Novas regides gendmicas associadas com tolerancia ao aluminio em uma
populacdo de milho do Quénia
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais
produzido no mundo e de grande importancia
economica e social, sendo utilizado para a
alimentacdo humana, animal e como fonte de
biocombustivel (Awika et al., 2011). No
Quénia, o setor da agricultura é responsavel por
1/3 do produto interno bruto (Oluoch-Kosura,
1999). Segundo a Rede de Sistemas de Alerta de
Fome (2014), com excecdo de escassas areas,
todo o pais sofre uma situacdo de inseguranca
alimentar, pois na ultima colheita de milho, o
alimento basico no Quénia, ndo foi suficiente
para alimentar toda a populacao.

Da area total do Quénia, 16% sao
classificados como de alto a médio potencial
para a producdo agricola, sendo que 0s outros
84% sdo constituidos por terras aridas e semi-
aridas. Solos acidos sdo comuns em regides
tropicais, onde a producdo de grdos é baixa
comparada com o rendimento potencial das
culturas (Oluoch-Kosura, 1999). Nesses solos, a
presenca de aluminio (Al) inibe o crescimento
da raiz, impedindo que a planta obtenha &gua e
nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento
ideal. Isso ocorre porque o Al é solubilizado na
solucdo do solo na forma de cation trivalente
(APFY), sendo altamente téxico as raizes
(Kochian, 1995).

Apesar de haver estratégias agrondémicas
capazes de aumentar o pH do solo, elas ndo sdo
efetivas nas camadas subsuperficiais e

aumentam o custo de producdo. Assim, uma
forma economicamente viavel para o
desenvolvimento agricola em solos acidos
consiste na identificacdo de regibes genémicas
associadas com a tolerdncia ao Al, buscando
compreender os mecanismos moleculares que
conferem tal caracteristica (Foy, 1984).

Vérios genes de tolerdncia ao Al ja
foram identificados e caracterizados em plantas,
incluindo transportadores de &cidos organicos,
transportadores do tipo ABC, transportadores de
AP¥* e fatores de transcricdo. Membros da
familia MATE demonstraram mediar a
exsudacdo de citrato ativado por Al em algumas
espécies de plantas, incluindo o sorgo
(Magalhdes et al., 2007). Um homologo
funcional ao gene de sorgo, SbMATE, foi
caracterizado em milho, ZMMATEL,
colocalizando com um QTL de efeito maior
para a tolerancia ao Al no cromossomo 6
(Maron et al., 2010; 2013).

A populagdo utilizada no presente
trabalho foi derivada de linhagens do programa
de melhoramento de milho do Quénia,
representando um germoplasma até entdo
inexplorado do ponto de vista genético-
molecular como fonte de tolerdncia ao Al.
Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi
identificar regides genémicas associadas com a
tolerancia ao Al em uma populacdo segregante
de milho originaria do Quénia.

MATERIAL E METODOS



Material genético- Foram utilizadas 180
familias F,.3 derivadas de um cruzamento entre
duas linhagens de milho contrastantes para a
tolerancia ao Al do Quénia, 203B-14 e SCH3. A
linhagem 203B-14 apresenta alta tolerancia ao
Al, equivalente a tolerancia de Cateto Al237,
linhagem considerada como padrdo de
tolerancia no Brasil. Ja a SCH3 é uma linhagem
com atributos agronémicos para o programa de
melhoramento do Quénia e possui sensibilidade
ao Al semelhante a L53, utilizada como controle
sensivel no Brasil.

Avaliacdo da tolerancia ao aluminio
em solugdo nutritiva- O experimento foi
conduzido em cémara de crescimento com
temperatura controlada 25/27 °C dia/noite e
umidade relativa de 75%. As sementes foram
desinfestadas com 0,5% de hipoclorito de sddio
durante 5 minutos, enxaguadas com agua
deionizada e germinadas durante trés dias em
rolos de papel de germinagdo umedecidos. As
plantulas foram transferidas para copos de
polietileno e mantidas em solugdo nutritiva
descrita por Magnavaca et al. (1987) com pH
4,0 sob aeracdo continua. Apd6s uma
aclimatizacdo em solucdo nutritiva completa
sem Al durante 24 h, o comprimento inicial da
raiz seminal (CIRS) foi medido em todas as
plantulas, que foram transferidas para bandejas
contendo solucdo nutritiva com atividade {39}
UM AP* ou sem Al, pH 4,0. Depois de crescer
por cinco dias, o comprimento final da raiz
seminal (CFRS) foi medido. A tolerancia foi
avaliada como o crescimento relativo de raiz
seminal (RNRG) medido como (CFRS - CIRS)
com Al dividido por (CFRS - CIRS ) sem Al.

