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RESUMO

A toxicidade ao auminio (Al) € um dos maiores problemas para a agricultura em solos
acidos, que ocupam grandes areas da regido agricultavel no mundo. Em condicfes de
baixo pH associado a estes solos, 0 AI** é solubilizado e se torna téxico para as plantas,
inibindo o crescimento de suas raizes e reduzindo a produtividade da cultura. Gendtipos
adaptados aos solos &cidos podem oferecer uma solucéo adequada a este problema. O
milho possui importancia no contexto econdmico mundia e naciona, e exibe
variabilidade genética para atolerancia ao Al, entretanto pouco se sabe sobre as regides
do genoma do milho relacionadas com a tolerancia ao Al. O objetivo deste trabalho foi
identificar regides gendmicas em milho associadas com a tolerdncia ao Al, e
correlacioré-1as com locos de outras espécies de gramineas. Uma populacéo de 118 RIL
(Recombinant Inbred Lines) derivada pelo cruzamento entre duas linhagens
contrastantes para a caracteristica foi avaliada por meio do crescimento radicular em
solucdo nutritiva contendo niveis toxicos de Al. Um mapa de ligacéo foi construido e
seisQTL foram mapeados nos cromossomos 3, 5, 6 e 8, explicando 55.10% da variacéo
fenotipica. Todos os seis QTL foram detectados em regides ortdlogas associadas com a

tolerancia ao Al em outras espécies de gramineas.



ABSTRACT

Aluminum (Al) toxicity is one of the mgor constraints for agriculture on acid soils,
which occyy large regions of the world’'s agricultural area. At the low pH values
associated with these soils, AP* is solubilized into the soil solution and is toxic to
plants, inhibiting root growth and crop yield. Cultivars genetically adapted to acid soils
may offer an environmental compatible solution. Maize is the most economically
important cereal crop species in the world and exhibits high genetic variability to Al
tolerance, however, little is known about maize genomic regions that confers Al
tolerance. The aim of this work was to identify genomic regions associated with Al
tolerance in maize, and correlate it to loci in other grass species. A population of 118
RIL (Recombinant Inbred Lines) derived from a cross between two contrasting maize
inbred lines for Al tolerance was evauated using a root growth parameter in nutrient
solution containing toxic level of aluminum. A linkage map was constructed and six
QTL were mapped on chromosomes 3, 5, 6 and 8, explaining 55.10% of the phenotypic
variation. All six QTL mapped to orthologous regions associated to Al tolerance in

other grasses.
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1. INTRODUCAO

A toxicidade do aluminio (Al) é um dos principais fatores que limitam a
produtividade das plantas em solos &cidos, sendo que estes representam 63% do
territério brasileiro (FAO, 2007). Adicionamente, em torno de 30% das terras
agricultaveis do planeta sdo constituidas por solos acidos (vonUexkill e Mutert, 1995),
reforcando a importancia do problema inerente a toxicidez de Al para a agricultura
mundial. Esses solos sdo caracterizados pelo pH abaixo de 5,5, onde formas

I** sd0 liberadas na solucdo do solo,

monomeéricas parcialmente protonadas de A
atingindo niveis fitotdxicos. O &pice radicular € o sitio primario da acdo tdxica desse
metal, gue causa uma drastica inibicdo do crescimento do sistemaradicular, limitando a
capacidade das plantas em absorver agua e nutrientes, o que afeta o desenvolvimento e a
qualidade dos gréos (Foy, 1992).

O milho (Zea mays ssp. mays) é atualmente o cereal de maior importancia
econdmica no mundo, sendo cultivado para a aimentagcdo humana e animal. Na safra
2005/2006, aproximadamente 12 milhdes de hectares do territério brasileiro foram
dedicados ao seu cultivo, produzindo 35 milhdes de toneladas de gréos (FAO, 2007). A
demanda mundia crescente de milho coloca o Brasil em situacdo estratégica para
ampliar o cultivo deste cereal, onde as &reas de cultivo sdo essencialmente compostas
por solos &cidos e com elevada saturacdo de Al. Apesar de praticas agricolas de
correcdo da acidez do solo minimizarem os efeitos toxicos do Al nas plantas, 0 uso de

cultivares tolerantes torna-se fundamental para a sustentabilidade da produc&o agricola

no pais.



A colinearidade (conservacéo da ordem linear de locos nos cromossomos em
diferentes espécies) em gramineas tem sido amplamente explorada por meio de mapas
genéticos entre espécies filogeneticamente proximas utilizando marcadores comuns
entre estas (Devos e Gale, 2000). Vaios genes que controlam caracteristicas
importantes como deiscéncia de semerte, florescimento e altura de plantas foram
mapeados em regides ortdlogas (regides gendmicas em diferentes espécies originadas de
um ancestral comum, que divergiram por um evento de especiagao) entre milho, sorgo,
arroz e cana-de-agUcar (Paterson et a., 1995; Pereira e Lee, 1995; Peng et al., 1999;
Guimardes et al., 1999).

Da mesma maneira, a conservacao de locos ortdlogos controlando atoleréncia
a0 Al tem sido descrita entre membros da tribo Triticeae (Miftahudin et al., 2002;
Garvin e Carver, 2003) e entre arroz e sorgo (Magalhées et al., 2004). O milho possui
niveis relativamente elevados de tolerdncia ao Al, apresentando uma heranca
guantitativa sob controle de um nimero reduzido de genes (Magnavaca et al., 1987b;
Limaet al., 1992). Apesar da grande quantidade de informagdes acerca da tolerancia ao
Al em gramineas (Nguyen et a., 2003; Magalhaes et a., 2004; Fontecha et al, 2007), o
controle genético desta caracteristica em milho € ainda pouco compreendido, havendo
apenas dois estudos que relatam o mapeamento de |ocos associados com a tolerancia ao
Al nesta espécie (Sibov et al., 1999; Ninamango-Cérdenas et a., 2003). A existéncia de
pouca informacdo genética e fisiolégica em milho sobre a toleréncia ao Al, adiada a
complexidade do genoma desta espécie, torna a gendmica comparativa uma estratégia
vélida para avaliar a tolerancia ao Al em milho, explorando a colinearidade entre os
genomas das gramineas para agregar informagdes genéticas em uma espéecie pouco

estudada.



O presente trabalho foi desenvolvido com o0 objetivo de gerar um mapa de
ligacdo na populacdo de RIL, mapear os QTL de tolerancia ao Al nesta populagdo e por
meio de andlises comparativas avaliar a conservacdo de genes e QTL ja detectados em

outras espécies de gramineas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Solos Acidos e a Toxicidade do Aluminio

Os solos acidos se caracterizam por baixos valores de pH (pH<5), baixa
disponibilidade de nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas e elevada
toxicidade mineral, principalmente causada pela presenca de Al. Este Ultimo é o fator
isolado que provoca a maior limitagdo ao cultivo agricola nestes solos (Eswaran et al.,
1997).

Os solos acidos ocupam aproximadamente 30% da area terrestre mundial livre
de gelo e ocorrem principalmente em dois cinturdes globais: o cinturdo norte, em area
de clima frio e Umido; e o cinturdo do sul, em area tropical (vonUexkill e Mutert,
1995). O continente com maior percentual de acidez do solo € o americano, com quase
41% da sua area ocupada por solo acido (vonUexkdlll e Mutert, 1995).

O Al esta presente nos solos em muitas formas minerais, incluindo oxidos,
aluminosilicatos, sulfatos e fosfatos. Em valores de pH neutro, o Al presente no solo
esta predominantemente na forma ndo toxica Al(OH)s. Entretanto, em condicdes de
acidez o Al ocorre como Al(OH),*, Al(OH)?* e Al(H20)s*, sendo este Gltimo também

1Bt

denominado AF™ (Kinraide, 1991), que é considerada a forma fitotoxica (Kinraide e

Parker, 1990).

2.2. Efeitos do Aluminio nas Plantas

O auminio iénico (Al) é atamente toxico para as plantas interferindo em

vérios processos fisiol6gicos e bioquimicos (Kochian, 1995). O grau de toxicidade varia



amplamente de acordo com a espécie da planta, condicdes de crescimento,
concentragdes de Al e aduracdo da exposicao.

Como o Al pode interagir com um grande nimero de estruturas extra e
intracelulares, ha muitos alvos potenciais para 0 dano, como a parede celular, a
membrana plasmética, o citoesqueleto e o nicleo (Kochian, 1995). Em geral, o Al
aumenta a rigidez da parede celular pela ligacéo cruzada de pectinas, reduz a replicagéo
de DNA por aumentar a rigidez da dupla hélice, fixa o fosforo em formas menos
disponiveis no solo, diminui a respiragdo nas raizes, interfere com a atividade
enziméatica relacionada a fosforilacdo de agUcares, a deposicdo de polissacarideos na
parede celular e a captura, transporte e uso de véarios nutrientes (Foy, 1992).

O primeiro sintoma da toxicidez ao Al é uma alteracdo da morfologia das
raizes (Ciamporova, 2002), com rapida inibicdo do seu crescimento, resultando em um
sistema radicular reduzido e danificado, o que leva a uma absor¢do limitada de &gua e
nutrientes minerais (Kochian et al., 2004). Nas raizes, o apice, e mais especificamente a
porcdo distal da zona de transicdo do &pice, € o sitio primé&rio da toxicidade por Al
(Sivaguru e Horst, 1998), que rompe rapidamente a expansdo e o alongamento celular,
antes de inibir adivisdo celular propriamente dita (Wallace e Anderson, 1984).

Apesar de a maior parte do Al associado a raiz estar na membrana, uma
peguena fracdo entra rapidamente no citosol e interage com avos locais (Lazof et d.,
1996; Sivaguru e Horst, 1998; Silvaet al., 2000), rompendo a dinamica do citoesquel eto
e interangindo tanto com microttbulos quanto com filamentos de actina, 0 que € um
componente importante na inibi¢do da elongacdo das raizes (Grabski e Schindler, 1995;

Blancaflor et al., 1998; Sivaguru et a., 2003).



Além disso, o contato com o Al desencadeia a formacao de espécies reativas de
oxigénio (Kochian et a., 2004) capazes de interagir com qualquer molécula dentro da
célula A exposicdo prolongada ao Al provoca interagdes com o nucleo celular,
resultando no rompimento da divisdo celular (Silvaet al., 2000).

Em milho, foi observado por Ryan et al. (1993) que a inibicdo do crescimento
radicular ocorria apenas quando o Al era aplicado na regido apical da raiz (3 mm
terminais), nd havendo influéncia significativa no seu crescimento quando o Al era
colocado em contato com outras partes da raiz. Com tais resultados, os autores
sugeriram que a toxicidade envolve diretamente a interacdo do Al com o0 meristema
apica ou com a zona de alongamento das raizes. Kollmeier et al. (2000) demonstraram
gue a aplicacdo de Al entre 25 e 5 mm do apice radicular ndo possuia efeito no
crescimento das raizes, e que a porcao distal, localizadade 1 a2 mm do pice radicular,
era a parte das raizes do milho mais sensivel ao Al. Estes autores sugeriram a existéncia
de um mecanismo de sinalizagdo, mediando o sinal de Al entre a zona distal, sensivel ao
Al, e a zona de alongamento, responsavel pela inibicdo do crescimento radicular
causado pelo Al. A distribuicdo subcelular do Al no pice radicular de milho foi descrita
por Vasquez et al. (1999), que detectaram a presenca de Al tanto na parede celular

guanto no simplasma, em vacuol os.

