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i. INTRODUGCZO

Os solos &cidos sido frequentes em &reas tropicais, e no
Brasil o maior exemplo é 3 regiao do Cerrado, que ocupa cerca de
20% do territério, Entre os problemas associasdos com a acidez do
s0lo, @a toxidez do aluminio é o principal, pois @a maioria das
plantas n&o desenvolve seu sistema radicular, Em consequéncia
apresentam uma baixa eficiéncia na absorgao dos nutrientes e uma
mailor suscetlibilidade & deficiéncia hidrica (LOPES, 48B87). A
utilizagao da calagem atenua o problema, pois inibe a ag3io do Al
téxico, Entretanto, a calagem age somente nas camadas
superficiais, permanecendo o problema no subsolo, Assim, a
alternativa mais viavel seria associar o uso da calagem com
genétipos mais tolerantes & toxidez do Al (0LMOS & CAMARGO,
1878). No caso do milho isto & perfeitamente viavel, uma vez que
existe ampla variabilidade genética para a tolerancia ao Al

toxico (MAGNAVAGA, 1882 e LOPES et alii, 1887),

Em programas de melhoramento de milho visando a

tolerancia & toxidez do aluminio, sa@o conduzidos experimentos a



nivel de campo e em casa de vegetagso utilizando solugao
nutritiva, Recentemente surgiu a possibilidade de utilizag3o da
técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), que
possibilita avaligr um grande nuimero de materiais em um breve
€5pa¢o de tempo e com grande precis3o (TANKSLEY et alii, 1883 e
ZEHR et alii, 1882), Esta técnics utiliza sondae (fraamento de
DNA de localizagao conhecida) para detectar diferengas na
informagao genética entre as plantas, A variacdo a nivel de
DNA  em milho & muito grande, podendo facilmente ser encontrada

entre linhagens (HELENTJARIS et alii, 1985), Uma vez que se possa

detectar 3 ligagdo de uma sonda com um alelo favoravel de um
carater, esta pode ser utilizada a partir dai para selecionar
individuos igualmente favordveis em pProgramas de melhoramento

genético, Atualmente as metodologias envolvidas na analise de
RFLP e g maneira de interpretar seus resul tados est3o0 sendo
implementadas. Este trabalho objetivou viabilizar a utilizagdo da
metodologia nao-radiativa de marcagado e detecgdo de sondas de DNA
com o0 sistema digoxigenina Para a analise de RFLP, e encontrar
pPOssiveis relagdbes entre as sondas testadas e locos da

tolerdncia & toxidez do Al,



2. REFERENCIAL TEGSRICO

2.1, Solos dcidos e a regiao do Cerrado brasileiro

A acidez do solo é o fator mais |imitante no
crescimento das plantas em muitas partes do mundo, sendo
frequente em &reas tropicais, Ilsto é particularmente verdade no
Caso da regiao do Cerrado brasileiro, onde os solos apresentam
elevado grau de intemperizag3o, baixa capacidade de troca
cationica (CTG), com os sitios de troca principalmente ocupados
por ions hidrogénio (H*) e aluminio (AI3%), o que significa que
possuem alta saturagdo de aluminio e pH baixo. (RUSSEL, 1873;
OSMOND et alii, 41880 e REICHARDT, 18B1), Apesar das severas
limitagbes quimicas da maioria de seus solos, o cerrado apresenta
vantagens importantes no que se refere & topografia, propriedades
fisicas do solo, luminosidade e temperatura, além de possuir uma
extensa area de 180 milhSes de hectares, distribuidos em varios
estados do Brasil (Figura 1), Cultivos de grande expressaob na
economia brasileira como o milho e a s0ja Jja sao explorados

nestas dareas, dentro de um modelo mais tecnificado de atividade



agricola (LOPES et alii, 19888),

0 uso da calagem em solos acidos atenua o problema, uma
vez que se baseia na quantidade requerida para neutralizar o Al
trocavel (KAMPRATH, 1873), Entretanto a correg3o da acidez na

camada aravel condiciona o desenvolvimento do sistema radicular

|
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Figura 1, Distribuigiao da é&rea de cerrados ( VI ) incluidas
areas de transig3o com outras formagdoes, Fonte: LOPES
et alii (1988),

@ao volume corrigido (FURLANI et alii, 18B6), De acordo com a

Tabela 1, a profundidade da calagem mostrou um efeito consistente

no comprimento das raizes, que foi inversamente relacionado com a

saturagc3o do Al (REICHARDT, 1981). Entretanto, OLMOS & CAMARGO

(1876) acentuam que a corregso da toxidez do Al npas camadas

subsuperficiais (mais de 30 centimetros) mediante o©0s métodos



conhecidos nao é exequivel, tanto agronomica quanto

economicamente,

Varios @autores indicam que 3 combinagdo da pratica da
calagem superficial (0 a 20 centimetros) juntamente com o plantio
de cullivares tolerantes ao Al seria a alternativa mais viavel
(OLMOS & CAMARGO, 1876; MAGNAVAGCA, 1982 e LOPES et alii, 1988).
Tabela 1, Efeitos da taxa e profundidade de incorporagao de

calcario na saturagdo de Al e no desenvolvimento de
raizes de milho em solo de cerrado,

calzaem  profundidade de profundidade da saturacao de profundidade das
(t/ha) incorporagao (cm) amostragem do solo (cm) Al (%) raizes (cm/i@@cmal
4 ¢ - i5 ¢ - 15 ) Q{2
i5 - 30 55 342
30 - 45 65 {08
4 8 - 30 ¢ - 15 g8 930
i5 - 30 20 650
30 - 45 65 137

FONTE: REICHARDT (1981), com nodificacae;:

2.2. Absorg@o, efeitos fisioldgicos e possiveis mecanismos

de tolerancia ao Al em plantas

A absor¢3o do Al ocorre inicialmente nas células da
capa da ponta da raiz, movendo-se apO6s para as células de
camadas adjacentes, As raizes atingidas pela toxidez do Al 530

curtas, grossas e quebradigas, 0 que restringe a penetragido e



proliferagao destas, Além disto o excesso de Al reduz a
replicacdo do DNA, fixa o fdeforo em formas menos disponiveis na
superficie das raizes e interfere na absorg3o, transporte e usoO
de varios elementos essenciais com o calcio, magnésio, potassio,

fosforo e ferro (FOY, 1984 e BENNET & BREEN, 18891).

McCORMICK & BORDEN (1872) em estudos com cevada,
encontraram evidéncias da adsorg3o e precipitagao de fosfato na
superficie das raizes, o que dificultou sev transporte por
difusdo nas células da raiz e consequentemente reduziu a
distribuigdo de fosfatos para @ parte aérea das plantas, Na
verdade, a toxidez do Al e deficiéncia de P s5o0 dificeis de
separar, poi o maior efeito da toxidez do Al é & inibigao da
3quisi¢d0 e translocagdo do P pelas plantas (FOY & FLEMING, 41978

e HAYNES, 1884),

RUSSEL (1873) e FOY et alii (1878) observaram que
algumas linhagens de milho meis tolerantes ao Al diferiam das
demais pela maior capacidade de aquisicao de fosfato em solugdes
que continham Al, Estes Gltimos autores também observaram que ©
- aumento do pH da raiz de algumas |inhagens tolerantes ' decresceu
a solubilidade e a toxidez do Al, fato ndo observado nas
linhagens sensiveis ao Al, :Provaveimente o Al é precipitado na
forma de hidrdxido de Al dentro da raiz, antes de alcangar sitios

metabol icos sensiveis ao Al (HAYNES, 1884),



Outro mecanismo recentemente estudado diz respeito a
exudagdo de @cido citrico pelas raizes, MIYASAKA et alii (1931)
em estudos com feijoeiro notaram que @ cultivar tolerante exudou
70 vezes mais &cido citrico em solug3o nutritiva com Al em
relagdo a solugdo sem Al, sendo que 38 cultivar suscetivel exudou
uma quantidade minima, nas mesmas condigbes, 0 acido citrico &
conhecido por quelar o Al, deste modo revertendo seu efeito
fitotoxico, Algumas espécies acumulam e destoxificam o Al dentro
de seus tecidos, como no cha (Camellia sinensis L.), que complexa
© Al com &cidos orgidnicos e polifendis, acumulando-o nas folhas
mais velhas; em outras espécies a parte aérea das plantas
Tolerantes contém menores Teores de Al que as suscetiveis,

geralmente devido a acumulagao do Al nas raizes; e um terceiro

grupo, onde as plantas tolerantes Possuem menores concentragdes
de Al em suas raizes e concentragbes similares na parte aéreas
Quando comparadas com as plantas tolerantes, (FOY & FLEMING,
1878),