As progénies foram avaliadas em seis
experimentos em delineamento em blocos
casualizados com trés repeticdes, e duas
linhagens, L53 e Cateto Al237, foram utilizadas
como testemunhas comuns em cada
experimento. A andlise de variancia dos dados
fenotipicos foi realizada utilizando Proc GLM
(SAS Institute, Inc., 1999). A herdabilidade foi
calculada com base nas médias dos genotipos.

Marcadores moleculares- O DNA foi
isolado a partir de folhas jovens, utilizando o
método de CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984).
As reacdes de PCR para os marcadores
microssatélites ndo  fluorescentes  foram
realizadas de acordo com Ninamango-Cardenas
et al. (2003), e os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese em géis de

poliacrilamida a 10% e corados com prata.
Imagens obtidas foram fotografadas sob luz
branca em sistema de imagem Kodak. As

sequéncias dos iniciadores e localizacdo
genébmica dos SSRs foram obtidas no Maize
Genetics and Genomic Database

(http://www.maizegdb.org/). Os SNPs foram
mapeados na populagdo usando Kompetitive
Alelle-Specific PCR, denominado de ensaio
KASP por meio da empresa LGC Genomics
(www.lgcgenomics.com). A informagdo da
sequéncia e posicdo fisica de SNPs estdo
disponiveis no Panzea
(http://www.panzea.org/db/searches/webform/m
arker_search).

A reacdo de amplificacdo de
microssatélites com iniciadores fluorescentes foi
realizada com 50 ng de DNA, tampdo 1X,
MgCl; 2,5 mM, 166 uM de cada dNTP, 0,2 mM
de cada iniciador e 0,5 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) em um volume total de
15 pL. Os ciclos de amplificagcdo consistiram de
uma desnaturacdo inicial a 95 °C durante 2
minutos, seguidos por oito ciclos a 94 °C
durante 20 segundos, 60 °C (-1 °C/ciclo)
durante 1 minuto e 72 °C durante 1 minuto,
seguidos de 35 ciclos de amplificacdo a 94 °C
durante 20 segundos, 53 °C durante 1 minuto e
72 °C durante 1 minuto, com um passo de
extensdo final a 72 °C durante 5 minutos. Apos
a PCR, as reacBes foram diluidas em &gua
(1:100), sendo misturados 2 pL de cada uma das
amostras  juntamente com 0,3 pL de
GeneTAB500 (GenelD) e 9,7 pL de Tween 20
0,1%. A mistura foi desnaturada a 94 °C por 5
minutos e transferida para um banho de gelo
antes da aplicacdo. A eletroforese capilar foi
realizada em MegaBace 1000 (Amersham
Biosciences), utilizando a injecdo com 3kV por
45 segundos e corrida a 10kV por 75 minutos.
Os resultados foram avaliados no software
Fragment Profile 1.2 (Amersham Biosciences).

Mapa Genético- Os marcadores foram
testados para a segregacdo esperada de 1:2:1
usando estatistica qui-quadrado (p <0,05). O
mapa genético foi construido utilizando o
software MAPMAKER / EXP 3.0b (Lander et
al., 1987) com LOD minimo de 3 e fragdo de
recombinacdo méxima de 0,40. A fracdo de
recombinacdo foi convertida em distancia
genética por meio da funcdo Kosambi
(Kosambi, 1944).

Mapeamento de QTLs- Foi realizado
utilizando o mapeamento de intervalo mdltiplo
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(MIM) proposto por Kao et al. (1999) e
implementado pelo QTL Cartographer 2.5 para
Windows (Wang et al., 2012). O modelo final
MIM foi selecionado ap0Os varias rodadas de
ajustes dos efeitos principais e das interacdes
entre QTLs com base no critério de Bayesian
Information Content (BIC). A posi¢do, 0s
efeitos e a propor¢do da variadncia genética
explicada pelos QTLs individuais, bem como o
R? total do modelo, foram obtidos pelo MIM.
Os intervalos de confianga foram estabelecidos
como um intervalo de suporte LOD (Lander &
Botstein, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tolerancia ao aluminio (Al) com base
no crescimento relativo de raiz seminal (RNRG)
apresentou uma ampla variabilidade genética,
com baixo coeficiente de variacdo (8,82%) e
alta herdabilidade (97,07%). Esses resultados
indicam que a populagdo alvo é adequada para
analise de QTL e que os dados fenotipicos
possuem alta confiabilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de variancia agrupada com
testemunhas comuns para a tolerancia ao Al na
populacéo de mapeamento.

