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INTRODUCAO

A seca € um dos principais problemas responsaveis pela reducao na produtividade do
milho nas condi¢des tropicais. Portanto, a utilizagdo de genotipos tolerantes a seca é uma
estratégia eficiente para o aumento da produtividade e reducdo dos riscos de producgédo
em areas sujeitas a déficits hidricos.

Um programa de pesquisa visando melhoramento para toleréncia a seca deve estar
centrada em trés afirmativas, quais sejam: a) Seca é a maior fonte de instabilidade do
rendimento de grdos de milho em areas tropicais; b) A herdabilidade para a caracteristica
producdo de gréos é pequena e a variancia genotipica no rendimento deve ser baixa sob
condicOes de seca; ¢) Caracteres de planta que influenciam rendimento de graos se
expressam de maneira variada em diferentes anos.

Incorporar caracteristicas secundarias desejaveis no programa de melhoramento de milho
visa obter plantas com maior acesso e absorc¢ao do volume de dgua no solo, menor taxa
de perdas de &gua, e maior atividade fisiologica em baixo potencial hidrico. Resultados
experimentais apontam que selecdo para alta taxa de expansdo foliar e caulinar e atraso
na senescéncia sob seca pode melhorar o status hidrico na planta, via aumento do volume
de raizes e aumento na capacidade de regulacdo osmotica.

A utilizacdo do intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF, em dias) na
planta de milho é um indice fenotipico empregado para avaliacdo da tolerancia a seca.
Objetiva-se, neste trabalho, apresentar as principais estratégias do programa de
melhoramento de milho visando tolerancia a seca, e algumas das linhas de pesquisa em
fenotipagem de caracteristicas secundarias e genotipagem via marcadores moleculares. A
utilizacdo de marcadores moleculares visa identificar regides cromossémicas do genoma
do milho, responsaveis pela tolerancia (baixo IFMF) e susceptibilidade (alto IFMF) a
seca, tendo o IFMF como um dos principais marcadores fenotipicos.

O Problema
Em MILHO, Estresse Hidrico antes/durante o florescimento

Retardamento no Florescimento Feminino (FF)

Aumento no comprimento do IFMF.
(Herrero & Johnson 1981; Hall et al. 1982; Martiniello 1984; Westgate & Boyer 1986;
Bolafios & Edmeades 1993, 1996; Durdes et al. 1993, 1997, 1998)

Assincronismo entre FF e FM tem sido associado com um decréscimo no rendimento



de gréos sob seca. (DuPlessis & Dijkhuis 1967; Hall et al. 1982; Westgate & Boyer
1986; Bolafios & Edmeades 1993; Labory et al. 1997; Duraes et al. 2000)

Tipificacdo da Seca (Caracterizacao da Deficiéncia Hidrica):
1. Na PLANTA: f (estadio de desenvolvimento)
e FLORESCIMENTO
2. No SOLO:
Monitoramento da Deficiéncia Hidrica da Cultura (Métodos e Técnica):
a) Método "Termometria a Infravermelho” (IEHC, Jackson 1982), utilizando a equacéo
de Penman-Monteith (Campbell 1985);
b) Meétodos "Termoelétricos do Pulso de Calor e do Balanco de Energia" no caule das
plantas (Gomide 1990);
c) Técnicas de "Monitoramento de Umidade do Solo™ por tensiometria e gravimetria.

Estratégia de Pesquisa
Selecdo para reduzido IFMF, sob estresse hidrico controlado imposto no
florescimento, promove efetivo e rapido procedimento para mais alto e estavel
rendimento de grdos. Reduzido IFMF é parcialmente consequéncia de maior potencial
hidrico (planta) durante o florescimento. Emissdo de estilo-estigma é sensivel a
déficits hidricos diferenciados na planta.

