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RESUMO - Baixa disponibilidade de fésforo ¢ uma das principais limitagcdes para a
produtividade de culturas agricolas. Uma das estratégias adotadas pelas plantas submetidas a
deficiéncia de P ¢ a alteracao da morfologia radicular. Em arroz, um QTL denominado Pupl
foi associado a eficiéncia no uso de P e aumento do crescimento radicular sob deficiéncia
desse nutriente. Assim, foram buscados “in silico” homodlogos do Pupl no milho. Quatro
genes candidatos foram mapeados em uma populacao de Recombinant Inbred Lines, derivada
do cruzamento entre linhagens contrastantes para uso de P. Essa populagdo foi fenotipada
para diferentes caracteriticas de morfologia radicular e genotipada com marcadores SNPs e
SSRs. Quinze QTLs foram identificados, sendo quatro para comprimento total, didmetro
médio e volume de raizes finas e trés para volume total, explicando entre 32 ¢ 39% da
variancia genotipica das caracteristicas. O gene predito GRMZM2G451147 foi colocalizado
com QTLs controlando comprimento, volume total e volume de raizes finas. Adicionalmente,
esse gene foi expresso sob baixo e alto P na linhagem L22, que contribuiu com alelos
favoraveis para tais caracteristicas. Esses resultados serdo importantes para a elucidagdao de
fatores genéticos relacionados com caracteristicas radiculares e poderdo contribuir para
melhorar a eficiéncia na aquisi¢cao de P em milho.
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Introduciao

O milho ¢ um dos produtos de destaque do setor agricola nacional, sendo o Brasil o
terceiro maior produtor mundial (USDA, 2011). No entanto, a baixa disponibilidade de P
ainda ¢ um fator que limita a producdo vegetal, principalmente nos solos &acidos, que
representam de 30% a 60% da area agricultavel no mundo (VON UEXKULL e MUTERT,
1995). Um dos mecanismos desenvolvidos pelas plantas para aumentar a eficiéncia na
aquisicdo de P ¢ a alteracdo na arquitetura radicular (RAMAEKERS et al., 2010; LYNCH,
2011). O desenvolvimento espacial do sistema radicular desempenha um papel importante na
exploragdo do solo por fontes de P devido a baixa taxa de difusdo do P no solo e a sua reduzida
mobilidade. Assim, a proximidade entre a superficie de absor¢do da raiz e a fonte do nutriente ¢
fundamental (RAMAEKERS et al., 2010; LYNCH, 2011).

A maioria dos estudos relacionados a morfologia radicular do milho tem demonstrado

que essa ¢ uma caracteristica controlada por varios genes (HOCHHOLDINGER e
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TUBEROSA, 2009; RAMAEKERS et al., 2010). Dessa forma, uma estratégia apropriada
para o estudo de caracteristicas complexas seria por meio do mapeamento de QTL
(Quantitative Trait Loci). Um QTL de efeito maior na absorcdo de P, denominado
Phosphorus uptake 1 (Pupl), foi identificado em dois estudos independentes em arroz (NI et
al., 1998; WISSUWA et al., 1998). Dados fenotipicos em linhagens semi-isogénicas (NILs)
demonstraram que o Pupl aumenta a absor¢do de P (WISSUWA et al., 2002) e confere
vantagens na produtividade de arroz sob deficiéncia de P (CHIN et al, 2010). Adicionalmente,
Wissuwa e Ae (2001) revelaram que o Pup! contribui com o aumento da taxa de crescimento
radicular sob baixa disponibilidade P, utilizando pares de linhagens semi-isogénicas.

Dessa forma, os objetivos do presente estudo envolveram a identificacdo de homologos
do gene Pupl em milho e o mapeamento de QTLs associados com caracteristicas de
morfologia radicular. Em combinacdo, tais informacdes poderdo revelar associacdes entre

genes candidatos, caracteristicas de raiz e eficiéncia na aquisi¢ao de P em milho.

Material e Métodos

O material genético utilizado fo1 uma populacdo composta por 145 Recombinant Inbred
Lines (RILs) provenientes do cruzamento entre as linhagens L3 e L22 contrastantes na
eficiéncia de aquisi¢io de P (PARENTONI e SOUZA JUNIOR, 2008).

A identificacdo de homologos do Pupl em milho foi realizada com base na sequéncia
nucleotidica e de aminoacidos do gene candidato identificado na regido do Pupl/ em arroz
(CHIN et al, 2011). Ferramentas de busca — BLASTn e BLASTp — foram implementadas em
diferentes bases de dados contendo informagdes sobre o genoma completo do milho
(www.maizesequence.org; www.gramene.org; www.phytozome.org). Os genes preditos no
genoma do milho com maior identidade de sequéncia com o Pup/ foram selecionados.

