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RESUMO

Os objetivos do trabalho foram determinar a heranca genética, mapear os QTLs de tolerancia
ao Al e quantificar a expressdo génica diferencial de genes de tolerancia ao Al em milho de
origem tropical. Para determinar o controle genético da tolerancia ao Al foram avaliados
cruzamentos dialélicos entre genotipos contrastantes dentro do germoplasma de milho hibrido
e dentro do germoplasma de milho crioulo. As geracdes filiais dos cruzamentos dialélicos e 0s
respectivos parentais dos cruzamentos foram avaliados quanto a tolerancia ao Al através da
metodologia de solucdo minima. Os dados do DIF (diferenca de crescimento radicular) foram
submetidos a analise dialélica pelo modelo de Griffing (1956) método 2 (parentais, hibridos e
reciprocos). Posteriormente, foi determinada a heranga da tolerancia a partir da analise de
médias de geracdes segregantes. Os gendtipos de milho crioulo demonstraram média geral de
DIF superior ao germoplasma hibrido, confirmando a maior tolerdncia neste grupo. Os
cruzamentos dialélicos que envolveram a variedade crioula VV 06 destacaram-se pela alta
capacidade especifica e geral de combinacgdo para a toleréncia ao Al. Os resultados da analise
de média de geracdes indicaram, para o conjunto de familias estudadas, heranca quantitativa da
tolerancia ao Al, com predominio da variancia genética explicada pelos efeitos aditivos. A
herdabilidade no sentido restrito foi de magnitude intermediaria, indicando a possibilidade de
ganhos genéticos com a selecdo artificial de gendtipos tolerantes ao Al na geracdo F2. O
mapeamento de QTLs foi realizado com base na andlise fenotipica de 114 progénies F2:3,
avaliadas em solucdo minima na presenca de 4 mgL* de Al. Os locos microssatélites e AFLPs
polimdrficos entre as linhagens parentais da populacdo de mapeamento foram utilizados para a
construcdo do mapa de ligacdo com o auxilio do programa MAPMAKER versdao 3.0 e a
deteccdo dos QTLs realizada pelo mapeamento por intervalo composto. Foram mapeados nove
QTLs de tolerancia em oito grupos de ligacdo (cromossomos 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10), 0s quais
explicaram 70,3% da variacao fenotipica em tolerancia ao Al. Os resultados confirmaram os
trés principais QTLs (bins 6.00, 8.05 e 10.01) descritos na literatura para a tolerancia ao Al, os
quais foram responsaveis pela maior parte da variacao fenotipica (40,3%). O elevado nimero
de QTLs mapeados na populacdo segregante F2:3 confirma a heranga quantitativa da tolerancia
ao Al neste germoplasma de milho tropical. O screening molecular dos genes ZmMMATEL e
ZMMATE?2 nos germoplasmas de milho hibrido e de variedades crioulas ndo evidenciou
associacdo dos fragmentos amplificados com os indices de tolerancia ao Al. Para os estudos de
expressdo génica, 0s genotipos tolerantes (H 44 e V 18) e os sensiveis (H 22 e V 25) foram
submetidos a solucdo minima por diferentes periodos de exposicéo (0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 h).
Apos a extracdo de RNA total de cada um dos gendtipos e a sintese dos cDNAs de cada amostra
foram realizados ensaios de gRT-PCR para quantificar a expressdo dos genes ZmMATEL,
ZMMATEZ2 e ZmNratl. Os resultados demonstraram a maior expressdo diferencial da variedade
crioula tolerante V 18 para o gene ZMMATEL1, indicando que, possivelmente, a exsudacdo de
citrato deva ser o principal mecanismo de tolerdncia ao Al neste gendtipo. Os resultados
também evidenciaram a possibilidade de outro tipo de mecanismo de tolerancia ao Al para o
hibrido tolerante H 44, pois apresentou expressao diferencial apenas para o gene ZmNratl na
fase inicial da exposicdo (1 a 3 h). Os mesmos genétipos utilizados na quantificacdo da
expressdo génica foram avaliados para a coloracdo diferencial de raizes com hematoxilina. Os
genotipos foram submetidos a solu¢do minima com Al por periodos de exposicao de 6, 12, 24
e 48 h, avaliando-se a coloracdo diferencial das raizes nos respectivos periodos. Néo foi possivel
observar coloracdo diferencial com hematoxilina entre genotipos de milho tolerantes e sensiveis
ao Al.

Palavras-chave: Heranca. Capacidade de combinacdo. Locos de tolerancia. Mapeamento
intervalo composto. ZMMATEL. ZmMMATE2. ZmNratl.