2.3. Mecanismos de Tolerancia das Plantas ao Aluminio

As plantas possuem mecanismos distintos de tolerancia a presenca de Al no
solo, que podem ser separados em duas categorias. Uma baseada na detoxificacéo
externa do Al, que protege o dpice radicular contra a penetracdo do Al e outro baseado

na detoxificacdo interna, que permite o0 acumulo do Al nas raizes e nas partes aéreas.



Ainda é controverso 0 nimero de mecanismos de tolerancia ao Al nas plantas, mas
sabe-se que muitas fazem uso de mais de um mecanismo concomitantemente. O trigo
mourisco (Fagopyrum esculentum Moench) é um exemplo, pois aém de apresentar
exsudacdo do acido organico oxalato pelas raizes em resposta ao Al no solo, também
guela o Al interno com o oxalato nas folhas (Maet d., 1998) e com o citrato no xilema
(Mae Hiradate, 2000).

No mecanismo interno, o Al é associado a um ligante organico como as
catequinas, acidos fendlicos ou écidos orgéanicos e estes complexos ficam armazenados
em células especializadas como as células da epiderme foliar (Watanabe e Osaki, 2002),
prevenindo assim 0s seus efeitos nos processos metabdlicos da planta. Esta estratégia
foi descrita em trigo mourisco (F. esculentum M.), cha verde (Camellia sinensis) e em
horténcia (Hydrangea macrophylla) (Takeda et a., 1985; Nagata et al., 1992; Ma et al.,
1997a). Vasquez et al. (1999) observaram que em uma variedade tolerante de milho o
Al foi acumulado nos vacuolos das células das raizes

Dentre os mecanismos de exclusdo, a exsudacdo de compostos fendlicos (Ofe-
Manu et a., 2001), o efluxo de fosfato (Pellet et al., 1996; Zheng et a., 2005), a
secrecdo de proteinas que se ligam aos ions de Al (Basu et a., 1999), a permeabilidade
seletiva da membrana plasmética para reduzir a captura de Al para o citosol
(Archambault et a., 1997) e o controle do pH da rizosfera mediado pelas raizes
(Degenhardt et al., 1998) tém sido identificados como envolvidos na tolerancia ao Al.
Apesar de ainda ndo ser completamente elucidado, o0 mecanismo de detoxificagéo
externamais estudado € a exsudacéo de acidos organicos pelaraiz, como citrato, malato
eoxaato (Maet al., 1998; Ma, 2000; Ryan et al., 2001; Kochian et al., 2004). Acidos di

B

e tri-carboxilicos formam complexos estaveis com o AP presente na rizosfera,



reduzindo ou mesmo anulando seus efeitos toxicos, uma vez gue tais complexos sdo
incapazes de atravessar a membrana plasmatica (Kochian et al., 2004).

A primeira evidéncia para esse mecanismo de tolerancia foi publicada por
Miyasaka et al. (1991) que demonstraram que um cultivar de feijdo (Phaseolus
vulgaris) resistente ao Al excretava oito vezes mais citrato pelas raizes que o gendtipo
sensivel. Delhaize et a. (1993a) também demonstraram gue genétipos de trigo
(Triticum aestivum) tolerantes ao Al liberavam malato e acumulavam significativamente
menos Al no apice radicular comparado com gendtipos sensiveis. Delhaize et al.
(1993a) e Ryan et a. (1995) demonstraram em linhagens isogénicas ou NIL (Near
Isogenic Lines) de trigo que um Unico loco controlava a tolerncia ao Al, induzindo
rapidamente a liberacdo de malato no dpice radicular da linhagem tolerante.

Desde a publicacéo destes trabalhos, a liberacdo de acidos orgéanicos induzida
pela presenca de Al tem sido descrita em vérias espécies de plantas. Algumas exudam
oxalato, como o inhame (Colocasia esculenta) e o trigo mourisco (F. esculentum) (Ma
et a., 1997b; Zheng et a., 1998) e outras como o trigo (T. aestivum) (Delhaize et al.,
1993b) e Arabidopsis thaliana (Hoekenga et a., 2003) exudam malato. A soja (Glycine
max) (Yang et al., 2000), o tabaco (Nicotiana tabacum) (Delhaize et a., 2001), o arroz
(Oryza sativa) (Ishikawa et a., 2000), o sorgo (Sorghum bicolor) (Magalhées et al.,
2002) sdo exemplos de espécies que secretam citrato como mecanismo de tolerancia ao
Al. Para algumas espécies ja foi descrita a exsudacdo de mais de um tipo de &cido
organico, como o milho gea mays) que exuda citrato (Pellet et al., 1995; Jorge e
Arruda, 1997; Ishikawa et al., 2000; Kollmeier et al., 2001; Pifieros et a., 2002) e

oxalato (Kidd et a., 2001) e a aveia que exuda citrato e malato (Zheng et al., 1998).



Pouco se sabe sobre o mecanismo que desencadeia a secrecdo dos &cidos
organicos, mas a alteracdo do seu metabolismo e a ativagdo de canais ionicos tém sido
consideradas. De acordo com Ryan et al. (1995), os acidos orgéanicos sdo liberados na
rizosfera através de canais aniénicos. Em milho (Pifieros e Kochian, 2001; Pifieros et
al., 2002) e em trigo (Ryan e al., 1997; Zhang et al., 2001) a ativacéo de cana anionico
por Al ja foi identificada em protoplastos de pontas de raizes por experimentos
eletrofisiologia.

ApGs a exposicdo ao Al, os écidos organicos podem ser exudados seguindo
dois padrdes diferentes. No padréo tipo I, nenhum intervalo é verificado entre a adi¢éo
do Al e o inicio da exsudagdo, 0 que sugere que ndo ocorre a ativacao da expressao
génica, mas a ativacdo de um canal idnico ja presente na membrana e a liberacdo de
&cido organico armazenado no citosol. E o que ocorre em espécies como o trigo, no qual
0 Al ativaaliberagcdo de malato quase gque instantaneamente (Delhaize et a., 1993b).

No padrdo tipo || hd um marcante intervalo de tempo entre a exposicéo ao Al e
a liberacdo do acido orgéanico (Ma, 2000). Esse intervalo de tempo sugere a necessidade
de inducdo de genes relacionados com abiossintese €/ou transporte de &cidos organicos
por meio da ativagdo de canais ionicos. Este padréo foi descrito em centeio Secale
cereale) onde um intervalo de seis e dez horas foi observado entre a exposicéo ao Al ea

exudacdo de malato e citrato, respectivamente (Li et al., 2000).

2.4. Toler&ncia ao Aluminio em Milho

O principal mecanismo de tolerancia ao Al em milho tem sido apontado como
sendo a exsudacdo de citrato pelas raizes (Pellet et al., 1995; Jorge e Arruda, 1997

Kollmeier et al., 2001; Pifieros et a., 2002), apesar de a liberacdo de oxalato ja ter sido
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descritatambém (Kidd et al., 2001). Pellet et al. (1995) foram os primeiros a demonstrar
gue a exsudacdo de citrato era muito maior em genotipos tol erantes quando comparados
com genotipos sensiveis. Entretanto, Pifieros et a. (2005) ao examinarem um painel de
seis gendtipos de milho tolerantes e sensivels ao Al observaram uma correlacéo
significativa entre a exclusdo de Al pelos dpices das raizes e a toleréncia ao Al
Entretanto, estes autores reportaram uma baixa correlacdo entre a tolerncia ao Al e a
exsudacdo de citrato pelas raizes, sugerindo que embora a liberacdo de citrato pelas
raizes desempenhe uma funcdo importante na toleréncia ao Al, provavelmente ndo é o
anico mecanismo atuando em milho.

Os trabalhos pioneiros de Magnavaca et al. (1987b), Lima et al. (1992)
indicaram gue a tolerancia ao Al em milho é uma caracteristica de heranca quantitativa,
sendo controlada por um numero reduzido de genes. Esses resultados sdo concordantes
com os dados de fisiologia ja descritos e em conj unto sugerem que além da exsudagéo

de citrato outros mecanismos podem estar envolvidos com atoleranciaao Al em milho.

2.5. Avaliacdo da Tolerdncia ao Aluminio nas Plantas

Existem varios métodos para avaliar atoleréncia ao Al em plantas. Os ensaios de
campo sdo realizados sob condi¢bes naturais de clima e solo, onde sdo avaliadas
caracteristicas com producdo de gréos e acimulo de biomassa. Assim, os dados finais
ndo refletem apenas os efeitos do Al, mas uma interagdo entre as demais condigoes
edafo-climaticas onde o experimento foi conduzido. Apesar de requerer longos periodos
de tempo e grandes areas, esse tipo de avaliacdo € de grande importancia para a selecéo

de gendtipos em programas de melhoramento.



11

Os métodos de avaliacdo em solucdo nutritiva sob condicdes controladas, além
de permitirem uma maior padronizacdo das condicbes experimentais, os efeitos
avaliados sdo exclusivamente associados com a toxicidade do Al. Nestes ensaios, a
tolerancia € quantificada pela inibicdo do crescimento radicular na presenca de niveis
toxicos de Al em comparacdo com o crescimento na auséncia de Al, sendo possivel
discriminar fenotipicamente os gendtipos tolerantes ou sensiveis (Aniol, 1990; Minella
e Sorrells, 1992). A quantificacdo da inibicdo do crescimento radicular tem sido
amplamente utilizada para avaliar a tolerancia ao Al em milho (Lopes et a., 1987,
Sibov et a., 1999; Ninamango-Cardenas et a., 2003), sorgo (Magahaes et a., 2004) e

arroz (Nguyen et al., 2001; 2002; 2003).

2.6. Mapeamento Genético em Milho

Marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foram os
pioneiros no mapeamento genético em humanos (Botstein et al., 1980), sendo também
utilizados na construcdo do primeiro mapa de ligacdo de milho, publicado por
Helentjaris et al. (1986) com 116 marcadores. O RFLP baseia-se na clivagem sitio
especificado DNA comendonucleases de restricéo, cujos fragmentos séo separados por
eletroforese e transferidos para membranas, onde sdo hibridizados com sondas. Mapas
baseados em sondas genémicas e de cDNA foram também construidos por Coe et al.
(1987) e por Burr et al. (1988) usando populagdes F, e de RILS, respectivamente.