Pares de primers foram desenhados para os genes candidatos com o auxilio do
programa Primer Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) visando a busca
por polimorfismos entre os parentais da populagdo segregante. Os polimorfismos detectados
foram convertidos em marcadores do tipo CAPS ou baseados na presenca/auséncia de bandas,
conforme apresentado na Tabela 1.

Os genes candidatos, assim como marcadores do tipo SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms) e SSR foram mapeados com o auxilio do programa MAPMAKER 3.0
(LINCOLN e DALY, 1992), considerando LOD minimo de 3.0 e maxima frequéncia de
recombinacio (r) de 0.4. A funcio de mapeamento de Kosambi (1944) (NAO
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ENCONTRADO EM LITERATURA CITADA) foi utilizada para converter fragdao de
recombinac¢do em distancias no mapa.

A populacdo foi fenotipada em solugdo nutritiva contendo baixa concentracao de P de
acordo com a metodologia descrita por Sousa et al. (2012) (NAO ENCONTRADO EM
LITERATURA CITADA), em que foram avaliadas as seguintes caracteristicas radiculares:
comprimento total, didmetro médio, volume total de raizes e volume de raizes com didmetro
de 1 a2 mm.

O mapeamento de QTL foi realizado utilizando o mapeamento por intervalos multiplos
(MIM - KAO et al., 1999) seguindo as instrucdes do QTL Cartographer 2.5. O modelo de
MIM foi usado para estimar a posi¢do, os efeitos e a porcentagem da variancia genotipica
explicada individualmente pelos QTLs. Adicionalmente, o coeficiente de determinagao total
(R?) representa a variancia genotipica explicada por todos os QTLs suas interagdes.

O padrao de expressao do gene candidato GRMZM2G451147 foi avaliado em raizes
dos parentais (L3 e L22) apds o crescimento por 13 dias em solugdo nutritiva contendo baixo
e alto P (2,5 uM e 250 uM). O RNA total foi extraido utilizando Trizol® (Invitrogen), em
combinacdo com tubos phase-lock (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Um micrograma do
RNA total tratado com DNAse foi usado para a sintese de cDNA, realizada com o Kit “High
Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems), de acordo com as
recomendacoes do fabricante. A expressdo génica foi determinada por PCR quantitativo
(qPCR) através de detec¢do quimica por SYBR Green I e sistema de detec¢do de sequéncia
ABI Prism 7500 Sequence (Applied Biosystems). O gene de RNA ribossomal rDNA foi
utilizado como controle constitutivo e o gene alvo utilizou os primers gcl exp Forw:
GGCAATGGGCCTCGATTT e gcl exp Rev: CCACATTCCCCATCCCTTAA). A
expressao génica relativa foi avaliada pelo método 2-DDCt (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001). (NAO ENCONTRADO EM LITERATURA CITADA)

Resultados e Discussio

De acordo com os valores de similaridade com o gene Pup! identificado na variedade
de arroz Kasalath (Acesso no GenBank AB458844.1), cinco genes candidatos a homodlogos do
Pupl foram selecionados. Os genes candidatos foram localizados nos cromossomos 3, 4 ¢ 8
de milho, cuja posicao fisica esta apresentada na Tabela 1.

Dos 394 marcadores genotipados na populacao, 274, que apresentaram segregacao

esperada (1:1), foram mapeados ao longo dos dez grupos cromossomos do milho, cobrindo
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1785,7 ¢cM do genoma. Dentre os cinco genes candidatos, quatro foram mapeados nas
posi¢des preditas, exceto o gene GRMZM164612, que ndo foi genotipado devido a sua
proximidade fisica com o gene GRMZM2G451147 (Tabela 1).

Quinze QTLs foram associados com as caracteristicas radiculares e foram localizados
nos cromossomos 1, 4, 5, 6, 7, 8 e 10. Esses QTLs explicaram em conjunto 32,6, 38,0, 31,7 ¢
39,1% da varidncia genotipica para comprimento total, didmetro médio, volume total e
volume de raizes finas, respectivamente (Tabela 2). Em geral, varios dos QTLs mapeados no
presente estudo sdo coincidentes com QTLs relacionados a morfologia radicular identificados
na literatura (Tabela 2), principalmente com QTLs associados ao comprimento de raizes
laterais (ZHU et al., 2005), peso seco da raiz em relacdo a parte aérea e eficiéncia na absor¢do
de P (CHEN et al. 2008).

Os QTLs mapeados nos cromossomos 1 e 8 foram coincidentes para as caracteristicas:
comprimento total, volume total e volume de raizes finas (Figura 1). Tais caracteristicas
apresentam uma elevada correlagdo fenotipica (0,7 — 0,9), o que poderia justificar a deteccao
desses dois QTLs explicando importantes propor¢des da varidncia genotipica (7 a 12%) para
os diferentes componentes da morfologia radicular (Tabela 2).

