os quais sdo defiLidos com base no padrio de expressio e
seqiiéncia de aminodcidos, estando as maiores categorias nos grupos 1, 2 ¢ 3
(Dure, 1992; Cumim, 1999; Bray et al., 2000; Wise, 2003). O grupo 1 (D19-
LEA) é subdividido em duas superfamilias, sendo encontradas em plantas,
diferentemente do grupo 3 (D7-LEA), que vem crescendo com a descoberta de
proteinas homélogas em outros organismos que ndo sejam plantas, como, por
exemplo, nematdides, sendo este grupo também subdividido em duas
subfamilias (Wise, 2003). No grupo 2 (D11-LEA), Wise (2003) sugere existir
trés subfamilias, compostas por proteinas conhecidas como deidrinas, as quais
s3o encontradas, principalmente, em plantas (Swamy & Smith, 2000; Goyal et
al., 2005). Os outros grupos sdo conhecidos como D113-LEA (grupo 4), D95-
LEA (grupo 5) e D29-LEA (grupo 6). Cada grupo possui proteinas com uma
seqiiéncia de aminoicidos bem c)Hnservada entre si. Essas proteinas s@o

extremamente hidrofilicas, permanecem estidveis com aumento da temperatura,
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sdo basicas e ndo contém os aminodcidos cisteina e triptofano (Swamy & Smith,
2000).

As deidrinas estdo presentes em sementes de milho, se acumulam
durante a fase final da embriogénese e desaparecem durante a germinagdo
(Bohnert, 2000). Essas proteinas sio também produzidas por partes vegetativas
das plantas, em resposta & baixa temperatura, salinidade, aplicacio de ABA ou
tratamentos que imponham um estresse hidrico (Pammenter & Berjak, 1999;
Close et al., 1999; Karlson et al., 2003). O papel das deidrinas na tolerdncia ao
estresse ainda ndo € conhecido, mas para Svensson (2001), as deidrinas atuam
subjetivamente nas plantas, tanto em estresses de seca, salinidade e baixa
temperatura quanto na dessecagdo de sementes. As deidrinas tém sido
encontradas associadas com algumas macromoléculas e estdo localizadas no
nucleo ou citoplasma das células. Em sementes maduras de milho, as deidrinas
foram localizadas no nicleo e citoplasma da camada de aleurona, escutelo e
folhas embrionarias e somente no citoplasma das células préximas a radicula
(Godoy et al. 1994). Assim, a teoria atual é a de que as deidrinas nio
desempenham uma fun¢do enzimética, mas, devido & sua natureza anfipatica,
inibem a desnaturag¢do de um variado nimero de macromoléculas e estabilizam
membranas durante a desidratagfo, protegendo a integridade celular (Pammenter
& Berjak, 1999; Close et al., 1999; Svensson, 2001; Karlson et al., 2003).

Um outro grupo de proteinas que vem sendo associado com tolerdncia
dessecagdo em plantas e sementes ¢é o das proteinas de choque térmico (heat
shock proteins - HSP). Essas proteinas sdo induzidas pelos mesmos estresses
que induzem a expressio das LEA proteinas e a sintese das HSP coincide com a
aquisi¢do da tolerdncia 4 dessecagdo. Como o nome sugere, as HSP foram
identificadas pela primeira vez como respostas ao estresse de calor. A habilidade

de responder ao choque de temperatura também tem sido observada em
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microrganismos, animais e plantas submetidas ao déficit hidrico (Harborne,
1997 citado por Nepomuceno et al., 2001).

HSP sio geralmente designadas pelo seu peso molecular em kDa, sendo
que as proteinas de choque térmico de baixo peso molecular (15 — 30 kDa)
conhecidas como small heat shock proteins (sHSP) (Vierling, 1991; Waters et
al., 1996; Sun et al., 2002). Em plantas, h4 uma maior ocorréncia de sHSP
(Mansfield & Key, 1987), e as outras classes mais encontradas em plantas sdo as
HSP60, HSP70, HSP90, e HSP100 (Vierling, 1991). Todas as sHSP em plantas
sdo codificadas por seis familias de genes nucleares e cada familia corresponde a
proteinas encontradas em diferentes compartimentos celulares: citossol (classe I
e classe II), cloroplasto, reticulo endoplasmaético, mitocondria ¢ membranas
(Waters et al., 1996).

Devido 3 acumulagio de sHSP no periodo final da maturagio de
sementes, a fungio das sHSPs tem sido correlacionada com um ou mais
processos desse estigio de desenvolvimento, como a dorméncia (Wehmeyer &
Vierling, 2001) e a tolerincia a dessecagio (Wehmeyer et al., 1996). Sun et al.
(2002) observaram um aumento da expressio de sHSP no final do
desenvolvimento de sementes de Arabidopsis e sugeriram que essas proteinas
atuam na protegio dos componentes celulares durante a dessecagdo e reidratago
das sementes. Em ervilha, as HSP das duas classes citoss6licas ocorreram nos
embrides durante a sintese de reservas e tiveram o seu nivel aumentado em
sementes maduras (Coca et al., 1994; DeRocher & Vierling, 1994).

A maior parte das HSP provavelmente funciona como chaperonas,
ajudando no dobramento e evitando a degradagdo de outras proteinas, tendo as
células eucaridticas pelo menos duas principais familias de chaperonas
moleculares, que sio as proteinas de £hoque térmico HSP60 e HSP70 (Alberts et
al., 2004).
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Em um estudo de tolerdncia a dessecagdo, Kollipara et al. (2002)
observaram, por meio da germinagdo de sementes de milho, uma expressio
diferencial entre hibridos reciprocos F, para essa caracteristica. Algumas
chaperonas foram expressas diferencialmente entre hibridos reciprocos em
sementes submetidas a alta temperatura de secagem (43°C). Uma maior sintese
de HSP ajudaria a proteger proteinas durante o estresse osmotico que ocorre com
a desidratagdo das células (Zhu et al., 1997; Nepomuceno et al., 2001).

Lee et al. (1997) observaram que a classe 1 de sHSP em plantas possui
atividade chaperona in vitro. Wehmeyer & Vierling (2000) avaliaram embrides
de sementes mutantes de Arabidopsis intolerantes a dessecagdo e demonstraram
que houve uma redugdo ou mesmo auséncia da proteina HSP17.4. Esses
resultados suportam a idéia do possivel envolvimento dessas proteinas na
habilidade das sementes em sobreviver a dessecagdo. Os autores sugerem que, in
vivo, HSP17.4 pode ter um papel semelhante, prevenindo a agregacdo
irreversivel de outras proteinas durante dessecagdo ou pode ajudar no
redobramento de proteinas desnaturadas.

Um aspecto comum durante a maioria das condi¢des ambientais
adversas € o aumento das espécies ativas de oxigénio (EAO) que, embora
ocorram regularmente como produto do metabolismo celular, durante a
dessecag¢do a sua ocorréncia ¢ maior (Mundree et al., 2002).

Segundo Leprince et al. (1999), durante a secagem das sementes, pode
haver um distirbio na cadeia de transporte de elétrons. O transporte de elétron,
embora em um baixo nivel, foi registrado em tecidos de planta desidratados e a
respiragdo foi até mesmo mensuravel em sementes com teores de agua tdo baixo
quanto 20% de teor de dgua. Porém, nos teores intermedidrios de dgua entre 31
a 25%, o metabolismo desequilibrado pode levar & geragio e a atividade
descontrolada de radicais livres (Hendry, 1993; Hendry et al., 1992; Leprince et

al., 1990; Vertucci & Farrant, 1995).
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E imprescindivel que, durante a secagem na maturagio, sementes
tolerantes sejam capazes de passar por esse contetido de 4gua com um dano
minimo. A redugdo de tal dano pode se dar pela agdo eficiente de sistemas de
antioxidantes (Leprince et al., 1993; Puntarulo et al., 1991), como também pela
diminuigdo do metabolismo, que consiste em um processo que diminui os
efeitos potenciais deletérios associados com a desidratagdo (Pammenter &
Berjak, 1999; Berjak & Pammenter, 2003). Segundo Berjark & Pammenter
(2003), tal processo foi encontrado por Rogerson & Matthews (1977), que
registraram um declinio acentuado no substrato respiratério precedendo, e
presumivelmente causando, a queda na taxa respiratéria e por Farrant et al.
(1997), que observaram um declinio na taxa respiratéria, o qual ocorreu
enquanto a mitocondria se tornou diferenciada, antes da secagem na maturacdo
de sementes de feijao. Assim, essa redugdo na respiragdo constitui um evento
essencial que permite a uma semente ortodoxa resistir & perda rdpida de agua
(Berjark & Pammenter, 2003).

Células tolerantes 3 dessecagio sofrem menor dano oxidativo do que
células sensiveis a esse estresse. Isso provavelmente ocorre devido a diminuigio
da produgdo de EAO ou a ativagio efetiva de sistemas antioxidantes, ou a agdo
de ambos os mecanismos em conjunto (Hoekstra, 2002). Os radicais livres
geralmente causam danos em écidos nucléicos, proteinas e lipideos, tendo como
primeiro alvo as membranas, causando a perda da sua integridade em
organismos sensiveis A dessecagfio quando estio sob condi¢des de estresse
hidrico (Hoekstra, 2002; Bewley, 1979; Mundrre et al., 2002). A peroxidagdo de
lipideos também causa danos na integridade das membranas, 0 que resuita em
uma lixiviagdo de solutos para fora das organelas e da célula, alterando, assim, a
fungsio da membrana e causando d4sequilibrios metabblicos (Mundrre et al.,
2002). Dessa maneira, se os mecanismos antioxidantes, que normalmente

extinguem esses radicais livres, niio forem eficientes para combaté-los durante a
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dessecagdo, uma série de reagdes pode levar a um aumento na peroxidagio de
lipideos, a danos na membrana e, eventualmente, 4 morte celular (Hendry, 1993;
Leprince et al., 1993).

Ha falta de dados referentes ao papel de sistemas antioxidantes durante
desenvolvimento e aquisi¢do da tolerincia A dessecagdo em sementes (Bailly et
al., 2001). Porém, a habilidade das sementes para tolerar a dessecagio pode estar
relacionada a habilidade dos antioxidantes ein remover EAO para evitar eventos
danosos, como a peroxidagdo de lipidios causada por esses compostos (Hendry
et al., 1992; Leprince et al., 1993; Vertucci & Farrant, 1995). Esses mecanismos
envolveriam enzimas, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (Bailly et al, 2001), além de compostos antioxidantes, como
tocoferol, ascorbato e glutationa, os quais estio presentes em grandes
quantidades nas sementes (McKersie, 1996).

Outro mecanismo envolvido na tolerncia 4 dessecagdo de sementes é o
fitorménio 4cido abscisico (ABA), que tem um efeito pleiotrépico no
crescimento e desenvolvimento de plantas. Genes responsivos a ABA sio
normalmente expressos durante o final da embriogénese, quando as sementes
sdo dessecadas e, em alguns casos, se tomam dormentes. Esse hormdnio tem
sido um mediador entre processos fisiolégicos em resposta as condigdes de
estresse, como seca, salinidade e frio (Hjellstrom, 2002; Guan & Scandalios,
1998).

O estudo de alguns genes mutantes tem ajudado na elucidagio da
inducdo de tolerdncia a dessecagdo. Plantas mutantes de vérias espécies podem
apresentar alteragdo no conteido ou na sensibilidade de ABA, incluindo milho
(VP2, VP35, VP7, VP8, VP9) e Arabidopsis (LEC 1, LEC 2 e FUS 3) (Neill et
al., 1987; Harada, 1997). O nivel de ABA aumenta durante a primeira metade do
desenvolvimento da semente e declina durante o final da maturagfo, quando o

teor de dgua da semente diminui (Bewley & Black, 1994). Nas plantas mutantes,
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tanto para sintese como para sensibilidade 3 ABA, pode ocorrer viviparidade e
nao indugio de tolerancia a dessecagdo (Koornneff et al., 1989).

Bochicchio et al. (1994) estudaram o efeito de ABA na aquisigdo de
tolerdncia 4 dessecagdo em sementes de milho. Esses autores observaram que
durante a embriogénese de sementes milho, o ABA endbgeno aumenta
concomitantemente com a aquisi¢do de tolerancia a dessecagdo, o ABA exdgeno
pode induzir tolerdncia em embrides mutantes (vps) que sdo deficientes em
ABA e intolerantes a dessecagdo, e a tolerincia é adquirida em embrides
sensiveis a0 ABA por uma secagem lenta, durante a qual o nivel de ABA
aumenta. Porém, os autores ressaltaram que o papel do ABA endbgeno na
tolerncia & desseca¢io em embrides de milho é questionavel, pois, quando os
embrides tiveram a sintese de ABA inibida durante a secagem lenta, a tolerdncia
a dessecagdo foi induzida, apesar do baixo nivel de ABA enddgeno.

A protegdo 4 dessecagdo por ABA tem sido correlacionada com um
aumento no aciimulo de deidrinas em sementes em resposta a esse hormdnio
(Bradford, 2004; Bohnert, 2000) e aumento da expressio de genes de enzimas
antioxidantes (Guan & Scandalios, 1998).

Usando o mutante vpl4 deficiente em ABA, In-Jeong et al. (2004)
demonstraram que o ABA atua na manuten¢io da integridade da membrana
plasmética por meio da prevengdo de niveis altos de EAO durante o estresse
hidrico nas radiculas de plantulas de milho. Sob condig¢des hidricas ideais, os
niveis de EAO foram baixos nas plintulas mutantes e selvagens. Entretanto, sob
condigSes de estresse hidrico, os niveis de EAO foram maiores nas radiculas de
cultivares mutantes, tendo havido uma perda da integridade da membrana na
zona de crescimento das radiculas desse mutante deficiente em ABA. Segundo
os autores, esse aumento que occire de EAO em plantulas mutantes foi

prevenido pela presenga de ABA em pléntulas normais.
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Guan & Scandalios (1998) avaliaram o efeito do horménio ABA na
expressdo de dois genes da enzima superdxido dismutase em embrides de milho
sob condi¢des de estresse osmético. Essa enzima é encontrada em quase todos
0s organismos € catalisa a dismuta¢do de superdxido (O;) em perdxido de
hidrogénio e oxigénio. Os transcritos do gene sod4 aumentaram em resposta ao
estresse osmdtico, em conseqiiéncia do aumento do nivel de ABA nos embrides
em desenvolvimento e maduros. O aumento na transcrigdo desse gene pode ser
devido, em parte, a mudangas metabdlicas mediadas por ABA, levando a
mudangas nos niveis de radicais livres e, conseqiientemente, na indugio do
sistema de defesa antioxidante.

Pelo exposto, nota-se que a tolerdncia 4 desseca¢do é um processo
complexo, que envolve muitos fatores os quais interagem entre si, podendo a
auséncia ou ineficiéncia de um deles levar a diferentes graus e condigdes da
tolerdncia (Rosa, 2000). Cada componente do mecanismo de tolerdncia a
dessecagdo € igualmente critico, agindo em sinergismo (Leprince et al., 1993),

exigindo, dessa forma, estudos mais detalhados em nivel genético.

2.3 Controle genético da tolerancia a alta temperatura de secagem

Em diversos trabalhos foi observada diferen¢a na expressdo fenotipica
entre sementes de milho de plantas F, de hibridos e reciprocos, tais como peso
seco do embrido e endosperma, tamanho de semente, proteina e 6leo no
embrido, sintese de zeina, germinagdo de sementes a baixa temperatura e
tolerancia a injirias de secagem (Groszmann & Sprague, 1948; Bagnara &
Daynard, 1983; Miller & Brimhall, 1951; Chaudhuri & Messing, citados por
Kollipara et al., 2002; José et al, 2004a).

A comparagdo entre hibridos e reciprocos constitui uma excelente
maneira de se estudar a heranga de genes que se expressam diferentemente

devido ao parental de origem (Kollipara et al, 2002). Entende-se por

21



cruzamento reciproco aquele em que o genitor ¢ usado ora como fémea, ora
como macho. Desse modo, se a heranga de um dado caréter ¢ controlada por
genes nucleares, os resultados de um cruzamento e de seu reciproco serdo
idénticos. Porém, se o carater ¢ devido a efeitos citoplasmaticos, os resultados
dos cruzamentos terdo sempre o mesmo fendtipo do genitor feminino, o qual
contribui com o citoplasma. Esse tipo de heranga pode ser explicado por dois
mecanismos: o efeito matemno e a heranga extracromossémica (Ramatho et al.,
1995).