£.3. Avaliagio da tolerdncia & toxidez do Al em milho

Normalimente s3o0 utilizadas duas alternativas para
avaliar a reag3o das plantas a toxidez do Al, queis sejam a
avaliagcdo em condigdes de campo e em solugd@o nputritiva., Na
Primeira, varios niveis de calcario s3o vutilizados para se

estabelecer diferentes indices de saturagio de Al, onde s3o
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avaliados o5 diferentes gendtipos (AZEVEDO FILHO, 1892). A
avaliagdo a nivel de campo é demorada, e ac respostas ap Al 630
muitas vezes afetadas pela heterogeneidade do solo (GARGCIA et

alii, 1879),

A  segunda alternativa foi desenvolvida em virtude de
qQue o efeito do aluminio é evidenciado inicialmente por uma
redugdo no comprimento das raizes (GARGCIA et alii, 1878)., A
solugdo nutritiva ¢é um método que permite avaliar de maneira
rapida um grande nimero de materiais, além de isolar o fator
toxidez do Al de outros fatores que interferem na adaptagao
ambiental (MAGNAVAGA, 1882 e LOPES et alli, 41988B). Varios
procedimentos de avaliagS5o em solug¢do nutritiva s3o descritos na
literatura (RHUE & GROGAN, 41877; GARCIA et alii, 1879;
MAGNAVAGA, 1882 e SAWAZAKI & FURLANI, 13888)., MAGNAVAGCA (188B2),
avaliou 6 parametros, e concluiu que o Comprimento Relativo da
Raiz Seminal, ou GRRS (comprimento final subtraido do comprimento
inicial dividido pelo comprimento inicial da raiz seminal), foi
© mais indicado por levar em consideragio as diferengas de vigor
entre 0s genbtipos testados, além de apresentar o menor

coeficiente de variagdo nos ensaios,

De acordo com MAGNAVACA & BAHIA FILHO (1881), o melhor
procedimento para selegio de materiais toierantes aoc Al é o
emprego tanto das 60lug3o nutritiva quanto do teste de campo. Com

a 6olugSo nutritiva Faz-se uma avaliagdo preliminar para
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discriminar 0s materiais mais tolerantes, sendo estes

postleriormente avaliados a campo em solo de cerrado,

2.4, Variabilidade genética para a toleréncia ao Al em

milho,

Segundo MAGNAVACA (188B2) e LOPES et alii (1887) ha
ampla ocorréncia de variabilidade para a tolerancia aoc Al em
milho,

FURLANI et alii (1988) encontraram variabilidade
genética avaliando 39 linhagens, 98B materiais comerciais, 167

Progénies de uma pPopulacao |AC-maya e 466 progénies de umsa

populagdo |AC-taiuba de milho, em solucao nutritiva,

MAGNAVACA et alii (1887b) testaram linhagens
brasileiras e americanas em solug3o nutritiva com Al téxico., As
linhagens brasileiras apresentaram de um modo geral uma maior
tolerancia em relagdo as americanas, sendo que as |inhagens
brasileiras LB3 e M1DD2 destacaram-se por terem apresentado um
bom desenvolvimento das raizes em alta concentragao de Al toxico,
Estas linhagens quando testadas para a tolerancia ao Al em solos

acidos, demonstraram igualmente alta tolerdncia ao Al.

MAGNAVAGA et alii (1887c) compararam o5 seguintes
materias em solugdo nutritiva com Al toxico: Composto Amplo,

Composto Amplo com 4 ciclos de selegdo, variedade "Hays Golden",
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sintético Nebraska B e os compostos "Corn Bett™ x "Brazilian™ e
"Corn Belt™ «x "Caribbean™, Composto Ampio e Composto Ampio
selecionado indicaram ter uma maior frequéncia de alelos
favoraveis para a toleréncis ao Al, sendo que "Corn Belt"™ «x
"Caribbean”, "Hays Golden” e Nebraska B diferiram pouco entre si
quanto a toleréancia ao Al, Também observou-se que a introgressdo
do germoplasma brasileiro na populagdo "Corn Belt™ aumentou a

tolerdncia ao Al desta,

2.5, Herangca da toleréncis & toxidez do Al em milho

RHUE et alii (4878) avatiaram Ilinhagens de milho
tolerantes e suscetiveis ao Al, seus F1, F2 e retrocruzamentos
(RC) em solugdo nutritiva com Al toxico. Os hibridos F4 exibiram
maior ou igual toleréncia ao Al que 06 pais, 0 que indicou ser um
carater dominante, Baseando-se na avaliagdo visual do comprimento
da raiz, os F2 e RGC segregaram na razao de 311 e . 1:1
respectivamente, para tolerantes e suscetiveis, ndo aparecendo
tipos intermedidrios, Comparando-se o desempenho de dois dos
hibridos F1 estudados, W1B2BN x C0182 e W182BN x A554, notou-se

"que o0 .primeiro ndo teve maior tolerdéncia que o parental mais
tolerante , e o segundo sim, :Este resul tado, de acordo com os
autores, foi devido :@ -l inhagem - ‘A554, a qual aumentou w expressso

da tolerancia ao Al no F1,
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SAWAZAKI & FURLANI (19BB) avaliaram as linhagens I p

48-5-3 (milho cateto) e Col 2(22) (milho duro da Colombia) e as

geracbes F1, F2 e RC utilizando solugdo nutritiva com Al tdxico,
0 parametro de avaliagdo da tolerancia ao Al foi o comprimento
inicial da raiz subtraido do comprimento final, 0 hibrido F1 teve

comportamento intermediario em relagdao aos pais, e a distribuigdo
da geragso F2 foi continua e unimodal, tipica de wum carater
quantitativo, Estes ~autores concluiram que no minimo estiveram
envolvidos trés genes e os efeitos genéticos aditivos foram
responsaveis pela maior parte da heranga da tolerancia ao Al,
embora o formato do gréafico da distribuigi3o de frequéncia em F@

evidenciasse a presenga de genes de efeito dominante,

MAGNAVACA (1887a) estudou a heranga da tolerancia ao Al
analisando 6 geragdes (Parental 1, Parental 2, F1, F2, RC1 e RC2)
provenientes de cruzamentos entre linhagens de milho tolerantes e
suscetiveis, avaliando o CRRS das plantas em solugio nutritiva, A
distribuig3o de frequéncia da geragdo F2 foi continua, unimodal,
caracteristica de um carater herdado quantitativamente, e com
alguma tendéncia da suscetibilidade ser dominante sobre a
tolera@ncia, O0s efeitos genéticos aditivos contribuiram com a
maior parte da variancia genética, e os efeitos de dominancia
equivaleram & metade dos efeitos aditivos, O0s efeitos de
epistasia contribuiram muito pouco em comparagao com os efeitos
aditivos e dominantes, Porém, nos cruzamentos entre as |inhagens

suscetiveis, o0s efeitos genéticos de dominéncia explicaram a



maior parte da variagao, seguidos em ordem pelos efeitos de
epistasia (dominante X dominante explicouv a8 mailor parte da
variancia epistatica) e aditividade, Este mesmo autor analisou g

linhagens parentais e seus 28 hibridos simples em um cruzamento

dialéelico, A Capacidade Geral de Combinagdao (CGGC) explicou g
maior parte da variagao para o CRRS, sendo & Capacidade
Especifica de Combinag¢3o (CEGC) igualmente significativa, Deste
modo, houve tanto a ocorréncia de interacdo aditiva gquanto de

dominancia,

LOPES et alii (1887) avaliaram 5 populagbes de milho
(GMS 04, CMS 14, C©MS 36, CMS 13 e GMS 30), seus F1°'s e reciprocos
em esquema dialélico, Os genotipos selecionados em condigbes de
toxidez de Al no campo, GMS 30 e CMS 38, tiveram a maior
tolerancia "per se”. A GGC explicou a maior parte da variagdo,
Observou-se que as Populagdes CMS 36 e GMS 30 aumentaram a média
dos cruzamentos gue participaram, e as populagbes CMS 14, CMS D4
e CMS 13 tiveram médias de seus cruzamenltos menores que a média
geral, provavelmente devido a contribuigio dos alelos de agdo
aditiva os quais provocaram queda no desempenho dos cruzamentos
em que participaram, A GEC embora com menor significancia (5%),
também esteve presenle, sendo que os cruzamentos CMS 14 x CMS 3D