O gene candidato com mais alta identidade com o Pupl, GRMZM2G451147, foi co-
localizado com QTLs para os diferentes componentes da morfologia radicular mapeados no
cromossomo 8 (Figura 1). Adicionalmente, o referido gene candidato foi expresso em
condigdes de baixo e alto P apenas na linhagem L22 (Figura 2), que contribuiu com alelos
favoraveis para o comprimento total, volume total e volume de raizes finas (Tabela 2).

Assim, estes resultados apresentam evidéncias de que o gene candidato ao homologo do
Pupl em milho pode estar envolvido com alteragdes no sistema radicular sob baixas
concentragoes de P, que por sua vez podem contribuir para aumentar a eficiéncia na aquisi¢ao
de P. Essas hipoteses sdo corroboradas com os efeitos do Pupl em arroz, que além de
aumentar a taxa de crescimento radicular sob baixa disponibilidade P (WISSUWA e AE,
2001), contribui positivamente na absorcao de P (WISSUWA et al., 2002) e na produtividade
de arroz sob deficiéncia de P (CHIN et al.,, 2010). No entanto, estudos adicionais sao
necessarios para a validacdo do gene GRMZM2G451147 como homdlogo funcional do Pup!

em milho.
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QTLs identificados nos cromossomos 1 e 8. Para ambos os cromossomos ha
sobreposicao entre QTLs controlando o comprimento, volume e volume de raizes finas. No
cromossomo 8, o gene GRMZM2G451147 (identificado como GC1_Pupl), colocalizado com
os QTLs, esta destacado.

Figura 2. Expressao do gene candidato GRMZM2G451147 nas raizes crescidas sob baixo
(2,5 uM) e alto (250 uM) P.
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Tabela 1. Genes candidatos a homodlogos funcionais do Pup/ em milho.

Identificacao do Posicao Identidade % | E-value Genotipagem '
gene fisica | (M4xima ident.)

GRMZM2G451147 Chr8: 71.4 (94) 9¢ — 131 Presenca/Auséncia de
152,043,859 amplicons

GRMZM2G164612 ChrS: 71.2 (94) 2e—127 | e
152,100,275

AC193632.2_FGP002 Chr4: 69 (100) le—105 CAPS (Cleaved Amplified
39,792,602 Polymorphism Sequence)

GRMZM2G448672 Chr3: 66 (63) 3e— 186 Presenca/Auséncia de
206,918,421 amplicons

GRMZM2G412760 Chr3: 65 (65) le—40 CAPS (Cleaved Amplified
20,172,140 Polymorphism Sequence)

1. Forma de genotipagem do gene candidato nos parentais e, posteriormente, na populagdo de RILs.

Tabela 2. Lista de QTLs detectados para comprimento total radicular, didmetro médio,
volume médio e volume de raizes finas (1 — 2 mm).

Caract.! | Crom | Marcador flanqueando | LOD | Effect’ | r’ (%) QTL literatura *
C 1 PHM12693 / Kipl 3 3.88 | -16.7098 12.9 CRL, PSR/PA
C 5 PZA01530/ PHM2769 | 3.39 | 14.5995 72 | e
C 8 PHM934 / PZA02011 2.26 | -12.0662 7.6 CRL
C 10 umc2043 / PHM18513 | 2.04 | -9.9299 49 | 0 e
D 1 bnlg1083 / bnlg1484 2.87 0.0194 7 | e
D 4 PZB00093 / PZAO3116 | 2.75 0.0295 169 | e
D 6 PHMS5794 / PHM16607 | 1.29 0.0135 4.4 CRL, EAP, PSR/PA
D 7 PZA02018 /PZA03166 | 3.49 | -0.0221 9.7 | = e
A% 1 PZA01963 /PZA03301 | 3.13 -0.0741 11.6 CRL, PSR/PA
V 8 PHM448 2 /GC1 Pupl | 2.6 -0.0711 12.1 CRL
\Y 10 PZA00463 /PHM1155 | 2.72 | -0.0577 8 | e

V2 1 PHM12693 / Kipl 3 2.68 | -0.0344 5 CRL, PSR/PA
V2 6 lacl 3/PZA01884 1.99 0.0307 44 | e
V2 8 PHM448 2/ GC1 Pupl | 2.65 | -0.0425 12.1 CRL

V2 10 PHM1812/PZA02941 | 6.63 -0.0548 176 | -

' - Caracteristicas avaliadas: C — Comprimento total; D — Didmetro médio; V — Volume total; V2 — Volume
raizes finas (1 — 2 mm). > - Valores positivos indicam que o alelo é oriundo de L3 e valores negativos indicam
que o alelo ¢ oriundo de L22. * CRL — comprimento de raiz lateral; PSR/PA — peso seco da raiz em relagio a
parte aérea; EAP — eficiéncia na absorgao de P.
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