No efeito materno, a heranga é controlada por genes nucleares do
progenitor feminino, sendo a expressao fenotipica de alguns caracteres do filho
independente dos genes doados pelo pai. Contudo, ¢ importante salientar que o
efeito materno na expressdo desses caracteres nos descendentes se da apenas por
uma ou, no maximo, duas geragdes. J4 na heranga extracromossOmica, a
expressio fenotipica de alguns caracteres na progénie é controlada por genes
situados no citoplasma, sendo que principais portadores desses genes nas plantas
sd0 as mitocondrias e os cloroplastos (Ramalho et al., 1995).

Com o objetivo de estudar o controle genético para tolerancia a alta
temperatura de secagem de sementes de milho por meio de um cruzamento
dialélico parcial, utilizando caracteristicas fisiolégicas das sementes, José et al.
(2004b) avaliou seis linhagens tolerantes e seis linhagens intolerantes a alta
temperatura de secagem. O autor observou que, para sensibilidade & alta
temperatura de secagem das sementes, parece haver efeito materno ou
extracromossémico, conduzindo a outros mecanismos que possam estar
influenciando nessa tolerdncia, como as caracteristicas fisicas do pericarpo, um
tecido de origem materna.

Em cruzamentos reciprocos com dez linhagens de milho contrastantes
para tolerdncia & dessecagdo e tolerdncia A baixa temperatura de germinagdo,

Kollipara et al. (2002) observaram diferengas no padrio de expressdo de
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proteinas para as duas caracteristicas estudadas em alguns cruzamentos. As
proteinas que foram expressas diferentemente entre os hibridos e reciprocos

foram classificadas em varios grupos funcionais, incluindo metabolismo de

carboidratos e aminodcidos, transporte de elétrons, resposta ao estresse,

chaperonas, associadas ao citoesqueleto, entre outras. Os autores também

observaram que os genes de heran¢a extracromossdémica ndio apresentaram

efeitos fenotipicos significativos.

Ibrahim & Quick (2001) verificaram que o efeito materno concorreu
com 67% da variagfio reciproca para o controle genético para tolerancia térmica
em folhas de trigo, avaliados pela estabilidade térmica das membranas (MTS),
por meio da avaliagiio de lixiviados em tecidos foliares apds exposicdo a altas
temperaturas. Em sementes de caupi (Vigna unguiculata), ha efeito matemo
associado com a lixiviagdo de exsudatos e com a embebigdo de sementes
(Ismail, et al., 1999).

Em sementes de Arabidopsis, Bentsink et al. (2000) observaram efeito
materno para a produgdo de oligossacarideos em sementes hibridas de
cruzamentos reciprocos. Diferen¢as no conteido de rafinose foram observadas
entre o hibrido e o reciproco, tendo os valores sido bem similares ao parental
feminino, indicando efeito materno. Para o conteudo de estaquiose, parece haver
controle da heranga, tanto por efeito materno quanto por genes cromossdmicos.
Porém, ao contririo desses aglcares, o conteitdo de sacarose nas sementes
hibridas parece ter um efeito paternal, o que é inesperado e sugerindo que existe
um controle genético mais complexo para o conteiido de sacarose em sementes
de Arabidospis.

Caracteristicas fisicas do pericarpo, que é um tecido materno, também
influenciam na taxa de secagem de sementes de milho (Burris & Navratil, 1980).
Tracy & Galinat (1987) observaram que a espessura e a densidade das paredes

das células no pericarpo podem afetar o grau de compactagio, o que varia entre
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as diferentes cultivares estudadas. Desse modo, a diferen¢a na taxa de absorgédo e
perda de 4gua pelas sementes de milho vem sendo associada com a espessura €
permeabilidade do pericarpo (Purdy & Crane, 1967) e foram relacionadas com a
diferenca na tolerancia das sementes de milho a alta temperatura de secagem por
José et al. (2005). Esses ultimos autores observaram que diferengas na estrutura
do pericarpo das sementes podem influenciar na tolerdncia das sementes de
determinados gendtipos a alta temperatura de secagem. Sementes de linhagens e
de hibridos apresentando estrutura do pericarpo mais densa, formada por células
mais compactas, foram mais sensiveis a alta temperatura de secagem, o que pode
ter dificultado a dissipagdo de 4gua das sementes, contribuindo para uma baixa
qualidade fisioldgica dessas sementes apos secagem 3 alta temperatura.

Assim, o mecanismo de tolerancia 4 dessecagdo é complexo, com mais
de um fator contribuindo em diferentes graus e condigdes, exigindo, dessa
forma, estudos em nivel genético. Dessa forma, além dos testes fisiologicos e
bioquimicos utilizados para a sele¢do de genétipos tolerantes a alta temperatura
de secagem, os marcadores moleculares podem ser utilizados para a construgéo
de mapas genéticos e identificagio de genes ou alelos relacionados a essa

caracteristica.

2.4 Marcadores microssatélites

Nas - ultimas- décadas; variagdes—na seqiéncia—de— DNA—tém--sido
intensamente - exploradas -como- marcador genético_para o_ mapgaﬁniﬂo\
genoma de vérias espécies. Contudo, a tendéncia atual ¢ considerar como
caracteristicas desejaveis para o marcador molecular ideal, a alta informagao por
loco e a facilidade e a rapidez com que se obtém tais informagdes (Ogliari,
1999). '3

A técnica de reagio de polimerizagio em cadeia (PCR) é particularmente

_promissora para estudos genético-moleculares, devido a facilidade,—a-rapidez;-2
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versatilidade e 4 sensibilidade dessa classe de marcadores (Ferreira~ & —
Grattapaglia, 1998). Uma das. variagdes dessa tecnologia sdo os microssatélites,
_também conhecidos como SSR.

Esses marcadores sﬁoA 7baseados na amplificagdo__de. um..a seis -
nucleotideos, comumente repetidos de 10 a 60 vezes em tandem (Gupta et al.,.
1996). Em monocotiledéneas, é esperado um microssatélite a cada 65 Kb,
enquanto nas dicotilebdeneas, um microssatélite a cada 21 Kb. Em milho,
estima-se que ocorra um microssatélite a cada 58 Kb (Lagercrantz et al., 1993;
Wang et al., 1994). Recentemente, em muitos trabalhos, tem sido demonstrado
que um grande numero de SSRs estd localizado em regibes de transcrigio do
genoma, como, por exemplo, em genes e em seqiiéncias expressas identificadas
(ESTs, expressed sequence tag) (Morgante et al., 2002). Porém, geralmente o
niimero de repeti¢des e o comprimento total desses SSRs nestas regides sdo
relativamente pequenos. Em cereais como o milho, trigo, cevada, arroz e sorgo,
1,5% — 7,5% dos ESTs contém de SSRs (Kantety et al., 2002; Thiel et al., 2003;
Li et al,, 2004), tendo Kantety et al. (2002) observado que essa taxa varia entre
1,5% para milho a 4,7% para arroz. A presenga de SSRs nos transcritos de genes
conhecidos tem sugerido que esses influenciam a expressio ou fun¢io dos
genes. Em arroz, por exemplo, no gene waxy, foi encontrado um microssatélite
(CT)n na regido ndo transcrita 5°, cujo comprimento do fragmento polimérfico
esta associado com a quantidade de amilose (Ayes et al., 1997; Bao et al., 2002).

Embora- ocorra “esta- variagdo entre as espécies vegetais, em geral os
elementos repetidos mais comumente encontrados sio (AT)n, seguidos por
(AG)n, além dos motivos (ATA)n, (AAC)n, (AGC)n, (AAG)n, (AATT)n
(AAATne (ACTC)n (Wang et al., 1994).

Os microssatélites podem ser classificados em trés familias: a primeira
sdo as de “repeti¢des puras”, em que os locos s3o formados por um tinico motivo

repetido; na segunda, formada por “repeti¢des compostas”, mais de um motivo
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compde o microssatélite ¢ as “repetigbes interrompidas” formam a terceira
familia, na qual os motivos sdo intercalados por nucleotideos que ndo fazem
parte da unidade de repetigio (Pinto et al., 2001).

Foi observado que microssatélites trinucleotidicos sdo menos freqiientes
que dinucleotidicos no genoma, sendo 57% dos microssatélites compostos por
trinucleotideos que contém CG estdo posicionados em regides codificadoras no
genoma. Ja as repeticdes mono, di e tetranucelotideos estdo localizadas em
regides nio codificadoras no genoma (Wang et al., 1994; Morgante et al., 2002).
Segundo Morgante et al. (2002), o fato de os trinucleotideos estarem presentes
em regides codificadoras mais do que qualquer outro motivo, pode ser resultado
de seleglio negativa contra mutagdes que alterem a fase de leitura em regides
codificadoras.

Apesar das repetigdes de dinucleotideos constituirem a classe mais
freqiiente e polimdrfica de microssatélites (Chin et al., 1996), a amplificagdo de
repeticdes de dinucleotideos tem se mostrado vulnerdvel & formagdo das
chamadas bandas sttuter. Essas sdo também denominadas de bandas sombra ou
produtos do deslize da DNA polimerase, e diferem, em tamanho, do alelo
principal por um nimero a mais ou a menos de repeti¢des. No caso dos locos de
repeti¢des dinucleiotidicas, a banda stfuter ¢ menor, em dois nucleotideos, que a
banda correspondente ao alelo principal. Esse padrio de multibanda dificulta a
interpretagdo dos locos nesse tipo de repetigdo (Walsh et al., 1996; Pinto et al.,
2001).

Enquanto.o-nimero-de repeti¢des em tandem dé um microssatélite—é—.

varidvel, - as - seqiiéncias— de~ bases que flanqueiam o microssatélitt —séo-.

conservadas-no—mesmo 16co entre diferentes individuos da mesma espécie.
Assim, ¢é possivel desenhar um par.de primer especifico para essas seqiiéncias
adjacentes, o qual pode ser utilizado para amplificar os microssatélites (Lanza et

al., 2000; Sousa 2001). Na reacdo de PCR, cada fragmento-amplificado—de—
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tamanho...diferente - representa um- alelo. de um. mesmo-loco (Ferreira _ &

- Grattapaglia, 1998). Os alelos-diferem porque apresentam nimeros-distintos-de
repeti¢des em tandem, oriundos de crossing-over desigual durante_a_meiose ou
do-deslize.da DNA polimerase durante .a.duplica¢do-da-molécula- (Pinto-et al.,
2001).

Os microssatélites possuem uma série de vantagens, sendo, por isso,
freqliientemente escolhidos para o mapeamento genético em eucariotos
(Beckmann & Soller, 1990; Taramino & Tingey, 1996). Dentre_as vantagens,
podem-se destacar alta reprodutibilidade, heranga . mendeliana,-codominéncia,
distribui¢do_casualizada por todo 0 genoma e bom nivel de polimorfismo. Além
disso, requer pouca quantidade de DNA para sua amplificagdo, permite a semi-
automatiza¢do em ensaios mutiplex e sdo transferiveis entre genétipos,
populagdes e laboratérios. Essas vantagens fazem com que os SSRs sejam ideais
para 0 mapeamento e detecgdo de QTLs, desde que existam informagdes sobre a
seqiiéncia dos primers que amplificam os microssatélites (Chin et al., 1996;
Powell et al., 1996; Souza, 2001; Grattapaglia, 2001).

-A_maior_limitagio _dos microssatélites ¢é_a obtengio dos__primers

especificos _que - flanqueiam as ~regides altamente repetitivas- ou -os
microssatélites. Essa etapa requer laboratérios com infra-estrutura para
clonagem e seqilienciamento de DNA em larga escala, além do custo elevado dos
reagentes necessario. No entanto, essas limitagdes estdo sendo vencidas
rapidamente, existindo um grande nimero de primers microssatélites
disponiveis para diversas espécies vegetais. Para milho, encontram-se mais de
2000 primers SSR disponiveis no Maize Genetics and Genomics Database
(www.maizegdb.org/ssr.php), € a grande maioria apresenta localizagdo definida
nos 100 bins presentes nos 10 cromossomos do milho. Os bins sio regides de
aproximadamente 20 cM, delimitadas por marcadores de posigio conhecida

(Gardner et al., 1993), designados pelo nimero do cromossomo seguido por dois
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digitos decimais, que referem-se a localizagio relativa do bin dentro do
cromossomo do milho.

Assim, com o mapeamento genético de marcadores microssatélites
pesquisas de identificagdo de QTLs tém sido realizadas, uma vez que mapas
genéticos saturados aumentam a precisdo na localizagdo e na quantificagio dos
efeitos das regides gendmicas que controlam caracteres de importancia (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

2.5 Construgio de mapas genéticos

Um mapa genético € uma representagio simplificada do genoma, no qual
a molécula de DNA de cada cromossomo € representada por marcas ordenadas e
espagadas. Para cada cromossomo, € obtido um conjunto de marcadores ligados
entre si, cujo conjunto é denominado de grupo de liga¢do (Silva, 2002). Para a
construgdo de um mapa genético, sdo necessarios a avaliagio do padrdo de
segregacio dos marcadores em individuos segregantes, a determinacdo da
distincia entre eles e o ordenamento linear dos marcadores em cada grupo de
ligagdo (Schuster & Cruz, 2004; Vuylsteke et al., 1999).

A ligacdo entre os marcadores nos grupos de ligagdo baseia-se na
hipétese de que a co-transmissdo dos marcadores reflete sua proximidade, uma
vez que a probabilidade de ocorrer permutas genéticas entre dois marcadores €
inversamente proporcional 4 proximidade fisica entre eles. Cada uma desses
marcadores possui, entdo, um vinculo genético com a regido cromossomica que
ele representa. A determinagio da ordem e da distdncia relativa entre os
marcadores de um mesmo grupo de ligagdo constitui um dos principais objetivos
do mapeamento genético (Silva, 2002).

A distancia entre os marcaéores ¢ obtida por meio da freqiiéncia de
recombinagdo, que é a probabilidade de ocorréncia de permuta genética entre

dois marcadores que, juntamente com o0 LOD score (log of odds-raito), permite
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agrupar todos os marcadores que pertencem a um mesmo grupo de ligagdo. O
LOD score indica, na escala logaritima, o quanto da hipétese dos marcadores
estarem ligados € maior do que ndo estarem ligados. Por exemplo, um LOD
igual a 2 significa que a hipétese dos marcadores estarem ligados € 100 vezes
mais provavel do que a hipdtese deles ndo estarem ligados. O ideal é que as
distancias usadas na constru¢io de mapas genéticos sejam totalmente aditivas,
de modo que, ao atribuir novos locos (marcadores) a0 mapa, nfo seja necessario
ajustar as distancias ja estabelecidas. Entretanto, as freqiiéncias de recombinagio
ndo sdo aditivas porque é provavel que haja interferéncia, isto é, a ocorréncia de
uma permuta genética afeta a ocorréncia de outras permutas em regiGes
adjacentes (Silva, 2002; Cameiro & Vieira, 2002).

A falta de aditividade das distancias entre pares de marcas, expressas
pela porcentagem de recombinagdo, proporciona certa dificuldade no
agrupamento e ordenamento dos locos num grupo de ligagdo. Por isso, torna-se
necesséario utilizar procedimentos que permitam estabelecer a melhor ordem
possivel (Schuster & Cruz, 2004). Essas fun¢des sdo utilizadas para a corregio
de distancias calculadas em porcentagem de recombinagdo para distincias de
mapeamento, levando em conta ou nio o fendmeno de interferéncia (Liu, 1998).
As fungdes de mapeamento mais conhecidas sdo as de Haldane (1919) e de
Kosambi (1944). A fung¢do de Haldane admite a independéncia das permutas nos
intervalos adjacentes, enquanto que a fungdo de Kosambi considera a
interferéncia (Schuster & Cruz, 2004). A unidade de medida de distancia
genética de mapa é denominada Morgan (M), que corresponde a um segmento
cromossdmico no qual ocorre, em média, uma permuta génica por gameta por
geracdo, sendo mais comum a utilizagio da unidade de centimorgans (cM).