e CMS 13 x CMS 30 tiveram 0t maiores valores positivos,



2.6, Marcsdores moleculares no melhoramento de plantas

0 melhoramento de plantas & um processo que compreende
trés fases ciclicas: @ criagao de wuma populagi3o de plantas
genélicamente variavel, a selecdo e a recombina¢do dentro desta
populagao, Logo, as novas variedades desenvolvidas 530
provenientes da sele¢30 de plantas com genotipo desejavel,
Contudo, em muitos casos bs efeitos ambientais mascaram o0& do
genotipo, de modo que o fendtipo fornece uma medida imperfeita do
potencisal da planta, Para contornar este problema, técnicas de
melhoramento de plantas baseadas na inferéncia estatistica tem
sido utilizadas para o desenvolvimento de novas variedades (FREY,
1981 e TANKSLEY, 18B8)., Umsa metodologia alternativa para

identificagdo e manipulagdo de genes de interesse em programas de

melhoramento surgiu com o desenvolvimento e wutilizagao de
marcadores moleculares, Os primeiros marcadores moleculares
utilizados foram as isoenzimas marcadoras, as quais tem a

vantagem de fornecer respostas rapidas e baratas, porém s3ao de
uso limitado devido ao Pequeno numero de locos cromossomicos

disponiveis para a analise,

Posteriormente surgiram os marcadores de DNA, que
simplesmente detectam diferengas na informag3o genética entre os
individuos, Especialmente para o milho a variagao a nivel de DNA
€ muito grande, podendo facilmente ser encontrada entre linhagens

(HELENTJARIS et alii, 1985 e HOISINGTON & GOE, 1880), 0 RFLP -
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"Restriction Fragment Length Polymorphism” - ou polimorfismos de
comprimento de fragmentos de restrigao e um_destes marcadores, 08
quals 6530 obtidos através de diferengas no_peso molecular dos
fragmentos do DONA gendmico digeridos por enzimas dervregff}?éo.
Estae é;;}mas reconhecem sitios especificos (normalimente
c;mpostos por 4 a b pares de base) que ocorrem em todo o© genoma
de um {EH;Qfdhd, e efetuam um corte neste sitio, originando

mobilidade do fragmenlo

tragmentos de diferentes tamanhos, Como a

varia de acordorqpmro seu tamanho, estes_s50 separados em gel de
eletréforéﬁé, desnaturados para gerar fitas simples de DNA, e em
seguida transferidos para uma matriz s6lida (membrana de nv{an
por exemplo), O fragmento de DNA que for hbmélogo @ uma sonds
(fragmento de DNA de tocalizagdo conhecida no genoma) pode entdo
ser visualizado através do aparecimento de uma banda em um ¥ilmé
de 'aiPii;,Se por exemplo dois individuos diferirem num sitio de
re#tficéo que afete o comprimento do fragmento homdlogo & sonda,
a banda aparecerd em locais diferentes no filme de raio-x

(BECKMANN & SOLLER, 13886; HELENTJARIS, 1887 e MALUF, 41880).

As vantagens das sondas incluem o fato de que os estas
€50 detectadas em todos os estigios da planta; uma sonda ndo
interfere no padréo de outra; todos os polimorfismos em todos o5
locoe &80 identificados por uma mesma metodologia Ilaboratorial;
as-sondas &30 disponiveis em muitos locos nos 10 cromossomos do
milho; os ‘polimorfismos &30 detectados de modo codominante,

possibilitando diferenciar os homozigotos dos heterozigotos; e os



polimorfismos n3o s30 afetados pelo ambiente,

2.6.1, Obtengdo de sondas para s andlise de RFLP

Primeiramente o DNA genémico total da planta € digerido
tom uma enzima de restrig3o, geralmente s Pst I, Esta enzima e
sensivel & metilag3o, o que & ums caracleristica desejavel, pois
0s fragmentos com varias copias no genoma S&0 metilados, e por
consequéncia n@o serao isolados (HOISINGTON & COE, 1880),
Posteriormente +fragmentos de 1000 a 2000 pares de base s3o0
isolados por centrifugscsdo em gradiente de sacarose e |igados a
um plasmidio (moléculas de DNA circular de dupla fita, extra-
cromossdmicas), o qual € inserido em um hospedeiro, geralmente a
bactéria Escherichia coli, O plasmideo e o DNA a ser clonsdo &30
cortados com a mesma enzima de restrigao (Pst |) para produzir
extremidades capazes de serem |igadas, Este processo & conhecido
por clonasgem génica, e fornece um meio de multiplicar segmentos
especificos de DNA durante o processo de divisao celular do
hospedeiro, Estes segmentos servirao como sonda para a analise de

RFLP (GRIERSON & GCOVEY, 1984 e HOISINGTON & COE, 1880).

HELENTJARIS et: alii (1986) descrevem o procedimento
para localizar as sondas no genoma, Sondas de genes com
localizagdo cromossémica conhecida (como 0o waxy e o shrunken-1),
foram hibridadas com o DNA genémico de plantas de milho, 0O padrao

de bandas resultante da hibridagdo serviu para determinar a
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2.6.2. Marcagio ndo-radiativa das sondas

A marcagdo das sondas de DNA com elementos radiativos
como o fosforo 32, enxocfre 35 € iodo 131 fo1 a pioneira e ainda
hoje & a mais utilizada, Gontudo, ocorrem varios problemas
relacionados com sua utilizagdo, tais como o alto risco para a
saude devido 3 radiatividade, a necessidade de te ler um deposito
para o |lixo radiativo, s curts meia-vida do elemento radiativo
(no caso do fosforo, de 14 dias), e a necessidade de wuma nova
marca¢ao da sonda a cada analise, 0 surgimento da marcagao nao-
radiativa das sondas Trouxe uma economia de tempo, custo e
eliminou o0s riscos & saude, 0 primeiro sistems ndo-radiativo-
desenvolvido foi o da biotina, Posteriormente surgiu o sistema
digoxigenina, o qual saumenlou a sensibilidade da reagio de
detecg¢ao (MARTIN et alii, 1880), Digoxigenina pertence a um grupo
de substancias conhecidas como esteroides, e & incorporada a
molécula de desoxiuridina nucleosideo trifosfato (duTP),
Anticorpos contra digoxigenina s30 produzidos (anti~DLg), e
posteriormente unidos 3 enzima fosfatase alcalina, Quando
esta enzima entra em contato com o substrato AMPPD, ou 3-(2-
espiruadamantano)—q-metoxi—4—(3"—fnsfnrioni)¥eniI-1,E-sal de
dioxetano dissodico, ocorre @a reagdo ilustrada na Figura 3,

havendo a emiss3o de luz captada pelo filme de raio-x,
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FRAGMENTO DE DNA dUTP

Figura 3, Esquema da hibridagdo sonda-fragmento de DNA e reag3o
de luminescéncia produzida na degradag¢io do AMPPD pela
enzima fosfatase alcalina (AP),

Os métodos normalmente utilizados para incorporagao dos
nucleotideos marcados 4&s sondas saoc o "nick-translation”, o
"random priming" e o "polymersse chain reaction”, tambeém
conhecido por PCR, Este ditimo produz wuma marcagao mais
eficiente, além de ser um processo automatizado, conduzido em um
“termucicladur". Este produz trés diferentes temperaturas de
incubagdo da sonda: 894 °C (para separagcao da dupla fita de DNA),
556 °C (para anelamento dos iniciadores) e 72 °C (para o
alongamento das novas fitas de DNA), Os iniciadores ou "primers”
s80 cadeias que possuem um pequeno numero de nucleotideos
(normalmente de 20 a 24), e que 530 complementares as regides de
inicio e fim da amplificagdo, 0 alongamento da cadeia ocorre
devido @& presenca da enzima Taq-DNA polimerase |, que suporta

altas temperaturas, Esta enzima & responsavel pela colocag3o dos



nucieotideos na nova fits que Sejam complementares aos
nucleotideos da fits antiga (adenins com tTimina, citosina com
guanina), partindo do "primer” iniciador ate o outro "primer”,
Entre os nucleotideos Incorporados estarsao também os nucleotideos
marcados, A amplificag30 ce processs de modo exponencial, da
ordem de 2" moléculas geradsas, onde n € o numero de ciclos de
amplificagso, NormaImente &30 efetusdos 25 a 35 ciclos de
amplificac&o, gerando em torno de 3 x 1070 moléculas de DNA

(HOISINGTON, 1882),

©.6.383. Selegdo genética essistida pela técnica de RFLP

A selegdo de individuos que possuam detTerminado gene de
interesse pode ser facilitads pela analise de RFLP, desde que uma
sonda esteja 130 proxima a um gene que possa ser considerada como
ligada a ele, Isto permite que uma vez sendo detectada a
presenga da sonda, pode-se confiar que o gene também estara

presente (KOGHERT, 41889),.

