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Introducéo

O milho é um cereal de fundamental importancia na alimentagdo animal e humana,
alem de ser relevante para varios setores da industria. A producdo de milho em 2019 foi de
1,4 bilhdo de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor no mercado internacional
(FAO, 2021). A expectativa de producdo de milho no Brasil é de 85,7 milhdes de toneladas
para a safra 2020/2021, o que representa uma reducdo de 16,4% em relacdo a safra
2019/2020. Essa reducdo ocorre em funcdo da perda de produtividade de 27% na segunda
safra (Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos, 2021), safra altamente influenciada
pelas condi¢des climaticas, com énfase na distribuicdo de chuvas. A regido agricola brasileira
possui uma prevaléncia de solos acidos, que apresentam alta saturacdo de aluminio (Al). A
presenca do Al toxico na solucéo do solo danifica o sistema radicular, limitando a absorcao de
agua e nutrientes (Kochian et al., 2015), o que, consequentemente, reduz o desenvolvimento
das plantas. Assim, o Al téxico influencia negativamente a producéo do milho no Brasil.

As plantas possuem diferentes mecanismos de tolerancia ao Al, que culminaram na
caracterizacdo de varios genes envolvidos nesses mecanismos (Kochian et al., 2015). Em
milho, apenas o gene ZmMMATEL foi identificado como responsavel por 16% a 30% da
tolerancia ao Al em populacGes segregantes (Maron et al., 2010; Guimarées et al., 2014). O
gene ZMMATEL codifica um transportador de membrana, que promove a exsudacao de citrato
no apice radicular das linhagens tolerantes (Maron et al., 2010), restringindo a entrada do Al
nas células da raiz.

O aumento da expressdo do gene ZMMATE1L na presenca do Al no apice radicular é o
mecanismo molecular responsavel pelo aumento da tolerancia ao Al conferido por esse gene
em milho, que esta associado com a presenca de trés copias em tandem do gene (Maron et al.,
2013). No entanto, Guimaraes et al. (2014) identificaram linhagens de milho brasileiras com
altos niveis de expressdo do gene ZMMATEL e com apenas uma unica copia dele, sugerindo
gue outros mecanismos, além do nimero de cdpias do gene, controlam os altos niveis de
expressdao do gene ZmMMATEL. Posteriormente, um polimorfismo de um nucleotideo Unico,
SNP, foi identificado na regido promotora associado com a alta expressdo do ZmMATEL em
um conjunto reduzido de linhagens de milho brasileiras (Barros et al., 2016).

Assim, o presente trabalho explorou a variabilidade genética de linhagens-elites e de
acessos do Banco de Germoplasma de Milho da Embrapa quanto a resposta ao Al em solucéo
nutritiva, aos polimorfismos no gene ZMMATEZ1 e aos niveis de sua expressao.
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Materiais e Métodos

Materiais Genéticos

Foram utilizados 80 materiais genéticos de milho, incluindo linhagens-elites do
programa de melhoramento e acessos do Banco de Germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo.
As linhagens utilizadas como testemunhas foram Cateto Al237, como altamente tolerante ao
Al, e L53, como sensivel ao Al.

Tolerancia ao Al em Solugdo Nutritiva

As sementes foram esterilizadas superficialmente com hipoclorito de sédio a 5%, em agitacao
constante por 5 minutos, enxaguadas com &gua deionizada e germinadas em papel de
germinacdo por quatro dias, sendo 24 horas a 30 °C, e em seguida foram mantidas por trés
dias na camara de crescimento. Plantulas homogéneas foram colocadas em copos de
polietileno e em contato com a solucédo nutritiva descrita por Magnavaca et al. (1987), com
pH ajustado para 4,0 e aeracdo constante. O experimento foi conduzido na camara de
crescimento com fotoperiodos de 12 horas e temperatura de 27 °C durante o dia e 21 °C
durante a noite.