E interessante observar que ndo existe uma correlagdo entre distancia
fisica (nimero de pares de bases) e distincia de mapa. A relagio Kb/cM

(quilopares de base por centiMorgan) é muito varidvel, podendo ocorrer regides
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cromossOmicas de apenas algumas dezenas de milhares de pares de bases
(distancia fisica pequena), em que a probabilidade de recombinagdo € alta

(regibes-alvo de recombinagido — hotspots). Ao mesmo tempo, hé regides de
alguns milhdes de pares de bases (distdncia fisica grande), em que a

recombinagio é praticamente suprimida e a distincia entre os locos ¢ minima

(Cameiro & Vieira, 2002). Para o genoma do mitho, segundo Lynch & Walsh
(1998) citados por Silva (2002), € estimado que contenha 1400 ¢cM de extensdo e
que seja constituido de 3x10° pares de base (pb). Dessa forma, um cM equivale a
2,140x10° pb, em média.

O desenvolvimento de mapas genéticos € considerado uma das
aplicagdes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares (Cameiro
& Vieira, 2002). Segundo esses autores, procedimentos, como o mapeamento de
QTLs (Quantitative Trait Loci), estudos de sintenia e clonagem de genes com
base em mapas genéticos passaram a representar complementos importantes a
serem considerados em programas de melhoramento em diferentes espécies

vegetais.

2.6 Detecciio e mapeamento de QTLs

Grande parte dos trabalhos de melhoramento genético que tém utilizado
marcadores moleculares é priorizada para caracteres de herang¢a simples, uma
vez que as variagdes fenotipicas sdo de facil mensuragio e anélise (Lanza et al,,
2000). Entretanto, a maioria das caracteristicas de importincia econdmica em
milho ¢é classificada como poligénicas ou quantitativas (Stuber, 1995). Dentre
elas, podem-se citar produgdo de grios, prolificidade, peso do grio, didmetro,
comprimento e altura da espiga, altura da planta, teor de éleo e de proteinas nos
grios, dentre outros, apesar de algans caracteres quantitativos apresentarem
distribui¢iio discreta, tais como prolificidade, nimero de folhas e nimero de

fileiras de grios do milho.
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Ao contrario da pré-suposi¢do de que caracteristicas quantitativas sio
influenciadas por muitos genes de pequeno efeito, Lande (1981) sugeriu que
poucos genes poderiam explicar uma propor¢do relativamente grande da
variagdo genética para tais caracteristicas. Tais genes de efeito maior, sdo
conhecidos como QTL ( do inglés quantitative trait loci, ou caracteres de
heranga quantitativa) e, algumas vezes, ndo podem ser localizados
individualmente. Porém, ¢ possivel a localizacio da regido do genoma em que
estes locos podem estar presentes, bem como estimar o quanto tais locos
contribuem para a variagdo total do fendtipo. Assim, segundo Falconer &
Mackay (1996), o que ¢ identificado é um segmento do cromossomo, em que um
ou mais genes relacionados a uma caracteristica podem estar situados e ndo
necessariamente um s6 loco.

QTLs podem ser encontrados com o auxilio de marcadores ligados
(Lynch & Walsh, 1988). Esse procedimento, embora reconhecido ha muito
tempo, s6 tornou-se realmente vidvel com a disponibilidade de imimeros
marcadores de DNA (Schuster, 1999).

A determinagio de ligagdo genética entre marcadores ¢ QTLs depende
da existéncia de um desequilibrio de ligagdo entre os alelos no loco marcador e
alelos do QTL. Este desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao
marcador que podem ser detectados e estimados por meio de andlises
estatisticas. Desequilibrio de ligagio entre dois locos ocorre quando as
freqiiéncias genotipicas dos gametas diferem do produto das freqiiéncias dos
alelos componentes, denotando a existéncia de uma associagdo significativa
entre os dois locos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Para garantir esse desequilibrio de ligagio, o uso de delineamento
experimental envolvendo o cruzamento de linhagens divergentes e a formagdo
de geragdes F) e F; se mostra mais vantajoso do que outros delineamentos (Van

der Beek et al., 1995). Por apresentarem o méximo desequilibrio de ligagio,
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populagdes F; sdo comumente utilizadas em estudos de mapeamento de QTLs.
Porém, como as medigdes das caracteristicas sdo feitas em plantas individuais,
h4d uma diminuigdo da precisio da estimativa. Este problema pode ser
contormado pela utilizagio de populagdes F,.3, em que as plantas sdo genotipadas
na geracdo F, e as caracteristicas sdo medidas em plantas F;, permitindo, assim,
o uso de repeti¢des (Schuster & Cruz, 2004).

Dessa forma, cruzamentos controlados visam maximizar o desequilibrio
de ligagdo possibilitando que marcadores sejam utilizados para acompanhar um
alelo de interesse. Isso € possivel se houver uma diferenca na média do fenétipo
entre as classes genotipicas do marcador, o que permite inferir que existe um
QTL ligado a estes marcadores, significando que as classes genotipicas dos
marcadores segregam em conjunto com os alelos de um QTL de interesse
(Falconer & Mackay, 1996). Porém, segundo os autores, o nimero de QTLs
detectados sempre é subestimado, uma vez que dois QTLs muito préximos
podem aparecer como apenas um se eles estiverem em associagdo; ou mesmo
ndo detectar os QTLs, se estes estiverem ligados em repulsdo.

O teste para verificar se um QTL esta ligado ao marcador € baseado na
estatistica da razdo de verossimilhanga (LR) entre hipétese H,, que se refere &
presenca de um QTL ligado ao marcador e Hy, que se refere a hipbtese de
auséncia de ligagdo de um QTL a esse marcador. A estatistica de LR ¢
interpretada como a probabilidade de ocorréncia dos dados, sob a hipétese nula,
a qual é testada usando uma distribuigdo tedrica de qui-quadrado. As
probabilidades da detec¢io e da estimativa da posicdo do QTL ligado estdo
acopladas. Se a razio de verossimilhanga exceder o limiar critico que foi criado
para aquele cromossomo, isto fornece evidéncias de QTLs ligados & marca,
sendo a posi¢do estimada pelo pica'da probabilidade do inapa. Se o pico ndo
exceder o limiar critico, nio existem evidéncias para aceitar a presenga de QTL
na regido (Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996; Lynch &
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Walsh, 1998; citados por Silva, 2002). No mapeamento de QTLs é muito

comum o uso do LOD score, que ¢ obtido em razdo dos valores de
verossimilhanca. Entretanto, segundo Schuster & Cruz (2004), o uso de LR ¢
mais adequado quando se utiliza a estatistica de qui-quadrado para testar as
hipéteses.

Existem diferentes métodos propostos para a localizagdo de QTLs,
podendo a associa¢do entre marcador e QTL ser avaliada utilizando-se uma,
duas ou mais marcas simultaneamente. Na andlise de marcas simples, a
distribuicdo dos valores do cariter é examinada separadamente para cada loco
marcador. Assim, cada teste ¢ realizado independente da informagao dos outros
locos, sendo esse tipo de andlise geralmente, uma boa opgdo quando o objetivo ¢
simplesmente a detecg¢do de QTLs ligados a marca em detrimento da estimagdo
da posicdo e dos efeitos do mesmo (Silva, 2001). Um problema dessa
metodologia de andlise, segundo Liu (1998), ¢ a ndo distingdo entre um QTL de
pequeno efeito, situado muito proximo ao marcador, de um QTL de grande
efeito, situado mais distante.

Uma outra analise mais detalhada seria o mapeamento por intervalo,
proposto por Lander & Botstein (1989). A idéia original dos autores foi de
utilizar um par de marcadores como unidade de andlise e ndo um unico
marcador, sendo esta a base de todos os métodos de mapeamento de QTLs
utilizados atualmente (Schuster & Cruz, 2004). Por esse mapeamento, estima-se
a localizac@o de um eventual QTL entre marcadores flanqueando um intervalo,
ou seja, entre duas marcas adjacentes de um grupo de ligagio (Lander &
Botstein, 1989). Essa tem sido uma alternativa para aumentar o poder de
detec¢do das associagdes, permitindo estimar o efeito e a posi¢io dos QTLs.
Porém, o mapeamento por intervalo simples apresenta problemas de detecgio,
especialmente quando houver outros QTLs de grande efeito no mesmo grupo.

Assim, se houver mais de um QTL no grupo ou em outros grupos de ligagdo, as
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anélises serdo afetadas por todos esses QTLs, o que diminui a precisdo das
estimativas e o poder do teste (Beazorti, 2000; Schuster & Cruz, 2004).

Assim, o ideal para o mapeamento de QTL seria que os testes realizados
em um determinado intervalo fossem independentes dos efeitos de outros QTLs
localizados fora deste intervalo, aumentado, assim, a eficiéncia na detecc¢io de
QTLs. A utilizagdo de um teste desse tipo foi proposta por Jansen (1992; 1993) e
Zeng (1993), o qual foi denominado de mapeamento por intervalo composto,
sendo nomeado assim por combinar 0 mapeamento por intervalo com a anélise
de regressio multipla (Schuster & Cruz, 2004). Dessa forma, além de
proporcionar maior resolugdo no mapeamento, a analise por intervalo composto
permite o uso de dados obtidos em vérios ambientes, para avaliar os efeitos da
interagao QTLs vs. ambientes (Carneiro & Vieira, 2002).

Uma estratégia de grande potencial para a identificagdo de regides
gendmicas associadas a caracteres de interesse ¢ a técnica de bulk segregante
(BSA - bulked segregant analysis) ou andlise de segregantes agrupados (ASA).
Essa estratégia inicialmente foi proposta por Arnheim et al. (1985) e,
posteriormente, foi modificada por Michelmore et al. (1991). O procedimento
consiste em detectar diferencas entre duas amostras agrupadas de DNA obtidas
de uma populagio segregante. Estas amostras agrupadas sdo construidas ao se
misturar quantidades iguais de DNA de individuos selecionados com base na
expressio fenotipica de um caréter para se ter um gen6tipo idéntico em uma
regido gendmica de interesse (“regido alvo™) e gendtipos ao acaso em regides
nio ligadas A regido alvo. Assim, as duas amostras de DNA tendem a diferir
somente na regido selecionada e serdo monomorficas para todas as outras
regides. A selegdo de individuos para constituir as amostras agrupadas (bulks) €
feita identificando-se os fenétipos extremos de uma populagdo segregante para a

caracteristica de interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Essa técnica, inicialmente proposta para analise de caracteres de heranga
simples, também pode ser utilizada na identificagdo de locos controladores de
QTLs. Utilizando essa estratégia, Brunelli (2000) identificou dois marcadores
microssatélites ligados a uma regido (QRL) que confere resisténcia quantitativa
a ferrugem polissora em milho. Esse método simplifica bastante a identificagdo
de marcadores ligados a genes de interesse, pois ndo é preciso analisar toda a
populagdo com todos os marcadores, mas apenas com aqueles que se mostrarem
polimérficos entre os dois bulks. Com esses marcadores € com alguns
flanqueando esses genes, pode ser confirmada a ligagio e determinada a

distancia genética entre o marcador e o gene estudado (Schuster, 1999).

2.7 Mapeamento de genes associados ao estresse hidrico e de
temperatura em milho

Um grande nimero de genes com um efeito potencial, tanto na
termotolerdncia quanto na tolerdncia de plantas e sementes a estresse hidrico,
tem sido descrito e um maior entendimento das respostas moleculares a esses
estresses tem sido obtido por meio da avaliagdo de tais genes. Além disso, as
regides gendmicas onde se encontram os locos controladores dessas
caracteristicas vém sendo alvo de diversos estudos, visando o conhecimento da
magnitude dos efeitos e as interagbes desses genes ou QTLs.

Sari-Gorla et al. (1999) realizaram um trabalho com o objetivo de
identificar as regides cromossdmicas onde estavam presentes os fatores que
conferem tolerincia ao estresse hidrico "durante o desenvolvimento e
florescimento de plantas de milho e comparar com os QTLs que controlam os
caracteres de desenvolvimento e florescimento. Os caracteres avaliados foram
periodos de florescimento masculino e feminino, peso da planta e intervalo entre
a antese e a emissdo do estilo estigma. Foi observado que todos os QTLs que

conferem tolerdncia & seca estavam localizados em posi¢des cromossGmicas
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diferentes daquelas onde se encontram os QTLs que controlam os caracteres
estudados. Segundo os autores, isto sugere que a tolerdncia das plantas a seca
ndo é atribuida a uma combinag@o alélica favorével para os caracteres avaliados,
mas sim baseada em caracteristicas fisioldgicas as quais ndo estdo associadas
diretamente com o controle dos caracteres avaliados.

Anélise de QTLs para tolerdncia 3 alta temperatura em plantas de milho
foram realizadas por Ottaviano et al. (1991), que detectaram seis QTLs
explicando cerca de 53% da variabilidade da termotolerdncia de membranas
celulares em milho. Mais tarde, a mesma populagio foi avaliada, tendo sido
encontrados cinco QTLs ligados & capacidade de germinagfio de gréos de pdlen e
seis QTLs ligados a crescimento de tubo polinico em alta temperatura (Frova &
Sari-Gorla, 1993; Frova 1996).

Para as deidrinas, que vém sendo associadas a tolerncia a dessecagdo e .
se acumulam em plantas e sementes, pelo menos 30 diferentes genes foram
identificados como membros do grupo 2 das LEA proteinas (Bray, 1993).
Campbell et al. (1998) avaliaram gene dhnl, também chamado de rabl7,
mapeado no cromossomo 6 e que expressa uma proteina de 18 KDa e uma
proteina do embrido de milho de 40 KDa, que ainda ndo havia sido estudada. Na
analise das proteinas, foi observado que ambas possuiam composigéo tipica de
dehidrinas, mas com algumas diferencas entre elas, indicando que as duas sio
produtos de genes dhn diferentes. Os autores também observaram efeito materno
para a proteina de 40 KDa em alguns cruzamentos, uma vez que a progénie F;
somente apresentava essa proteina quando o parental feminino a expressava. No
mapeamento dos genes associados a essas protefnas, a posigdo da deidrina de '
22KDa foi mapeada e confirmada como sendo produto do gene dhnl e o gene
que codifica a dehidrina de 40 KDa foi mapeado como um novo loco no

cromossomo 9, identificado como dhn2.
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Com o objetivo de analisar a associagio entre alelos especificos de locos
dhn e variagdes fenotipicas relacionadas a seca e as respostas a variagbes de
temperatura, Close et al. (1999) mapearam diferentes membros da familia de
deidrinas em milho e cevada. Em cevada, 11 genes dhn foram mapeados e em
milho, 8 locos foram mapeados nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 6 ¢ 9. Segundo os
autores, parece que a natureza dispersa e multigénica das deidrinas € universal
em plantas superiores.

Mudangas nos padrdes de expressdo de proteinas em plantas e durante a
maturagdo dos embrides também vém sendo relacionadas com tolerdncia de
plantas ao estresse hidrico e de sementes a dessecagio. Em um estudo
associando a abundéancia de proteinas induzidas pela seca, Vienne et al. (1999)
encontraram trés QTLs nos cromossomos 1, 4 e 8 ligados a essas proteinas. Um
outro grupo com expressdo diferencial sob condi¢des de estresse é formado
pelas HSP, que tém sido relacionadas com a termotolerincia e tolerancia a
dessecagio. A HSP 101, que é uma proteina ligada 3 termotolerdncia em
bactérias, leveduras e eucariotos, tem sido acumulada em sementes de milho
maduras (Nieto-Sotelo et al.; 2002). Esses autores mapearam essa proteina no
cromossomo 6, proximo aos marcadores umcl32 e npi280. Adicionalmente, a
regido cromossdmica préxima ao marcador umcl32 estd envolvida com a
sensibilidade a seca e com a concentragdo de ABA tanto no xilema quanto em
folhas. J4 a regido ligada ao npi280 est4 ligada a produgdo de grios e aos seus
componentes, como, por exemplo, tamanho da espiga e profundidade de gréos.

Uma caracteristica ligada & estabilidade de membranas das células em
plantas e sementes tolerantes 3 desseca¢dio € a presenca efetiva de um sistema
antioxidante. Plantas e sementes s30 dotadas com numerosos sistemas de defesa
de antioxidante, sendo que as sementes contém quantidades grandes de
tocoferol, ascorbato e glutationa, os quais podem funcionar como antioxidantes.

Wong et al. (2003) utilizaram marcadores microssatélites para 0 mapeamento de
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isdbmeros de tocoferol em uma familia F,;; de milho, tendo sido identificados
pelo método de mapeamento de intervalo composto, dois QTLs nos
cromossomos 1 e 5, sendo a maior parte da variagdo fenotipica detectada nesse
ultimo cromossomo.