Porém a maioria dos caracteres de significancia
agronomica sao de natureza gquantitativa, controlados por um
nimero significativo de genes distribuidos pelos Cromossomos,
cada qual contribuindo com um pegqueno efeito positivo ou negativo
ne carater de interesse, Os genes que controlam estes caractleres
herdados quantitativamente s3o também conhecidos por

"Quantitative Trait Loci” ou simplesmente QTL (PHILLIPS & JAMES,



1988 e KOCHERT, 1888),

Normalmente os estudos que envolvem a detecg¢do de QTL' s
por ARFLP‘s €& conduzido de modo simples: um cruzamento ¢é& feito

entre duas plantas que sio genéticamente diferentes em um ou mais

caracteres de interesse, A detecg¢do do ‘OTL é dependente do
desequilibrio de ligacdo entre as sondas e os alelos do gene em
estudo, Deste modo, para maximizar tal desequilibrio wutilizam~se
F2 ou retrocruzamentos, Para a andlise de RFLP s3o0 wutilizadas
mais de 100 individuos, Se apenas um carater for avaliado,
TANKSLEY et alii (48B8) sugerem que sejam analisados 0s

individuos com valores fenotipicos extremos para o carater, a fim

de facilitar as analises, Utilizam-se sondas distribuidas ]
intervalos regulares no genoma (10 a 20 cM), objetivando
encontrar sondas que sejam relacionadas com o carater

(HELENTJARIS, 41887 e REITER, 1889), A capacidade da sonda em
detectar um alelo de um gene pertencente a um OQTL depende da
magnitude do efeito do QTL no carater, do tamanho da populagido em
esludo e a frequéncia de recombina¢do entre o marcador e o alelo

(TANKSLEY et alii, 19898),

A utilizagao da analise dé RFLP para identificar OQTL's
em populagbes segregantes esta apenas comegando a ser explorada,
NIENHUIS et alii (48B7) estudaram a associagao de locos de RFLP
com um QTL, a resisténcia a insetos de espécies selvagens de

tomate, a qual & devida a 2~-tridecanona (2TD),. Analisou-se uma

populagdo Fe com 800 individuos provenientes do cruzamento
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Lycopersicon esculentum x L, hirsutum var, glabratum (espécie
seivagem), e encontraram associagao entre pelo menos 3 locos de
RFLP e altos teores de 2TD, Os resultados sugerem que a selegdo
dos locoe de RFLP resultaria numa resposta correlacionada que
aumentaria @a frequéncia dos alelos favordveis associados com @3

expressao de 270,

DIERS et alii (1992) estudaram a associagao entre @243
sondas e QTL’s para conteldo de 6leo e teor de proteina em s0ja.
A andlise foi efetuada em 60 familias F3 derivadas de F2 do
cruzamento de G/ycine max x G, soja, As linhagens foram divididas
em 3 classes de acordo com o padrio de bandas das sondas:
homozigotas para bandas de G, max, homozigotas para bandas de G6.
soja e heterozigotas), Foram encontradas B sondas associadas com
0 teor protéico, sendo que todos os alelos para altos teores
foram provenientes de 6. max, e 89 sondas associadas com O
conteddo de éleo total, com todos os alelos para o maior conteddo
de dleo pProvenientes de 6, soja., Os alelos responsaveis ﬁelo
aumento dos niveis de um cardter na maioria dos casos foram
relacionados com menores niveis no outro carater, ou seja, houve
um “forte indicativo de correlagio negativa entre os caracteres

estudados,

 EDWARDS et alii (1882) estudaram a associagio de 98
sondas e 11 isoenzimas com 418 QTL‘s (tais como peso de gré&os,
altura da planta, altura da espiga, etc,) utilizando 187 plantas

F2 do cruzamento das |inhagens de milho CO 458 x Tx 303.



bt e
[ Sy

Observou-se Que algumas regides genbmicas influenciaram o
crescimento da planta no estagio iniciral de desenvolvimento,
oulras em estdgio mais avangado e outras em ambos, De modo
temelhante o0s QTL’s para Producdo de graos também mostraram-se
complexos, com alguns locos afetando um carater simples
relacionado com g3 Produgao, como o numero de fileiras de graos na
espiga, € outlros afetando varios caracteres relacionados com a
produ¢so de graos, simultaneamente, Dezoito regibes cromossomicas
foram relacionadas com 8 altura de plantas e doze regidbes com a
produ¢caoc de gr3os, Segundo os autores, 0 numero de marcadores
utilizados foi suficiente para cobrir o genoma do milho e

detectar @ maioria dos locos com efeitos de genes maiores,

REITER (1888) utilizou 93 sondas distribuidas nos 40
cromossomos do milhe para estudar @ tolerancia 3 deficidncia de
fosforo em 8p0 individuos F3 do cruzasmenlto entre as linhagens
NYB21 x H88, comparando o crescimento vegetativo das plantas,
Cinco sondas foram associadas com © carater, sendo gque um destes,
localizado no brago longo do cromossomo 6 explicou 25% da
variacdo fenotipics total, Um modelo de regressso méltipla com 3

dos 5 locos explicou 46% da variacao fenotipica -total.

A- manipulagdo de regibes cromossémicas de interesse
pela selegao assistida - por marcadores ainda esta sendo
estabelecida, Embora ainda trabalhosa e cara, este tipo de
sele¢cSo tem wum grande potencial para auxiliar programas de

melhoramento. No caso da tolerdncia a toxidez do Al, tem-se um



bom volume de informagbes a respeito de seu tipo de heranga,
porém pouco se sabe a respeito da localizag3o cromossomica dos
genes relacionados com este carater, MIRANDA et alii (14887)
encontraram evidéncias, com base em calculos estatisticos, de gue
alguns locos génicos dos cromossomos @ e 10 estariam envolvidos
no controle da tolerancia a toxidez do Al, A analise de RFLP
poderia ent3o confirmar a importancia destes locos na expressiao
do carater, e fazer o acompanhamento dos alelos favoraveis destes

locos visando auxiliar @ seleg3o de genodotipos mais tolerantes,



3. MATERIAL E M£TODOS

3.1, Obtengio do material genético

0 material genético wutilizado no experimento fol
fornecido pelo programa de melhoramento de milho do GCentro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo/EMBRAPA, Baseando-se em
informactes prévias as linhagens utilizadsas foram divididas em
dois grupos: o ‘tolerante (linhagens 15, 16, 638, 41327) e ©
suscetivel ap Al (linhagens 18, 53, 57); todss com no minimo 10
geragies de aultofecunda¢io, Efetuando-se cruzamentos do tipo
tolerante x suscetivel, obtiveram-se os seguintes hibridos F1:
97 x 1327, 57 x B98, 53 x 16, 53 x 15, 18 x 1327. Cerca de 4100

sementes F1 de cads cruzamento foram plantadas e autlofecundadas,

obtendo-se entio § pPopulagbes F2,

3.2. Avaliagdo dos materiais genéticos sob estresse de Al

0 cardater 1tolerancia ao Al foi avaliado em solugao

nutritiva em casa de vegetacdo., A Tabela 2 fornece o8 reagentes e



Tabelia 2. Composigdo da solug30 nutritiva para crescimento de

plantulias de milho,

SolugBo estoque Solug3o nutritiva para teste

Nome  Quimicos concentragdo cation anion composicdo total
g. litro™! sl estoque/] ug elemento/1 elemento mg/1 N

Ca Ca(N03).4H20 270 3,08 Ca=14i,1 N0-3-N=98,6 Ca 1{44,1 3527

NH4NO4 33,8 NHy-N= 18,2 N0-3-N=18,2 K 90,1 2310

Mg 20,8 835

K KC1 i8,é 2,31 K= 22,5 Ci1=20,4 N03-N 152,90 10857

K250, 44,0 K= 45,6 50,-5=18,7 NH4;-N i8,2 1300

KNOS 24,6 K= 22,0 N03-N= 7,9 P i,4 45

5 18,8 587

Mg HB(N03)2. 6Ho0  142,4 1,54 Mg= 20,8 N03-N= 24,6 B 0,27 25

P KHyPO, 17,6 ¢,35 K= §,7  HoPO,= 1,4 Fe 4,3 77

Mn 0,5 9,4

Fe Fe(N03)3.9H20 20,3 1,94 Fe= 4,3 N03-N= 3,3 Cu 0,04 0,63

HEDTA 13,4 HEDTA=20.,6 Ho 0,03 6.83

in 0,15 2,29

Hicro NnC12.4H20 2,34 . 8,77 Hn= @,5 Cl= 0,65 Na 0,04 1,74

HqBO, 2,04 BOg-H= 0,27  HEDTA 20,06 75
ZnSO4.7H2.7H20 ¢,88 In= 0,15 804-S= 0,087
CuS0,.5Ho0 0,20 Cu= 0,04  S0,-5= 0,62
NasHo0, . 2Ho0 2,26 Na= 8,64  Mo0,-M= 0,08