As plantulas foram mantidas por 24 horas em solugdo nutritiva sem Al para
aclimatacdo, e a raiz seminal de todas as plantulas foi medida, gerando o dado de
comprimento inicial (CI). Em seguida, metade das plantulas foi mantida na solucdo sem Al e
metade foi transferida para solugdo nutritiva contendo {39}uM de atividade de AIF*. Apds
cinco dias da medicao inicial, as raizes foram medidas novamente, gerando o comprimento
final (CF) das raizes. O crescimento das raizes foi avaliado pela diferenca entre o
comprimento final e 0 comprimento inicial, obtendo o crescimento liquido da raiz (CLR) na
solucdo nutritiva com e sem aluminio. A tolerancia ao Al foi avaliada pela razdo entre o CLR
(com Al) e o CLR (sem Al) multiplicada por 100, que equivale ao Crescimento Relativo da
Raiz (CRR) em porcentagem.

Foram realizados seis experimentos delineados em blocos casualizados com trés
repeticdes, sete plantas por repeticdo, tendo as linhagens Cateto Al237 e L53 como
testemunhas comuns entre 0s experimentos. A andlise estatistica foi realizada por meio da
andlise agrupada em blocos, e as médias ajustadas do CRR (%) foram agrupadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% utilizando o programa Genes (Cruz, 2016).

Genotipagem do polimorfismo na regido promotora do gene ZmMATEL

Folhas de sete plantulas foram utilizadas para representar cada gendtipo, congeladas
com auxilio do nitrogénio liquido e armazenadas no freezer a -80 °C até a extracdo do DNA.
O DNA gendmico foi extraido pelo método CTAB descrito por Saghai-Maroof et al. (1984) e
quantificado com o auxilio do NanoDrop 1000 (Termo Fisher Scientific, Walthan, MA).

As reacOes de amplificacdo utilizaram 20 ng de DNA, 14 pL do KASP Assay Mix 2x
com os primers e 0,5 pL. de KASP Master Mix 54x. A amplificacdo foi realizada com 94 °C
por 15 minutos, seguidos por 10 ciclos a 94 °C por 20 segundos, 61 °C durante 1 minuto
reduzindo 0,6 °C por ciclo, acrescido por 26 ciclos a 94 °C por 20 segundos e 55 °C por 1
minuto. As reacOGes foram avaliadas no leitor de fluorescéncias FLUOstar Omega (BMG
Labtech Ortenberg Alemanha) e convertidas na genotipagem com o auxilio do programa
KlusterCaller 1.1 (LGC Genomics, Teddington, Inglaterra).
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Quantificacdo do numero de copias do gene ZMMATE1

Linhagens com o alelo superior do gene ZmMMATEL, identificadas por meio da
genotipagem, foram avaliadas quanto ao nimero de copias desse gene, utilizando o método de
PCR quantitativo em tempo real de acordo com a metodologia proposta por Maron et al.
(2013). A reacéo foi realizada com 100 ng do DNA, 5 pL de Fast SYBR Green Master Mix e
16,6 pL de cada primer. A amplificacédo foi realizada com 40 ciclos: um ciclo a 95 °C por 20
segundos para iniciar a amplificacdo e 39 ciclos a 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 30
segundos. Os valores foram inseridos na formula ACt = Ct gene alvo — Ct gene enddgeno, 0
valor de ACt gerado foi comparado ao valor de ACt da amostra calibradora, a L53 sensivel ao
aluminio, gerando o valor de AACt, que foi usado na formula final 2° 24!, que é utilizada para
a obtencdo da quantificacdo do DNA.

Anélise da expressdo do gene ZmMMATEL

O perfil de expressdo do ZMMATEL foi avaliado nas mesmas condicOes da avaliagdo
da tolerdncia ao Al, porém utilizando 1 cm do apice radicular de plantulas cultivadas por 6
horas na solugdo nutritiva contendo {39}uM de atividade de AI**. O RNA foi extraido de 14
apices utilizando o kit SV Total RNA Isolation System, seguindo as especificagdes do
fabricante. A sintese do cDNA seguiu 0 método da transcriptase reversa. Ao final as amostras
foram quantificadas no NanoDrop 1000 e corridas em gel de agarose a 2% para analise da
qualidade.

As amostras foram avaliadas pelo método de PCR quantitativo em tempo real, no
equipamento 7500 Fast-Real Time PCR e utilizando a fluorescéncia SYBR Green. O calculo
da expressdo relativa foi realizado pelo método 2724¢t (Livak; Schmittgen, 2001) com trés
repeticdes técnicas para cada amostra bioldgica.