Hipotese Cientifica
Baixo IFMF

Sincronismo no florescimento
Adaptacdo a dado estresse hidrico
Rendimento de grdos sob condi¢des adversas.
E possivel, através de técnicas de biologia molecular, a identificacio de sondas
moleculares associadas a caracteristicas secundarias indicadoras do rendimento de
gendtipos de milho com toleréncia a seca.
O Marcador Fenotipico
IFMF (Intervalo entre Florescimentos Feminino e Masculino, em dias) é uma
caracteristica relativamente simples de medir no campo. Entretanto, poucos estudos
de heranga quantitativa tem sido conduzidos sob condigdes de estresse abiotico.
O Material Genético
Origem: Subprojeto SEP 04.0.94.261-01 — "Desenvolvimento e Avaliagdo de Cultivares de
Milho Tolerantes a Estresses Ambientais” => Populacdo Sintético Elite.
Fontes:

Populagdes (heterogéneas)

selecéo



n Linhagens (homogéneas)

baixo IFMF alto IFMF
(tolerante) (suscetivel)
S1 S1
® ®
S2 S2
®n ®n
Ss Ss
bxb bxa axa
F1
®
F2
®
Fs3

Estudos em Andamento
Desde que eficiente selecdo para tolerancia a seca requer cuidadosa administracdo das
condi¢Ges ambientais, marcadores moleculares serdo usados para identificar os
segmentos gendmicos responsaveis pela expressao do IFMF, com o objetivo final de
desenvolvimento de estratégias de Selecao Assistida por Marcadores (SAM).

Resultados Atuais
Obteve-se linhagens endogamicas contrastantes para o carater IFMF, com os quais realizou-se
o0 cruzamento de linhagens obtendo-se e selecionando-se F1. Este hibrido foi autofecundado
para a geracdo de populacdes segregantes F2. A partir dessa populacdo avaliaram-se
individuos que foram submetidos a estresse hidrico controlado, no periodo do florescimento.
Verificou-se amplitude de variacdo para o IFMF e uma tendéncia de distribuicdo de
frequéncia para o IFMF destes individuos, tipica de uma caracteristica quantitativa. Isto
indica a possibilidade de selecdo de individuos com fenétipos extremos para o carater, que
permitiria 0 mapeamento de locus de caracteres quantitativos (QTL) relacionados com a
tolerancia a seca, utilizando marcadores de polimorfismo de comprimentos de fragmentos de
restricdo, com o emprego da analise de "bulk segregante”.

1. Identificacdo de linhagens contrastantes para IFMF:

Tabela 1 - Gendtipos de milho (S8) para tolerancia a seca. Embrapa Milho e Sorgo.
Sete Lagoas, MG, Brasil. Maio/2000.



Gendfipo/ Backaround TFMF

L1170 alto (+4 dias)
L1147 alto (+5 diag)
L1312 baixo (0 dia)
L61.1 baixo (0 dia)
L831 baixo (0 dia)
L1011 baixo (0 dia)

* |FMF (Intervalo entre Florescimentos Feminino e Masculino).
IFMF = 0, significa "com sincronizagdo entre florescimentos feminino e masculino™

2. Selegdo de F1 (L1147 x L13.1.2) para tolerancia a seca;

3. Potenciais para tolerancia a seca: L13.1.2 x L10.1.1; e, Cruzamentos com genotipos
L6.1.1eL8.3.1;

4. Producdo e estudos de familias F2¢ Fs;

5. As sondas moleculares umc15, umc30, umc107, umc32c, csul48a e csuba foram testadas
em gendtipos F2, F1 e genitores. Os resultados sdo ainda inconclusivos.

Pesquisas planejadas:

1. Mapeamento Molecular de QTL para IFMF em Familias F2 (alto IFMF x baixo IFMF),
visando tolerancia a seca em milho:
. Identificar segmentos do genoma de milho (QTL) responsivo para IFMF, caracteristicas

morfoldgicas e componentes do rendimento;

. Estimar a interacdo fenotipica e genotipica entre essas caracteristicas;
. Utilizar de QTL's IFMF para melhoramento de toleréncia a seca (SAM).

2. Ampliacdo de utilizacdo de genotipos nos estudos de tolerancia a seca:
. Linhagens contrastantes nos Programas de Estresse Mineral: P, N (Eficiéncia), Al
(Toleréancia);
. Estudos de 292 progénies de dois grupos heteréticos distintos;
. Introducéo de 07 linhagens CIMMYTT;