ABSTRACT

The objectives of this work were to determine the genetic inheritance, map QTL Al tolerance
and quantify the differential gene expression of Al tolerance genes in tropical origin maize. To
determine the genetic control of Al tolerance were evaluated diallel crosses between contrasting
genotypes in the hybrid maize germplasm and maize landrace germplasm. Affiliates
generations of diallel crosses and parental of respective crosses were evaluated for Al tolerance
through minimal solution methodology. The DIF data (root growth difference) were analyzed
by diallel Griffing model (1956) Method 2 (parental, hybrid and reciprocal). Later was
determined the tolerance inheritance from average analysis of segregating generations. The
landrace genotypes showed overall higher DIF average to hybrid germplasm, confirming the
greater tolerance in this group. The diallel crosses involving the V 06 landrace stood out by the
high specific and general combining ability for Al tolerance. The results of the generation
average analysis indicated, for all families studied, quantitative inheritance of Al tolerance with
predominance of genetic variance explained by additive effects. The heritability in the narrow
sense was of intermediate magnitude, indicating the possibility of genetic gains to artificial
selection of Al tolerant genotypes in F2 generation. The QTL mapping was performed based on
phenotypic analysis of 114 F»:3 progenies, evaluated at minimum solution in presence of 4 mg
L Al. Microsatellite and AFLPs polymorphic loci between the parental lines of the mapping
population were used for construction of the linkage map with the help of MAPMAKER
program version 3.0 and QTL detection performed by the composite interval mapping. Nine
tolerance QTLs were mapped in eight linkage groups (chromosomes 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10),
which explained 70.3% of phenotypic variation in Al tolerance. The results confirmed the three
major QTL (bins 6.00, 8.05 and 10.01) described in the literature for Al tolerance, which were
responsible for the most of phenotypic variation (40.3%). The high number of mapped QTLSs
in F2:3 segregating population confirms the quantitative inheritance of Al tolerance in the
tropical maize germplasm. The molecular screening of ZMMATEL1 and ZmMATE2 genes in
hybrid and landraces maize germplasm showed no association of the amplified fragments with
Al tolerance index. For studies of gene expression, the tolerant (H 44 and V 18) and sensitive
genotypes (V H 22 and 25) were subjected to minimal solution for different exposure periods
(0,1,3,6,9, 12, 24 and 48 h). After total RNA extraction from each genotype and the synthesis
of cDNAs from each sample, were performed gRT-PCR assays to quantitate the expression of
ZMMATEL, ZmMATE2 and ZmNratl genes. The results showed the highest differential
expression of tolerant landrace V 18 for ZmMMATEL gene, indicating that, possibly, the
exudation of citrate should be the main mechanism of Al tolerance in this genotype. The results
also demonstrated the possibility of another type Al tolerance mechanism for the tolerant hybrid
H 44, since showed differential expression only for ZmNratl gene in initial phase of exposure
(1 to 3 h). The same genotypes used in the gene expression quantification were evaluated for
roots differential staining with hematoxylin. The genotypes were submitted to minimal solution
with Al for 6, 12, 24 and 48 h exposure times, evaluating the differential staining of roots in the
respective periods. It was not possible to observe differential staining with hematoxylin among
maize tolerant and sensitive genotypes to Al.

Keywords: Inheritance. Combining ability. Tolerance Loci. Composite interval mapping.
ZMMATEL. ZmMATE2. ZmNratl.
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1 INTRODUCAO
Dentre os fatores que restringem o crescimento de plantas em solos &cidos, verifica-se

que a toxidez por aluminio (Al) é um dos mais limitantes. E estimado que em mais de 50% do
territério brasileiro os solos sejam acidos (OLMOS; CAMARGO, 1976). O milho é uma das
culturas agricolas mais afetadas pelo efeito toxico do Al, sendo verificadas reducdes na
produtividade em niveis superiores a 80%. Contudo, a utilizacdo de gendtipos tolerantes ao Al
tem sido a melhor estratégia para o cultivo deste cereal em solos com alta saturagdo por Al.

O conhecimento e o entendimento da heranca da tolerdncia ao Al sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento de procedimentos mais adequados para a selecdo de
genotipos com maior tolerancia. No Brasil, os estudos de tolerancia ao Al iniciaram-se com a
cultura do trigo, na qual em principio, atribuiu-se a algumas cultivares heranga complexa para
0 carater. ApOs estudos envolvendo determinadas cultivares, além de outras especies
pertencentes a tribo Triticeae (centeio e cevada) verificou-se heranca simples envolvendo 1 ou
2 genes (NODARI et al., 1982; LAGOS et al., 1991). Em contrapartida, em milho, a toleréncia
ao Al é um fendmeno complexo que envolve multiplos genes e provavelmente inimeros
mecanismos fisioldgicos estdo envolvidos para a expressdo da tolerancia.