Os carotendides fazem parte da biossintese de ABA e compdem uma
classe de antioxidantes presentes em milho, com quatro diferentes compostos
predominantes no grio. Com o objetivo de identificar QTLs ligados 2
acumulagéo de carotendides em milho, Wong et al. (2004) construiram um mapa
com marcadores microssatélites em uma populag¢do F,.; de milho. Na analise de
intervalo composto, foi possivel identificar regides cromossomicas com QTL,
tendo o gene yellow-1 sido mapeado no cromossomo 6 e o gene vivivaparous-9
mapeado no cromossomo 7. Esses dois genes estdo associados com enzimas que
catalisam os passos iniciais da rota de carotendides.

Uma caracteristica morfolégica que vem sendo relacionada com a
tolerdncia das sementes de milho 2 alta temperatura de secagem ¢ a estrutura do
pericarpo (José et al., 2005). Wang & Brewbaker (2001) identificaram trés QTLs
afetando a densidade e espessura em sementes de mitho nos cromossomos 1,2 €
6, explicando, juntos, 37,3% da variagdo fenotipica.

Pelo exposto, pode-se observar que a tolerdncia a alta temperatura de
secagem parece ser controlada por multiplos genes, cuja identificacdo dos
mesmos em sementes de milho é de grande interesse, por constituir uma

importante estratégia em programas de melhoramento genético.
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3 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida na drea experimental e no
Laboratério de Anélise de Sementes do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG e também no Nucleo de Biologia

Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

3.1 Material genético

Em trabalho desenvolvido por José et al. (2004a), utilizando 31
linhagens cedidas pela empresa GeneSeeds — Recursos Genéticos em Milho
Ltda, foram selecionadas 12 linhagens contrastantes quanto & tolerincia das
sementes a temperatura de secagem de 45°C, das quais seis linhagens foram
classificadas como tolerantes e seis como sensiveis. O grupo das seis linhagens
tolerantes foi formado pelas linhagens 30, 42, 40, 86, 65 e 91, designadas pelos
nimeros de 1 a 6, respectivamente. Ja o grupo das seis linhagens sensiveis foi
formado pelas linhagens 50, 57, 43, 41, 74 e 84, designadas pelos numeros de 7
a 12, respectivamente. Essas sementes, juntamente com as dos 36 hibridos F,
provenientes dos cruzamentos entre as linhagens contrastantes foram obtidas por

aquele autor e utilizadas no presente trabalho.

3.2 Multiplica¢iio das sementes e obten¢io das geracoes F,

Para a anélise das sementes das 12 linhagens quanto a tolerdncia a alta
temperatura de secagem e também para a produgdo de sementes das progénies F,
de cada um dos 36 hibridos F,, foi conduzido experimento de campo entre
outubro de 2001 e fevereiro de 2002. Sementes de cada linhagem e da progénie
F, foram obtidas em 4 linhas de 5m com 5 plantas/m. Na época do

florescimento, as espigas foram protegidas com sacos plasticos antes da emissdo
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dos estilo-estigmas, para evitar cruzamentos indesejiveis e, posteriormente,
foram realizadas as autofecundagdes.

Durante o desenvolvimento das sementes foi feito um acompanhamento
da solidificagdo do endosperma por meio da linha de leite e as espigas foram
amostradas para a determinagiio do teor de 4gua, utilizando-se o método da
estufa a 130°C, por 4 horas, conforme prescri¢des das Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 1992).

As sementes das progénies F, de cada um dos 36 hibridos F,
permaneceram no campo até aproximadamente 18% de umidade, quando foram
colhidas manualmente em espigas e secadas 3 sombra até atingirem umidade em
tono de 12%. Em seguida, as mesmas foram expurgadas e debulhadas
manualmente. As sementes retidas na peneira 16 de crivo circular foram tratadas
com os fungicidas Tecto 600® e Captan® nas doses de 40g e 120g do produto
comercial por 100Kg de sementes, respectivamente. Em seguida, as sementes
foram armazenadas em cimara fria ¢ seca a temperatura de + 10°C e umidade

relativa em torno de 50% até a proxima semeadura.

3.3 Secagem das sementes das linhagens

Sementes de cada uma das 12 linhagens foram colhidas em espigas,
quando apresentavam teor de 4gua de 35%. Apds a colheita, as espigas foram
despalhadas 4 mio e distribuidas nos secadores.

Os secadores utilizados foram construidos em madeira, de acordo com o
modelo experimental de pequena escala descrito por Navratil & Burris (1982).
Cada secador constitui-se de uma base, quatro gavetas empilhaveis dotadas de
encaixes especiais € um tampo. As paredes laterais da base e gavetas sdo
construidas com uma folha de isopor'de 20mm entre duas folhas de compensado

de 10mm, para minimizar as trocas de calor com o meio ambiente.
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Cada base de 61 x 61 x 6lcm abriga um conjunto de resisténcias
elétricas com capacidade de 3400 kW, cuja temperatura foi controlada por um
termostato industrial microprocessado, marca Digimec modelo BTC-9090, com
variagdo de temperatura de 10 a 100°C + 3. A temperatura no leito de secagem
foi monitorada de hora em hora, inserindo-se o termdmetro nos orificios
existentes nas paredes das gavetas. Na base de cada secador, do lado externo, foi
instalado um ventilador centrifugo, ligado a um motor de 0,25 kW, 115 V, capaz
de elevar 196 L/seg a 7,6cm de pressdo estética. O fluxo de ar foi ajustado para
23,00m>min .t ~*, por meio de uma porta graduada deslizivel e fixada na
entrada do ventilador. A base da cada gaveta, onde as espigas foram colocadas,
constitui-se de uma malha de ferro que permite a livre passagem do ar de
secagem.

As sementes foram submetidas & secagem a 45°C na massa, até
atingirem teor de dgua entre 11% e 12%. Em seguida, sementes das linhagens
foram debulhadas manualmente e aquelas retidas na peneira 16 de crivo circular
foram tratadas com fungicidas como descrito anteriormente e avaliadas quanto
tolerancia a dessecagdo pelos testes de germinagdo e de envelhecimento

acelerado.

3.4 Avaliagdo da tolerancia a altas temperaturas de secagem

3.4.1 Teste de germinagdo

O teste de germinagdo foi conduzido com quatro repeticdes de S0
sementes, as quais foram semeadas entre papel toalha tipo Germitest umedecido
com &gua destilada na proporgio de 2,5mL.g' de papel. As sementes
permaneceram em germinador regulado para 25°C e as avaliagdes das plantulas

normais foram efetuadas aos quatro e sete dias apds a instalagdo do teste. Os
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resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas normais das

quatro repetigoes.

3.4.2 Envelhecimento acelerado

O teste foi realizado com o acondicionamento de sementes em mini-
camaras tipo “gerbox”, funcionando como compartimento individual, contendo,
no seu interior, uma bandeja de tela de aluminio, onde as sementes foram
distribuidas. No fundo de cada mini-cimara foram colocados 40mL de 4gua e, a
seguir, os “gerbox” foram mantidos incubados a 42°C por 96 horas. Decorrido o
tempo de permanéncia na incubadora, as sementes foram colocadas para
germinar,

A germinagdo foi realizada com quatro subamostras de 50 sementes,
distribuidas em papel toalha umedecido com quantidade de dgua equivalente a
duas vezes e meia o peso do substrato seco. As sementes permaneceram no
germinador regulado para 25°C, sendo as avaliagdes realizadas aos quatro e sete
dias ap6s a semeadura. As plantulas foram consideradas normais quando
apresentavam, pelo menos, 2cm de parte aérea, duas raizes seminais € a raiz

principal.

3.5 Procedimentos estatisticos

Os testes realizados para avaliagio da qualidade fisioldgica das sementes
seguiram o delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Os dados foram interpretados estatisticamente por meio da andlise de
variincia, e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott, ao nivel de 5%. As
andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico Sisvar (Sistema de
Anadlise de Variancia) (Ferreira, 200(;5.

42



A partir dos resultados da qualidade fisiolégica das sementes obtidos
nesse primeiro ensaio, juntamente com os obtidos por José et al. (2004a), foi

selecionada uma populag@o para o estudo de mapeamento.

3.6 Avaliagiio fenotipica das familias F;.3

Um ensaio de campo foi implantado nos meses de fevereiro a junho de
2003, visando a verficagdo da distribuig¢do fenotipica das familias Fy3. A parcela
experimental foi constituida de uma linha de 5m com 5 plantas/m para as
linhagens e para o hibrido F, e 8 linhas com as mesmas dimensSes com as
plantas da geragdo F,. O ensaio foi conduzido com duas repetiges, totalizando
400 plantas F, e 50 para os demais tratamentos. Cada planta foi autofecundada e,
das plantas da geragdo F,, foram produzidas sementes da geragio F,i. As
sementes foram colhidas com teor de 4dgua de 35% e os processos de secagem e
de avaliagio quanto a tolerdncia & dessecagdo, por meio do teste de
envelhecimento, foram os mesmos descritos anteriormente, sendo que nesse
ultimo teste foram usadas quatro subamostras de 25 sementes por planta. O teste
de envelhecimento foi escolhido pelo fato do mesmo ter sido indicado em outras
pesquisas para a selecdo de cultivares com sementes tolerantes 2 alta
temperatura de secagem (José et al. 2004a). Esse autor também observou que
por meio dos testes de germinagdo, primeira contagem de germinacdo, teste de
frio sem solo e condutividade elétrica juntamente com o de envelhecimento

acelerado, foi possivel selecionar linhagens tolerantes e intolerantes 2 alta

temperatura de secagem.

3.7 Avaliagio genética da popula¢io F; e fenotipica das familias F,.3

Este ensaio foi realizado visando 2 selegdo de plantas com os extremos

de tolerdncia para compor os grupos segregantes usados na analise de

43



polimorfismo dos marcadores microssatélites e para a geragio da populagio de
genotipagem. Para isso foi instalada, nos meses de outubro de 2003 a fevereiro
de 2004, uma parcela experimental constituida de uma linha de 5m com 5
plantas/m para as linhagens e para o hibrido F, e 8 linhas com as mesmas
dimensdes para a geragdo F,. O ensaio foi realizado em duas repetigdes,
totalizando 400 plantas F, e 50 para os demais tratamentos. Cada planta foi
autofecundada, produzindo sementes da geragdo F,.3. Cada planta individual foi
identificada e foram coletadas folhas que ficaram armazenadas a -80°C . As
sementes foram colhidas com teor de 4gua de 35% e os processos de secagem e
avaliagdo quanto a tolerfncia a dessecagdo foram os mesmos descritos

anteriormente.

3.8 Anilises estatisticas dos dados fenotipicos

As analises de varidncia para o envelhecimento acelerado das familias.
F;3 obtidas na safra 2003 e na safra 2003/2004 foram realizadas segundo o
modelo estatistico:
Yi=m+T; + eg
Onde:
Yj;: total da profénie i, na repetigao j;
m: média geral do expermeento;
T: efeito aleatério do tratamento i (i= 1,2, ......... s);
eg): erro associado & observagado Yj;.
O esquema da andlise de varifincia, bem como as esperangas dos

quadrados médios estdo apresentados na tabela 1.



TABELA 1 - Esquema de analise de variancia utilizado nas anélises individuais
para as Famiilias F,.; nas safras 2003 e 2003/2004, considerando o
delineamento inteiramente casualizado. UFLA, Lavras - MG,

2005.
39 [GL QM | EQQM)
Tratamentos GL, Q Gt O'p3
Frro GL, Q: o

r: nimero de repeti¢des; o, variincia do erro; 6’p.: varidncia genética entre familias
FZ:!-

A partir dos quadrados médios obtidos nas andlises de varidncia, foram
estimadas com o auxilio do programa Genes (Cruz, 1997), as variancias

fenotipica e genética e a herdabilidade no sentido amplo, para cada uma das duas

safras, segundo as férmulas:
2 QM Trat
O = ———
F r
0,2 _ QMerro — QMTml
G =
r
h? = i
a 0'2
F
Em que:

o’F: estimativa da variancia fenotipica entre familias;
o’: estimativa da variancia genética entre familias;
QM. estimativa do quadrado médio de tratamentos;
QM,o: estimativa do quadrado médio do erTo;

r: nimero de repetigdes;

h%,: estimativa da herdabilidade no sentido amplo.
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3.9 Anilises moleculares

3.9.1 Extragiio e quantificagdo do DNA genémico

Apés andlise dos resultados do teste de envelhecimento, foram
selecionados, na populagéo F,, dois grupos com 10 plantas cada, para cada
extremo de tolerante e ndo tolerante, para a avaliagdo do polimorfismo entre os
bulks. Para a avaliagdo de polimorfismo entre as linhagens foram utilizadas
cinco plantas de cada um dos genitores.

Assim, o DNA gendmico foi extraido do material vegetal das plantas que
estavam armazenadas a -80°C e a avaliagdo fenotipica quanto & tolerdncia a
dessecacdo foi realizada com base nas sementes F,;. Esse procedimento foi
adotado uma vez que em pesquisa realizada anteriormente por José et al.
(2004D), foi observado que a tolerdncia a alta temperatura de secagem pode ser
explicada pelo efeito materno.

Para a extra¢do do DNA, as folhas foram maceradas em N, liquido até a
obteng¢io de um pé bem fino. Em seguida, foram adicionados a 100 mg do tecido
verde, 800 uL do tampdo de extragio CTAB 2% (CTAB 2%; IM Tris-HCl pH
7,5; 0,5mM de EDTA pH 8,0; 5M NaCl) com adicio de 2% de B-
mercaptoetanol e incubado a 65°C por 90 minutos. Ao final deste periodo, foram
adicionados 800 pL mL" de mistura cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), que
foram invertidos gentilmente por 5 minutos para a obtengdo de uma emulsao
que, posteriormente, foi centrifugada a 14.000 rpm. O sobrenadante foi retirado,
e novamente foi adicionado cloroférmio-alcool isoamilico, repetindo-se as
mesmas condi¢des até a centrifugagdo a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
retirado, sendo adicionado isopropanol gelado na proporgdo de 1:1 para a
precipitagdo dos acidos nucléicos. Os tubos ficaram incubados a 4°C durante 2

horas e, posteriormente, foram centrifugados a 14000 rpm. O precipitado ficou
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secando por cerca de 30 minutos e, entio, foram adicionados S0pL de TE (Tris-
HC1 10mM, EDTA ImM) com 2pl. de RNAse (10mg mL™"), mantendo-se a
temperatura de 37°C por 1 hora . Apds este periodo, o DNA foi precipitado com
100 pL de alcool etilico 95% e lavado com 100puL de etanol 70%. Apds a
eliminagdo do alcool etilico 70%, o precipitado foi secado e, posteriormente,
diluido com 50puL de TE e o DNA foi quantificado em fluorimetro Hoeffer
Scientific TKO100.

3.9.2 Marcadores SSR

A avaliagdo com marcadores SSR foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular no Niicleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG. Inicialmente, os primers SSR foram avaliados entre as
linhagens parentais e os dois bulks contrastantes para a sele¢do dos
polimorfismos de interesse. Cada um dos bulks foi constituido pela mistura de
DNA de folhas de 10 individuos da progénie F,. Para esse estudo, foram
utilizados 342 primers SSR, tendo 33 deles sido escolhidos por estarem ligados
a genes que possuem fungdes semelhantes aos genes diferencialmente expressos
entre sementes milho tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem,
segundo Kollipara et al. (2002) (Quadro 1). Os demais primers foram
selecionados com o objetivo de cobrir a maior extensdo possivel do genoma e
flanqueando as regides gendmicas de interesse descritas por Kollipara et al.
(2002). As seqiiéncias de todos primers utilizados estdo disponiveis no Maize

Genetics and Genomics Database” (http://www.maizegdb.org/ssr.php ).
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QUADRO 1 - Relagio dos primers sintetizados com a localizagdo e os genes
detectados por esses locos SSRs, UFLA, Lavras-MG, 2005.