Fonte de Variagado DF Quadrado Médio
Rep/Experimento 12 26,86
Experimento(E) 5 1650,29**
Controle X E 5 103,66**
Geno6tipos ajustados 183 715,48**
Controles 1 50912,12**
Gendtipos/E 176 357,79**
(Controle x Geno6tipo)/E 6 2841,73**
Residuo 376 10,49
Média Geral 36,72
Média dos Geno6tipos 35,34
Média dos Controles 57,61
CV(%) 8,82
Herdabilidade (%) 97,07

** significativo a 1% pelo teste F

Os 132 marcadores polimorficos foram
ordenados ao longo dos 10 grupos de ligacéo e
cobriram 1164,7 centiMorgans (cM) do genoma
do milho, com uma média de um marcador a
cada 9 cM. Desses marcadores, 117 foram do
tipo SNPs e 15 SSRs (Figura 1).
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Figura 1. Mapa genético construido com 132
marcadores moleculares.

Um total de cinco QTLs foi associado
com a tolerancia ao Al nos cromossomos 1, 5, 8,
9 e 10, explicando aproximadamente 47% da
variacdo fenotipica para RNRG, incluindo
efeitos epistaticos (Tabela 2).

Tabela 2. QTLs associados com tolerancia ao
Al utilizando o mapeamento por intervalos
multiplos.

QTL Cro Marcador Posicdo (cM) Tipo LOD Efeito R?(%)

1 1 PZA00356_8 184.4 A 45  4.060 6.3
D 19 -3.859 3.4
2 5 PZA00222_7 46.6 A 29 3211 3.9
D 13 2878 15
3 8 PHM10525_11 71.6 A 0.1 -0.568 0.4
2.0 -3.580 3.6
4 9 PHM229_15 2 A 23 -3.095 4.1
11 -2.882 1.0
5 10 PHM1752_36 3.2 A 3.8  3.406 5.8
D 02 1130 0.3

Interacdes
1x3 DD 26 9.197 5.6
1x4 DA 22 6.549 4.8
1x5 DA 23 -6.155 42
1x5 AA 10 3179 1.8

Total R? (%) 46.74

Foram identificados QTLs com efeitos
aditivos e devido a dominancia, explicando



relativamente pequena proporcdo da variancia
genotipica da tolerdncia ao Al. J& os efeitos
epistaticos foram significativos e com elevada
importancia, sendo compardvel aos efeitos
principais. Os QTLs identificados nos
cromossomos 5, 8 e 10 sdo coincidentes com
regibes previamente associadas com a tolerancia
ao Al em outros trabalhos (Sibov et al., 1999;
Ninamango et al., 2003; Conceicao et al., 2009).
Dentre eles, podemos ressaltar o QTL mapeado
no cromossomo 5, cuja regido gendmica co-
localiza com o gene ZmNratl, previamente
associado a tolerancia ao Al em milho por
Guimardes et al. (2014) (Figura 2). O gene
ZmNratl é homologo ao OsNratl, que codifica
um transportador de AI** associado a tolerancia
ao Al em arroz. Curiosamente, nenhum QTL de
tolerancia ao Al foi detectado no cromossomo 6,
onde um QTL de efeito maior foi mapeado em
uma populacdo de RILs derivada da linhagem
brasileira Cateto Al237 (Guimaraes et al.,
2014). No entanto, novas regibes gendmicas
foram identificadas nos cromossomos 1 e 9.
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Figura 2. QTL de tolerancia ao Al mapeado no
cromossomo 5, co-localizado com o gene
candidato ZmNratl.

CONCLUSAO

Foi possivel identificar novas regides
genbmicas associadas a tolerancia ao Al, sendo
confirmados outros QTLs, incluindo a co-
localizagio com o0 gene ZmNratl, serd
investigado em estudos posteriores.
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