A partir de 2004, novas investigacOes sobre a base molecular da tolerancia ao Al em
plantas motivaram a publicacdo de estudos envolvendo as proteinas MATE (Multidrug and
Toxic Compounds Extrusion), como determinantes da tolerancia ao Al em plantas. Os genes
ZMMATE1 (homdlogo do gene SbOMATE em sorgo) e ZmMATEZ2, representam fortes candidatos
na tolerancia ao Al em milho (MARON et al.,, 2010). Estudos realizados em arroz
demonstraram que o gene Nratl, que codifica um transportador de Al (Nramp), esta altamente
correlacionado com a tolerancia ao Al nesta cultura (SIMOES et al., 2012). Recentemente, foi
identificado um homdlogo do gene Nratl em linhagens de milho (ZmNratl). Estes resultados
encorajam maiores investigacdes do envolvimento do gene ZmNratl na tolerancia ao Al em
milho (GUIMARAES et al., 2014). O aprofundamento de linhas investigativas sobre os genes
das familias MATE e Nramp pode ser considerado uma estratégia molecular bastante
interessante, pois através do relacionamento entre a estrutura destes genes e sua funcéo podera

ser elucidada a tolerancia ao Al em plantas.



2 HIPOTESES
As diferencas no crescimento radicular observadas na avaliagdo fenotipica da

tolerancia ao Al em germoplasmas de milho hibrido e de variedades crioulas esta associada a
diferentes genes como, por exemplo, ZmMMATEL, ZmMMATE2 e ZmNratl.

As diferencas entre os germoplasmas de milho (hibridos e variedades crioulas) estéo
relacionadas a distintas regides genémicas (QTLs) associadas a tolerancia ao Al nestes
gendtipos.

Os genes ZMMATELl, ZmMATE2 e ZmNratl sdo diferentemente expressos em
genotipos de milho tropical com diferentes niveis de tolerancia ao Al.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Determinar a genética da tolerancia ao Al em germoplasma de milho tropical.

3.2 Objetivos especificos
Determinar a acdo génica principal, o nimero de genes, as interacdes alélicas

envolvidas, a capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacdo para a toleréncia ao
Al em milho tropical.

Estimar a heranca genética da tolerancia ao Al a partir da analise de médias de geragdes
de familias obtidas do cruzamento entre linhagens endogamicas contrastantes para tolerancia
ao Al

Mapear as regides gendmicas associadas a QTLs de tolerancia ao Al em milho tropical
e quantificar o efeito destas regides na variacdo fenotipica da tolerancia.

Avaliar a homologia das sequéncias dos genes ZmMMATELl e ZmMATE2 nos
germoplasmas de milho crioulo e hibrido contrastantes para a tolerancia ao Al com aquelas
depositadas nos bancos internacionais de sequéncias.

Quantificar a expressao diferencial dos genes ZmMMATEL, ZmMMATE2 e ZmNratl em
germoplasmas de milho crioulo e hibrido submetidos ao estresse por aluminio em solucéo
minima.

Caracterizar a tolerdncia ao Al através da coloracdo com hematoxilina em
germoplasmas de milho crioulo e hibrido submetidos ao estresse por aluminio (Al) em solugédo

minima.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A toxicidade de aluminio (Al) tem sido investigada por mais de 90 anos. O Brasil foi
um dos pioneiros neste trabalho. No inicio do século XX, iniciou no pais um programa de
selecdo de tolerancia ao Al em trigo, mesmo antes de se identificar uma relacéo entre causa e
efeito da sintomatologia observada em gen6tipos de trigo cultivados em solos com alta acidez e
elevada saturacdo por Al (PARENTONI et al., 2001). Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos
e a possibilidade de analises em nivel celular, ainda ndo se tem o total entendimento dos
mecanismos fisiologicos e genéticos envolvidos na fitotoxidez por Al.

4.1 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

A tolerancia é uma caracteristica especifica que confere vantagem a um gendétipo na
presenca do estresse, podendo atuar em diversos niveis: celular, de tecido, da planta e da
interacdo da planta com o solo. No caso do Al é compreendido que a tolerancia deve ser mediada
a nivel celular. De maneira geral, os mecanismos de tolerancia ao Al em plantas séo divididos
em mecanismos de exclusdo ou apoplasticos e em mecanismos simplasticos ou de
desintoxicacéo interna (PARENTONI et al., 2001).

Os mecanismos conhecidos de exclusdo do Al incluem a ligacdo do elemento na parede
das células, modificacdo do pH na rizosfera e exsudacdo de compostos organicos. Por outro
lado, na desintoxicacdo interna pode ocorrer a fixacdo do Al na parede celular, seguido da
complexacgdo no simplasma via ligantes organicos e sequestro deste elemento para os vacuolos
(KOCHIAN et al., 2004).

A exclusdo do Al via exsudacdo de &cidos organicos das células da raiz é o mais
comum, melhor documentado e mais difundido mecanismo de tolerancia, principalmente nas
espécies cultivadas de importancia econdémica (DELHAIZE; RY AN, 1995; RYAN et al., 2001;
RYAN et al., 2009; HORST et al., 2010). Acidos organicos como o malato, o citrato e o oxalato
sdo compostos de baixo peso molecular que formam quelatos com o Al na rizosfera, liberando
complexos estaveis e atéxicos (MARON et al., 2010).