Primers Bins Gene detectado

phi056, phi097 1.01 tubl - beta tubulin 1
umci021 1.03 Jfad8 - fatty acid desaturase 8
umcl512 1.09 ¢dj2 - chaperone DNA J2
‘;*;1‘?019“; phi033, 1.09 glb! - globulinl
umcl065 2.05-2.06 pbfl - prolamin-box binding factorl
umcl010 3.09-3.10  plr2 - phospholipid transfer protein homolog?2
phi072, umc1008 4.01 mtll - metallothionein]
phi074 4.04 zp22.] - zein protein 22.1
phi096 4,04,5.03 zpl - zein alpha proteinl
umcl610 4.10-4.11 Cpnl0 - chaperoninl0
umcl058 4.11 Bip2 - Binding protein homolog?2
umcl255 4.11 Weel

hi006, phi019,
’;hm ¢ el 197 4.11 cat3 - catalase3
umcl056 5.03 px13 - peroxidase 13
umcl171 5.04 incwl - cell wall invertasel
phi070, umcl063 6.07 mlig3 - lea protein group3
umc1545, umc1546 7.00 hsp3 - heat shock protein3
phill2 7.01 02 - opaque endosperm2
umcl577 7.01 hisla - histonela
umcl016 7.02 kpp1 - kinase associated protein phosphatasel
phill5 8.03 actl - actin 1
phi071 10.04 hsp90 - heat shock protein, 90 kDa

umcl053, umc1054 10.04

incw3 - invertase cell wall3

Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos
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As reagdes de PCR consistiram de 10ng de DNA, 0,6uM de cada primer,
100uM de cada dNTP, 10mM Tris-HCI (pH 8,6), 50mM KCI, 2mM MgCl e 1
U da enzima Taq polimerase, em um volume total de 10uL. As amplificagdes
foram realizadas com uma etapa de desnaturagdo inicial de 94°C por 2 minutos,
seguida por nove ciclos de 94°C por 20 segundos, 68°C por 20 segundos e 72°C
por 20 segundos, com a redugio da temperatura de anelamento de 1°C a cada
ciclo até atingir 60°C, seguidos por mais 25 ciclos com a temperatura de
anelamento de 60°C e uma etapa final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram separados em gel de acrilamida 10%
por eletroforese a 200 V por 1 hora. Para a revelagio dos géis utilizou-se o
método de coloragiio com nitrato de prata. Apds a eletroforese, as placas foram
separadas e o gel foi imerso em 1 litro de solugdo fixadora (etanol 10%-4cido
acético 0,5%) e mantido sob lenta agita¢do por 15 minutos. Em seguida, o gel
foi submerso em 1 litro de solugdo de nitrato de prata (AgNO;) (0,2%) sob
agitacdo lenta por 15 minutos. O gel, entdo, foi lavado com agua corrente € com
aproximadamente 100 mL da solugio de revelagdo (NaOH 3%, formaldeido
0,5%). Entdo o gel foi mantido imerso sob agitagdo lenta em aproximadamente
900mL da solugdo de revelagdo até a completa visualizagdo das bandas. Apés o
aparecimento das bandas os géis foram colocados novamente na solugdo
fixadora. As imagens foram captadas pelo sistema Eagle Eye de foto-
documentacio.

Ap6s essa avaliag@o inicial, os primers que apresentaram polimorfismo
entre as linhagens foram utilizados para genotipagem de 129 individuos da
populagdo F,, tendo os métodos de extragdo, quantificacdo, amplificagio e
visualizagdo do DNA para os demais individuos da populagio F, sido os

mesmos descritos anteriormente.
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3.10 Anailise de ligag¢éio dos nrarcadores

As bandas polimérficas obtidas com os marcadores SSR foram
codificados como 0 (alelo proveniente do parental susceptivel a alta temperatura
de secagem), 1 (individuo heterozigoto) ¢ 2 (alelo proveniente do parental
tolerante a alta temperatura de secagem). Marcadores com segregagdo
mendeliana 1:2:1 pelo teste qui-quadrado (P < 0,05) foram mapeados com LOD
> 2,0 usando o programa GQMOL (Cruz e Schuster, 2004). As distancias no
mapa em centiMorgans (cM) foram estimadas pela fungdo de Kosambi
(Kosambi, 1944).

3.11 Detec¢iio e mapeamento de QTLs

Os dados moleculares e as porcentagens do teste de envelhecimento
acelerado foram associados por meio do modelo de regressdo simples, utilizando
o programa QTL Cartographer para Windows versio 1.21 (Basten et al., 2000).
As associa¢des foram consideradas significativas a um nivel de probabilidade P
< 0,01 e o coeficiente de determinagio () foi interpretado como a estimativa da
proporgio da varidncia fenotipica explicada por cada marcador.

O mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994) foi realizado
utilizando-se as informag¢des do mapa de ligagéio utilizando o programa QTL
Cartographer para Windows versdo 1.21 (Basten et al., 2000). O intervalo de
precisio foi de 1cM, com uma distancia de 10cM para controlar a interferéncia
de multiplos QTLs por meio de modelos de regressio backward e forward. A
localizagiio do QTL mais provavel foi estimada pela fungdo verossimilhanga,
sendo plotada uma curva em valores de LR para cada cM do genoma mapeado.
O limite de significancia foi determinado utilizando 1000 permutacdes ao acaso
dos dados fenotipicos (a = 0,05), seglmdo Doerge & Churchill (1996).
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A ag¢do génica de cada QTL detectado foi determinada por meio das
estimativas do grau de dominéncia (d/[a]) e classificadas segundo o critério
proposto por Stuber et al. (1987): aditivo (A) = 0 a 0,20; dominéncia parcial
(DP) = 0,21 a 0,80; dominancia (D) = 0,81 a 1,20 e sobredominéncia (OD) >
1,20.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Multiplicacio das sementes e obtenciio das geracoes F;

Os dados de germinacio e de envelhecimento acelerado das sementes
das linhagens de milho submetidas & alta temperatura de secagem estio
apresentados na Tabela 2. Houve diferengas nos valores de germinagdo e de
vigor das sementes submetidas & secagem artificial a 45°C, o que est4 de acordo
com as observagdes de José et al. (2004a).

A secagem das sementes de milho em espigas i temperatura de 45°C foi
eficiente para a discriminagio dos materiais quanto A tolerdncia & alta
temperatura de secagem. Segundo José et al. (2004a), as grandes variagGes nos
valores de vigor e de germinagdao das sementes que foram submetidas nessas
condi¢des de secagem refor¢am a idéia de que a sensibilidade das sementes &
alta temperatura de secagem varia com o genédtipo.

De acordo com Seyedin et al. (1984), altas temperaturas de secagem
podem resultar na hidrélise de amido no eixo embrionario das sementes durante
os estagios iniciais do processo de secagem o que pode acarretar uma maior
lixiviagdio de agucares. O aumento dessa lixiviagdo em sementes secadas a uma
alta temperatura pode ser um indicativo de dano na membrana, o qual pode ser
associado a uma redu¢do na emergéncia de plantulas (Chen & Burris, 1990).

Nessa pesquisa, foi possivel observar diferentes valores de germinagéo e
de envelhecimento acelerado entre as linhagens estudadas, porém pelo teste de
envelhecimento houve maior discrimina¢do entre as linhagens, tendo sido
observada a mesma tendéncia no trat'alho de José (2004a). Dessa maneira, esse
teste foi escolhido para a discriminagdo de gendtipos quanto & tolerdncia a alta

temperatura de secagem nas populagdes de mapeamento.
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TABELA 2 - Valores médios do teste de germinagdo (TG) e de envelhecimento
aceleraldo (EA) de linhagens de milho, safra 2001/2002, colhidas
com 35% de umidade e secadas artificialmente a 45°C. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Linhagens Germinagio (%) Envelhecimento acelerado (%)
1 96 AB 8t BC
2 81 BCD 59 CDE
3 75 BCDE 71 BCD
4 49 FG 33 FG
5 98 A 100 A
6 40 G 16 G
7 68 CDE 68 CD
8 67 DE 64 CD
9 87 ABC 51 DEF
10 69 CDE 37 EFG
11 96 AB 92 AB
12 60 EF 9 G

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5%.

Com base nos resultados obtidos na avaliagido da qualidade fisioldgica
das sementes das 12 linhagens secadas artificialmente no presente trabalho e
confirmando os resultados obtidos por José et al. (2004a), a linhagem 12 cbm
maior susceptibilidade a temperatura de secagem e a linhagem 5, com menor
susceptibilidade foram selecionadas como materiais intolerante e tolerante a
secagem a 45°C, respectivamente. Baseando-se nos resultados das estimativas
dos efeitos reciprocos para o teste de envelhecimento acelerado observados por
José et al. (2004b), a combinagdo hibrida 12/5 foi escolhida para a geragdo da

populag¢do no estudo de mapeamento.

4.2 Avaliacio fenotipica das familias F,.;

Nas Figuras 1 e 2 encontram-se a distribuicdio dos individuos da
populagéo F, de acordo com os resultados da porcentagem de germinagio do
teste de envelhecimento acelerado realizados nas familias F.; de cada individuo
nas safras 2003 e 2003/2004 respectivamente.
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FIGURA 1 - Distribui¢do da populagao F, da combinagdo hibrida 12/5 da safra
2003 em 10 classes fenotipicas banseando-se nos valores
percentuais de envelhecimento acelerado das sementes Fi..
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 2 - Distribui¢do da populagio F, da combinagio hibrida 12/5 da safra
03/04 em 10 classes fenotipicas banseando-se nos valores
percentuais de envelhecimento acelerado das sementes Fj;.
UFLA, Lavras, MG, 2205.
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As condigdes climaticas ndo foram semelhantes nos dois ensaios, uma
vez que o primeiro foi realizado na safrinha, entre os meses de fevereiro a junho
de 2003 e o segundo foi realizado nos meses de outubro de 2003 a fevereiro de
2004. Assim, as condigdes adversas de temperatura e de umidade relativa na
safrinha provavelmente contribuiram para o baixo mimero de individuos obtidos
no primeiro experimento.

Observa-se, pelas Figuras 1 e 2, que o comportamento das classes
fenotipicas foi bastante semelhante entre as sementes produzidas nas safras 03 e
03/04, com uma maior concentragdo dos dados fenotipicos nas classes extremas.
Essa distribui¢do nao normal do vigor das sementes, com um maior nimero de
individuos na classe considerada intolerante a alta temperatura de secagem pode
ser um indicativo de heran¢a oligogénica. Segundo Resende (2004),
considerando a segrega¢do de um gene maior € assumindo que a distribuigdo
fenotipica de cada genétipo do gene maior seja normal, a distribuigdo resultante,
ou seja, uma mistura de distribuicdes normais é geralmente nfo normal.
Entretanto, segundo os autores, a simples rejei¢ao de normalidade, por si s, ndo
¢ suficiente para inferir sobre a presen¢a de um gene de efeito maior.

Bradshaw Jr. et al. (1998) observaram uma distribui¢do nao normal para
a maioria das caracteristicas florais estudadas em duas espécies de Mimulus. De
acordo com os autores, a utilizagdo de dados ndo normais, juntamente com o uso
de uma populagio F; com 93 individuos, pode limitar a habilidade de identificar
e estimar corretamente a magnitude dos efeitos de QTLs. Dados fenotipicos com
uma distribui¢do ndo normal podem subestimar o niimero e superestimar o efeito
de QTLs identificados, uma vez que muitos métodos de anilise de QTL
assumem que a distribuigdo dos dados fenotipicos é normal. Entretanto, os
autores abordaram que, segundo Churchill & Doerge (1994), a estratégia de
mapeamento por intervalo com o uso de teste de permutagio para a

determinagio do nivel de significincia para detec¢io do QTL minimiza a
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identifica¢@o de falsos QTLs resultantes da utilizagéo de dados fenotipicos com
distribuigdo ndo normal em modelos estatisticos desenvolvidos para dados com
distribui¢do normal. Tal afirmagdo também foi feita por Broman (2005).

Os valores estimados para herdabilidade no sentido amplo foram altos e
semelhantes nas duas safras, variando de 98,29% a 99,18% (Tabela 3).
Considerando que a herdabilidade ndo é apenas uma propriedade da
caracteristica, mas também da populgdo e das condigGes amibientais a que foram
submentidos os individuos, pode-se sugerir que houve pouca variagdo ambiental
e, portanto, que a avaliagdo fenotipica para tolerincia de sementes & alta
temperatura de secagem utilizando o teste de envelhecimento acelerado

apresenta alta eficiéncia.

4.3 Andlise dos marcadores microssatélites

A partir dos resultados obtidos no teste de envelhecimento das sementes
produzidas na safra 2003/2004, os 10 individuos mais tolerantes ¢ os 10
individuos mais intolerantes foram utilizados para a formagdo de bulks
‘segregantes para a andlise inicial dos primers.

Dos 342 marcadores microssatélites testados entre as linhagens e os
bulks segregantes, 117 (34%) foram polimérficos entre as linhagens genitoras,
163 (48%) foram monomérficos, 38 (11%) apresentaram produtos de baixa
resolugio no gel de acrilamida e 24 (7%) ndo apresentaram produtos de
amplificagio. Na Tabela 4, encontra-se a distribui¢éo genomica dos marcadores
microssatélites de acordo com os resultados da avaliagio de polimorfismo entre

as linhagens tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem.
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TABELA 3 - Estimativas das variancias genéticas (ozg), fenotipicas (c%) e da
herdabilidade (h?) entre sementes de familias F,3 de milho para o
teste de envelhecimento acelarado. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Parametros Safra 03 Safra 03/04
Cv (%) 9,21 10,68
ng 2,93 3,35
&% 2,96 337
h? (%) 99,19 98,28

A porcentagem de polimorfismo encontrada pode ser considerada
intermedidria, quando comparada aos valores de 23% relatados por Resende
(2004), 25% por Sibov et al. (2003), 45% por Lopes (2003) e 50% por Ogliari
(1999). A porcentagem dos locos de microssatélites que niio amplificaram ou
apresentaram baixa resolug¢do também foi intermediaria comparada aos valores
de 10% encontrados por Matiello (2004) e 46% por Sibov et al. (2003). Os 18%
dos marcadores que apresentaram problemas com a amplificagdo podem ser, em
parte, devido a falta de otimizagdo da temperatura de anelamento das reagdes de
PCR. Entretanto, mesmo ap6s a otimizagdo da temperatura de anelamento,
Sibov et al. (2003) ainda observaram 13% dos primers testados sem qualquer
produto de amplifica¢do.

Seis dos 342 marcadores SSRs avaliados ainda ndo possuem regido
cromossdmica definida, nio tendo nenhum desses seis marcadores apresentado
locos polimérficos entre as linhagens parentais. Os marcadores testados foram
distribuidos em 94 dos 100 bins do genoma do milho, nio sendo amostrados os
bins 1.12, 2.10, 4.02, 8.00, 9.00 ¢ 9.08. No entanto, os 117 locos SSR
polimérficos amostraram 67 bins, tendo todos os cromossomos apresentado pelo

menos cinco locos polimérficos (Tabela 1A).
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TABELA 4 - Distribui¢do cromossdmica do nimero de locos microssatélites polimérficos, monomérficos, de

baixa resolucdo e nio amplificados testados entre as linhagens genitoras ¢ nimero de locos

genotipados na populagio de mapeamento. UFLA, Lavras, MG. 2005.

Cromossomo
Loco marcador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Total
16 15 14 10 12 19 11 8 5 7 117
Polimérfico
40% 36% 38% 30% 35% 43% 32% 35% 21% 28%
20 22 17 18 15 20 18 9 8 13 160
Monomérfico :
50% 52% 46% S55% 44% 46% 53% 39% 33% 52%
Baixa 4 3 3 3 5 2 3 5 5 3 36
resolugiio 10% 7% 8% 9% 25% 5% 9% 22% 21% 12%
Sem 0 2 3 2 2 3 2 1 6 2 23
amplificagiio 0% 5% 8% 6% 6% 6% 6% 4% 25% 8%
Total 40 42 37 33 34 44 34 23 24 25 336
Genotipados 11 10 9 6 8 14 7 3 4 ] 77




Pelas Tabelas 1A e 4, observa-se que o maior nimero e percentagem de
locos polimorficos foram localizados no cromossomo 6, especialmente na regido
compreendida entre os bins 6.04-6.07. A menor percentagem e numero de
marcadores ocorreu no cromossomo 9, que também apresentou uma alta
porcentagem de locos com baixa resolugao e sem amplificacdo.