3. Identificacdo e Caracterizacdo de Genotipos de Milho para Tolerancia a Seca em Milho.
Projeto SEP 04.1999.280-01;

4. Estudos de Mecanismos e Técnicas de "Screening" para Tolerancia a Seca. Projeto SEP
04.1999.280-02.

Mapa Génico de Milho para Tolerancia a Seca: Estratégia
A maioria das respostas para estresses ambientais, a exemplo de estresse hidrico, sao
devido a efeitos de alguns genes agindo juntos. Quando um cruzamento é feito entres
plantas cujos fenotipos (aparéncia) variam marcadamente para uma caracteristica, por
exemplo, alto e baixo IFMF — Intervalo entre Florescimentos Masculino e Feminino,
as progénies resultantes tendem a segregar amplamente para a caracteristica. Isto €
devido a variacdo entre progénies de plantas para alelos de varios, ou alguns, loci
genéticos que agem juntos para produzir o fen6tipo da planta. Quando alguns genes
estdo envolvidos, a variacdo, e deste modo o 0s genotipos da populacdo-progénie
como um todo, tende a ser continua (distribuicdo normal). Por essa razdo, tais
caracteristicas como IFMF alto e baixo, cuja variacao fenotipica é continua sdo
conhecidas como poligénicas (ou genética quantitativa). Os genes individuais
condicionando tais caracteristicas sdo ditos ser localizados QTL's (Quantitative Trait
Loci).
A determinacéo de ligacdo génica entre marcadores e QTL's depende da existéncia de



desequilibrio de ligacao entre alelos no locus marcador e alelos do QTL. Esse
desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao marcador que podem ser
detectados e estimados através de analises adequadas. Desequilibrio de ligacdo entre
dois loci ocorre quando as frequéncias genotipicas dos gametas diferem do produto
das frequéncias dos alelos componentes, denotando a existéncia de uma associagdo
significativa entre os dois loci. A ligacéo fisica entre os dois loci do mesmo
cromossomo € apenas uma das causas de desequilibrio de ligacdo. Entretanto, em
experimentos de mapeamento, uma associacgdo significativa entre marcador e gene é
invariavelmente interpretada como sendo evidéncia de ligacéo fisica.

A maioria das estratégias de mapeamento de QTL's esta baseada no uso de
populacdes segregantes tradicionalmente utilizadas para a construcao de mapas
genéticos. Este tipo de pedigree € ideal pois maximiza a quantidade de desequilibrio
de ligacdo entre marcadores e QTL's. Operacionalmente, duas linhagens puras
(geneticamente divergentes e fenotipicamente extremas em relacdo as caracteristicas
quantitativas de interesse séo identificadas. Estas linhagens, homozigotas para alelos
alternativos nos QTL's e polimdrficas com relacdo a marcadores moleculares (tipo
RFLP, RAPD, microsatélites, etc.) sdo cruzadas, e uma populacdo segregante (F,
retrocruzamento, linhagens puras recombinantes) é obtida a partir de F1. Um certo
namero de individuos dessa populacdo segregante (centenas) sdo avaliadas para as
caracteristicas quantitativas de interesse e genotipadas para algumas dezenas de
marcadores moleculares distribuidos a intervalos regulares (10 a 30 cM) ao longo do
genoma. Uma busca é entdo conduzida para associa¢fes entre os marcadores
segregantes e as caracteristicas de interesse.

Ressalta-se que o mapeamento de caracteristicas de heranga quantitativa sdo do tipo
produtividade, crescimento volumétrico, precocidade. Essas caracteristicas, herdaveis,
de importancia econdmica, resultam de acdo conjunta de varios genes (poligenes),
quantitativos ou de heranca complexa. O fendtipo resultante apresenta variacao
continua (em vez de classes fenotipicas discretas). Embora tenham sido amplamente
relatados os resultados de mapeamento cromossdmicos de varias espécies, incluindo o
milho, sdo ainda escassas as informacdes sobre 0 nimero, a posi¢do cromossémica, a
magnitude do efeito e as interagdes dos loci que controlam a expressao de cada
caracteristica de interesse do melhoramento. Esses loci sdo denominados QTL's
(locos controlados de caracteristicas quantitativas). Evidentemente, quanto maior o
efeito, o tamanho da populacéo e a herdabilidade, e mais pr6ximo o marcador do
QTL, mais facil seréa a deteccdo. Portanto, a capacidade de detectar um QTL é funcédo
da magnitude do seu efeito sobre a caracteristica, do tamanho da populacéo
segregante avaliada, da frequéncia de recombinacdo entre o marcador e QTL, da
herdabilidade da caracteristica.
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