Gardiner et a. (1993) publicaram uma versao atualizada do mapa de Coe €t al.
(1987) contendo 214 locos e propuseram O primeiro grupo de marcadores core,
composto por 97 marcadores RFLP selecionados com base na consisténcia do

mapeamento e no espacamento entre eles. Baseados nos marcadores core, Gardiner
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al. (1993) criaram o conceito de bin, que representa a distancia entre dois destes
marcadores core. Assm, o genoma do milho foi subdividido em uma série de hins,
numerados de acordo com O Cromossomo em que se encontram, com subdivisoes
subseqiientes a partir do marcador RFLP core mais distal no braco curto do
cromossomo. A disténcia aproximada entre dois bins € de 20 centiMorgans. O sistema
de bin apresenta a vantagem de que qualquer caracteristica pode ser localizada em uma
regido reduzida do genoma (Gardiner et al., 1993), tendo sido usado universamente.
Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), 0s
marcadores microssatélites, também denominados repeticdes de sequiéncia simples ou
SSR (Single Sequence Repeats) tém sido bastante utilizados na construcdo de mapas
genéticos. Microssatélites sdo sequiéncias curtas, de um a seis nucleotideos, repetidas em
tandem ao longo do genoma, onde a variagdo no numero de repeticdes € detectada por
meio de amplificagbes com iniciadores que se anelam em regides conservadas que
flangueiam os microssatélites (Rafalski e Tingey, 1993). Os primeiros mapas de milho
gue fizeram uso dos marcadores microssatélites foram publicados por Senior e Heun
(1993) e por Taramino e Tingey (1996). Sharopova et a. (2002) publicaram o mapa
genético de milho usando a populagéo IBM (Intermated B73 x Mo017) derivada do
cruzamento entre as linhagens temperadas B73 e M017, sendo um dos mais saturados,
com um total de 748 marcadores microssatdlites. Este e varios outros mapas encontram
disponiveis para consulta publica no endereco eletrénico: http://www.maizegdb.org/.
Mapas genéticos de milho contendo etiquetas de sequUéncias expressas ou ESTs

(Expressed Sequence Tag) também estdo publicados (Davis et al., 1999).
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2.7. Recursos Gendmicos em Milho

O milho é tanto uma espécie modelo para estudos genéticos quanto uma
espécie de importancia econdmica mundial. Seu grande genoma (2500 Mb) é quase seis
vezes maior que o do arroz (450 Mb) (Rayburn et a., 1993; Messing et al., 2004) e
consiste de 60 a 80% de sequéncias repetitivas (Flavell et al., 1974; Hake e Walbot,
1980; Messing et al., 2004), aém de possuir duplicacBes génicas estimadas em 1.5
genomas de arroz (Helentjaris et al., 1988; Ahn e Tanksey, 1993). As regides
intergénicas repetitivas estdo organizadas como uma série de inser¢des aninhadas de
retrotransposons (SanMiguel et a., 1996), e se acumulam rapidamente devido as
numerosas inser¢des sitio-especificas que expandem a porcdo de DNA repetitivo entre
genes conservados (Chen et al., 1997).

Juntas, estas caracteristicas tornam o sequenciamento do genoma do milho
muito dificil. No entanto, varias estratégias tém sido usadas para gerar informages
sobre a organizacdo gendmica do milho como mapas genéticos de alta densidade (Davis
et al., 1999; Cone et a., 2002; Sharopova et al., 2002), sequienciamento de fragmentos
gendmicos selecionados pela alta metilacdo e pela ata temperatura de anelamento (Cot)
(Palmer et al., 2003; Whitelaw et al., 2003; Y uan et a., 2003), seqlienciamento de ESTs
de tecidos e condicbes fisiologicas diferentes  (http://pgir.rutgers.edu/;
http://www.maizecdna.org/) e mapas fisicos obtidos por meio do seqlienciamento e
alinhamento de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) (Coe et al., 2002; Cone €t al.,
2002). Muitos destes contiguos de BAC tém sido ancorados ao mapa genético publico
da populacdo IBM2 Neighbors (http://www.maizegdb.org por meio da estratégia de

fingerprinting contigs (http://www.genome.arizona.edu/fpc/maize/), integrando as
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informacBes entre os mapas fisico e genético do milho (Coe et a., 2002; Cone €t al.,
2002).

Existem em andamento dois projetos de sequienciamento do genoma do milho,
ambos iniciados no final de 2005. O primeiro, visa executar o seqlienciamento completo
do cromossomo 10 da linhagem Mo17 por meio da técnica de shotgun e o segundo visa
0 sequienciamento de alta qualidade de regides génicas dentro de BAC gerados a partir
do DNA gendmico da linhagem B73
(http://mwww.mai zegdb.org/sequencing_project.php). Essas duas linhagens representam
0s dois maiores grupos heteréticos de milho adaptado ao clima temperado, sendo
também os parentais da populacéo de mapeamento genético IBM, um dos mapas mais
saturados de milho (Sharopova et al., 2002).

Trés grupos de pesguisa tém trabalhado em montagens parciais do genoma do
milho: The Institute for Genomic Research ou TIGR (http://www.tigr.org/), Plant
Genome Database (http://www.plantgdb.org/) e Jlowa Sate University
(http://www .iastate.edu/). O grupo de lowa, fazendo uso de ferramentas computacionais
gerou varias ilhas gendmicas ou MAGI (Maize Assembled Genomic Islands)
(http://magi.plantgenomics.iastate.edu/) a partir de segiéncias da linhagem B73. A
versao 3.1 dos MAGI possui 114.173 sequéncias, que comparadas com sequéncias de
BAC sugerem mais de 95% de acerto na montagem, 0 que sugere que os MAGI
refletem corretamente a estrutura do genoma do milho (Fu et al., 2005) e podem ser

Uteis no seu estudo. Atualmente os MAGI estdo na sua versado 4.0.
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2.8. Mapeamento de QTL em Milho

Além de estudos de seqiéncia de DNA e de todos 0s recursos gendémicos
disponivels, muitos mapas genéticos tém sido desenvolvidos para varias populagdes de
milho, gracas a existéncia de populacdes com caracteristicas fenotipicas especificas e
interessantes. Uma das aplicacdes mais importantes dos mapas genéticos € a localizacdo
de genes que controlam caracteristicas de importancia econdbmica, como producéo de
gréos e resisténcia a doencas, que por se tratarem de caracteristicas complexas sdo
denominadas como caracteres quantitativos (Stuber et al., 1987). Os genes ou locos
cromossdmicos que controlam uma determinada caracteristica quantitativa sdo
denominados QTL (Quantitative Trait Loci). Segundo Falconer e Mackay (1996) um
QTL € um segmento de cromossomo que afeta uma determinada caracteristica, ndo
sendo necessariamente um Unico gene.

O estudo de QTL possibilita mensurar 0 nimero de locos quantitativos
envolvidos na heranca complexa, bem como suas localizagcdes cromossdmicas, modo de
acao ¢enica (aditividade, dominancia e epistasia), além de possibilitar a decomposi¢éo
dainteracdo de gendtipos por ambientes em nivel de cada QTL (Ferreira e Grattapaglia,
1996). A capacidade de deteccdo de um QTL € funcéo da magnitude do seu efeito sobre
a caracteristica, do tamanho da populagdo segregante avaliada, da frequéncia de
recombinacéo entre o marcador e o QTL, bem como da herdabilidade da caracteristica
(Tanksey, 1993).

O procedimento de procura, localizacdo e estimacdo dos efeitos de QTL é
denominado de mapeamento de QTL e seus principios basicos envolvem a andlise de
associagOes entre marcadores moleculares e os valores das caracteristicas fenotipicas.

Quanto mais proximo um marcador estiver de um QTL, maior sera o grau de
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associacdo. Portanto, 0 mapeamento se fundamenta na recombinagéo entre o QTL e
marcadores (Christians, 2002).

Populactes que maximizem o desequilibrio de ligacgo sdo desgjdveis para o
mapeamento de QTL, uma vez que o desequilibrio é definido como sendo qualquer
desvio da segregacdo em relacdo a0 esperados sob independéncia, indicando a
existéncia de uma ligacdo entre os dois locos avaliados. Em geral sdo usadas popul acoes
segregantes, obtidas pelo cruzamento entre parentais que sgjam contrastantes para a
caracteristica de interesse e divergentes para maximizar a obtencdo de polimorfismos,
gerando uma populacdo F,, de retrocruzamento, ou de linhagens endogamicas
recombinantes (RIL ouRecombinant Inbred Lines).

Dentre os métodos propostos para a localizacdo de QTL encontram-se 0s
modelos lineares (ANOVA e regressdo linear), mapeamento por intervalo ou IM
(Interval Mapping), mapeamento por intervalo composto ou CIM (Composite Interval
Mapping) (Zeng, 1993, 1994; Jansen, 1993; Jansen e Stam, 1994) e mapeamento por
intervalo multiplo ou MIM (Multiple Interval Mapping) (Kao et al., 1999).

O mapeamento por intervalo composto, proposto simultaneamente por Jansen
(1993; 1994) e Zeng (1993; 1994) segue o principio do controle dos efeitos de QTL
situados fora do intervalo que esta sendo mapeado para evitar a interferéncia destes no
QTL que esta sendo avaliado. Além de proporcionar maior resolucdo no mapeamento,
permite o uso de dados obtidos em varios ambientes, para avaliar os efeitos da interacéo
QTL vs. Ambientes. O modelo se baseia na regressdo mudltipla entre a observacéo
fenotipica e o conjunto de marcadores, garantindo que o efeito eventual mente detectado
no mapeamento em um dado intervalo depende t&o somente dos efeitos dos QTL nele

presentes. Como varios marcadores séo incluidos como cofatores no modelo, além dos
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gue flanqueam o intervalo em andlise, ha um maior controle da varidncia genética
residual, o que aumenta o poder do teste estatistico e a precisdo do mapeamento (Zeng,
1994).

Em milho existe um grande nimero de trabalhos desenvolvidos visando o
mapeamento de QTL. Jaforam descritos QTL associados a producdo de gréos (Lu et al.,
2006) ou a caracteristicas de interesse especifico, tais como resposta ao estresse a seca
(Xiao et al., 2005), dtura de planta e de espiga (Zhang et al., 2006), resisténcia a
patdgenos (Sabry et a, 2006), entre outros. Ninamango-Céardenas et a. (2003)
desevolveram o Unico estudo disponivel que mapeou QTL para a tolerdncia ao Al em

milho.

2.9. Mapeamento Comparativo entre as Gramineas

Uma das aplicagdes interessantes dos mapas de genéticos € a comparagdo entre
genomas de espécies filogeneticamente préximas. O mapeamento comparativo se baseia
na deteccdo de locos ortélogos (Berhan et al., 1993). A ortologia é inferida pela
localizacdo de locos em regides sinténicas, que sdo regides colineares e derivadas do
mesmo cromossomo ancestral (Bennetzen, 2000; Keller e Feuillet, 2000). Os
cromossomos em espécies diferentes derivados do mesmo cromossomo ancestral sdo
designados homedlogos (Keller e Feuillet, 2000). A colinearidade observada entre os
marcadores moleculares entre diferentes espécies levanta a possibilidade de que a
localizacdo de genes que controlam caracteristicas de interesse agronémico também
possa ser predita uma vez que relagbes homeologas entre Cromossomos sejam

estabelecidas.
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Os genomas das gramineas sdo bastante diferentes em termos de tamanho (430
Mb em arroz a 15.996 Mb em trigo), ploidia e nUmero cromossdmico (arroz: 12; milho
e sorgo: 10; cevada, centeio e trigo diploide: 7; trigo hexaplide e aveia: 21)
(Arumuganathan e Earle, 1991). Apesar destas diferencas ja foi demonstrado haver
conservacdo da ordem linear de marcadores genéticos e de genes entre diferentes
espécies dentro deste grupo. Pereira e Lee (1995), por exemplo, descreveram QTL
associados com a atura de plantas nos grupos de ligagéo A, E e H de sorgo, ortélogos
a0s QTL para altura de plantas descritos nos cromossomos 1, 6 (Beaviset a., 1991) e 9
(Veldboom et al., 1994) de milho. Peng et a. (1999), descreveram que 0 gene que
controla 0 nanismo em milho, arroz e em trigo possui a fungcdo similar de controlar a
sensibilidade ao horménio giberelina e se localiza em posicdo ortdloga entre estas
espécies, nos cromossomos 1, 3 e 4, respectivamente. Deste modo, as espécies de
gramineas tém sido consideradas como um sistema genético Unico (Bennetzen e
Freeling, 1993).