Dos mais de 2.000 microssatélites disponiveis para milho, 183 foram
desenvolvidos a partir de seqiiéncias de 118 genes conhecidos
(www.agron.missouri.edu/ssr.html). Das 342 seqiiéncias avaliadas nesse estudo,
85 primers sao derivados de 58 genes, tendo sido observadas diferencas na
andlise de polimorfismos entre os marcadores derivados de genes com relagido
aos demais marcadores. Quando se compara o nivel de polimorfismo entre os
primers SSR localizados em regides nao codificantes e aqueles derivados de
genes, observa-se que existe uma redugdo de 38% para 24% do polimorfismo
(Figura 3). Entre os 85 primers derivados de genes, 33 foram escolhidos por
estarem ligados a genes cujos produtos de expressio possuem fungdes
semelhantes aos genes expressos diferencialmente entre sementes de milho
tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem no trabalho de Kollipara
et al. (2002). Esses primers apresentaram 68% de monomorfismo e 26% de
polimorfismo. Tenaillon et al. (2002) observaram que, dentre os 47
microssatélites encontrados no cromossomo 1 do milho, 33 apresentavam-se
polimoérficos, dos quais 30 estdo localizados em regides nio codificadoras desse

Cromossomao.
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Foram detectadas diferen¢as nos niveis de polimorfismos entre as
classes de repeti¢des de nucleotideos dos microssatélites. Os maiores valores de
polimorfismos foram encontrados entre os dinucleotideos e os penta e
hexanucleotideos. Os tetranucleotideos e as repetigdes imperfeitas apresentaram
34% e 33% de locos polimérficos, tendo estes valores sidos intermediérios aos
polimorfismos encontrados para os trinucleotideos (23%) e dinucleotideos
(41%) e penta ou hexanucleotideos (40%) (Figura 4). Essas diferengas foram
mais acentuadas com os marcadores com repeti¢cdes de trinucleotideos, os quais
demonstraram um menor valor de polimorfismos e um valor superior de
monomorfismo que as demais classes de marcadores. O percentual de
microssatélites com baixa qualidade na amplifica¢do e que nio amplificaram
variou entre 14% e 20% em todas as classes analisadas, sendo o menor valor
representado pela classe dos penta ou hexanucleotideos e o maior valor pela

classe dos marcadores imperfeitos.
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FIGURA 4 — Frequéncia de distribuigdo dos resultados de amplificagio. (a)
Distribuigao dos tipos de repeticio de nucleotideos de 342
microssastélites (b~ f) resultados das repeticdes de
dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos, penta ou
hexanucleotideos e repetigdes imperfeitas, respectivamente.
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Esse baixo percentual de polimorfismo dos trinucleotideos em relagéo s
demais classes de nucleotideos pode explicar, em parte, 0 menor valor de
polimorfismo encontrado nos microssatélites derivados de genes, uma vez que
essa classe de repeticdo representa o maior percentual de repeti¢oes
nucleotidicas encontradas nesses marcadores. Morgante et al. (2002) destacaram
que os trinucleotideos sdo classes de microssatélites menos freqiientes que os
dinucleotideos no genoma total, mas, em regides codificantes, parece ocorrer o
inverso, ou seja, seqiiéncias microssatélites formadas- por trinucleotideos sio
mais comuns do que as outras classes. Segundo os autores, € possivel que isso
resulte da selegdo negativa contra as mutagdes que alteram a fase de leitura em
regides codificantes. Kantety et al. (2002) observaram que de 983 ESTs de
milho que possuiam microssatélites, 534 continham repetigdes de
trinucleotideos, 291 com dinucleotideos e 136 repeticdes eram de
tetranucleotideos. Para diferentes espécies de cereais, a porcentagem de di, tri e
tetranucleotideos repetidos na cole¢do de ESTs foram de 19%, 72% e 9%,
respectivamente.

Além de serem mais freqiientes em microssatélites, Chin et al. (1996)
afirmam que os dinucleotideos sdo também a classe mais polimérfica. Uma das
razdes para um maior polimorfismo dessa classe seria a maior taxa de alelos por
loco que ocorre nos marcadores com esse tipo de repetigdo. Liu et al. (2003)
observaram que locos dinucleotideos possuem uma significativa maior taxa de
alelos (23,9) do que locos com trés repeticdes ou mais repetices (9,9).
Entretanto, é interessante observar que, no presente trabalho, os dinucleotideos
apresentaram um valor de polimorfismo similar aos penta ou hexanucleotideos.
Valores similares de polimorfismo entre dinucleotideos ¢ outras classes de
repeticdes em microssatélites de “milho também foram encontradas por
Sharopova et al. (2002) e Sibov et al. (2003). Os dinucleotideos e
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pentanucleotideos de 1.051 marcadores desenvolvidos por Sharopova et al.
(2002) apresentaram 74% de polimorfismo e os trinucleotideos e
tetranucleotideos apresentaram 52% e 81% r§spectivamente. Sibov et al. (2003) .
observaram valores de 26%, 20%, 29% e 16% para os dinucleotideos,
trinucleotideos, tetranucleotideos e penta ou hexanucleotideos respectivamente.
Observa-se que os valores de polimorfismo das diferentes classes demonstrados
na presente pesquisa, s3o intermediarios aos encontrados por esses autores.

A semelhanga dos resultados observados por Resende (2004), nenhum
par de primers revelou polimorfismo entre os bulks. Segundo Michelmore et al.
(1991), a detecgido de QTLs por meio de analises de bulks é possivel quando os
alelos dos marcadores que estdo associados aos alelos dos QTLs estdo
distribuidos de forma desigual. Porém, essa auséncia de polimorfismo pode ser
um indicativo de que os QTLs estariam a uma distincia maior do que 30 ¢cM dos
marcadores testados, uma vez que, por meio desse método, ndo se consegue
detectar associagdes que estejam ligadas a distédncias maiores do que esta
(Michelmore et al, 1991). Além disso, no método de andlise de bulks
segregantes ndo se detecta QTLs de pequeno efeito, pois, na composigido dos
bulks, apenas as regides com forte influéncia no cariter estardio sendo
amostradas, em detrimento daquelas de pequeno efeito (Lynch & Walsh, 1998).
Resultados de falso positivos ou falso negativos na identificagio de QTLs
podem ocorrer devido a distor¢do da segregagdo mendeliana, uma vez que essa
pode afetar a composigdo de DNA nos bulks, sendo necessario, assim, o uso de
mais individuos nos bulks quando ocorre uma maior taxa de distorgio de
segregacdo (Wang & Paternson, 1994).

Os 117 marcadores polimérficos entre as linhagens foram avaliados em
129 individuos dos 250 individuos da safra 2003/2004. Esse numero de
individuos foi escolhido devido & adequagdo do nimero de amostras possiveis

de serem analisadas de uma s6 vez no sistema de cubas utilizado na presente
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pesquisa, como também devido a dificuldade de se obter DNA de boa qualidade

extraidos das folhas armazenadas a -80°C. Essa obtenc¢do de DNA de folhas
armazenadas com menor qualidade também foi relatada por Ramos (2004). O

autor observou que o DNA de sementes estava em melhor estado de conservagdo

em relacdo ao DNA extraido de folhas armazenadas, sendo, dessa forma, o

escolhido para as anélises. Segundo o autor, provavelmente a semente, por ser
uma estrutura de multiplicacdo vegetal, oferece maior prote¢do ao material

genético contido no interior de suas células, uma vez que uma de suas fungdes é

garantir a perpetuagao da espécie, mesmo em condigdes de estresse. Assim, 0

baixo conteido de dgua, a inativagdo enzimatica e o metabolismo desacelerado

resultam na menor presenca de enzimas oxidativas que aceleram a degradagdo

do DNA.

Dentre os marcadores polimorficos avaliados, 40 apresentaram
problemas de resolugdo ou auséneia de amplificacdo durante a genotipagem,
culminando com a andlise de 77 marcadores quanto a sua segregac¢do na
populagdo (Tabela 4).

Vale ressaltar que a auséncia de amplificagdo que ocorreu em alguns
individuos da populagido para alguns primers pode ser devido a falta de
otimizagdo da temperatura de anelamento das reagdes de PCR, uma vez que foi
utilizado somente um padrdo de reagio de PCR no presente estudo.
Possivelmente uma variagdo na temperatura de anelamento, de acordo com as
especificagdes para o marcador analisado, permitiria que um maior nimero de
marcadores fosse usado na analise de segregacdo dos marcadores.

Por meio dos testes de aderéncia das propor¢des genotipicas ao modelo
de segregagio mendeliana dos 77 locos polimorficos, 59 apresentaram a
segregagdo mendeliana esperada de 1:2:1, utilizando a protecdo de Bonferroni a

5% de probabilidade (Tabela 6). Esse valor representa 23% de marcadores com
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TABELA 6 - Marcadores que apresentaram segregacdo mendeliana na
populagio F,, pelo teste de qui-quadrado (), utilizando a
protegdo de Bonferroni. A hipdtese testada € a segregagdo 1:2:1.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Classes

Marcador 5 T > Qui-quadrado Prob
bnlgl05 34 37 23 6.83 3.288
bnigl182 19 41 24 0.643 72.5112
bnigl31 13 37 35 12.812 0.1652
bnlg1496 23 37 27 2.31 31.5003
bnlg1520 24 60 20 2.769 25.042
bnlgl588 22 42 18 0.439 80.291
bniglé6l 30 44 16 44 11.0803
bnlgl62 32 43 25 2.94 22.9925
bnlgl740 26 53 21 0.86 65.0509
bnigl8l11 24 49 12 5.376 6.8001
bnlg2077 30 41 19 34 18.2684
bnlg2291 21 61 23 2.829 24.3099
bnig238 29 50 26 0.41 81.4841
bnlg240 20 40 22 0.146 92.9442
bnlg278 29 43 32 3.288 19.3161
bnlg345 34 54 14 8.196 1.6605
bnlg439 26 57 16 4.293 11.6897
bnlg589 29 43 30 2.529 28.2322
bnlg615 24 38 29 3.022 22.0692
mace01f06 20 40 25 0.882 64.3279
mage05 24 28 31 9.964 0.6861
mmc0041 28 41 23 1.63 44.2543
mmc0071 23 43 27 0.871 64.6952
mmc(0231 27 49 20 1.063 58.787
nc003 17 52 25 2.426 29.7374
nc013 31 47 16 4,787 9.1299
phi0O11 29 46 24 1.0 60.6531
phiOl14 24 45 21 0.2 90.4837

0: codigo para representar individuos homozigéticos para o alelo marcador
do proveniente genitor intolerante.

1: cédigo para representar individuos heterozigéticos

2: cddigo para representar individuos homozigdticos para o alelo marcador
do proveniente genitor tolerante.

Prob: ndo significativo a 5% de probabilidade.

“...Continua...”
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“TABELA 6, Cont”

Classes

Marcador " T 1 | 2 Qui-quadrado Prob*
phi050 34 40 28 5.451 6.5514
phi054 24 30 34 11.182 0.3732
phi059 30 42 21 2613 27.0779
phi065 25 33 31 6.753 3417
phi072 40 36 21 13.887 0.0965
phi085 28 47 20 1.358 50.7151
phillé 26 44 22 0.522 77.0381
phil20 26 46 32 2.077 35.3999

phi452693 17 63 22 6.137 4.6485

umc1006 27 36 34 7.454 2.407

umc1007 34 45 24 3.583 16.675

umcl013 26 49 31 1.075 58.4069

umcli014 27 51 22 0.54 76.338

umc1019 30 36 36 9.529 0.8525

umc1025 23 49 22 0.191 90.8696

umc1029 39 41 15 13.905 0.0956

umc1031 31 40 20 3.989 13.6081

umc1033 22 41 26 0.91 63.4412

umc1035 32 34 23 6.775 3.3788

umcl1037 24 48 27 0.273 87.2525

umcl066 37 42 14 12.247 0.219

umc1076 16 51 22 2.708 25.8223

umc1320 16 57 30 4.981 8.2886

umc1528 25 39 35 6.475 3.9267

umc1594 32 38 26 4917 8.5577

umcl635 25 44 28 1.021 60.031

umcl1653 17 53 29 3.404 18.2315

umc1805 17 53 18 3.705 15.688

umcl875 24 49 30 0.942 62.4456

umc2030 32 42 14 7.545 2.2989

umc2059 23 49 21 0.355 83.7429

0: c6digo para representar individuos homozigéticos para o alelo marcador
do proveniente genitor intolerante.

1: cédigo para representar individuos heterozigéticos

2: cédigo para representar individuos homozigéticos para o alelo marcador
do proveniente genitor tolerante

Prob: nilo significativo a 5% de probabilidade.
[}
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distor¢iio na segregacio, o qual é superior a0 demonstrado por Resende (2004),
que encontrou uma distor¢do de segregagio mendeliana em apenas 11,3% dos
marcadores avaliados. Porém, tais valores sdo inferiores aos observados por
Sibov et al. (2003), que encontraram 28% dos marcadores com distor¢do na
segregagdo mendeliana e bem menores do que os 50% desses marcadores
encontrados por Nikaido et al. (2000). Segundo esses ultimos autores, uma
possivel causa dessa distor¢do foi relatada por Nikaido et al. (1999), que
observaram uma sobreposi¢do de bandas entre os parentais avaliados.

A auséncia de bandas claramente distinguiveis na populagdo também foi
observada no presente trabalho, o que dificultou a correta identificagdo de
fragmentos de microssatélites. Foi possivel observar que microssatélites que
apresentavam pequenas diferencas de tamanho entre os parentais durante a
avaliagdo inicial dos primers e bulks dificultaram a avaliagio dos mesmos
durante a genotipagem da populagéo. Isso se deve ao fato de que as bandas do
heterozigoto muitas vezes apareciam como uma sé banda, devido 3 sobreposi¢do
de fragmentos de tamanhos bastante semelhantes, dificultando, assim, a
visualizagdo e a avaliagio das bandas na populagio.

Segundo Melo (2000), as causas para um marcador nio apresentar
segregacdo mendeliana sdo i) erro tipo I, ou seja, considerar que um marcador
ndo tem segregacdo mendeliana, quando, na realidade, ele tem; ii) a auséncia de
bandas devido as falhas nas reagdes, iii) presen¢a de bandas fantasmas devido a
impurezas nos componentes da reagdo, iv) efeito de selegio sobre a
caracteristica a que o marcador estd ligado. A selegdo pode levar a uma
representacdo diferencial de regides do cromossomo que causam distor¢io na
taxa de segregacio e, segundo Oka (1989), nas geracdes F, a selegio gamética é
o fator que mais influencia na distor¢do da segregacio mendeliana.

Desvios da taxa de segregagdo devido as falhas de avaliagio dos

gendtipos levam a um erro de distor¢do em marcadores individuais. Porém, se
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essa distor¢do € causada por um loco que possui distor¢do da segregagdo
mendeliana, todos os marcadores vizinhos a este loco serdo afetados (Vogl &
Xu, 2000). A selegdo de um ou mais genes na vizinhanga deste loco é uma
possivel explicagdo para esses agrupamentos com taxas de segregacdo
distorcidas (Sibov et al., 2003).

Observou-se no presente trabalho, que 10 dos 18 marcadores que
apresentaram segregacio ndo mendeliana possuiam auséncia de bandas de um
dos parentais durante a genotipagem dos bulks segregantes. Desses 10
marcadores, 3 estdo localizados no bin 5.04, com a segregagio distorcida em
favor do parental feminino.

Locos que apresentam distor¢do mendeliana afetam os testes estatisticos
usados para detectar a ligagdo, podendo gerar falsos positivos. Assim, ¢é
recomendado o descarte desses locos para nio comprometer a qualidade do
mapa (Yao et al., 1999; Bearzoti, 2000; Liu, 1998 citados por Camneiro & Vieira,
2002). Por essa razdo, no presente trabalho, apenas os 59 marcadores com

segregacdo mendeliana foram utilizados na construgdo do mapa de ligagdo.

