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INTRODUCAO

A presenca do aluminio téxico (Al’*) nos solos limita o crescimento
e a produtividade das culturas. Em concentragbes excessivas na
solugdo do solo o Al¥* causa primeiramente reducédo da elongagédo das
raizes (Figura 1). No entanto, as plantas cultivadas apresentam grande
amplitude de variagédo genética quanto a tolerancia ao Al**. Um gene de
efeito principal para tolerancia ao aluminio, denominado Altg,, foi
identificado na cultivar BH1146 de trigo e o marcador do tipo RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphim) Xbcd1230 encontrado
associado a esse gene (Figura 2). Com base na seqliéncia da sonda,
buscou-se o desenvolvimento de um marcador PCR-especifico, o qual,
se associado tolerancia ao AlI** em Toropi, podera ser utilizado na
selegédo assistida por marcadores.
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Figura 1- Efeitos do AI3* em raizes de trigo crescidas em solugdo xncaxzaBoH

nutritiva contendo 0 e 74uM Al**, na forma de AICI, : a- Anahuac 62— | | X019t
(sensivel) ; b- Toropi (tolerante).
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Figura 2- Cromossomo 4DL de trigo (Rodriguez-
Milla & Gustafson, 2001), com a localizagdo do
gene Alty, para tolerancia ao Al** (verde) e

OBJ ETIVO marcador a ele associado (vermelho).

Verificar a utilidade do marcador Xbcd1230 para identificar o gene responsavel pela tolerancia ao aluminio téxico na cultivar Toropi de trigo.

METODOLOGIA

v' Material vegetal: genétipos de trigo Toropi (tolerante) e Anahuac
(sensivel), e 90 linhas da populagéo F;

v Extragdo de DNA (Murray & Thompson, 1980);

v" PCR (Polymerase Chain Reaction) com marcador STS Xbcd1230;

v Clonagem dos amplicons Kit TOPO TA® (Invitrogen);

v Sequenciamento ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer;

v' Andlises de Bioinforméatica: o alinhamento pairwise entre as
sequéncias dos genétipos (EMBOSS) — (Figura 3);

v Projegéo e sintese de primers SNP’s;

v Otimizacdo da PCR: temperatura de anelamento e nimero de ciclos
(Figura 4);

v’ Validagdo na populagdo segregante.

TORGPY  TOLAC A CAGGATTGAC TG NTTOCTCATACAGATCACAG TECACHGG A ACAATGARTAGCTTGT 80
AVHUC TOCAT AMCCAGATTGA TGACTTA TOARTACCAGATU A AGLTG A AGRCANCAANTG ARTEG TG 79

TORPI CAGTTAGTACATGSTGARTG T GATAATCATGAGATGATATATG T TGTTCAGTCTAGTTATAAACTACAG 160
AVHIC CAGTOT AGTA ATGBTGATG T A GATAATCATGAGATGATATATGTU TGTTAGTCTAGTTATAAACTACAG 150

TORPI  ACATOITTACTTGTL GG GTAAGACACAGTTGAAATG A TAGTTTTACTECAATTAGTLTATOCAGG G/GT 240
AV ACATGTTTACTTGT GAG GTAGA A AGTTAGA GTANTAGTTTTACTG ARTTAGTCTTATLANGRCAGAT 230

TORPI A GTTACATEGAMATAGTAMANAACGTG A GTUTATGTTACA CAGAN G TCGACTTTUACTTTGARTIL. 220
ANHUC A GTTA ATGGAATHGTAAY GG AGGT TATGTTA A TAGYG | TTGRA TTT A TTTGARTLE 319

TORPI GITATTATUTTAT MGG AT ATGIGIGTAATGTGGATIGT A GTAGT GAGATRAT ATGTAGTGAAT 400
AN GTTATTAATCTTATL MG A ATGTRAGTA ATGTGRATAGT AGTHGT FGATGAT ATGTAGTGWAT 399
TOROPY  TOTACAATTUCACT AGAAG AGTA AGTTTUAT TTANCTAGAA B TAG TATACTTATACTATG TGATAR 480
ANHUC TOT A AATTUC AT AGAG AGTA AGTTTU AT TTAA TAGAA. B TAG TATATTATACTATG TGATARA 479

TORPI A ATGATGAGTAG TARATAGTA GAGTGA TAG 1 GATUTA AGARTUACATACATATTU TGATTAGETTTT 560
ANHUC G ATATGAGTA GUTARATAGTAGAGTGA TAG 1 GATUTA AGASTACATACATATTLTGATTAGETTTT 558

TORPY GTGCTTUTTOCANCAC ATENTTTUGTGAGTCACCATTTTAGTGTTAA [TACTAATCTAGTACCATOCATTGATTTT
AVHIC GTGTTUTTUCAACAC| ARTUTTT CGTGAGTCACCATTTTAGTGTTAMTACTARTUTAGTA-ATCARTIGATTTILC 637

TOROPY  ANACATTA GEACATUIGAGATACATC GITATGTAGAGAGGYGARTTNTTAN TIAAGTNCATATTCINTIGEAC 716
ARG ACATTAGCACAT G GATA ATCAGTATGTAGAS G, AGATTTTACATTCANGTACKTATTLTATIGLAC. 716

TORCPI TOAGNIGRG TOXCAGIGSTNARANCACCTLC GETTTTG: TOCANGGBINANTTCN GOXTAC ™
AN TOGGNGBE0N L AGGBTTCAMACAN. TOCAGCTTTTGLCN:AGGRG- GANTNAGANACTOGE0E. 782

Figura 3- Alinhamento pairwise entre Toropi e Anahuac.

RESULTADOS

v’ Apbs otimizacédo da PCR (temperatura de anelamento: 55,5°C , nimero
de ciclos: 32), obteve-se polimorfismo entre os genoétipos Toropi e
Anahuac para o marcador TT1230, caracterizado pela presenca (tolerante)
e auséncia de fragmento (sensivel) (Figura 4);

v"O marcador desenvolvido e testado na populagdo de linhas
recombinantes F, do cruzamento Toropi x Anahuac ndo se mostrou
associado a segregacéo para tolerancia ao aluminio em Toropi (y2 = 2,747,
P =0,097).

v’ Esse resultado indica que o gene presente em Toropi € distinto do gene
Altg,, para tolerancia ao aluminio em trigo.

Figura 4- Fragmentos amplificados pelo marcador TT1230 para genétipos
contrastantes. a- PCR néo otimizado; b- PCR com temperatura de anelamento e
ciclos otimizados. (T- Toropi, A- Anahuac e M- Marcador 100pb).

CONCLUSAO

O marcador do tipo SNP TT1230 nédo esta associado a tolerancia ao AlR* proveniente da cultivar Toropi de trigo, ndo sendo util para
identificagdo desse gene e para selegdo assistida dessa caracteristica.
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