Baseado nas propriedades fisico-quimicas, o citrato® (&cido tricarboxilico) quela o Al
mais eficientemente que o anion dicarboxilico malato?, tornando mais efetiva a detoxificagio
do Al. Vérios estudos tém classificado a exsudacdo de citrato ativada pelo Al como o principal

mecanismo de exclusdo do Al em milho (PELLET et al., 1995). Com a técnica de patch-clamp
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ficou bem determinado que o Al induz a liberacdo de malato em genotipos tolerantes de trigo
(ZHANG et al., 2001) e de citrato em milho, sendo mediado por canais de anions na membrana
plasmética na presenca do Al (PINEROS; KOCHIAN, 2001). Os resultados observados na
literatura indicam que a frequéncia e a magnitude com que o Al induz os anions sdo maiores em
genotipos tolerantes do que nos sensiveis.

Pifieros et al. (2005) sugeriram que, embora a exsudacéo de citrato desempenhe maior
papel na tolerdncia ao Al em milho, outros mecanismos ndo envolvidos com a exsudagéo de
acidos organicos também poderiam estar agindo no sistema radicular desta espécie. Estas
informacdes vém ao encontro com a afirmativa de que no milho estdo presentes no minimo, dois
padrdes de resposta ao mecanismo de exclusdo, mostrando a complexidade envolvida na

tolerancia ao Al nesta espécie (MA et al., 2001).

4.2 Metodologias de avaliacdo da tolerancia ao aluminio em solucéo

Diferentes métodos de selegé@o tém sido utilizados para a avaliacdo de plantas tolerantes
ao Al: em campo, em casa de vegetacdo e em solucéo nutritiva. Porém, devido as limitacdes da
selecdo em campo ou em casa de vegetacdo, a maioria dos trabalhos que visam a selecdo de
genotipos tolerantes ao Al sdo conduzidos utilizando metodologias que envolvam solucéo
nutritiva (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

Alguns autores tém proposto a utilizacdo de solu¢cdo minima para a caracterizacao de
genotipos (MAZZOCATO et al., 2002; CONCEICAO et al., 2009; COELHO et al., 2015).
Neste tipo de solucio estdo presentes apenas concentracdes de AI¥* e Ca?*. Além da economia
com relacdo a quantidade de nutrientes utilizados e facilidade na utilizacdo, verifica-se
eficiéncia na deteccao de tolerancia ao Al com esse método. Apesar de ndo existirem estudos
de comparacdo entre os dois tipos de solucdo, tem sido demonstrada a possibilidade de
caracterizar genotipos através da solucdo minima. Além da facilidade na conducdo e avaliacao
de grande numero de gendtipos, este tipo de metodologia evita a interferéncia de fatores ndo
controlaveis presentes nos solos e na solucdo nutritiva.

Nesta metodologia, as caracteristicas avaliadas sdo o crescimento e/ou a massa seca
radicular. Um dos principais efeitos tdéxicos do Al nas raizes é a inibicdo do crescimento
radicular, limitando ndo somente a divisdo celular como também o alongamento das células
(CAMBRAIA et al., 1991). Outro parametro utilizado frequentemente na avaliacdo € o

recrescimento da raiz apés a exposicdo ao Al. Em alguns genotipos sensiveis, a raiz principal
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ndo cresce, tornando-se engrossada no apice. Assim, é possivel avaliar o recrescimento radicular
apos o dano causado pelo elemento (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001).

Vérias metodologias tém sido desenvolvidas para caracterizar a tolerancia ao Al em
espécies agricolas. Polle et al. (1978) adaptaram a metodologia da coloragdo de raizes com
hematoxilina para o screening de gendtipos de trigo tolerantes ao Al. Através de estudos
histologicos e andlises das raizes foi possivel compreender que alguns genotipos possuem a
capacidade de acumular menos Al nas raizes, apresentando maior tolerancia ao elemento. Hoffer
e Carr (1923) demonstraram ser perceptivel visualmente a coloracéo de tecidos de plantas apés
fervé-los em uma solucéo saturada de carbonato de aménio contendo hematoxilina. Utilizando
0 mesmo procedimento, McLean e Gilbert (1927) observaram diferencas entre genétipos
tolerantes e sensiveis ao Al pela intensidade de coloracdo visualizada no cortex da raiz. A
coloracdo baseia-se na propriedade da hematoxilina apresentar coloracdo violeta, quando
complexada com Al, permitindo detectar o acimulo do elemento nos tecidos da raiz.

Diversas culturas como cana-de-acucar, arroz e milho tém sido submetidas a avaliac6es
da toleréncia ao Al através da coloracao de raizes com hematoxilina, demonstrando resultados
satisfatorios na diferenciacdo de genotipos tolerantes ao elemento (CONCEICAO, 2006;
RIBEIRO, 2011; OLIVEIRA, 2012). Por outro lado, Braccini et al. (2000), verificaram que a
utilizacdo da coloragdo com hematoxilina isoladamente ndo foi adequada para a selecdo de
genotipos de café tolerantes ao Al, pois o resultado obtido variou conforme o mecanismo de
tolerancia envolvido. De modo semelhante, Massot et al. (1991), estudando a tolerancia ao Al
em feijdo, ndo verificaram correlacdo positiva entre menor intensidade de coloracdo das raizes
e maior comprimento radicular (caracteristica de gendtipos tolerantes ao Al). Em alguns casos,
gendtipos que acumulam o Al, porém, com capacidade para detoxifica-lo apds a absorcéo,
podem ser considerados sensiveis pelo teste de coloracdo. Neste sentido, a metodologia de
coloracdo de raizes em estresse por Al com hematoxilina para o screening de gendtipos deve

ser utilizada com cautela, associada a outras metodologias de avaliacdo da tolerancia ao Al.