O primeiro mapa consenso das gramineas publicado alinhou os genomas de
seis espécies diferentes (Moore et al., 1995) e desde entdo foi atualizado (Gale e Devos
1998, Devos e Gale 2000, Devos et al., 2005) compreendendo em sua Ultima versdo
arroz, milheto foxtail, cana-de-agucar, sorgo, milheto pearl, milho e membros da tribo
Triticeae (trigo, centeio e cevada).

Entretanto, a colinearidade dos genomas parece ser algumas vezes
interrompida. Por exemplo, a comparacéo de sequiéncias no loco Adhlde milho, sorgo e
arroz demonstrou que del egdes/insercdes ou translocagdes de genes ocorreram durante a
evolugdo (Tarchini et al., 2000). Em milho, nove genes foram encontrados neste loco

distribuidos ao longo de 225 kb. Em uma regido de 78 kb no genoma de sorgo, 0s hove
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homaologos de milho foram identificados em ordem colinear, além de outros cinco genes
adicionais. Em arroz o locus Adhl esta ligado ao locus Adh2, no cromossomo 11; em
milho estes locos encontram-se em cromossomos diferentes: Adhl no cromossomo 1 e
Adh2 no cromossomo 4 (Paterson et a., 1995, Tarchini et al., 2000). Uma perda de
colinearidade também foi descrita entre o gene de resisténcia a ferrugem, rgpl, em
cevada e arroz Em cevada este loco se encontra no cromossomo 1, sinténico ao
cromossomo 6 de arroz. Entretanto a insercdo de um fragmento de 10-15kb foi o
responsavel pelo rompimento da colinearidade entre estes cromossomos o loco do
genergpl (Killian et al., 1997).

De acordo com Paterson et al. (2004), uma duplicagdo ancestral e uma
subsequente diploidizacdo moldaram os genomas de todas as espécies dentro da familia
das gramineas. A extensdo com a qual perdas génicas diferenciais contribuiu para
incongruéncias nos mapas comparativos esta relacionada a duragéo do periodo entre o
evento de duplicacéo e a divergéncia das respectivas linhagens.

Apesar de rupturas na colinearidade entre os genomas das gramineas
ocorrerem, a estratégia de mapeamento comparativo tem se mostrado bastante Util na

integracéo de informagdes gendmicas de diferentes espécies dentro da familia.

2.10. Genética Comparativa da Tolerancia ao Aluminio em Gramineas

Diferentes espécies variam enormemente em sua habilidade para tolerar os
efeitos danosos do Al e contrastes significativos tém sido descritos dentro até mesmo de
uma mesma espécie. O controle genético da tolerancia ao Al tem sido bastante estudado
em gramineas, especialmente em membros da tribo Triticeae, representada pelo trigo

(Triticum aestivum L.), centeio (S cereale) e cevada (Hordeum vulgare L.). Em aguns



20

cultivares de trigo muitos genes com efeitos aditivos parecem estar envolvidos (Aniol e
Gustafson, 1984; Aniol, 1991) sendo controlada por um Unico gene em outros cultivares
(Aniol e Gustafson, 1984; Fisher e Scott, 1987; Larkin, 1987). Delhaize et al. (19934)
demostraram que o loco Altl explicou a maior parte das diferencas na tolerancia entre
linhagens isogénicas de trigo contrastantes para essa caracteristica. O Altl parece ser o
mesmo loco identificado como Alt2 no cromomssomo 4D de trigo por Luo e Dvorak
(1996) usando mapeamento fisico. Neste mesmo cromossomo 4D foi mapeado o gene
de toleréncia Altgy a2 1,1 cM do marcador RFLP bcd1230, explicando 85% da variagéo
fenotipica para a toleréncia ao Al em uma populacéo de RILs derivada do cruzamento
de BH1146 e Anahuac (Riede e Anderson, 1996). Recentemente, 0 primeiro gene de
tolerdncia a0 Al foi clonado em trigo, o ALMT1 (Aluminum-activated Malate
Transporter), que codifica o transportador de malato ativado por Al (Sasaki et al. 2004).
Segundo estes autores, o gene ALMT1 provavel mente corresponde ao loco Altl descrito
anteriormente por Luo e Dvorak (1996).

Os mesmos marcadores ligados ao gene Altgy foram associados ao gene Alp de
tolerancia ao Al em cevada (H. vulgare L.). Nesta espécie, a heranca datoleranciaao Al
€ monogénica conforme descrito por Minella e Sorrells (1992; 2002). O gene Alp se
localiza no cromossomo 4H flanqueado a 2,1 cM pelos marcadores bcd1117, wg464 e
cdo1395, sendo esse Ultimo também ligado ao gene de tolerancia de trigo Altgy. O
marcador bcd1230, fortemente ligado ao Altgy de trigo foi mapeado a 33 cM do gene
Alp, sugerindo que pode ter ocorrido uma quebra de colinearidade por um rearranjo
estrutural entre os cromossomos 4H de cevada e 4D detrigo (Tang et al., 2000).

Em centeio (Secale cereale L.) foram descritos quatro locos relacionados com

a tolerancia ao Al: Altl, localizado no cromossomo 6RS; Alt2, localizado no
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cromossomo 3RS; Alt3, no cromossomo 4RL e Alt4 no cromossomo 7RS (Aniol e
Gustafson, 1984; Gallego et al., 1998a; 1998b; Miftahudin et al., 2002; 2005; Matos et
al., 2005). Fontecha et a. (2007) clonaram o gene SCALMT1 associado ao fenétipo de
tolerdncia a0 Al em centeio, homedlogo a0 TaALMTL1 de trigo e 0 mapearam no
cromossomo 7RS, na mesma posicdo do loco Alt4 identificado anteriormente.
Evidéncias da conservacdo na posicdo de genes de tolerancia ao Al entre os
cromossomos homedlogos 4D de trigo, 4H de cevada e 4RL de centeio levaram Garvin
e Carver (2003) a sugerirem a existéncia locos ortdlogos controlando essa caracteristica
entre membros da tribo Triticeae.

Quatro QTL de tolerancia ao Al foram descritos em aveia Avena strigosa
Schreb.), explicando 55% da variagdo fenotipica da tolerancia (Wight et al., 2006). O
QTL de maior efeito, responsavel por 39% da variagdo foi associado ao marcador
bcd1250, ligado ao gene de tolerancia Altgy de trigo. Assim, é provavel que essa regido
gendmica contenha o gene ortdlogo ao principal gene de tolerdncia ao Al encontrado na
tribo Triticeae.

A tolerancia ao Al em arroz apresenta heranca complexa e QTL associados a
essa caracteristica foram mapeados em todos os 12 cromossomos de arroz (Wu et al.,
2000; Nguyen et al., 2001, 2002, 2003). Ao todo foram identificados 40 QTL em quatro
populactes diferentes, ocorrendo epistasia entre alguns deles. Apesar do grande nimero
de QTL, aguns foram consistentemente identificados nas quatro populagdes, um deles
de efeito maior e localizado no cromossomo 1 (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2002,
2001), e outro no cromossomo 3 (Nguyen et a., 2003). Considerando que o

cromossomo 3 de arroz € homedlogo aos cromossomos 4 da tribo Triticeae, a
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conservacdo na posicdo de genes de toleréncia @ Al pode ser estendida para a tribo
Oryzea.

Em sorgo (Sorghum bicolor L.) atoleréncia ao Al também é controlada por um
gene maior localizado no cromossomo 3, 0 Altsg, explicando em torno de 80% da
variagdo fenotipica da tolerancia (Magalhes et al., 2004). Essa regido ndo é ortdloga
aguela onde foram localizados locos de tolerdncia a0 Al em varios membros da tribo
Triticeae como trigo, cevada e centelo, no grupo cromossomico 4. Entretanto, essa
porcéo do cromossomo 3 de sorgo € homedlogo (cromossomo em espécies diferentes
derivados do mesmo cromossomo ancestral; Keller e Feuillet, 2000) ao cromossomo 1
de arroz, regido onde foram detectados QTL para tolerancia ao Al em diferentes
populacdes (Magalhdes et ., 2004).

De maneira semelhante ao arroz, a tolerancia ao Al em milho tem sido descrita
COmMo uma caracteristica quantitativa, baseada na distribui¢cdo normal de freqiiéncias em
progénies geradas pelo cruzamento entre linhagens tolerantes e sensiveis ao Al
(Sawasaki e Furlani, 1987; Magnavaca et a., 1987a). Em contraste a estes estudos,
Rhue et al. (1978) ao estudarem populacdes F, e de retrocruzamento de milho sugerem
gue atolerancia ao Al em milho é uma caracteristica controlada por um unico loco com
uma série alélica multipla. Entretanto esta aparente discrepancia sobre o tipo de heranca
para a tolerdncia ao Al em milho pode ser explicada pela diferenca nos germoplasmas
usados nos estudos. Os estudos moleculares iniciais da tolerancia ao Al em milho
empregaram a anadlise de bulks segregantes ou BSA (Bulk Segregant Analysis)
(Michelmore et al., 1991) (Brondani e Paiva, 1996; Torres et al., 1997) e confirmaram a
natureza quantitativa da caracteristica. Sibov et al. (1999) identificaram dois locos

associados com a caracteristica nos cromossomos 6 e 10 de milho na linhagem Cat-100-
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6; e de acordo com 0s autores, uma epistasia recessiva poderia explicar a ocorréncia de
uma classe fenotipica intermediéria para a tolerancia ao Al. Ninamango-Cérdenas et al.
(2003) mapearam cinco QTL nos cromossomos 2, 6, 8 de milho. Ambos os trabalhos
utilizaram populacGes de milho tropical e apenas um QTL, localizado no bin 6.00 foi
coincidente entre os estudos. Como esses mapas foram construidos sem marcadores
comuns a outras espécies de gramineas, inferéncias sobre a conservacdo dessas regioes
gendmicas associadas com a tolerancia ao Al ndo podem ser ampliadas para 0 milho.
Considerando a complexidade genética da tolerdncia ao Al em milho, o pouco
conhecimento a respeito dessa caracteristica nessa espécie e a importancia econémica
deste cereal, torna-se estratégico trazer o grande acervo de informacdes disponiveis em

outras espécies de gramineas para 0 milho, por meio da genémica comparativa.
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3. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaiar o fenétipo da
tolerncia ao Al em uma populacdo de RIL gerada pelo cruzamento de duas linhagens
contrastantes para a caracteristica; gerar um mapa de ligacdo para esta populacso;
investigar as regides do genoma do milho relacionadas a toleréncia ao Al nesta
populacdo por meio de mapeamento de QTL; analisar as regibes gendmicas ja
associadas com a toleréncia a0 Al em outras espécies de gramineas com os dados
encontrados neste trabalho. Com este mapa espera-Se uma maior compreensdo da
genética da tolerancia ao Al em milho bem como em outras espécies da familia

Poaceae.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Genético

Uma populacdo com 118 linhagens endogamicas recombinantes ou RILs
(Recombinant Inbred Lines) segregando para o carater tolerancia ao Al foi obtida pelo
cruzamento entre as linhagens L53 e L1327 (Cateto Al 237/67), sensivel e tolerante ao
Al, respectivamente.