FONTE: MAGNAVACA (1982)



concentragbes da solugio nutritiva, Nos tratamentos contendo Al
foir adicionado 3 mesma 222 umol de Al/litro na {forma de
KA1(S04)5. 0 pH foi ajustado inicialmente para 4,0, permanecendo
sem @aJjusles até a colheita, quando observou-se a tendéncia de

aumentar o pH,

Os materiais genéticos foram avaliados na solugdo
nutritiva contendo Al téxico em dois experimentos, 0 primeiro
envolveu o0s 7 pais e os 5 hibridos F1 anteriormente descritos,
maie o hibrido Pioneer 3072 que serviu de testemunha, Cerca de 40
sementles destes materiais genéticos, foram enroladas em papel
toalha para germinag30, sendo mantidas em local umedecido com
sgua aerada, na temperatura ambiente (TA)., Apos 7 dias
selecionaram~se 21 plantulas por material genético, uniformes e
sem danos nas raizes, Mediu-se o comprimento inicial da raiz
semina! de cada plantuia, sendo entio transferidas para uma placa
de vplastico com 49 furos, Colocou-se esta placa sob uma bandeja
com B litros de solug3o nutritiva com Al toxico, 0 volume, sob
continua aeragdo foi mantido adicionando-se agua sempre que
necessario, Utftizaram—se 6 bandejas, onde foram colocadas as 3
repetigcbes por material genético, no delineamento inteiramente
casualizado, 0 experimento foi montado em casa de vegetagao, sem

iluminagdo artificial, com a temperatura variando de 15 a 33 °C,

Apos B dias em solugd@o nutritiva, mediu-se o

comprimento final da raiz seminal das plantas, 0 Comprimento



Relative da Raiz Seminal (CRRS) foi obtido pela diferenga entre o
comprimento final e o0 comprimento inicial, dividido pelo

comprimento inicial,

0 segundo experimento foi realizado com a geragdo F¢@
dos cruzamentos anteriormente descritos, Os procedimentos de
implantagdo e condu¢do do experimento foram semelhantes ao
anterior, Cerca de 500 sementes F2 foram colocadas para germinar,
€ aos 7 dias selecionaram-se cerca de 300 plantulas por
cruzamento, wuniformes e sem danos nas raizes, Utilizaram-se 6
bandejas por cruzamento mais oito bandejas com as testemunhas,
totalizando 38 bandejas dispostas na casa de vegetagao mediante

sorteio, em delineamento inteiramente casualizado,

Para conferir se a solugdo nutritiva serviria para
discriminar as plantulas quanto & tolerdncia ao Al, foram
utilizadas duas testemunhas, os hibridos comerciais BR - 204
(EMBRAPA) e Pfoneer 3072, Cada um destes materiais foi colocado
em contato com dois tipos de solugdo nutritiva, uma contendo Al e
a outra sem Al, com duas repeticdes por tratamento, Colocaram-se
400 sementes de.cada hibrido para germiﬁar, sendo selecionadas

cerca de 200 plantulas de cada um,

Apb6s a medig3o final das raizes, as plantas de todos os
tratamentos foram identificadas, individualmente congeladas a

- B0 °C, e posteriormente liofilizadas,



3.3, Andlise de RFLP

As metodologias para condu¢do da andlise de RFLP foram
seguidas de acordo com os procedimentos sugeridos por HOISINGTON

(1882), com algumes modificagbes,

3.3.1, lsolamento de DNA

Baseando-se no CRRS foram selecionadas 5 a 6 plantas
mais tolerantes e 5 a B Plantas mais suscetiveis da geragdo F2 de
cada um dos 5 cruzamentos, o que totalizou 58 individuos, numero
correspondente aos orificios da gel de agarose abaixo descrita,
Pesou-se 250 mg de tecido liofilizado de cada planta, sendo moido
com gral e pistilo em presenga de nitrogénio liquido, e incubado
por 80 minutos (B5 °C) em 9 ml de tampdo de extrag¢do contendo
0,1M Tris-HGI pH 7,5, 0,7M NaGt, 10mM EDTA (acido
etileno-diamino-tetraacético) PH 8,0, 0,14M betamercaptoetanol e
1% CTAB ("mixed alkyltrimethy!-ammonium bromide™, obtido da SIGMA
Co.). Apés, adicionou-se a mistura 4,5 ml de cloroformiotoctanol
(24:1), homogenizando-se por 10 minutos 3 TA, Centrifugou-se a
3.000 rpm por 10 minutos (TA), A fase aquosa superior foOi
colocada em um novo tubo e a extragio com clorofdormiotoctanol foi
repetida, A fase aquosa foi removida para um novo tubo com pipPeta
de ponta larga, adicionando-se um volume igual de isopropanol,

Esta solugSo foi misturada vagarosamente por repetidas inversoes



29

até a precipitagdo do ONA. O DNA foi removido com anzol de vidro

e colocado em 1 ml de tampBo TE PH 8,0 (10 mM Tris-HCI pH B,0, 1
mM EDTA pH B,0), deixando-se o DNA entrar em solugio durante uma
noite a 4 °%C, 0 DNA foi entd0 reprecipitado adicionando~-se 50
microlitros (ul) de 5M NaCl e 4 ml de etanol gelado, sendo
removido com anzo! de vidro e colocado em 2 ml de etanol 768% e
0,2 NaOAc  por 20 minutos., O anzol com DNA foi rapidamente
imerso em etanol 76% e 10mM NH40Ac, sendo ressuspenso por toda a
noite em 1 ml de tampdo TE pH 8,0 a 4 ©°C.  Apés o DNA foi

armazenado a 4 °C na concentracdo de 0.2 ug/ul.
3.3.2. Digestéo do DNA e Eletroforese em Gel de agarose

Aproximadamente 15 ug de DNA foram digeridos com as
enzimas de restricio Eco RI e Eco RV, selecionadas por serem de
comprovada eficdcia em produzir polimorfismo em DNA de milho
(HELENTJARIS. et alii, 1985 e REITER, 1988), 0 DNA foi digerido
com 5 wunidades da enzima por ug de DNA por 4 horas a 37 ©°C em
presen¢a de 2,5 mM de espermidina, sendo que o volume de reagéao
foi de BDD.uI Para cada amostra, Parou-se a reagdo com 16 ul de
SM NaCi, e adicionou-se 750 vl de etanol, homogenizando-se
ropidamente e colocando-a a - 80 °C por 30 minut;s. Apés as
amostras foram centrifugadas 3 12.000 rpm por 5 minutos,
Descartou-ée 0 sobrenadante, sendo o pellet de DNA ressuspenso em

60 ul de tamp3o TE pH 8,0 por 3 horas, quando adicionou-se 5 ul



de tamp3o "sample gel buffer” (50 mM Tris pH 8,0, 50% glicerol,
5mM EDTA pH B,0, 0,5% SDS, 0,15% azul de bromofenol e D,15%

xileno cianol ),

Apbés imergir a gel de agarose 0,B% (dimensso 20 x @25
cm) em tampdo de corrida tris-acetato-EDTA (40 mM tris-acetato
pPH 8,0, 10 mM EDTA), colocaram-se os DNA‘s digeridos em cada um
dos 58 orificios da gel, Com a finalidade de efetuar a corrida
do DNA, aplicou-se 25 a 30 mA por 12 a 1B horas, Com a finalidade
de visualizar o DNA em luz ultravioleta e conferir a qualidade da
digestdo, coloriu-se a gel com 1 ug/m! de brometo de etidio por
20 minutos sob leve agitagao, lavando-a posteriormente em agua

destilada pelo mesmo tempo.