4.3 Genética da tolerancia

O conhecimento e o entendimento da heranca da tolerancia ao Al em plantas sdo de
extrema importancia para o desenvolvimento de procedimentos mais adequados para a selecao
de gendtipos com maior tolerancia (CONCEICAO, 2006). Devido ao grande ntimero de rotas
bioguimicas envolvidas na tolerancia a estresses, € esperado que diferentes genes possam estar

envolvidos na tolerancia a diferentes niveis de estresse (PARENTONI et al., 2001).
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A partir de 2004, pesquisas envolvendo as proteinas MATE (Multidrug and Toxic
Compounds Extrusion) foram determinantes no maior entendimento da tolerancia ao Al em
plantas. As proteinas MATE possuem aproximadamente 400-700 residuos de aminoacidos e
uma caracteristica tipica desta familia é a presenca de 12 hélices transmembrana (OMOTE et
al., 2006). Em adicdo, longas caudas N-terminal e C-terminal expostas no citoplasma sugerem
a possibilidade de interacbes com outras proteinas (MORIYAMA et al., 2008).

Em sorgo, o gene que determina o loco de maior tolerancia ao Al, Altsg, € membro da
familia MATE (SbMATE) (MAGALHAES et al., 2007). Em cevada, outra proteina MATE,
HVAACT1 tem sido estudada e caracterizada. Quando esta proteina é ativada pelo Al induz o
transporte de citrato que confere tolerancia ao elemento (FURUKAWA et al., 2007).

Maron et al. (2010) identificaram e caracterizaram dois membros da familia MATE,
ZMMATEL e ZmMMATEZ2, como genes maiores de tolerancia ao Al em milho. O ZmMATEL foi
localizado na regido telomérica do cromossomo 6. O efeito deste gene explicou 16,2% da
variacdo fenotipica pela presenca do ZmMMATEL no mapa de ligacdo. Ja 0 ZmMMATE2 foi
mapeado entre 0s marcadores microssatélites Bnlg105 e Umc1056, localizados no cromossomo
5, explicando 16% da variacao fenotipica para a tolerancia ao Al. A adi¢do dos dois genes ao
mapa de ligacdo aumentou a variancia fenotipica de 50 para 67%, indicando a importancia
relativa destes genes para a base genética da tolerancia ao Al nesta populacgéo.

O ZmMATEL é um homoblogo funcional do gene de tolerancia ao Al em sorgo,
SbMATE. Similarmente ao SOMATE, a expressdo do gene ZmMMATEL em plantas transgénicas
de Arabidopsis confere um aumento significativo na tolerancia ao Al e na exsudacgéo de citrato
pelas raizes. A expressdo do ZmMATELl é concentrada nos tecidos da raiz sendo
consideravelmente maior em gendtipos tolerantes, assim como acontece com o SbMATE.
Entretanto, a exsudacdo de citrato somente é ativada apds a exposicao das raizes ao Al (MARON
et al., 2010).

A caracterizacdo do ZmMATEZ2 demonstrou que este gene é diferente do ZmMATE1L e
de outros MATE’s envolvidos na tolerdncia ao Al em varios aspectos. O ZmMATE2 ndo
compartilha da mesma identidade na sequéncia dos aminoacidos com os MATE’s, indicados
para o transporte de citrato (MARON et al., 2010). Possivelmente, 0 ZmMMATE2 pode estar
envolvido com um mecanismo diferente de tolerancia. Até hoje ndo se conhece outra rota além
da exsudacao de citrato em milho. As raizes de milho também podem exsudar malato e fosfato,
que possivelmente quelam o Al, porém a taxa de exsudagcdo ndao parece responder a exposicao
ao Al (PINEROS et al., 2002).
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A partir da combinacdo da analise de ligacdo e o mapeamento associativo, Krill et al.
(2010) selecionaram quatro candidatos possivelmente associados com a tolerancia ao Al em
milho. Os genes ZmASL (Zea mays AltSB like), ZmALMT2 (Zea mays aluminum-activated
malate transporter2), SAHH (S-adenosyl-L-homocysteinase) e ME (Malic Enzyme) explicaram
de 13 a 20% da variacdo fenotipica do crescimento radicular liquido, demonstrando que estes
séo excelentes candidatos para estudos futuros sobre a tolerancia Al em milho.