4.4 Construciio do mapa genético

Dos 59 marcadores mendelianos, 39 foram agrupados e ordenados,
gerando 10 grupos de ligagdo. No entanto, esses 10 grupos de ligagdo ndo estdo
associados aos cromossomos de milho, uma vez que o cromossomo 6 foi
fragmentado em trés grupos de ligagio e os cromossomos 4 € 10 ndo foram
amostrados no mapa (Figura 5). Com isso, nota-se que os marcadores ndo foram
em numero suficiente para saturarem todos os cromossomos do milho.
Certamente, 0 aumento na saturagio desse mapa em trabalhos posteriores

resultard em uma cobertura mais reprzsentativa de todo o genoma do milho.
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FIGURA 5 - Mapa de ligagdo mostrando a localizagdo de 39 marcadores microssatélites baseados no cruzamento cntre as
linhagens 12 e 5. O nome dos locos encontra-se 2 direita de cada cromossomo, logo apds, o bin correspondente ao
loco. A distancia genética entre marcadores adjacentes, no lado esquerdo do cromossomo, estéd em centiMorgam,
(cM). UFLA, Lavras, MG, 2005.



O numero médio de marcadores por grupo de ligagio foi de 3,9,
variando de dois a sete marcadores por grupo de ligagdo. O comprimento médio
dos grupos de ligagdo foi de 50,3cM, sendo o menor de 18,3cM e o maior de
106,2cM. Os marcadores ligados cobriram 502,7cM do genoma do milho, com
uma média de um marcador a cada 12,9cM. O menor intervalo entre dois
marcadores foi de 9,5¢cM e o maior intervalo foi de 33,0cM. Apesar da
deficiéncia na amostragem de algumas regides do genoma, o espagamento entre
marcadores foi adequado as andlises de mapeamento por intervalo. Nessas
condiges, essa metodologia se mostra eficiente, uma vez que o maior beneficio
do mapeamento por intervalo em relagdo as marcas simples ocorre quando os
marcadores estdo distanciados entre 20 e 35cM. Para distdncias menores que
20cM, nio existe diferenga entre as metodologias, ao passo que, para aquelas
maiores que 35cM, nem mesmo 0 mapeamento por intervalo ¢ eficiente (Lander,
1993; Doerge, 1993; citados por Coelho, 2000). A ordem dos marcadores ao
longo dos grupos de ligagdo estd perfeitamente de acordo com o0 mapa consenso

IBM neighbors publicado no Maize Genetics and Genomics Database (2005).

4.5 Identificacio de marcadores moleculares associados a QTLs

A metodologia de mapeamento por intervalo composto para a detecgéo
de QTLs permite a anélise de cada cM do genoma mapeado, além do controle
das interferéncias de QTLs ligados no mesmo cromossomo. Assim, apenas 0s
marcadores que foram mapeados nos grupos de ligagdo gerados pelo programa
Gqmol foram utilizados nesse processo de mapeamento. Os marcadores que ndo
se ligaram a nenhum grupo foram excluidos dessa andlise, o que levou a
utilizagdo de somente 39 marcadores na anélise de intervalo composto.

A anélise de regressio linear'simples também foi utilizada para testar a
significancia da associagio entre QTLs e marcadores. Semelhante ao método

anterior, 0 mapeamento de QTLs foi realizado com a utilizagdo do programa
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QTL Cartographer para Windows. Assim, os marcadores ndo ligados puderam
ser avaliados pela andlise de regressdo linear simples. Desses marcadores,
somente para o umcl029, localizado no bin 7.04 houve uma associagdo
significativa entre o marcador e QTL. Os demais marcadores significativamente
associados & QTLs pela andlise de regressio linear simples se encontram
agrupados nos grupos de ligagdo que foram utilizados na analise de intervalo
composto.

Por meio do mapeamento por intervalo composto, foram mapeados trés
QTLs associados com a tolerancia de sementes de milho a alta temperatura de
secagem, sendo estimadas suas contribui¢des na varidncia fenotipica, seus
efeitos e agdo génica (Tabela 7 e Figura 6). A caracteristica fenotipica usada
para avaliar essa tolerancia em sementes de milho foi a porcentagem de
germinagdo das sementes apbs o processo de envelhecimento acelerado. Os
graficos dos valores de LR ao longo dos grupos de ligagio nos quais foram
identificados QTLs sdo apresentados na Figura 6.
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TABELA 7 - Posigio, porcentagem de varidncia fenotipica (Vf), efeitos e a¢do génica dos QTLs associados a
tolerancia de sementes de milho a alta temperatura de secagem, por meio do mapeamento de
intervalo composto e regressdo simples. UFLA, Lavras, MG, 2005.

177

Posigiio ,
Mapeamento por intervalo composto )
Marca simples
LR Vf Efeitos génicos Agdo génica
Marca Significanc Méxima (RY) a d (d/a) F Prob. V{
ia (R)
6.05 £~ nc0013 11.35 11.79 1061 -17.62 15.77 0.89 1.75 0.006** 7.63 Dominante
6.08 umc2059 8.72 10.27 10.05 17.69 4.11 022 10.26 0.002** 997 Aditivo
805  phi014 8.64 970 141 1221 2364 19 627  002¢ 536 Sobredo-
minante

** significativo a 1% de probabilidade;

* significativo a 5% de probabilidade;

LR: razdo da verossimilhanga.

Significancia: limite determinado por 1.000 permutagGes ao acaso dos dados fenotipico para cada cromossomo.
r: proporgio da varidncia fenotipica explicada pelo QTL

a: efeito aditivo; d: efeito de dominéncia; d/[a): gran de dominancia
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FIGURA 6 - Mapeamento por intervalo composto, indicando a presenca de
QTLs associados com a tolerancia de sementes de milho a alta
temperatura de secagem nos cromossomos 6 (QTL;,QTL;) e 8
(QTL3). A curva representa os valores de LR calculados para cada
¢M do cromossomo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

75



Pela anélise de intervalo composto, os QTLs explicaram conjuntamente
39% da variag@o fenotipica quanto 2 tolerdncia 2 alta temperatura de secagem.
Considerando o grau de dominancia (d/[a]) dos trés QTLs detectados, observa-se
que foram detectados efeitos aditivos, de dominincia e de sobredominéncia. Tais
resultados estdo de acordo com José et al. (2004b), que estudaram o controle
genético da tolerancia a alta temperatura de secagem de sementes de milho
utilizando 12 linhagens, incluindo as utilizadas na presente pesquisa. Os autores
observaram que os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinagdo, bem como os efeitos reciprocos, foram significativos para a
tolerdncia a alta temperatura de secagem, indicando a presenga de genes de
efeitos aditivos e nfo aditivos no controle genético para a tolerdncia a essa
caracteristica, tendo os efeitos genéticos aditivos sidos mais importantes na
determinacdo do carater.

Em uma interagiio alélica aditiva cada alelo contribui com um pequeno
efeito fenotipico, o qual é somado aos efeitos dos demais alelos. Em um
processo de melhoramento em que predomina esta intera¢do, a selegdo ¢
facilitada porque um individuo ou grupo de individuos superiores, quando
selecionados, produzirdo uma descendéncia com média superior. J4 com o efeito
devido a dominéancia ou a sobredominéncia, existe o favorecimento ao programa
de produgio de hibridos, uma vez que as combinagdes de vérios locos favoraveis
em heterozigose permite a otimizagio dos ganhos genéticos (Ramalho et al.,
1995; Miranda et al. 2005).

Além disso, segundo Ferreira et al. (2002), na escotha das populagbes e
das combinag3es hibridas mais promissoras para futuros programas de
melhoramento, é importante considerar, além da CGC e da CEC, a existéncia, ou
ndo, de efeitos reciprocos (ER), ja que as respostas podem diferir quando um

genitor é, ou ndo, o doador de pdlen.
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Assim, em um programa de melhoramento deve-se dar importancia aos
estudos genéticos dos caracteres agrondmicos como forma de avaliar o potencial
genético dos genitores para produzir melhores descendentes, assim como para
aumentar a eficiéncia dos métodos de melhoramento, Informagdes sobre a
magnitude e a contribui¢io dos efeitos génicos aditivos e de dominéncia que
controlam as caracteristicas alvo tomam-se determinantes para o sucesso de
qualquer programa de melhoramento genético.

Na posi¢do 6.05 do cromossomo 6, foi identificado um QTL ligado ao
marcador nc013, explicando 10,61% da varidncia fenotipica. Esse QTL
apresenta efeito dominante e o sinal negativo do efeito aditivo indica que o alelo
favordvel foi doado pelo genitor intolerante & alta temperatura de secagem
(Tabela 7). No mesmo cromossomo, mas no bin 6.08 ligado ao marcador
umc2059, foi identificado um QTL explicando 10,27% da variancia fenotipica
da caracteristica, com um efeito de dominéncia para a expressido do fenétipo. O
terceiro QTL foi mapeado na posigdo 8.05, proximo ao marcador phi014. Esse
QTL explicou 14,10% da variagio fenotipica, possuindo um efeito de
sobredominancia.

As metodologias de mapeamento por intervalo composto e de andlise de
marcas simples foram concordantes quanto a identificagdo desses trés QTLs para
tolerdncia de sementes de milho a alta temperatura de secagem. Por essa ultima
analise, os marcadores nc013 e umc2059, localizados no cromossomo 6,
explicaram 7,63% e 9,97% da variagdo fenotipica, respectivamente. J& o
marcador phi0Ol4, localizado no cromossomo 8, explicou 5,36% da variagdo
fenotipica da tolerancia (Tabela 7). Pelos resultados apresentados, observa-se
que os valores da variéncia fenotipica desses marcadores obtidos pela anélise de
marca simples foram mais baixos que os observados pela analise de intervalo
composto, indicando que essa ultima analise possui um maior poder de

estimativa dos efeitos dos QTLs.
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A regressdo linear é uma metodologia para a detec¢io de associagdes
entre marcadores e fendtipo que apresenta baixa sensibilidade e precisio na
deteccdo de QTLs. A vantagem € que ndo requer informa¢éio de mapeamento,
podendo ser usada para marcadores nio ligados. Vérias metodologias tém sido
elaboradas para aumentar o poder de detecgfo e a precisdo das estimativas do
efeito e da posigio dos QTLs. No presente trabalho, todos os QTLs que foram
mapeados proximos aos marcadores identificados pela andlise de intervalo
composto também foram identificados pela anélise de regressio simples,
evidenciando consisténcia dos dados e das andlises realizadas. No entanto, as
estimativas foram superiores quando se utilizou o mapeamento por intervalo
composto, como ja era esperado.

Nenhum QTL foi associado aos 33 marcadores SSR escolhidos com base
nos resultados encontrados por Kollipara et al. (2002). Entretanto, os QTLs
presentes no cromossomo 6 estdo ligados a primers que foram selecionados por
estarem localizados préximos a regides de interesse, como o primer umc2059,
que foi selecionado por estar préximo ao primer phi070, que esti ligado a uma
LEA proteina no bin 6.07.

Esses marcadores parecem estar efetivamente associados com a
caracteristica avaliada, uma vez que todos se encontram mapeados préximos a
genes cujos produtos de expressdo vém sendo associados com a tolerdncia a
dessecagdo das sementes. Na Tabela 8 estdo registrados a posi¢do e os genes

préximos aos marcadores que estdo ligados aos QTLs identificados.
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TABELA 8 - Localizagio genémica de locos proximos aos marcadores
ligados aos QTLs identificados. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Ml?gzjior QTL Genes proéximos Bin
dhnl deidrinal 6.05
ncr(sod3a)  superdxido 6.05

nc013 dismt'nase 3a
umc26 59 QTL,, QTL, hspli0! proteina de choque 6.06

térmico 101
mlg3 LEA proteina 6.07

grupo 3

actl actina 1 8.03
. tub2 beta tubulina 2 8.03
phi014 QL3 cr(sod3c)  superéxido 8.03

dismutase 3¢

Marcador ligado: marcador mais préximo do QTL identificado.

Genes préximos: genes que se encontram na regido gendmica préxima aos marcadores
ligados.

Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos.

Fonte: Maize Genetics and Genomics Database, 2005; Close et al., 1999.

O QTL;, que esta localizado no bin 8.05, apresenta-se proximo a trés
genes, o ncr(sod3c) que codifica para superdxido dismutase, o act!, que codifica
para actina e o tub2, cujo produto génico é uma beta tubulina (Maize Genetics
and Genomics Database, 2005).

A tubulina, que constitui o principal componente dos microtibulos das
células, foi encontrada diferencialmente expressa entre embrides de milho
tolerantes e intolerantes a alta temperatura de secagem (Kollipara et al. 2002).
Tanto os microtibulos quanto os microfilamentos de actina compdem o
citoesqueleto, estrutura complexa responsivel pela forma das células
eucarifticas envolvidas no movimento de organelas, cromossomos e niicleos.
S3o os principais componentes dos fusos mitéticos e meiéticos, auxiliando o

movimento dos cromossomos durante a mitose e a meiose. A organiza¢io dos

79



.

microtibulos € sensivel a diferentes fatores ambientais, incluindo elevadas
temperaturas (Bajer et al., 1993). Em eixos embrionérios de sementes, tem sido
observado que no estado hidratado de sementes tolerantes e intolerantes a
dessecagdo, os microtibulos permanecem organizados nas células da ponta
radicular. Porém, quando os eixos sio desidratados, essa estrutura se torna
desorganizada, tanto em sementes tolerantes quanto intolerantes a dessecac#o.
Nessas tltimas, diferentemente das tolerantes, o citoesqueleto nio se torna
novamente organizado com o processo de embebi¢do da semente, causando,
entdo, danos as sementes (Berjak & Pammenter, 2003).

Outro processo que permite que as sementes tolerantes 3 dessecagdo
passem pela secagem com um dano minimo ¢ a ag@o eficiente de sistemas de
antioxidante. Dentro da célula, a superéxido dismutase constitui a primeira linha
de defesa contra as espécies ativas de oxigénio (EAOs), podendo ocorrer em
diferentes compartimentos da célula, incluindo mitocondrias, cloroplastos e
citossol, entre outros (Grene, 2002). Além da regido gen6mica onde esta
mapeado o QTL;, outro loco da superéxido dismutase, ncr(sod3a), encontra-se
localizado no bin 6.05. Segundo as informagdes encontradas no Maize Genetics
and Genomics Database (2005), o produto génico desse loco encontra-se
localizado na mitocondria. Injirias na membrana mitocondrial e nas proteinas
envolvidas na cadeia transportadora de elétrons podem resultar na geragéo de
radicais livres. Os radicais livres geralmente causam danos em acidos nucléicos,
proteinas e lipideos, tendo como primeiro alvo as membranas, 0 que constitui
uma das causas da perda da integridade das mesmas em organismos sensiveis a
dessecagdo quando estdo sob condi¢des de estresse hidrico (Hoekstra, 2002;
Bewley, 1979; Mundree et al., 2002). Dessa forma, mecanismos antioxidantes
constituem parte da adaptagdo ao estresse térmico e vém sendo fortemente
correlacionados com a aquisi¢io de termotolerdncia (Maestri et al., 2002). O

aumento de radicais livres durante a dessecagdo explica porque genes que
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codificam enzimas ligadas a desintoxicagdo das EAOs, como € o caso da
superéxido dismutase, vém sendo encontrados com um aumento de expressdo
em resposta & dessecagdo, aumentando a tolerincia de sementes e plantas a esse
tipo de estresse (Ingram & Bartels, 1996).

Os marcadores nc013 e umc2059, ligados aos QTLs 1 € 2 no
cromossomo 6, encontram-se mapeados préximo aos locos que codificam a
deidrina 1 (dhnl), proteina de choque térmico (hspl0l) e a proteina LEA do
grupo 3 (mlg3), além da superdxido dismutase, citada anteriormente. Nieto-
Soleto et al. (2002) mapearam o marcador umcl132 ligado a uma proteina de
choque térmico em milho. Segundo os autores, a regido desse marcador, que estd
localizado no bin 6.07, estd envolvida com a sensibilidade a seca e com a
concentragdo de ABA tanto no xilema quanto em folhas.

LEA proteinas do grupo 2 sdo também conhecidas como deidrina e se
acumulam quando hé sinal de déficit hidrico, baixas temperaturas, pressdo
osmética externa aumentada, dessecagio do embridio ou aplicagdo do horménio
ABA. As provaveis fungdes dessas proteinas sio relacionadas com seqliestro de
ions, prote¢do de membranas, naturagio de proteinas (chaperonas) e retengdo de
agua e possivelmente, esse grupo de proteinas possui mais de uma simples
funcdo (Bray, 1993; Dure, 1992; Zhu et al., 1997; Nepomuceno et al., 2001).
Essas proteinas vém sendo associadas com a maturagdo e a tolerdncia a
dessecagdo de sementes (Yang et al., 1997; Baker et al., 1988; Dure et al., 1989).