3.3.3. Transferéncia por "Southern Transfer”

Comprovada a boa digestdo do DNA, a gel foi incubada
por 30 minutos em 1 litro de solug3o de desnaturagaéo (D.4N NaOH
e D0.6M NaCl) a fim de separar as fitas de DNA, e em seguida
}ncubada por 30 minutos em 1 litro de solugdo de neutralizagao

(D,5M Tris-HCI pH 7,5 e 1,5M NaCl), sempre sob leve agitagdo,

0 DNA foi entdo transferido da gel para uma
membrana de nylon (marca Micron Separation Inc,) por fluxo
capilar do tamp@o de transferéncia (25 mM NaPO4q PH 6,5) por 1B a

24 horas, Ap6s, a membrana foi lavada em 2X SSC (0,3M NaCl e
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0,03M Na-citrato) por 15 minutos, seca a temperatura ambiente por
30 minutos e colocada em estufa a 80 °C por 3 horas, a fim de

imobilizar o DNA na membrana,

3.3.4, Marcagio das sondas de DNA

As sondas de DNA utilizadas foram cedidas pelo Or,
David Hoisington, do Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
v Trigo (CIMMYT), obtidas a partir da digestSo do DNA gendmico de
milho com a enzima Pst | e clonadas no plasmidio pUGC 19,
Utilizaram-se nas analises de RFLP =sondas localizadas em
diferentes regides do cromossomo 2 (Tabela 3), pois segundo
MIRANDA et alii (1987), este cromossomo pode ter locos

envolvidos com o cardater tolerancia ao Al,

A marcag3o das sondas foi efetuada pela incorporagio de,
nucleotideos marcados com digoxigenina (Dig=11dUTP, obtido da
Boehringer Mannheim GCo.) na reagso de amplificagao da sonda
através da técnica de PGR (Polymerase GChain Reaction), gue
consiste de tampdo PCR 1X, 50 uM de cada um dos dNTP’s (dATP,
dCTP, dGTP), 4B,75 uM dTTP, 1,25 uM DIG-11dUTP, 1,5U de enzima
Tag-pol imerase, 0;a uM: "primer™ CV72 (de sequéncia 5°
ACGACGTTGTAAAACGAGCGGCCAGT 37), 0,2 uM "primer” CV76 (de sequéncia
5 AAACAGCTATGACCATGATTAGGCGC 37) 10 ng da sonda de DNA_ e HEO
9.8.p. 100 ul, Adicionou-se a esta reagio 75 ul de 6leo mineral

ultrapuro, sendo entao colocada em maquine de PCR. A
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amplificagdo deu-se de acordo com o seguinte programa: 1 ciclo de
84 °C por 1 minuto; 25 ciclos de 84 °C por 1 minute, 55 °C por 2
minutos, 72 °C por 2 minutos; e 1 ciclo de 72 OC por 4 minuto, O
oleo foi removido colocando-se 100 ul de cloroférmio e 50 ul de

TE 3 reacdo, homogenizando-a e centrifugando-a 3 3000 rpm por 3

minutos, A amplificagao foi checada correndo-se 5 ul de

cada amostra da reagdo em gel de agarose 1%, sendo esta
posteriormente colorids em solugd@o com brometo de etidio a 1
ug/ml, visualizando-se ent3o o fragmento amplificado sob luz

ultravioleta,

Tabela 3, Nimero de pares de base (pb), localizagdo e distancia

das sondas utilizadas no experimento,

Sondas pb Cromossomo 2 Distancia (cM)

74,5
UMC 34 970

77,8
UMC B 580

25,6
uUMC 12¢e 480 T

35,4
UMC 48 630

14,14
UMC 36 6380

3.3.5. Hibridagso, lavagens e revelagio da membrana

As membranas foram pré-hibridadas com 15 ml! de solug3do

de hibridagdo (5X SSGC, 0,1% sarcosil, 0,02% S5DS- sodio dodecil



sulfato, € 0,1% de reagente de blogqueio, obtido da Boehringer
Mannheim) por 3 horas s 65 °C em um rotator, Posteriormente,
Colocaram-se as membranas para hibridar em solucao de hibridagéo
acrescida da sonda marcada (15 ml de solug3o contendo 375
nancgremas da sonda), previamente desnaturada em banho-marisa por

10 minutos, A solug3o de hibridag3o Permaneceu em contalto com as

membranas por 5 a 1B horas a B5 °C em um rotator, Apos a
s0lug30 de hibridag3o foi removida e armazenadas a - 20 9C para
reutilizagio,

Apb6s a hibridagcao as membranss foram lavadas com 0,15X
SSC e 0,1% SDS, 2 vezes pPor 5 minutos a TA, e 3 vezes por 15
minutos a 65 °C, Em seguida incubaram-se as membranas em Tampao @
(0,09M Tris-HCI pH 7,5, 0,15M NaGC| e 0.1% de reagente de
blogueio) por 30 minutos a TA, em seguida em 60lug30 contendo o
anticorpo da digoxigenina por 30 minutos (60 m! de tampao 2, e 4
ul do anticorpo da digoxigenina, fornecido pela Boehringer
Mannheim), Posteriormente foram feitas novas Ilavagens nas
membranas, 3 vezes por 10 minutos com tampdo 2, 3 vezes por 10
minutos com tampdo 1 (0,01 M Tris-HGCI pH 7,5 e 0,15M NaGl), uma
vez por 5 minutos com tampao 3, sempre 3 TA. Em seguida
incubaram-se as membranas em solugao de AMPPD (B0 ml de tampao 3
e 300 wul de AMPPD obtido da Tropix Go.) por 45 minutos, Esta

Gltima solugdo pode ser reutilizads por 5 a8 10 vezes, sendo

armazenada a 4 °C,
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As membranas foram secas brevemente, plastificadas e
colocadas em contato com filmes de raio-x por 15-18  horas,
Posteriormente os filmes de raio-x foram imersos em solugdo de
revelacao (Kodak GBX developer) e em seguida em solugdo fixadora

(Kodak GBX fixer), surgindo entao as bandas de RFLP,

As bandas foram numeradas de acordo com sua localizagao

nos filmes de raio-x em ordem crescente da partle superior para @

inferior do filme,

As membranas puderam ser utilizadas por 4 a 5 vezes,
removendo-se a sonda que hibridou com o DNA presente na membrana
com @2X SSC por 10 minutos & TA, posteriormente com 0,2N NaOH e
0,1% SDS a 37 °C por mais 10 minutos e por Gltimo lavada em TE
por 5 minutos & TA, sempre sob agitagio., Quando ndo wutilizadas

; - o
imediatamente, as membranas foram estocadas em TE a q C.



4-RESULTADOS E DISCUSSZXO

4.1. Resposta fenotipica ao Al téxico

A solugS0 nutritiva contendo o Al téxico foi eficiente
para discriminar os individuos tolerantes e suscetiveis ao Al,
Observou-se uma redugdo de aproximadamente 40% na média do
Comprimento Relativo da Raiz Seminal (CRRS) das testemunhss,

quando comparadas as solugdes com e sem Al téxico (Tabela 4).,

Tabela 4, Média do Comprimento Relativo da Raiz Seminal (CHH?)_de
dois hibridos de milho crescidos em s0lugdo nutritiva
com e sem Al toéxico,

CRRS

HIBRIDOS golucéo com Al _Sulucéo sem Al Redugao (%)

BR-201 0,48 0,82 41,46

Pioneer 3072 0,55 0,91 39,56




.
(BN
.

0 GCRRS médio das linhagens e hibridos F41 pode ser

observado na Tabela 5,

Tabela 5, Média do Comprimento Relativo da Raiz Seminal (CRRS)

das ltnhagens e hibridos F1 crescidos em solugao

nutritiva com Al téxico,

MATERIAIS GENETICOS GRRS

18 x 1327 1,01 a

57 x 1327 D,BB ab

1327 0,75 bec

57 x B389 0,66 cd

583 x 15 0,60 cd

57 0,55 de

15 0,50 def

6989 0,48 def

53 x 16 0,40 ef

19 0,33 fg

16 0,33 fg

53 0,20 g
VA védisc com as mesmes letras nao Aiferen &ionificativaments

pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Conforme esta tabelas, nota-se que houve respostas
diferenciadas ao Al téxico tanto entre | inhagens quanto entre
cruzamentos, A linhagem 1327 foi significativamente mais