Estudos recentes indicam que o transportador de Al (Nratl) da familia Nramp (natural
resistance-associated macrophage protein) esta associado a tolerancia ao Al em arroz. As
proteinas Nramp sdo conservadas em diferentes espécies e estdo envolvidas no transporte de
fons bivalentes (COURVILLE et al., 2006; XIA et al., 2010). O Nratl esta localizado na
membrana plasmatica das células do apice radicular, demonstrando atividade de transporte para
0 Al, porém o mesmo ndo ocorre para outros metais bivalentes ou para o Al complexado pelo
citrato. A expressdo do Nratl é induzida pelo Al especificamente nas raizes, ocorrendo em todas
as células radiculares, exceto para as da epiderme. Em linhagens onde o gene foi nocauteado
verificou-se grande sensibilidade ao Al, acimulo de Al na parede celular e baixa concentragdo
de Al nas células radiculares na presenca do elemento na forma trivalente (AP*). Estes
resultados sugerem que o Nratl controla a absorcéo intracelular de AP*, com subsequente
detoxificacdo via transporte e acimulo de Al nos vacuolos celulares (HUANG et al., 2012).

Guimardes et al. (2014) identificaram o gene ZmNratl que codifica uma proteina que
compartilha uma grande sequéncia de aminoacidos similar ao identificado para o transportador
de Alem arroz (Nratl). Neste estudo, verificou-se que o Al foi regulado primeiramente no apice
radicular, com padrédo de expressdo similar ao arroz. Entretanto, a principal diferenca observada
entre linhagens de milho contrastantes para a tolerancia ao Al esteve na maior expressdo do
gene ZmNratl nos estagios iniciais da exposicdo ao elemento no gendtipo tolerante (1 h de
exposicdo) enquanto no gendtipo sensivel a maior expressdo foi observada apds 3 h de

exposicao.

4.4 Marcadores moleculares e 0 mapeamento genético

4.4.1 Marcador microssatélite (SSR)

Marcador microssatélite, também denominado de SSR (Simple Sequence Repeats), foi
descrito inicialmente em humanos por Litt e Luty (1989). Em plantas, estdo amplamente
distribuidos nos cromossomos, com frequéncia média de um a cada 50 mil pares de base.

Consistem em sequéncias curtas de nucleotideos, geralmente de 2-10 pb, repetidas em tandem
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e flanqueadas por sequéncias Unicas ndo repetidas, sendo o elemento repetido mais comum o
di-nucleotideo AT (MORGANTE; OLIVIERI, 1993). Ocorrem de maneira relativamente
dispersa nos cromossomos de milho, expressao codominante e apresentam um satisfatério grau
de polimorfismo (CHIN et al., 1996). A grande vantagem deste marcador é que ele pode ser
visualizado em géis de agarose e poliacrilamida ap6s sua amplificacdo via PCR (Polymerase
Chain Reaction — reacdo em cadeia da polimerase) usando iniciadores (primers) de sequéncias
especificas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). Além disso, apresentam localizacao
definida nos grupos de ligagdo do mapa consenso de milho que, por sua vez, possuem
correspondéncia conhecida com os cromossomos. Atualmente, mais de 2000 primers SSRs de

milho estdo disponiveis (www.agron.missouri.edu). Os microssatélites tém sido identificados

em um grande namero de espécies vegetais, sendo indicados como uma das melhores opcdes

para 0 mapeamento molecular de genes de interesse agronémico (MILACH, 1998).

4.4.2 Marcador AFLP

O marcador AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados) permite obter um grande nimero de fragmentos
amplificados (locos marcadores) a partir de uma unica reagdo de PCR (VOS et al., 1995). Esta
tecnologia combina a especificidade, a resolucdo e o poder de amostragem da digestdo com
enzimas de restricdo com rapidez e praticidade de deteccao de polimorfismos via reacdo de PCR
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). O AFLP gera um elevado nimero de fragmentos por
gel, permitindo rapida saturacdo de mapas de ligacdo (CASTIGLIONI et al., 1999). Constitui,
assim, poderosa ferramenta para 0 mapeamento de genes que controlam caracteristicas de
importancia agronémica em plantas (VAN DER VOORT et al., 1999; XU et al., 1999). Porém,
estes fragmentos amplificados ndo possuem uma localizagdo prévia no genoma em estudo.

A analise molecular com este tipo de marcador envolve a digestdo do DNA gendmico
com combinacgdes de enzimas de restri¢cdo de corte raro (reconhecem sitios de 6-8 bases, ex.:
EcoRlI, Hindlll e Pstl) e corte frequente (reconhecem sitios de 4 bases, ex. Msel e Taqgl), as
quais geram fragmentos com extremidades denominadas protuberantes ou coesivas. A estas sao
ligados adaptadores especificos e, uma vez que as sequéncias dos adaptadores e dos sitios de
restricdo sdo conhecidas, iniciadores (primers) especificos complementares a essas sequéncias
sdo utilizados para amplificacdo dos fragmentos de restricdo. Este procedimento é realizado em
duas etapas, sendo que na primeira, denominada pré-seletiva, um subconjunto de fragmentos é

amplificado com primers apresentando um nucleotideo seletivo na extremidade 3.


http://www.agron.missouri.edu/
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Posteriormente, é feita uma sele¢cdo mais intensiva dos fragmentos pré-amplificados, sendo
adicionados mais dois nucleotideos seletivos na extremidade 3 dos iniciadores. A resolucao
dos fragmentos amplificados € realizada em gel de poliacrilamida (VOS et al., 1995) e a
visualizacdo dos fragmentos através da coloracdo com nitrato de prata (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995).