Thomann et al. (1992) observaram que as LEA proteinas do grupo 3 sdo
polipetideos responsivos a0 ABA e acumulam-se no final da maturagdo,
coincidindo com o inicio da desidratagdo de sementes de milho. Koag et al.
(2003) observaram que as deidrinas em sementes de milho podem sofrer
mudangas na sua conformagio na interface entre a membrana e a agua,
provavelmente visando 2 estabilizagdo de estruturas internas da membrana, sob

condigdes de estresse.
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Apesar de haver uma maior ocorréncia de sHSP em plantas (Mansfield
& Key, 1987), a proteina choque térmico Hsp101 foi encontrada por Kollipara.et
al. (2002) com diferengas na expressdo entre sementes de milho tolerantes e
intolerantes 2 alta temperatura de secagem e a mesma se encontra entre os locos
dos marcadores nc013 e umc2059, mapeados no presente trabalho. As proteinas
Hsp, cuja expressdo € induzida pelos mesmos tipos de estresse que induzem a
expressdo de LEAs proteinas, tém sua sintese coincidente com a aquisi¢do da
tolerancia & dessecag¢do (Hoekstra et al., 2001). A Hsp101 pertence a familia das
Hsps100, que compreendem proteinas termotolerantes que promovem a
reativagio de proteinas que agregadas, diferentemente das Hsps70 e Hsps60, que
previnem a agregacdo de proteinas (Queitsch et al.,, 2000). Esses autores
observaram que em sementes de Arabidopsis, cujos niveis de expressio de
Hsp101 s@o baixos, a exposi¢do a alta temperatura durante a germinagéo leva a
morte das plantulas. De acordo com Gurley (2000), com o aumento da expressdo
de uma unica proteina, Hsp101, pode-se estender o periodo de tolerancia a altas
temperaturas, 0 que acontece em sementes durante os estigios iniciais de
germinagdo. Ainda em Arabidopsis, um gene codificando Hspl01 foi
identificado como um dos locos determinantes da capacidade dessa espécie em
adquirir termotolerancia (Hong & Vierling, 2000). Assim, uma maior sintese
dessas proteinas poderia agir na protegdo de outras proteinas durante o estresse
osmético que ocorre com a desidratagdo das células com uma alta temperatura
de secagem das sementes.

A alta herdabilidade estimada para o teste de envelhecimento acelerado
(98,28%) contra a variagio fenotipica explicada pelos marcadores moleculares
(39%) sugere que a selecdo assistida por marcadores (SAM) ndo deve ser tdo
eficiente quanto a selegio fenotipica das sementes tolerantes a alta temperatura
de secagem. Entretanto, o uso de SAM pode ser uma alternativa vidvel para os

melhoristas, uma vez que a avalia¢do fenotipica é demorada e trabalhosa, além
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de levar a uma perda do material genético, uma vez que o teste de
envelhecimento acelerado é um teste destrutivo realizado no proprio material de
propagag¢io, que sdo as sementes.

Além disso, o mapeamento de QTLs pode contribuir significativamente
para aumentar os conhecimentos sobre a heran¢a da caracteristica além de
aumentar os conhecimentos da tolerdncia de sementes de milho a alta
temperatura de secagem, podendo levar a identificagdio de genes e a elucidagio
dos mecanismos envolvidos na expressdo da tolerancia. Considerando que tantos
os efeitos aditivos, dominantes e sobredominantes sdo importantes no controle
da tolerincia a alta temperatura de secagem, a escolha de métodos de
melhoramento que explorem todas as fontes de variabilidade para essa

caracteristica em milho é de fundamental importancia.
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5 CONCLUSOES

Dos 342 locos de microssatélites analisados nas linhagens genitoras 12 e
5, selecionadas para tolerdncia a alta temperatura de secagem, 34% mostraram-
se polimorficos.

Foi possivel identificar trés marcadores microssatélites ligados a QTLs
nos bins 6.05, 6.08 e 8.05 para a caracteristica de tolerancia a alta temperatura de
secagem de sementes de milho.

Pela anilise de mapeamento por intervalo composto, os QTLs
explicaram 39% da variagdo fenotipica e apresentaram efeitos aditivos, de
dominéncia e sobredominéncia.

Os marcadores identificados encontraram-se mapeados préximos a

genes cujos produtos de expressdo vém sendo associados com a tolerdncia a

dessecacdo das sementes.
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TABELA 1A - Localizagio e padrio de amplificagdo dos primers avaliados
entre as linhagens tolerantes e intolerantes a alta temperatura
de secagem das sementes de milho. UFLA, Lavra-MG, 2005.

Bins Loco SSR Padrio Bins Loco SSR  Padrio
1.00 bnlgl149 M 1.09 phi 055 M
1.00-1.05 mmc0092 M 1.09 phi 094 M
1.01 bnigl179 M 1.09 umc 1512 M
1.01 phi056 M 1.10 bnlg 1671 M
1.01 phi 097 M 1.11 bnlg 131 P
1.02 bnlgl09 M 1.11 bnlg 667 M
1.02 bnlg147 BR 1.11 phi 120 P
1.02-1.04 mmc0103 BR 1.11 umc 1009 M
1.03 bnlgl176 M 2.00-2.04 mmc 0063 NA
1.03 bnlg182 P 2.01 bnlg 1092 M
1.03 bnlg439 P 2.02 bnlg 1017 M
1.03 phi 001 M 2.02 mmc 0111 P
1.03 phi 095 BR 2.02 phi 098 M
1.03 umcl021 M 2.02-2.03 bnlg 125 M
1.03-1.04 umcl452 P 2.03 bnlg 1537 P
1.04 bnlgl811 P 2.03 mmc 0231 P
1.04-1.05 mag.1e07 P 2.04 bnlg 108 M
1.05 umc 1076 P 2.04 bnlg 121 BR
1.06 bnlg 421 M 2.04 bnlg 166 M
1.06 ume 1035 P 3.06 bnlg 1798 P
1.06-1.12 mmc 0011 P 2.04 bnlg 381 M
1.06-1.12 mme 0031 P 2.04 phi 083 M
1.07 bnlg 615 P 2.04 umce 1003 P
1.07 phi 002 M 2.04 umc 1024 M
1.08 mac.e01f06 P 2.04 umc 1026 M
1.08 phi 038 P 2.04 umc 1448 M
1.08 phi 039 M 2.04 ume 2030 P
1.08 umc 1013 P 2.04-2.05 umc 1007 P
1.08 umc 1848 M 2.05 bnlg 180 M
1.09 bnlg 100 M 2.05 bnig 371 NA
1.09 bnlg 400 BR 2.05 mag.e05 p
1.09 phi 011 P 2.05 nc 131 M

NA: ndo polimérfico; BR: baixa resolugio; M: monomérfico; P: polimérfico
Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos;

«...Continua...”

105



“TABELA 1A, Cont”

Bins Loco SSR Padrio Bins Loco SSR  Padrio
2.05 nc 132 M 3.05 bnlg 420 P
2.05 nc 133 M 3.05 phi 073 M
2,05 umc 1028 P 3.05-3.10 mmc 0071 P
2.05 umc 1459 M 3.06 bnlg 1047 M
2.05 umc 1635 P 3.06 bnig 1449 M
2.05 umc 1884 M 3.06 bnlg 197 BR
2.05-2.06 umc 1065 M 3.07 umc 1489 M
2.06 nc 003 P 3.07 umc 1528 P
2.06 ume 1004 M 3.08 bnlg 1350 M
2.06 umgc 1875 P 3.08 mmc 0251 P
2.07 mmc 0271 BR 3.08 phi 046 NA
2.07 umc 1042 P 3.08 phi 088 M
2.07-2.08 bnlg 2077 P 3.08 umc 1320 P
2.07-2.08 mmc 0143 M 3.09 bnlg 1182 P
2.07-2.08 mmec 0191 BR 3.09 bnlg 1496 P
2.08 bnig 198 M 3.09 mmc 0001 M
2.08 mag.1f03 P 3.09 mttg.h02 BR
2.08 phi 090 M 3.09 phi 047 M
2.09 bnlg 1520 P 3.09 umc 1594 P
3.00 umc 2109 M 3.09-3.10 ume 1010 P
3.01 phi 049 M 4.00 bnlg 372 NA
3.01 umc 1394 M 4.01 bnlg 1434 BR
3.02 bnlg 1647 P 4.01 nc 135 M
3.02 umc 1057 M 4.01 phi 072 P
3.02-3.03 bnlg 1325 M 4,01 umc 1008 P
3.03 bnlg 1523 NA 4,01 umc 1017 M
3.04 bnlg 1904 P 4,01 umc 1022 BR
3.04 mmc 0132 P 4.03 nc 004 M
3.04 mmc 0312 M 4.03 phi 021 M
3.04 nc 030 BR 4.04 bnlg 490 M
3.04 phi 036 NA 4.04 phi 074 M
3.04 phi 099 M 4.04;5.03  phi096 M
3.04 ume 1012 M 4.05 nc 005 M
3.04 umc 1025 P 4.05 phi 026 P
3.05 bnlg 1601 M 4,05 ume 1031 P

NA: ndo polimérfico; BR: baixa resolugfo; M: monomoérfico; P: polimérfico
Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos;

«,..Continua...”



“TABELA 1A, Cont”

Bins Loco SSR Padrdo Bins Loco SSR  Padrao
4.06 bnlg 2291 P 5.04 bnlg 1208 P
4.06 bnlg 252 P 5.04 bnlg 150 M
4,07 mttg.b02 P 5.04 bnlg 603 BR
4.08 mmc 0321 M 5.04 bnlg 653 M
4.08 phi 066 M 5.04 mace0l1a03 P
4.08 phi 086 M 5.05 mmc 0081 M
4.08 phi 092 M 5.05 mmc 0282 BR
4.08 phi 093 M 5.05-5.06 bnlg 278 P
4.08 umc 1051 M 5.06 phi 085 P
4.08-4.09 ume 1039 M 5.06 phi 087 P
4.09 phi 079 M 5.06 phi 100 BR
4,10 bnlg 589 P 5.06 phi 101 M
4.10-4.11 umc 1610 M 5.06 umc 1019 P
4.11 phi 006 P 5.07 phi 058 M
4.11 phi 019 M 5.07 phi 128 M
4.11 phi 076 P 5.08 bnlg 118 P
4.11 umc 1058 BR 5.09 bnlg 386 BR
4.11 ume 1255 NA 5.09 bnlg 389 M
5.00 bnlg 1006 M 6.00 bnlg 161 P
5.00 mmc 0151 M 6.00 bnlg 238 P
5.00 nc 130 M 6.00 phi 075 M
5.00 umc 1006 P 6.00 umc 1023 M
5.01 bnlg 143 M 6.01 bnlg 107 M
5.01 nc 007 P 6.01 bnig 249 P
5.01 phi 024 P 6.01 bnlg 426 M
5.02 bnlg 105 P 6.01 umc 1018 M
5.02 bnlg 565 BR 6.02 umc 1002 M
5.02 mac.e00b03 NA 6.02 umc 1257 M
5.02-5.03 mmec 0261 NA 6.02-6.03 bnig 2191 P
5.03 bnlg 1063 M 6.03-6.04 umc 1887 BR
5.03 bnlg 557 M 6.04 bnlg 480 M
5.03 mac.t02hl2 M 6.04 nc 009 P
5.03 phi 008 P 6.04 nc 010 NA
5.03 ume 1056 M 6.04 phi 031 NA
5.03-5.04 phi 113 P 6.04 phi452693 P

NA: ndo polimérfico; BR: baixa resolugio; M: monomérfico; P: polimérfico
Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos;

«...Continua...”
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“TABELA 1A, Cont”

Bins Loco SSR Padrio Bins Loco SSR Padrdo
6.04 umc 1014 P 7.02 bnlg 398 M
6.05 bnlg 1702 BR 7.02 bnlg 657 NA
6.05 mmc 0241 P 7.02 mmc 0162 P
6.05 nc 012 P 7.02 phi 034 M
6.05 nc 013 P 7.02 umc 1016 M
6.05 phi 025 M 7.02 umc 1036 M
6.05 phi 078 M 7.02-7.03 mac.e01c02 M
6.05 phi 081 M 7.02-7.03 mac.e0lg0l P
6.05 phi 102 M 7.03 bnlg 155 M
6.05 phi 129 M 7.03 bnlg 339 M.
6.05 ume 1020 M 7.03 bnlg 434 M
6.05 umc 1413 M 7.03 bnlg 572 M
6.05 umc 1805 P 7.03 mmc 0041 P
6.05-6.06 ume 1341 M 7.03 phi 091 M
6.06 bnlg 345 P 7.03 umc 1001 P
6.06 mac.t02e01 NA 7.03 umc 1015 P
6.06 umc 1462 M 7.04 bnlg 1892 M
6.06 umc 1859 P 7.04 bnlg 2259 BR
6.07 bnlg 1740 P 7.04 mac.e01f07 NA
6.07 phi 070 M 7.04 umc 1029 P
6.07 phi 123 M 7.05 phi 045 P
6.07 phi 299852 P 7.05 phi 051 BR

- 6.07 umce 1063 P 7.05 phi 069 BR
6.07 umc 1653 P 7.05 phi 082 M
6.08 phi 089 M 7.06 phi 116 P
6.08 umc 2059 P 8.01 bnlg 1073 M
7.00 bnlg 2132 M 8.02 phi 119 M
7.00 umc 1545 P 8.02-8.03 umc 1034 P
7.00 umc 1546 M 8.03 bnlg 669 P
7.00-7.01 mmc 0171 P 8.03 mac.e01c08 BR
7.01 phi 057 M 8.03 phi 115 M
7.01 phi 112 M 8.03 phi 125 M
7.01 umc 1066 P 8.04 bnlg 119 M
7.01 ume 1577 M 8.04 phi 060 NA
7.02 bnlg 1022 M 8.04 phi 121 BR

NA: nio polimérfico; BR: baixa resolugio; M: monomérfico; P: polimérfico
Bin: intervalo entre dois marcadores fixds definidos ao longo dos cromossomos;

«,..Continua...”
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“TABELA 1A, Cont”

Bins Loco SSR Padrio Bins Loco SSR Padrdo
8.04 umc 1858 M 9.07 bnlg 619 BR
8.05 bnlg 162 P 9.07 mag.t01d06 NA
8.05 phi 014 P 10.00 phi 041 P
8.06 bnlg 1031 M 10.00 phi 117 M
8.06 bnlg 240 P 10.00 phi 118 M
8.06-8.07 mme 0181 BR 10.01 ume 1152 M
8.07 bnlg 1828 P 10.02 phi 052 M
8.07 umc 1055 M 10.02 phi 059 P
8.08 phi 015 BR 10.02 phi 063 P
8.08 umc 1005 P 10.03 bnlg 210 P
8.08 umc 1032 BR 10.03 phi 050 P
8.09 mac e01c01 P 10.03 phi 054 P
8.09 phi 233376 M 10.03 bnlg 640 M
9.01 phi 033 M 10.04 bnlg 1518 BR
9.01 phi 044 M 10.04 mttc.d01 BR
9.01 phi 067 BR 10.04 phi 062 M
9.01 phi 068 NA 10.04 phi 071 M
9.02 phi 017 NA 10.04 phi 084 M
9.02 umc 1037 P 10.04 umec 1053 M
9.02 ume 1033 P 10.04 umc 1054 M
9.03 bnlg 127 M 10.05 bnlg 137 M
9.03 bnig 430 P 10.06 bnlg 236 NA
9.03 bnlg 469 NA 10.06 bnlg 594 P
9.03 phi 022 BR 10.06 phi 035 BR
9.03 phi 027 BR 10.06-10.07 bnlg 153 NA
9.03 phi 065 P 10.07 bnlg 1677 M
9.03-9.04 mmec 0051 BR 10.07 umc 1038 M
9.04 phi 016 M ? bnlg 449 M
9.04 phi 032 M ? mac.e01e07 M
9.04 phi 042 NA ? mag.d01 BR
9.05 phi 040 M ? mmc 0211 M
9.06 bnlg 292 M ? mmc 0291 NA
9.07 bnlg 128 M ? mttc.g01 BR
9.07 bnlg 1588 P
9.07 bnlg 279 NA

NA: néo polimérfico; BR: baixa resolugdo; M: monomorfico; P: polimérfico

Bin: intervalo entre dois marcadores fixos definidos ao longo dos cromossomos:
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