A linhagem L53 foi originada a partir da popuacdo CMS11 (Pool 21 do
CIMMYT - Centro Internacional de Meoramento de Maiz Y Trigo, México) e a
linhagem L1327, a partir da variedade Cateto Agua Limpa. Ambas foram desenvolvidas
pela EMBRAPA Milho e Sorgo, sendo resultantes de mais de 10 ciclos de
autofecundacdo. Pelo cruzamento entre estas linhagens foi gerado o hibrido F; que foi
autofecundado gerando a populagdo F,, cujos individuos foram autofecundados
sucessivamente até chegar em Fo, estagio também chamado de S; em milho Eelf
pollination), constituindo a populagdo de linhagens endogdmcias recombinantes ou

RILs.

4.2. Fenotipagem para a Tolerancia ao Aluminio

A avaliacdo da tolerdncia ao Al foi redlizada em solugdo nutritiva sob
condicdes controladas em cémara de crescimento com temperatura diurna média de 27
+ 3°C, noturnade 20 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, sob aeracdo continua.

Sementes das linhagens parentais L53 e L1327 e das 118 familias de RILs
foram germinadas em rolos de papel umedecidos com agua deionizada. Apds quatro

dias de germinacéo, as plantulas com desenvolvimento uniforme dentro de cada familia
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foram transferidas para copos plésticos perfurados, acomodados em placas de PVC
escuras dentro de bandejas plasticas opacas com capacidade para oito litros e meio de
solugdo nutritiva completa contendo Ca (3527 puM), K (2354 uM), Mg (855 pM), N-
NO; (10857 M), NNH4 (1300 uM), P (45 uM), S (587 uM), B (25 uM), Fe (77 M),
Mn (9,1 uM), Cu (0,63 uM), Mo (0,83 uM), Zn (2,29 pM), Na (1,74 pM), Fe-HEDTA
(75 pM), CI (596 uM) segundo Magnavaca et a. (1987b). O pH inicia das solugdes foi
gjustado para 4,0, ndo sendo realizados gjustes no decorrer da avaliagéo.

Apbs um dia de incubacdo em solucdo nutritiva o Comprimento Inicial daraiz
seminal (Cl) de cada plantula foi medido e estas foram transferidas para bandgas
solucdo nutritiva contendo 222 mM de AP naforma de KAI(SO4),, que correspondem a
uma atividade de {39 mM} de Al. Plantulas de cada uma das linhagens foram mantidas
em solugdo completa sem adic@o de Al, como controle. Apos cinco dias de tratamento,
0 Comprimento Final da raiz seminal (CF) das plantulas foi medido. O Crescimento
Liguido daraiz seminal (CL) foi obtido pela diferenca entre o comprimento final (CF) e
o comprimento inicial (Cl) avaliados sob estresse de Al (CLca1) ou na condi¢do controle
(CLsal).

O indice fenotipico para a avaliacdo da tolerancia ao Al foi o Crescimento
Liquido Relativo da raiz semina (CLR), obtido pela divisdo do Crescimento Liquido
em condicdo de estresse (CLca)) pelo Crescimento Liquido em condicdo controle

(CLsal).
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4.3. Andlise Estatistica dos Dados Fenotipicos

O experimento para quantificacdo da toleréncia ao Al em solugdo nutritiva foi
conduzido em delineamento inteiramente casualisado, com duas repeticdes, sendo cada
parcela experimental congtituida de sete individuos de cada progénie. O teste de
normalidade das caracteristicas avaliadas: Crescimento Liquido em ambiente sem
estresse (CLsa), Crescimento Liquido em ambiente com estresse (CLca|) € Crescimento
Liguido Relativo daraiz semina (CLR) foi realizado com o programa Statistica versao
4.5 (Stat Soft, Inc 1993). A andise de variancia foi realizada para cada um dos indices

em cada um dos experimentos de acordo com o modelo:

Yij = 1+ pi + gj; onde:

Yij = observagdo da i-ésima progénie na repeticao j;
W= média gerd;

pi = efeito da i-ésima progénie (i = 1, 2,. . .,118);

@;j = erro associado a observargéo Yij.

As andlises edtatigticas foram redlizadas utilizando o procedimento PROC
GLM do programa SAS (Satistical Analysis System, SAS, 1999). As variancias
genéticas entre as linhagens endogamicas recombinantes foram obtidas pelas médias de
cada repeticéo. Também foram estimadas a herdabilidade entre as médias das familias

(FPm), 0 coeficiente de variacgo experimental (CVe) e de variagdo genética (CVy.
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4.4. Andlises Genotipicas

4.4.1. Extracdo e quantificacdo de DNA gendmico

O DNA genbémico foi extraido a partir de folhas jovens de dez plantas de cada
uma das 118 linhagens endogamicas recombinantes e dos parentais L53 e L1327. As
folhas coletadas foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas
a-80°C até a extracdo, de acordo com método descrito por Saghai-Maroof et al. (1984).

Cerca de trés gramas das folhas ainda congeladas foram macerados com
nitrogénio liquido. Neste momento tomou-se o cuidado de se usar folhas de todas as
plantas que representavam cada linhagem. O po resultante foi transferido para frasco
plastico de 50 mL, foram adicionados 10 mL de tampdo CTAB (CTAB 2%; Tris-HCI
0,2 M; NaCl 1,4 M; EDTA 0,02 M; 3-Mercaptoetanol 2%). Apos leve agitagdo manual,
a mistura foi mantida a 65°C em banho-maria por uma hora, com agitacdo a cada 15
minutos. Em seguida foi realizada lavagem com igua volume de solucdo de
cloroférmio-octanol (24:1), com homogeneizacdo constante por 20 minutos. O material
foi centrifugado a 5000 x g por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para novo
frasco pléstico de 50 mL para nova lavagem com cloroformio-octanol (24:1). O
sobrenadante obtido nesta segunda lavagem foi transferido para tubo de vidro de 25 mL,
onde foi adicionado igua volume de isopropanol a -20°C. Apéds a agitacdo manual do
tubo o DNA precipitado foi transferido com auxilio de uma alca de vidro para
microtubo de 1,5 mL e ressuspendido em 1 mL de tampdo TE (TrissHCl 10 mM; EDTA
1 mM; pH 8,0) contendo RNAse (0,1 mg/mL).

O DNA gendmico obtido foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 0,8%

em tampdo TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,00 com um padrdo de
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concentracdo conhecida para sua quantificacdo e avaliacdo de integridade. Apos uma
hora de eletroforese a 100 V, o gel foi incubado por 15 minutos em solucéo de brometo
de etidio (1 pg/mL), visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento

Eagle Eye Il (Stratagene®).

4.4.2. Marcadores microssatélites

Um total de 526 marcadores microssatélites foram avaliados entre as linhagens
parentais para a identificacdo de polimorfismos, sendo posteriormente aplicados na
populacdo de mapeamento. As sequiéncias dos iniciadores estdo disponiveis no Maize
Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php).

As reagbes de amplificac&o utilizando iniciadores ndo marcados consistiram de
30 ng de DNA gendmico; TrissHCI 10 uM pH 8,0; KCI 50 uM; MgCh 2 uM, 125 uM
de cada um dos deoxinucleotideos; 0,6 UM de cada um dos iniciadores e uma unidade
(1 U) da enzima Tag DNA polimerase em volume final de 10 pL. Os ciclos de
amplificagdo foram de uma desnaturagdo inicial a 95°C por dois minutos; nove ciclos de
94°C por 20 segundos, 68°C por 20 segundos com areducéo de 1°C acadacicloe 72°C
por 20 segundos; seguidos de 25 ciclos de amplificacdo a 94°C por 20 segundos, 60°C
por 20 segundos e 72°C por 20 segundos. Finalmente, areacdo foi submetida a um
periodo de extensdo a 72°C por cinco minutos.

Os fragmentos amplificados foram resolvidos em géis de acrilamida 10% (29:1
acrilamida:bisacrilamida) em tampédo TBE (Tris-HCI| 0,89 M; acido bérico 0,02 M;
EDTA 0,02 M; pH 8). Ap6s duas horas de eetroforese a 200 V, os géis foram
incubados sob agitacdo constante por 15 minutos em solugdo fixadora (etanol 10%;

acido acético 0,5%), 15 minutos em solucdo de nitrato de prata 0,2% e em solucéo
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reveladora (NaOH 3%; formaldeido 0,5%) até que as bandas aparecessem. A imagem
do gel foi fotografada sob luz branca no equipamento Eagle Eye |1 (Stratagene®).

As reag0es de amplificagdo com iniciadores fluorescentes consistiram de 30 ng
de DNA gendmico; TrissHCI 20 uM pH 8,0; KCI 50 uM; MgChk 1,5 uM, 125 uM de
cada um dos deoxinucleotideos, 0,2 UM de cada um dos iniciadores e uma unidade (1
U) da enzima Tag DNA polimerase em volume finad de 10 pL. Os ciclos de
amplificacéo foram os mesmos redlizados para os iniciadores ndo marcados. Os
fragmentos amplificados foram diluidos de acordo com suas fluorescéncias nas
proporgdes de 1:40, 1:16 e 1:13 para 6FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarelo),
respectivamente. Dessa diluicdo, 3 uL foram misturados a 6,7 uL de formamida Hi-Di
(Applied Biosystems®) e 0,3 uL do padréo GS-500 ROX (Applied Biosystems®). As
amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e imediatamente transferidas para o
gelo até o momento da el etroforese no equipamento ABI3100, com capilares de 36 cm e
polimero POP4 (Applied Biosystems®). ApOs a eletroforese os fragmentos foram
analisados com o programa GeneMapper versdo 3.5 (Applied Biosystems®) para a

determinacdo do gendtipo dos individuos.