4.4.3 Mapeamento genético utilizando marcadores moleculares

O mapeamento genético via marcadores moleculares requer uma selecdo prévia de
locos polimdrficos entre os genitores de uma populacdo segregante e posterior analise da
segregacdo na populacdo. A estratégia de associar marcadores microssatélites como “ancoras”
nos grupos de ligacdo permite a localizacdo cromossomica dos fragmentos AFLPs
(VUYLSTEKE et al., 1999; AIMONE-MARSAN et al., 2001).

O principio basico que fundamenta o mapeamento de QTLs é a existéncia de
desequilibrio de ligacdo decorrente da baixa frequéncia de recombinacdo entre locos
proximamente ligados. Varias metodologias podem ser utilizadas como: a andlise de
agrupamentos segregantes (BSA; MICHELMORE et al., 1991), analise de marcas simples
(Single Point Analysis; EDWARDS et al., 1987), mapeamento por intervalo (Interval Mapping;
LANDER; BOTSTEIN, 1989), mapeamento por intervalo composto (Composite Interval
Mapping; ZENG, 1993; JANSEN, 1993; ZENG, 1994; JANSEN; STAM, 1994) e o
mapeamento por intervalo mualtiplo (Multiple Interval Mapping; KEARSEY; HYNE, 1994;
HYNE; KEARSEY, 1995; WU; LI, 1994; WU; LI, 1996).

A metodologia de mapeamento por intervalo composto foi desenvolvida com o intuito
de eliminar a interferéncia de QTLs adjacentes ao intervalo e com isto aumentar a eficiéncia na
deteccdo de QTLs. O método agrega, hum unico modelo, a analise de regressdo linear multipla
e 0 mapeamento por intervalo (JANSEN, 1993; ZENG, 1994). Individualmente, a analise de
regressao multipla ndo é a melhor metodologia, pois o coeficiente de regressdo parcial € uma
estimativa enviesada do efeito do QTL (ZENG, 1993). A base do método consiste em testar um
determinado intervalo para um QTL sem que ocorra a interferéncia de outro QTL localizado em
regides adjacentes ao teste (ZENG, 1994).

4.5 Expressao génica diferencial
O estudo da expressdo dos genes responsaveis pela tolerancia ao Al é de extrema

importancia, e abordagens gendmicas podem contribuir consideravelmente para compreender
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0s mecanismos envolvidos na tolerancia. Tecnologias de analise de expressao génica diferencial
sd80 muito importantes em estudos de comparacdo de processos biolégicos. Uma tecnologia
bastante aplicada é a PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR: quantitative real-time
polymerase chain reaction), técnica que permite uma analise precisa da expressdo de genes em
diferentes tecidos ou sujeitos a diferentes condicGes de estresses. A quantificacdo da expressao
dos genes por gRT-PCR é muito sensivel e reprodutivel, apresentando grande especificidade na
analise de transcritos (QUEIROZ, 2010).

O principio da técnica é o mesmo de uma PCR tradicional, ou seja, tem como base o
processo de transcricdo reversa (RT) seguida da reacdo em cadeia da DNA polimerase. A
diferenca consiste na inclusdo de moléculas fluorescentes covalentemente ligadas ou ndo a
nucleotideos, as quais podem ser quantificadas durante a cinetica da reacdo (em tempo real). Os
produtos formados sdo monitorados a cada ciclo de reagédo, o que permite uma deteccdo rapida
e especifica dos produtos de amplificacdo (GACHON et al., 2004).

Recentemente, para padronizar os experimentos de qPCR, foram divulgadas
orientacdes estabelecendo informacgdes minimas para a publicacdo de resultados envolvendo a
expressdo génica diferencial (BUSTIN et al., 2009). No entanto, cuidados devem ser tomados
ao realizar RT-gPCR, pois, inameros problemas criticos podem surgir ao longo de todo o fluxo
de trabalho, os quais influenciam a exatiddo dos resultados e a confiabilidade das conclusGes
(BUSTIN; NOLAN, 2004). Por exemplo, a qualidade e a quantidade de material inicial, as
variacdes na eficiéncia do RT e a ocorréncia de erros técnicos durante a instalacdo da PCR
podem afetar drasticamente a validacao dos resultados da RT-gPCR (VANDESOMPELE et al.,
2002; UDVARDI et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de uma estratégia de normalizacao
adequada é um dos pontos mais criticos para a acuracia das medidas de expressdo génica
(GUENIN et al., 2009).