Tolerante que as demais, e os cruzamentos o0& Quais participou
foram igualmente mais tolerantes que os demais., As |inhagens
suscetivel 57 e tolerante 16 tiveram um comportamento diferente
em relagdo aos ensaios & campo; a primeira tendo um GRRS médio
semelhante aos parentais Tolerantes, e a segunda semelhante aos

suscetiveis, lsto indica que o CRRS, apesar de avaliar um



Importante parametro de medida da tolerancia que é o crescimento
da raitz em condigbes de toxidez de Al, deve apenas 6&ervir de
dpoio 30s ensaios a nivel de campo, Nestes ensaios existem varios
outros fatores interagindo para conferir um maior ou menor grau

de tolerancia ao Al

Nos cruzamentos 57 x 1327, 57 x 699, 53 x 15 e 53 x 16
o CRRS meédio dos F41 ndo diferiram significativamente da média do
parental tolerante envolvido no cruzamento, indicando a
ocorréncia de interag¢do alélica dominante para a tolerancia ao
Al. No cruzamento 19 x 1327 o GRRS médio foi significativamente
maior que o CRRS do parental mais tolerante, podendo ter ocorrido
dominancia ou sobredomindncia. Percebe-se com estes resultados
Que um dos caminhos para se conseguir materiais mais tolerantes
ao Al poderia ser através de combinagdbes hibridas, uma vez que o
carater apresentou claramente interag3o alélica de dominancia, e

houve heterose em todos os cruzamentos,

A Tabela B fornece o0s dados do GCRRS médio dos
cruzamentos na geragdo F2, Observa-se que @a ordenagdo dos

cruzamentos ndo foi alterada em relagao & geragao F1,



Tabela 6, Média do Comprimento Relativo da Raiz Seminal (CRRS) de

5 cruzamenlos na geragao F2,

MATERIAIS GENETICOS GRRS"

(18 x 1327)Fe 0,71 &

(57 x 1327)Fp 0D.65 a

(53 x 45)Fe 0.49 b

(57 x BBY9)Fp 0,38 c

(53 x 16)Fe 0.21 d

T ke medime  mom . am  meeman - Tethaa T azs diferem

significativamente pelo teste de Tukey 3 nivel de 5% de
probabilidade,

A Figura 4 mostra = distribuigao de frequéncia das
plantas da geragdo F2 de cada cruzamento testado, Percebe-se em
Todos eles wuma distribuigao continua, unimodal, tipica de um

carater herdado guantitativamente,

A Tabela 7 fornece a comparacao dos valores do GCRRS
médio dos parentais, F1's e F2’s, obtidos pela analise conjunta
dos experimentos, De um modo geral o CRRS médio dos cruzamentos
na geragao F2 decresceu em relagdao a média da F1, como ocorre nos
casos onde a interag3o de dominancia é predominante, Excetuou-se
0 cruzamenlo 53 x 15, onde a média da F2 n3o diferiu do F1 e do
parental tolerante 15, Percebe-se novamente que a |inhagem 41327
forneceu o0s resultados mais consistentes quanto a toler@ncia ao
Al, baseados no seu desempenho "per se” e nos cruzamentos em que

esteve envolvida,
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Tabela 7,.Comparagio das médias do Comprimento Relativo da HRaiz

Seminal (CRRS) entre parentais, F1 e F2,

T T G S A e i 0 Gt . . B . e e, e . i D S T S it e e i . . P A Pl e o . . S S

MATERIAIS GENETICOS CRRS ajustado’
189 x 1327 1,03 =»
57 x 1327 0.B8 ab
1327 0,77 bc
(19 x 1327)Fe 0.68 cd
57 x 689 0.68 cde
(67 x 1327)F2 D.63 cdef
53 x 15 0.62 cdefg
57 0.57 defgh
15 0.52 defghi
699 0.51 fghij
(53 x 45)F2 0.47 ghijl
53 x 16 0.42 hijlm
(57 x B98)F2 0,37 ijimn
19 0.35% Jlmno
16 0.35 Imno
53 0.22 nop
(53 x 16)Fe2 0.19 op
1 As médias com as mesmas letras nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade, O cdlculo do CRRS ajustado foi efetuado de

acordo com GOMES (188B5),



4.2. Estudo dos psdroes de RFLP

Dos 68 individuos F2 selecionados, conseguiu-se 085
padroes de RFLP de 3B individuos digeridos com a enzima Eco Rl e
41 individuos com a enzima Eco RV, devido s problemas
metodologicos ocorridos nos processo de isolamento, purificagao

ou digestdo do DNA gendmico,

A marcag&o n3o-radiativa das sondas com digoxigenina
foi eficiente, sendo as bandss de RFLP perfeitamente

visualizadas, como ilustra o filme de rsio-x da Figura 5,

Como pode ser observado na Tabela B, quase todas as
combinagdbes de sonda x enzima produziram muitas bandas de RFLP,
com excegao da combinag3o UMC 34 x Eco RI, onde nao foi
encontrado polimorfismo, De acordo com HELENTJARIS et alii
(1988), provavelmente este padrdo de miltiplas bandas foi devido
as regides cromossomicas duplicadas encontradas Nos CromOEEOMOS 2

e 7.
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Figura 5, Filme de raio-x com padrdoes de bandas de RFLP de 14
individuos F2 com DNA's digeridos pela enzima Eco RV e
hibridados com a sonda UMGC 49,

Tabela B, Numero de bandas de RFLP produzidas em cada combinagao
de sonda x enzima de restrigao,

T e e e e e o o e e o e et e e S e B . . . e e . . e S s —_ —— i — — o ———

sonpAs e _— _
Enzima Eco RV Enzima Eco RI

UMC B 10 10

UMC 34 10 1

UMC 38 9 12

UMC 48 16 13

UMC 122 g 10

—_—— —_—

Como .surgiram varias bandas provenientes da combinagdo
sonda X enzima de restrigdo, nao podde-se efetuar a analise
convencional .baseada na codomindncia de um loco de RFLP. A
analise foi efetuada ent3o baseando-se na presenga ou auséncia de

cada banda em particular, Admitindo-se a ocorréncia de dois
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resul tados POSSiveis, a Presenca ou auséncia da banda, este tipo

de evento se enquadra em uma distribvigdo binomial,

As Tabelas 9 e 10 (DNA‘s digeridos com Eco RI e Eco RV,
respectivamente) indicam quais as bandas de RFLP discriminaram 08
individuos tolerantes dos suscetiveis ao Al toxico na geragdo
F2, 0Os padrdes de bandas de RFLP de cada planta F2 testada

encontram-se no Apéndice,

Pode-se notar nas Tabelas S e 10 que a maioria das
bandas que discriminaram o grupo tolerante do suscetivel de um
cruzamenlto ndo ocorreram em todos o6 individuos de um ou outro
grupo, Por exemplo, na Tabels 9, a banda 10 do cruzamento 57 «x
6939, vproveniente da hibridagdo com a sonda UMC & apareceu em 4
individuos dos § testados, discriminando para o grupo suscetivel,
Deste ﬁodo. conclui-se que ou esta sonda n5p estd relacionada com
um dos locos responsiveis pela tolerdncia ao AJ ou a ligagdo

entre a sonda e o loco n3o se manteve na populagdo segregante,
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Tabela 9, Bandas que discriminaram individuos tolerantes e

suscetiveis ao Al quando utilizou-se a enzima Eco RI,

SONDA 57x4327 57x699 53x16 53x15 48x1327

UMC 6 6¢1:5)T1 89(1:6)T 1(2:5)8 2(1:3)7T 9(3:4)T

10(4:5)S 5(4:5)8 3(4:4)8%

UMC 36 1(1:2)8 e(e:B8)T 2¢(1:5)8 2(1:3)T7 1(1:4)T

10¢1:6)T 5(2:5)8
6(1:5)8
7(5:5)5x%

UMC 49 4(2:5)S 4(2:8)T 1(4:5)8 2¢1:3)7 2{(2:8)s
11€(1:2)8 10¢(3:6)T 3(5:5)8x% 8(1:3)T 4(2:6)8
12¢(1:5)T 6(3:5)8

B8(2:5)S
UMC 122 - 3(1:86)T 3(3:5)8 1(4:4)S*  1(1:5)S
4(1:6)T 5(5:5)8% 2(1:4)s 3(2:4)T
9¢(4:5)8 7(2:5)8 10(4:4)Tx
8(3:5)S

x B;;das que estiveram presentes em todos o0& individuos

testados do grupo,

A "0 primeiro valor corresponde ao numero da banda, © segundo

© nimero de vezes que a banda estid presente: namero de
individuos testados, e a letra T ou S, se a banda representa
plantas F2 tolerantes ou suscetiveis,