4.4.3. Marcadores RFLP

Para avaliar a combinacdo sonda-enzima adequada para 0 mapeamento,
aproximadamente 50 pg de DNA gendmico des linhagens parentais foram incubados
separadamente com 100 U de cada uma das enzimas de restricdo EcoRI, EcoRV,
Haelll, Pvul, BamHI, Hindlll, Xbal, Xhol, Pstl e Dral por 18 horas, em temperatura
adequada. Nem todas as enzimas foram utilizadas para todas as sondas, e aguelas

combinacdes polimorficas foram avaliadas na populacdo. Os fragmentos resultantes
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foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampédo TAE (Tris-acetato
40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0). Apds 16 horas de eletroforese a 30 V, o gd foi
incubado por 15 minutos em solugdo de brometo de etidio (1 pg/mL) e visuaizado sob
luz ultravioleta. A transferéncia do DNA do gel para membrana de Hybond-N*
(Amersham Biosciences®) foi realizada por capilaridade em presenca de NaOH 0,4 M
por 24 horas em temperatura ambiente de acordo com Sambrook et a. (1989).
Posteriormente, a membrana foi incubada por 10 minutos em solugdo SSC 2X (NaCl 3
M citrato de sddio 0,3 M) sob com agitacdo e armazenada a 4°C até sua utilizac3o.

As sondas bcd1230, isu68, isu52, cdo795, rz14, bcd1117, rz630, cdol387,
cdo1395, zm1l e mMALMT1, associadas com a tolerancia ao Al em outras espécies de
gramineas, clonadas em pUC19, foram amplificadas com os iniciadores M13 F
(5 GTAAAACGACGGCCAGTG3) e R (5 TCACACAGGAAACAGCTAZ)
seguindo as mesmas condigdes da reacdo para os marcadores SSR ndo marcados. Os
ciclos da reacdo de amplificacdo consistiram de uma desnaturacdo inicial a 95°C por
dois minutos; 30 ciclos de 94°C por um minuto, 60°C por um minuto e 72°C por um
minuto, finalizada a 72°C por cinco minutos. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusdo 1% em tampéo
TAE tratado com brometo de etidio, cortados do gel sob luz ultravioleta e armazenados
em microtubos a -20°C até o momento do uso. As sondas foram marcadas com
[a®P|CTP utilizando o kit Ready to Go DNA Labelling Beads (Amershan
Biosciences®) de acordo com as recomendagBes do fabricante. As sondas de RFLP
foram fornecidas pela Universidade de Missouri-Columbia (EUA) e os fragmentos
MALMT1 e zm1 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Leon Kochian da Universidade de

Cornell (EUA).
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A hibridizacéo foi realizada conforme descrito por Bernatzky e Tanksey
(1986). As membranas foram pré-hibridizadas com 15 mL de solucdo de pré-
hibridizacdo (NaCl 0,75 M; &cido citrico trisddico di-hidratado 125 mM; SDS 0,6%;
NasPO4 0,05 M; solucdo de Denhard’s 5X; EDTA 2,5 mM; sulfato dextran 0,05%;
DNA de esperma de saimé&o 100 pg/mL) por 3 horas a 65°C. Em seguida, a sonda
desnaturada a 100°C foi adicionada a solucdo de hibridizacéo, ficando em contato com
as membranas por 16 horas a 65°C. As membranas foram lavadas duas vezes por 30
minutos com 100 mL de solugdo SSC 1X, SDS 0,1%; e uma vez com solugcdo SSC
0,5X, SDS 0,1%, todas a 65°C. As membranas foram expostas a filme de raio-X
hipersensivel (Kodak®) em cassete com tela intensificadora a-80°C por 24 horas e apds
este periodo o filme foi revelado em camara escura com solucles fixadora e de

revelacdo (Kodak®).

4.4.4. STS - Seguence Tagged Stes

Por meio de estratégias de bioinformética utilizando seqiiéncias dos genes de
tolerénciaao aluminio ALMT1 de trigo (Sasaki et al., 2004) e Altsg de sorgo (Magalhaes
et a., 2007, submetido), o Dr. Owen Hoekenga (Universidade de Cornell, EUA)
identificou sequéncias genomicas de milho (MAGI ou Maize Assemble Genomic
Islands) contendo similaridades com esses genes (comunicacao pessoal).

Um tota de nove destes MAGI foram avaliados para identificagdo de
polimorfismos entre as linhagens parentais L53 e L1327. Dentre eles, MAGI4 49968,
MAGI4 154934 e MAGI4_30642 apresentaram similaridade de seqiiéncia com o gene
Altss de sorgo, enquanto MAGI4 48924, MAGI3 90876, MAGI3_ 92049,

MAGI4 1318, MAGI4 41238, MAGI4 160591 foram similares ao gene de tolerarcia



33

a0 Al em trigo, ALMTL. As sequiéncias dos MAGI estdo disponiveis no endereco
http://magi.plantgenomics.iastate.edu/.

As reagoes de amplificagdo e a eletroforese dos fragmentos obtidos foram
desenvolvidas de acordo com a metodologia descrita no item 4.4.2. para microssatélites
ndo fluorescentes. Iniciadores especificos para cada um deles foram desenhados, os que
apresentaram polimorfismo foram sequenciados e gds a confirmacéo da sequéncia

correta0sMAGI foram mapeados na popul acéo.

4.5. Construcdo do Mapade Ligacdo

Os polimorfismos obtidos com os marcadores RFLP, SSR e de MAGI foram
codificados como O (alelo proveniente do parental sensivel ao Al) ou 2 (alelo
proveniente do parental tolerante ao Al), sendo os individuos heterozigotos
desconsiderados das andlises. A segregacéo de cada loco foi avaliada quanto aos
desvios da segregacdo esperada para a populacdo de RIL (1:1) por meio do teste Qui-
quadrado (p<0,05). As andlises de ligacdo foram redizadas com LOD > 20 e
freqliéncia de recombinacdo menor que 0,4; utilizando o programa MapMaker/EXP
versdo 3.0 (Lander et al., 1987). As distancias em centiMorgans (cM) foram estimadas

pelafuncdo de Kosambi (Kosambi, 1944).

4.6. Mapeamento de QTL

O indice fenotipico utilizado para a avaliagdo da tolerancia ao Al foi a média
do crescimento liquido relativo (CLR). Inicialmente, todos os marcadores mapeados
foram associados com dados fenotipicos por meio da andlise de regressdo multipla a 2%

de probabilidade utilizando o método stepwise por meio do programa Jump 3.1.6.2



(SAS Institute). O coeficiente de determinacdo (R?) foi utilizado para estimar a
porcentagem da variancia fenotipica explicada pelo marcador e o coeficiente de
regressdo indicou o efeito de cada marcador natoleranciaao Al.

O mapeamento de QTL paratolerdnciaao Al foi realizado pela metodologia de
intervalo composto ou CIM (Jansen e Stam, 1994; Zeng, 1994) implementada pelo
programa QTL Cartographer versdo 2.5 para Windows (Wang et a., 2006). Para
controlar a interferéncia de multiplos QTL foi utilizado o modelo 6 e a regressdo
forward utilizando 20 cofatores e uma janela de 0 cM. A locaizagdo mais provavel
dos QTL dentro do intervalo bem como as estimativas de seus efeitos genéticos foram
determinadas pelo método da Méaxima Verossimilhanca (Fisher, 1921) com testes
realizados a cada 1 cM. O QTL foi declarado presente na posicdo em que o valor de
LOD foi superior ao limite de significancia determinado por 1000 permutacdes segundo

Churchill e Doerge (1994).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da Tolerancia ao Aluminio na Populacdo de RILs

O Crescimento Liquido Relativo (CLR) foi o indice fencotipico utilizado para
avaliar da toleréncia ao Al na populacéo de RILs e apresentou distribuicdo normal
(Figura 1), confirmando a natureza quantitativa da heranca da caracteristica em milho.
Como os indices CLs € ClLca foram os componentes do Crescimento Liquido
Relativo, eles também foram avaliados quanto a distribuicdo na populagéo,
apresentando distribuicdo normal (Figura 1).

Pela andlise de variancia, tanto o indice CLR quanto seus componentes CLe €
ClLcal possuem variabilidade genética nesta populacdo (Tabela 1). Esses resultados,
juntamente com os componentes de variancia, viabilizam as analises de mapeamento de
QTL para atoleranciaao Al em milho. Mesmo n&o sendo diretamente associado com a
tolerancia ao Al, a distribuicdo normal e a existéncia de variabilidade significativa para
o crescimento radicular na auséncia de Al (CLsaj) ressalta a necessidade do uso desse
indice como controle, em relacdo ao crescimento liquido na presencado Al.

As estimativas de herdabilidade mostraram valores elevados em nivel de médias
das familias para CLei, ClLca € CLR (0,888; 0,901; 0,809; respectivamente). A
herdabilidade reflete a proporcdo da variancia fenotipica explicada pela variancia
genética que pode ser herdada. Estimativas elevadas de herdabilidade reafirmam a
superioridade do uso de médias na avaliacdo de progénies quanto a tolerdncia ao Al,
semelhante aos resultados obtidos por Martins et a. (1999) e Ninamango-Cardenas et

al. (2003) em solucdo nutritiva.
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Figura 1: Distribuicdo de frequéncias para CLR, CLsAl e CLcAIl na populacdo de RILs gerada
pelo cruzamento entre L1327 e L53. A linha indica a curva normal esperada. As setas indicam
a posicdo das linhagens parentais L53 e L1327, sensivel e tolerante ao aluminio,
respectivamente.
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Tabela 1. Resumo da analise conjunta de variancia de quatro experimentos para

os indices crescimento liquido relativo (CLR) e seus componentes, crescimento

liquido com e sem aluminio (CLsai, € CLca)). ~ corresponde a 1% significancia

pelo TesteF.

Fonte de Variagéo G.L. QM

CLR CLsAl CLcAl
Linhagens 117 0.05646 868.12° 51838
Erro 118 0.01077  97.43 51.54
Estimativas - CLR CLsAl CLcAl
Variéncia Genética - 0.0228 385.35 233.42
Variancia Fenotipica entre médias - 0.0282 434.06 259.19
Herdabilidade entre médias - 0.809 0.888 0.901
Coeficiente de Variacdo Experimental (CVe) - 0.177 0.100 0.127
Coeficiente de Variagdo Genética (CVQ) - 0.258 0.198 0.271
Meédia Geral - 0.5860 98.92 56.48
CV.gen/CV.exp 1.46 1.99 2.13
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O coeficiente de variagdo genetica (CVy) foi superior ao coeficiente de
variagcdo experimental (CVe), para 0 CLR, confirmando a precisdo na avaiacdo da

caracteristica (Tabela 1).

5.2. Mapade Ligacdo

Foram avaliados um total de 526 pares de iniciadores microssatélites, 11
sondas RFLP de milho, arroz, aveia e cevada localizadas proximas a QTL de tolerancia
a0 Al nestas espécies e nove MAGI com similaridade de seqiiéncia aos genes de
tolerancia ao Al em trigo ALMT1) e sorgo @Altsg) entre as linhagens L53 e L1327.
Dentre eles, 156 microssatélites, cinco RFLPs m01, mALMTL, bcd1230, isu68 e
cdo795) e os nove MAGI apresentaram polimorfismo entre as linhagens parentais e
foram avaliados na populacéo de mapeamento. Um exemplo da segregacéo de cada tipo
de marcador molecular em uma parte da populagéo de RILs esta mostrado na Figura 2.