Resultados e Discussao

Os genotipos de milho apresentaram ampla variabilidade para tolerancia ao Al,
avaliada com base na porcentagem do crescimento relativo de raiz (CRR), sendo classificados
em seis grupos de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, desde altamente
tolerantes (110%-95% CRR) até os altamente sensiveis (23%-31% CRR). Dentre 0s gendtipos
altamente tolerantes ao Al, além dos padrdes de tolerancia, Cateto Al237 e Cat100-6 (Maron
et al., 2013), se destacaram trés acessos Catetos do banco de germoplasma (Cateto Composto
Séo Simdo, Cateto Composto Botucatu e Composto Racial Cateto I) e a linhagem Piracicaba
04.05. Tal resultado confirma que a raca Cateto € uma fonte de tolerancia ao Al e apresenta a
linhagem Piracicaba 04.05 como fonte de novos genes de tolerancia ao Al.

A presenca do polimorfismo na regido promotora do gene ZmMATEL (SNP T/C) foi
altamente correlacionada com a expressdo do gene (r = 0,81) (Figura 1A), indicando que o
polimorfismo deve exercer um controle significativo na expressdo do gene ZmMATEL, uma
vez que a analise foi realizada em um conjunto de 80 genétipos de milho amplamente
diversos. O alelo TT esta associado com a alta expressao do gene ZmMATEL, indicando que
esse polimorfismo pode ser utilizado como marcador para minerar a presenca do alelo
superior desse gene. No entanto, quatro linhagens da Embrapa e uma do CIMMYT
apresentaram o alelo TT e baixa expressdo do gene ZmMMATEL, necessitando de uma maior
investigacdo funcional para esse polimorfismo.
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Por outro lado, o SNP T/C apresentou uma menor correlacdo com a tolerancia ao Al
(r = 0,48), realcando linhagens altamente tolerantes ao Al com o alelo CC e com baixa
expressdo do gene ZmMMATEZL, que evidencia a existéncia de outros genes de tolerancia
diferentes do ZmMATE1 nessas linhagens. Esse resultado é altamente coerente com a
porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo gene ZmMATEL na tolerancia ao Al em
populacdes biparentais (r? ~0,20, Maron et al., 2010; Guimaraes et al., 2014) e confirma a
existéncia de outros mecanismos de tolerancia ao Al em milho, como demonstrado em outros
trabalhos (Pifieros et al., 2005; Matonyei et al., 2020).
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Figura 1. Correlagdes do SNP T/C com a expressao do gene ZmMATEL1 e a tolerancia ao Al
avaliada com base no comprimento de raiz (CRR) em um conjunto de 80 genotipos de milho
avaliados em solucdo nutritiva com e sem {39} uM de atividade de aluminio.

A presenca de trés copias do gene ZmMMATEL (CNV) foi observada em apenas 10%
dos gendtipos de milho avaliados, incluindo todos os acessos da raca Cateto, uma linhagem
do CIMMYT (CLA321) e duas linhagens da Embrapa (580056_8 e 5100317_5). Todas essas
linhagens apresentaram alta tolerancia ao Al (CRR acima de 82%), alta expressdo do gene
ZmMATEL e o alelo TT. O CNV é um polimorfismo raro em milho, conforme demonstrado
por Maron et al. (2013), que esta associado com a alta tolerancia ao Al, conferida pela elevada
expressdo do gene ZMMATEZL. Assim, o conjunto de gen6tipos de milho avaliado no presente
trabalho possibilitou identificar novas fontes de tolerancia ao Al e validar as associacdes dos
polimorfismos no gene ZMMATEL, previamente identificados, com a tolerancia ao Al em
milho. Por outro lado, os mecanismos que controlam a tolerancia ao aluminio e a expressao
do gene ZMMATE1 sdo complexos em milho e englobam outros fatores além do gene e dos
polimorfismos avaliados no presente trabalho.

Concluséao

Novas fontes de genes e mecanismos que controlam a tolerancia ao Al foram
identificadas.

Os polimorfismos associados ao gene ZMMATE1, previamente identificados em um
pequeno nimero de genotipos, foram validados em um conjunto de 80 gendtipos de milho
com ampla diversidade genética.
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Outros polimorfismos, além do SNP T/C e do nimero de copias, modulam a expressao
do gene ZMMATEL, e outros mecanismos, além da alta expressdo do gene ZmMATEL,
controlam a tolerancia ao Al em milho.
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