Tabela 10, Bandas que discriminaram individuos tolerantes e
suscetiveis ao Al quando utilizou-se a enzima Eco RV,
SONDA 57x1327 57x6889 53x16 53x15 19x1327
UMG 6 5(2:2)8T  1(1:6)T  8(1:4)s  4(2:2)T 3(3:4)S
7(2:2)8 2(2:6)T 5(1:4)5 5(2:4)S
4(1:8)T B(e:e)T 8(1:4)T
8(1:86)T B(4:4)Sx
10¢(4:5)5 10(3:4)T
UMC 34 1(2:2)S 3(5:8)T - 2(1:2)T B(1:4)T7
B(1:2)S 4(2:8)T 10(3:4)T
UMC 36 1(1:2)8 2(4:6)T 4(3:4)8 5(1:2)T 6(1:4)T7
3(1:86)T7 6(3:4)T
UMC 48 1(2:2)S B(3:8)T 4(4:2)8 4(1:2)5 3(1:4)T
2(1:2)8 10(1:4)8 5(2:2)T 16(2:4)T
12(1:2)8 13(3:4)S 6(1:4)S
7(4:4)8x
13(e:e)T
14¢1:2)T
16(4:2)T
UMC 4122 1(4:2)8 1(2:6)T - a(1:2)T 3(1:4)T
3(2:2)s 3(2:8)T 3(1:3)s 7¢1:4)T
6¢1:2)8 4(3:8)T 89(2:5)Ss
7¢(2:2)8
8(1:2)T
8¢(1:2)s
x Bandas que estiveram presentes em todos o0& individuos

testados do
mais de quatro
0 primeiro valor corresponde ao numero da banda,

nimero

grupo

(consideraram-se

individuos),

vezes em que a banda ests

individuos tolerantes ou suscetiveis,

somente o0s

presente:
individuos testados, e a letra T ou S, se a banda representa

grupos

0o segundo ©
de |

numero

com



Ns Tabela g, observa-se que no cruzamento 53 x 16
houve 3 casos onde uma bands apareceu em todos os 5 individuos
testados do grupo suscetivel: sonds UMC 36, banda 7; sonda UMC
48, banda 3 e sonda UMC 122, banda 5., Utilizando a distribuigao
binomial, a probabilidade da ocorréncia destas bandas com a
suscelibilidade ter sido devida ao acaso foi de (0,52, ou 3,1%.
Do mesmo modo, no cruzamento 53 x 15 a banda 3 da sonda UMC B e a
banda 1 ds sonda UMC 122 est3o relacionadas com a suscetibilidade
ao Al, com 6,25% de probabilidade de ser devida ao acaso, Este
mesmo percentual teve a banda 10 da sonda UMC 122 no cruzamento

18: x: 4327,

Na tabela 10, somenle a banda 8 da sonda UMC B
(cruzamento 19 x 1327), e a banda 7 da sonda UMC 49 <(cruzamento
53 x 15) estiveram relacionadas com a suscetibilidade ao Al, cada

uma tendo 6,25% de probabilidade de ser devida ao acaso,

Ainda em relagio 3s tabelas 8 e 10, observa-se Qque

nenhuma banda que discriminou individuos tolerantes ou
suscetiveis em um cruzamento teve igual efeito em outro
cruzamento, mesmo naqueles onde o parental tolerante ou
suscetivel eram comuns, Deste modo faz-se necessario definir os

padrdoes de RFLP dos parentais e F1‘s para cada cruzamento, e a
partir dai proceder normalmente &s analises de RFLP na geragao
segregante F2 de cada cruzamento a fim de detectar |igagbes entre

as sondas e os alelos que conferem a tolerancia ao Al toxico,
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Para que se pudesse ter maior confiabilidade na ligagao
das sondas citadas nos pardgrafos anteriores com algum dos locos
da tolerancia ou suscetlibilidade ao Al, um nJumero maior de

individuos FZ2 deve ser analisado, algo em torno de 10% dos
individuos mais tolerantes e 10% dos mais suscetiveis da
popula¢cdo testada, localizados nos extremos dos grédficos de

distribuvigao de frequéncia do CRRS (David Hoisington, comunicag3o

pessoal ),

Como jd -foi comentado no presente trabalho, a8
combinacdes de sonda x enzima de restri¢do produziram padrdes de
RFLP com varias bandas, Deve-se ressaltar contudo que a procura
Por combinagbes que produzam 3 a3 6 bandas é de fundamental
importancia para os estudos de ligag30 entre sondas e Ilocos

relacionados com um carater (ZEHR et alii, 1982),

A adaptagdo das técnicas envolvidas na andlise de RFLP,
Para que estas fossem executadas com eficiéncia e repetibilidade,
foi a etapa que consumiu mais tempo e esforgo no presente
trabalho, e que levou a resul tados pioneiros no pais utilizando a3
marcagio e detec¢do ndo-radiativa das sondas com o0 sistema
digoxigenina, Percebe-se com estes resultados preliminares que
existe um grande potencial da anilise de RFLP no sentido de

auxiliar o melhoramento genético através da selegdo assistida por

marcadores moleculares,
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1)

e)

3)

D
o

CONCLUSGBES

Os resul tados obtidos com o CRRS indicaram que o carater
tolerancia a toxidez do aluminio é de natureza quantitativa,

e que hd ocorréncia de interagdo alélica de dominancia,

0 sistema de marcacdo e detecg¢3ao nSo-radiativa das sondas com
digoxigenina mostrou-se uma metodologia perfeitamente viavel

Para ser ulilizada na analise de RFLP,

A analise de RFLP indicou que podem haver regibes no
cromossomo 2 relacionadas com locos do carater tolerancia &

Toxidez do Al,
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6. RESUMO

UTILIZACZO DA ANALLISE DE RFLP NO ESTUDO DA

TOLERANCIA A TOXIDEZ DO ALUMINIO EM MILHO

No presente trabalho foram utilizadas quatro linhagens
de milho tolerantes (15, 16, 699 e 1327) e trés suscetiveis so Al
toxico (18, 52 e 57), oriundas do programa de melhoramento de
milho do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo/EMBRAPA, A
geracao F2 foi constituida dos cruzamentos 57 x 1327, 57 «x 698,
53 x 16, 53 x 15 e 19 x 1327, As avaliagdbes dos parentais, F1 e
F2 foram realizadas em solug3o nutritiva contendo alto teor de
aluminio (222 umol AI/1) em casa de vegetagao, no delineamento
inteiramente casualizado, Para avaliar a teclerancia ao Al
utilizou-se o Comprimento Relativo da Raiz Seminal - CRRS
(comprimento final subtraido do comprimento inicial dividido
pelo comprimento inicial), Apos 7 dias as plantas F2 mais
Tolerantes e mais suscetiveis de cada cruzamento foram
selecionadas e submetidas & analise de RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism), Utilizaram-se na analise as enzimas de



restrigdo0 Eco RI e Eco RV, em combinagéo com 5 sondas de DNA de
diferentes regibes do cromossomo 2 (UMC 34, UMC 6, UMC 122, UMC
49 e UMC 3B), Os objetivos foram viabilizar a3 utilizagdo da
melodologia ndo-radiativa de marcagio das sondas de DNA com o©
sistema digoxigenina na anélise de RFLP, e encontrar alguma
relagcao entre as sondas testadas e locos da tolerancia ao Al, Os
resuitados obtidos com o sistema digoxigenina mostraram que sua
utilizagd8o € perfeitamente vidvel em ansdlises de RFLP, Houve
indicativo da existéncia de regides no cromossomo 2 relacionadas

com locos do carater tolerancia & toxidez do Al.



7« SUMMARY

RFLP ANALYSIS OF ALUMINUM TOLERANCE IN MAIZE

Four aluminum tolerant maize lines (15, 16, 688 and
1327) and three nontolerant ones (49, 52 and 57), originated from
the maize breeding program of the National Maize and Sorghum
Research Center - CNPMS/EMBRAPA were used in this work, The Fe
generation was constituted of the crosses 57 x 1327, 57 x 698, 53
x 16, 53 x 15 e 19 «x 1327. The degree of tolerance to aluminum.oi
the parents, F1 and F2 were determined .through measurements of
the Relative Seminal Root Length of seedlings grown in nutrient
solution containing 222 umol of Al/1, The experiments were
carried on under greenhouse condition in a completely randomized
design, After seven days the most tolerant and nontolerant F@2
individuals from each cross were selected and wused for RFLP
analysis, Two restriction enzymes, Eco Rl and Eco RV, were used
in combination with five DNA probes from different regions of the
chromosome 2 (UMC 34, UMG 6, UMC 122, UMC 48 and UMC 36)., The

objectives were to viabilize the wuse of the nonradicactive



fabeled probes with the digoxigenin system, and to Ilook for
retationship among the probes wused and the loci of the Al
tolerance. The results showed that the digoxigenin system is
sensitive and reliable for RFLP analysis, Some regions of the
chromosome 2 are probably related with loci controlling Al

tolerance in maize,
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