Um total de 140 marcadores moleculares polimorficos foram alocados no mapa
de ligacdo ao longo de 12 grupos de ligacdo (Figura 3), sendo 128 microssatélites, trés
RFLPs e nove MAGI. O mapa de ligacéo cobriu 1.657 cM do genoma do milho, com
uma média de um marcador a cada 11,75 cM, o que pode ser considerada uma saturacéo
adequada para 0 mapeamento de QTL. Uma descontinuidade no cromossomo 2, entre 0s
marcadores bnlgl017 e dupssr27 (bins 2.02 e 2.03) e outra no cromossomo 6, entre 0s
marcadores phil5981 e umcl413 (bins 6.01 e 6.05) resultaram na formagdo dos 12

grupos de ligacao representando os 10 cromossomos do milho.
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Figura 2: Genotipagewr de parte da
populacdo de RILs gerada pelo cruzamento
entre L53 e L1327 com marcadores SSR (A),
STS (B) e RFLP (C). As setas a esquerda
indicam os polimorfismos. A: Perfil de
amplificagdo do loco SSR umc2224
visualizado em gel de poliacrilamida corado
com prata. B: Padrdo de amplificagdo do
MAGI4 41238 visualizado em gel de
poliacrilamida corado com prata. C: Padréo
de hibridizagdo com a sonda RFLP bcd1230
mar cada com isotopo radioativo, revelando

dois locos com segregacao independente.
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Figura 3: Mapa genético com 140 marcadores distribuidos no genoma do milho (Zea mays L.) na

populacdo de RILs gerada pelo cruzamento entre L1327 e L53. Os numeros a esquerda dos

Cromossomos representam as distancias em cM entre os marcadores, contadas a partir do

teldmero; a direita esta apresentado o nome do marcador. As barras nos cromossomos indicam as

posicoes dos QTL detolerancia ao Al.
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Dentre os 140 marcadores mapeados apenas trés SSR e um MAGI apresentaram
distorcdo na segregacdo mendeliana e mesmo assim foram mapeados nas posicoes
esperadas no cronpssomo 10. A ordem dos marcadores no mapa de ligagdo foi
concordante com a dos mapas genéticos publicos de milho disponiveis nho Maize

Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/).

5.3. Mapeamento de QTL para Tolerdncia ao Aluminio

Os dados de segregacdo de todos os marcadores e as médias do indice
fenotipico CLR de cada linhagem foram iniciamente avaliados por meio de uma
regressao multipla, que detectou cinco marcadores associados com o CLR, a uma
probabilidade inferior a 2%, explicando entre 5,29% (mmc0241) e 17,70% (umc1056)
da variacéo fenotipica para atolerancia ao Al, totalizando 37,17% (Tabela 2).

Pelo método de mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994; Jansen e
Stam, 1994) foram mapeados seis QTL paratolerancia ao Al na populacéo de RILs com
base no indice fenotipico CLR (Figura 3), distribuidos nos cromossomos 3 (QTL31 €
QTL35), 5(QTLs.1), 6 (QTLe.1) €8 (QTLg 1 € QTLg2). As contribuicdes dos seis QTL na
variancia fenotipica e genotipica e seus efeitos aditivos na caracteristica CLR foram
estimados e estéo apresentados na Tabela 3. Os efeitos aditivos para CLR variaram de
4.48 para 0 QTLg 2, localizado entre os bins 8.06-8.07 entre os marcadores bnlg1031-
umc2014 a 6.22 para 0 QTLs 1, que se encontra no cromossomo 5 (bin 5.03) flanqueado
pelos marcadores umc1056-umc1935. A proporcdo da variancia fenotipica explicada
pelos QTL variou de 7.11 a 13.72% para os mesmos QTL. Juntos, os seis QTL
explicam 55.10% da variancia fenotipica e 68.11% da variadncia genotipica para a

tolerdncia a0 Al nessa populacdo. Quanto a origem dos aelos favoravels para a
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toleranciaao Al observou-se que os alelos dos seis QTL mapeados foram provenientes

do parental tolerante L1327.
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Tabela 2: Marcador es associados com a toler ancia ao aluminio pela
andlise de regressdo multipla. O efeito de cada marcador € dado pelo
coeficiente de regressdo e o coeficiente de deter minacdo (R?) representa a
propor ¢do da variancia fenotipica explicada pelo marcador. O sinal

negativo do efeito indica que o alelo favoravel € derivado da linhagem

parental sensivel

Posicéo Probabilidade
M ar cador (Bin) Efeito R2(%) ")
bnlgl179 1.01 4,60 7,30 0,0045
nc003 2.07 3,85 5,40 0,0113
mmc0312 3.04 -4,03 5,85 0,0138
umcl1056 5.03 7,16 17,70 0,0001
mmc0241 6.05 3,85 5,29 0,0172

Total 37,17




Tabela 3: QTL associados a tolerancia ao aluminio por meio de mapeamento por intervalo composto, na populacdo de RIL s gerada

entre L1327xL 53 para o indice CLR. Localizagdo genémica, por centagem de variancia fenotipica e genotipica.

QTL  Cromaossomo Bin Posicéo Intervalo entre LOD Efeito R“ Fenotipico R“ Genotipico
(cM) Mar cadores Aditivo (%) (%)

3.1 3 3.01-3.02 22.83 umc1394 - bnlg1325 3.39 5.04 9.00 11.12

3.2 3 3.06 - 3.07 159.37 bnlg197 - umc1659 5.20 5.02 8.92 11.03

51 5 5.03 23.39 umc1056 - umc1935 7.32 6.22 13.72 16.96

6.1 6.1 6.00 0.01 phi126 - bnlg238 4.08 4.55 7.35 9.09

8.1 8 8.04-8.05 15.4 bnlg2046-bnlg1176 4.28 5.04 9.00 11.12

8.2 8 8.06 —8.07 45.86 bnlg1031- umc2014 3.55 4.48 7.11 8.79
Total - - - - - 30.34 55.10 68.11

LOD: escala logaritmica que indica a probabilidade da existéncia de um QTL sobre a possibilidade da sua auséncia; R® Fenotipico:

proporcao da variancia fenotipica explicada pelo QTL; R Genotipico: porcentagem da variancia genotipica explicada pelo QTL.
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6. DISCUSSAO

6.1. Avaliacdo da Toleréncia ao Aluminio na Populacdo de RIL

A quantificac8o da tolerancia Al foi realizada sob condigdes controladas em
solucdo nutritiva, garantindo que a inibi¢éo do crescimento radicular fosse consegiiéncia
apenas da presenca do Al. Este é o méodo de avaliacdo da tolerancia ao Al mais
empregado em gramineas, uma vez que possibilita uma andlise quantitativa do
comprimento radicular de forma ndo destrutiva, adém de ser de fécil execucéo,
permitindo um controle rigoroso das condicfes experimentais (Ninamango- Cardenas et
al., 2003; Nguyen et al., 2003; Magalhdes et a., 2004; Wight et al., 2006).

O indice fenotipico utilizado para avaliar a toleréncia ao Al foi Crescimento
Liguido Relativo da raiz semina (CLR), que apresentou distribuicdo normal (Figura 1),
variabilidade genética significativa na populacdo e elevados valores de herdabilidade
baseado em médias de familias () (Tabela 1). Tais resultados confirmam que a
tolerancia a0 Al em milho possui heranca quantitativa controlada por um pequeno
nimero de genes, conforme inicialmente proposto por Magnavaca et al. (1987b), Lima
et a. (1992) e Ninamango-Cérdenas et al. (2003), utilizando a geragdo F.4 da mesma
populagéo (0,97).

E interessante notar que as linhagens parentais foram alocadas em lados opostos
da curva norma do CLR (Figura 1), confirmando o contraste existente entre elas para a

tolerdncia ao Al.

Conforme sugerido por Ma et a. (2002), ao avaliarem a tolerancia ao Al em
milho e arroz, é importante a utilizacdo da medida do crescimento liquido em condigéo

controle, sem Al (CLg) para minimizar o efeito das diferencas intrinsecas do
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crescimento radicular entre as linhagens; como de fato ocorreu e pode ser verificado
pela variabilidade significativa do CLg na populacdo (Tabela 1). O indice fenotipico
utilizado por Ninamango-Cardenas et al. (2003) para 0 mapeamento de QTL foi o
Crescimento Liquido da Raiz Seminal em presenca de Al (CLca), hdo sendo avaliado o
crescimento radicular em condicdo controle, o0 que possibilida que o efeito das
diferencas intrinsecas do crescimento radicular entre as linhagens do crescimento da

raiz em ausénciade Al interfiram na avaliagdo da tolerancia

Os valores superiores a 100% para o CLR encontrados tanto em RIL e na
linhagem parental L1327 (Figura 1) indicam um aumento do crescimento radicular em
presencado Al nestas linhagens. Este estimulo ndo necessariamente resulta de um efeito
direto do Al sobre as plantas de milho. As possiveis explicacdes incluem o bloqueio de
cargas negativas em sitios da parede celular favorecendo a absor¢éo de fosforo, e a
prevencao da toxicidade causada por outros metais toxicos (Foy et a., 1978).

A grande amplitude dos valores de CLR, entre 20 e 120%, nos genotipos
avaliados em solucdo nutritiva indica a existéncia de extersa variabilidade fenotipica
para tolerancia ao Al na populacéo avaliada. Esta variabilidade pode estar associada ao
fato de que em milho mais de um mecanismo para a tolerancia ao Al parece ocorrer,
conforme descrito pro Pifieros et al. (2005), que descrevem que além da exsudacéo de
citrato pelas raizes outros mecanismos fisiol 6gicos parecem estar envolvidos.

A razdo entre os coeficientes de variagdo genético e experimental (CVy/CVe)
fol maior que 1.0 (Tabela 1), indicando que os efeitos ambientais foram controlados
apropriadamente nos experimentos, 0 que aumenta a confiabilidade da avaliacéo

fenotipica.
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Como grande parte da variancia fenotipica do CLR é explicada pela variancia
genética e a sua herdabilidade é alta (Wmadgias = 0,809) (Tabela 1), pode-se dizer que a
selecdo assistida para a toleréncia a0 Al em milho é possivel e bastante adequada em

programas de melhoramento.

6.2. Mapade Ligacao

O mapa de ligacdo construido com 128 marcadores microssatélites, trés
RFLPs e nove STSs (MAGI), possui cobertura de 1.657 cM do genoma do milho, com
uma média de um marcador a cada 11,75 cM. Groh et al. (1998) encontraram uma
distdncia média de 11,5 cM e 14,4 cM entre os marcadores avaliados ao trabalharem
com duas populagdes de RILs de milho. Ming et al. (1997) descreveram um mapa de
1624.7 cM com distancia média entre os marcadores de 15,8 cM, também em RILs de
milho. Em geral, para a construcdo de mapas de ligagdo, a distancia média entre
marcadores se situa em torno de 20 cM (Fang et al., 2003). Assim, a saturacdo média
obtida no presente mapa de ligagdo (11, 75 cM) o torna bastante adequado para o
mapeamento de QTL, além de ser um valor bastante proximo aos encontrados em outras
populacdes de RILs de milho.

A ordem dos marcadores no mapa de ligacdo foi concordante com mapas
genéticos publicos de milho disponiveis no Maize Genetics and Genomics Database
(http://lwww.maizegdb.org/). Adicionalmente, nove fragmentos gendmicos de milho
(MAGI) foram também inseridos nos cromossomos 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9 e 10, fornecendo
suporte adiciona para a ordem correta dos marcadores ao longo dos grupos de ligacéo.

Os cromossomos 2 e 6 foram segmentados em dois grupos de ligagdo (Figura 3),

entretanto, varios marcadores microssatélites foram avaliados nestas regides sem
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obtenc&o de polimorfismos na populagéo. Sibov et al. (2003), construindo um mapa de
ligacdo com linhagens de milho adaptadas ao clima tropical também encontraram mais
de um grupo de ligag&o representando um mesmo cromossomo, indicando a presenca de
um gap. Entretanto ndo houve coincidéncia entre estas regifes e as encontradas neste
trabalho. Outros marcadores poderdo ser mapeados nestes intervalos para tentar

solucionar a questéo.

6.3. Mapeamento de QTL para Tolerdncia ao Aluminio

Tratando-se a tolerancia ao Al como uma caracteristica métrica, procedeuse a
andlise de mapeamento por intervalo composto visando verificar a presenca de QTL
para a tolerancia a0 Al na populacdo de RILs. Ao todo foram encontrados seis QTL
distribuidos nos cromossomos 3, 5, 6 e 8 do milho (Tabela 3, Figura 3). O nimero de
QTL mapeados neste trabalho, para a tolerancia a0 Al (seis) foi o maior dentre os
trabalhos ja publicados em milho. Sibov et a. (1999) descreveram dois locos, Alml e
Alm2 nos cromossonos 10 e 6, respectivamente. Ninamango-Cardenas et al. (2003)
utilizando a geracdo Fs.4 dessa mesma populacdo mapearam cinco QTL nos bins 2.07,
6.00, 6.05, 8.05 € 8.07. O Unico QTL conservado entre os trés trabalhos foi o localizado
no bin 6.00, coincidindo com o QTL publicado por Ninamango-Cardenas et al. (2003)
e com o AlIm2 mapeado por Sibov et al. (1999). O QTLg1 e 0 QTLg 2, localizados nos
bins 8.04 e 8.07 podem ser considerados coincidentes com os QTL 4 e 5 descritos por
Ninamango-Cardenas et al. (2003), respectivamente. Os restantes trés QTL detectados
nos bins 3.01-3.02, 3.06-3.07, 5.03 sdo inéditos e ndo haviam sido descritos

anteriormente.
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Apesar de Ninamango-Cardenas et al. (2003) ter utilizado ciclos anteriores
dessa mesma populagdo de mapeamento, 0 mapa atual possui uma cobertura de
marcadores cinco vezes superior, 0 que contribuiu para 0 aumento na preciséo do
mapeamento de QTL. Mesmo ndo tendo sido detectado pelo mapeamento por interval os
compostos, marcadores localizados nos bins 2.07 (nc003) e 6.05 (mmc0241) foram
significativamente associados com a tolerancia ao Al por meio da regressdo muiltipla,
posicdes essas coincidentes com os QTL 1 e 3 mapeados por Ninamango-Cardenas et
al. (2003). Outra causa da ndo coincidéncia de QTL pode ter sido em funcdo do indice
fenotipico utilizado para avaliar a tolerancia ao Al, que no trabalho anterior ndo incluiu
amedicdo do crescimento radicular na auséncia do Al téxico como controle.

A proporcdo da variancia fenotipica explicada pelos seis QTL juntos foi de
55.10%, vaor que apesar de ser considerado alto, foi inferior ao encontrado por
Ninamango-Cardenas et al. (2003), que foi de 60%. Os QTL detectados ndo foram
iguamente distribuidos a0 longo do genoma do milho, e algumas regides nos
cromossomos 3 e 8 apresentaram uma maior concentracdo de QTL para a tolerancia ao
Al,. O QTLs, localizado no bin 5.03, explicou 13,72% da variancia fenotipica, podendo
ser considerado 0 QTL de maior efeito para atoleranciaao Al nesta popul agéo.

Quanto a origem dos alelos favoréveis para atolerncia ao Al observou-se que
0s seis QTL mapeados foram derivados do parental tolerante, L1327. Portanto,
conforme o esperado, o parental L1327 foi predominante na contribuicdo de alelos

favoraveis para atoleranciaao Al.
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6.4. Analises Comparativas da Tolerancia ao Aluminio em Gramineas

Mapas genéticos comparativos tém revelado que os genomas das gramineas
sdo bastante semelhantes em relacéo a ordem e ao contelido genético e que é possivel
com eles avaliar, entre diferentes espécies, a ortologia entre locos que atuam em
caracteristicas fenotipicas de interesse (Ahn e Tanksley, 1993; Devos et al., 2005).

O mapa de ligacdo utilizando marcadores associados com a tolerdnciaao Al em
outras espécies de gramineas possibilitou a comparacéo da posi¢ao dos QTL com locos
de tolerancia ao Al em outras espécies de gramineas. O mapeamento comparativo
revelou que todos os seis QTL de toleréncia ao Al mapeados se localizam em regides
previamente associadas com essa caracteristica em outras espécies de graminess.

Dois QTL foram mapeados no cromossomo 3 em regides ortblogas ao
cromossomo 8 de milho, onde também outros dois QTL foram detectados (Figura 4). O
QTLsg2, localizado no brago longo do cromossomo 8 de milho, esta em posicdo
homedloga ao brago longo do cromossomo 1 de arroz (Wilson et a., 1999), onde foi
mapeado um QTL que explica grande porcentagem da toleréncia ao Al em arroz e
encontra-se conservado em pelo menos trés ppulacdes diferentes (Wu et al., 2000;
Nguyen et a., 2001, 2002, 2003). Este QTL esta localizado em uma regido homedloga a
porcdo do cromossomo 3 de sorgo que contém o gene Altss , que explica 80% da
tolerancia ao Al dessa espécie na populacéo estudada (Magalhaes et al., 2004). O bragco
longo do cromossomo 1 de arroz e do cromossomo 8 de milho também possuem
homeologia com o brago longo do cromossomo 3 de milho (Wilson et al., 1999), onde o

QTL3» foi mapeado (Figura4). Os bragos curtos dos cromossomos 3 e 8 de milho, onde
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Figura 4: Relacbes sinténicas entre o cromossomo 1 de arroz, cromossomos 3 e 8 de milho (Wilson et al., 1999), cromossomo 3 de sorgo

(Magalhdes et al., 2004). Regides homeologas estao representadas com barras de mesmo padr&o. QTL representados por barras escuras.

* representa mar cador mapeado neste trabalho.
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foram mapeados os QTL 3.1 e 8.1, respectivamente, s8o homedlogas entre si e com
regides do brago curto do cromossomo 1 de arroz, onde também foi mapeado um QTL
de tolerancia a0 Al segundo Nguyen et a. (2003). As relagdes de homeologia entre
regides dos cromossomos 1 de arroz, 3 e 8 de milho e 3 de sorgo estdo apresentadas
graficamente na Figura 4.

O milho possui origem tetrapl 6ide e contemporaneamente é uma espécie dipldide, o que
justifica grande parte do seu genoma ser duplicado. Anh e Tanksley (1993),
demonstraram que quase sempre 0s locos de cdpia Unica em arroz encontram-se
duplicados no genoma do milho. Anh et al. (1993) descreveram homeologias entre
va&rios cromossomos de milho, resultantes da duplicacdo do seu genoma, incluindo
regides dos cromossomos 3 e 8, e entre os cromossomos 1, 5 e 9.

O QTLs.1 , de efeito maior nesta populacéo, foi mapeado em uma regido do
cromossomo 5 de milho ortéloga ao braco longo do cromossomo 3 de arroz (Wilson et
a., 1999) e aos cromossomos 4D de trigo (Riede e Anderson, 1996), 4H de cevada
(Tang et al., 2000) e 4RL de centeio (Miftahudin et al., 2002), onde foram detectados
locos para a toleréncia ao Al (Figura 5). Nestas espécies da tribo Triticeae, a tolerancia
ao Al parece ser relativamente simples e um gene maior parece explicar grande parte da
toleréncia observada. A heranca da tolerancia ao Al em trigo tem sido estudada em
varios cruzamentos entre linhagens contrastantes a tolerancia ao Al parece ser conferida
por um Unico loco dominante, mapeado no braco longo do cromossomo 4D,
denominado Altgy ou Alt, (Milla e Gustafson, 2001). Em centeio, também no braco

longo do cromossomo 4RL foi mapeado um loco de efeito maior paratolerancia ao Al,
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denomidado Altz (Gallego e Benito, 1997). O loco Alt; encontra-se fortemente ligado a
marcadores mapeados proximo ao loco Altgy de trigo, 0 que sugere que locos ortélogos
controlam a toleréncia ao Al nestas duas espécies (Miftahudin et a., 2002). Em cevada,
um loco de efeito maior denominado Alp, foi mapeado no braco longo do cromossomo
4 por Minellae Sorrells (1992), sendo também ortélogo aos locos Alt; de centeio e Altgy
de trigo (Tang et a., 2000). Entretanto, nos cromossomos 1 e 9, homedlogos ao
cromossomo 5 ndo foram detectados QTL de tolerancia ao Al. Nessas regifes pode ter
ocorrido uma perda de fungdo do loco esponsavel pela tolerdncia a0 Al, ou nesta
populacdo o aelo favoravel ndo esta presente, ou ainda o loco ndo esta presente.

A regido do cromossomo 6 de milho, onde foi detectado um QTL conservado
nos dois estudos mapeamento para tolerancia ao Al em milho de origem tropical, €
ortdloga ao cromossomo 6 de arroz, onde também foi detectado QTL associado com
essa caracteristica (Maet al., 2002).

Nenhum QTL foi associado com os clones de MAGI identificados in silico
como possuindo seqiiéncias homélogas aos genes de tolerancia ao Al de trigo (ALMT1)
(Sasaki et al, 2004) e de sorgo (Altss) (Magalhdes et al., 2007, submetido) e mapeados
na populacdo. Esses genes séo membros de familias multigénicas em milho e, os clones
MAGI mapeados podem ndo conter as cdpias funcionais desses genes.

Tendo em vista a complexidade do genoma do milho e as possiveis quebras na
sintenia, estudos mais aprofundados nas regifes de QTL deverdo ser realizados para

validar os QTL e paraidentificar genes candidatos.
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7. CONCLUSOES

A tolerarcia ao Al avaliada por meio do crescimento liquido relativo da raiz
seminal apresentou variabilidade significativa para na populacdo de mapeamento, além
de distribuicdo normal e alta herdabilidade, confirmando que essa caracteristica em
milho possui heranca complexa sob controle de um ndmero reduzido de genes .

Foi gerado um mapa de ligagdo com 140 marcadores moleculares, cobrindo
1.657 cM do genoma do milho, com um marcador em média a cada 11,75 cM.

Foram mapeados seis QTL de tolerancia ao Al nesta populacéo, explicando
55.10% da variancia fenotipica da caracteristica. Todos os QTL foram localizados em
regides ortélogas a outros locos associados com essa caracteristicas em diferentes
espécies de gramineas.

Clones gendmicos identificados com base na similaridade de sequiéncia com os

genes de toleranciaao Al (ALMTL1 e Altsg) ndo foram co- localizados com os QTL.
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