Para a normalizacdo, sdo necessarios genes que apresentem transcritos com expressao
uniforme na maioria das células do organismo, em diferentes fases de desenvolvimento,
submetidos a estresses bidticos/abioticos ou ainda entre diferentes espécies sujeitas a estudos de
expressdo génica. Esses genes constitutivos podem ser chamados de genes de referéncia ou
normalizadores, ou seja, genes responsaveis por fungdes essenciais para a manutencdo da
estrutura ou do funcionamento celular (metabolismo primario). No entanto, varios estudos
utilizam genes de referéncia sem a prévia validacdo da estabilidade da expressdo, o que pode
conduzir a interpretacdes erroneas dos resultados obtidos (CZECHOWSKI et al., 2005).

Adicionalmente, deve ser considerado que o uso de apenas um Unico controle interno ndo é tao
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satisfatorio e a normalizacdo com multiplos genes de referéncia é altamente desejavel nestes
experimentos (THELLIN et al., 1999; VANDESOMPELE et al., 2002; REMANS et al., 2008).

Manoli et al. (2011) avaliaram 20 candidatos a genes de referéncia num conjunto de 20
amostras de milho oriundas de diferentes condi¢des experimentais. Foram analisados diferentes
tecidos, estadios de desenvolvimento e a exposicao a diferentes tipos de estresses (auséncia de
N, alta temperatura, cultivo no escuro e ciclo dia/noite de 6h/18h). Os autores verificaram que
a expressdo de genes frequentemente utilizados na literatura especializada como genes de
referéncia (ACT, TUB e 18S rRNA) foi significativamente menos constante sob as condigdes
analisadas quando comparada com a estabilidade de expressdo de alguns genes novos (CUL,
FPGS, LUG, MEP e UBCP). Através de trés algoritmos e das analises dos experimentos, 0s
autores demonstraram que a utilizacdo de dois destes genes (LUG e MEP) foi suficiente para a

normalizacdo precisa dos experimentos de expressao génica.



5 CAPITULOS

CAPITULO 1 - CONTROLE GENETICO DA TOLERANCIA AO ALUMINIO EM
GERMOPLASMA DE MILHO TROPICAL

Resumo — Os objetivos do trabalho foram determinar a heranca, a acdo génica, 0 nimero de
genes, a capacidade geral (CGC) e especifica de combina¢do (CEC) para a tolerancia ao Al em
milho. Primeiramente, foram avaliados cruzamentos dialélicos provenientes de germoplasma
de milho crioulo e de milho hibrido. A geracdo resultante dos cruzamentos dialélicos dos dois
germoplasmas e seus parentais foram avaliados quanto a tolerancia ao aluminio através da
metodologia de solu¢do minima. O delineamento utilizado foi o de blocos aleatorizados, com
duas repetices. Os dados do DIF (diferenca de crescimento radicular) foram submetidos a
analise dialélica pelo modelo de Griffing (1956) método 2 (parentais, hibridos e reciprocos).
Posteriormente, foi determinado a heranca da tolerancia a partir da analise de médias de
geracOes segregantes entre linhagens endogamicas contrastantes. O experimento foi instalado
no delineamento de blocos aleatorizados, com trés repeticdes. Os tratamentos foram arranjados
em esquema de parcelas subdivididas. Nas parcelas avaliou-se o efeito de familias e nas
subparcelas o de geracOes de segregacdo. Os efeitos genéticos foram estimados através do
modelo genético aditivo-dominante proposto por Mather e Jinks (1971). Os resultados da
andlise dialélica evidenciaram maior variabilidade associada as estimativas da CEC para os dois
germoplasmas. Os genotipos de milho crioulo revelaram média geral de DIF superior ao
germoplasma hibrido, confirmando a maior tolerancia ao Al neste grupo. Os cruzamentos
dialélicos que envolveram a variedade crioula V 06 destacaram-se pela alta CEC e CGC para a
tolerancia ao Al. A analise de média de geracdes indicou heranca quantitativa da tolerancia ao
Al neste germoplasma, com a maior parte da variancia genetica explicada pelos efeitos aditivos.
A herdabilidade no sentido restrito foi de magnitude intermediaria, indicando a possibilidade
de ganho genético com a selecdo de genotipos tolerantes na geracdo F». Acdo génica aditiva
associada a herdabilidade intermediaria e heranca quantitativa indicam possibilidade de ganhos
genéticos com a selecdo artificial para tolerancia ao Al neste germoplasma de milho.

Palavras-chave: Herdabilidade. Heranca. Zea mays L. Capacidade de combinacdo. Genes.
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GENETIC CONTROL OF ALUMINUM TOLERANCE IN TROPICAL MAIZE
GERMPLASM

Abstract - The objectives of this work were to determine the inheritance, the gene action, the
number of genes, the general (GCA) and specific combining (SCA) for Al tolerance in maize.
First, were evaluated diallel crosses of maize from landrace and hybrid germplasms. The
resulting generation of diallel crosses of both germplasms and their parents were evaluated for
Al tolerance through the minimal solution methodology. The design was a randomized block
with two replications. The DIF data (root growth difference) were analyzed by Griffing diallel
model (1956) Method 2 (parental, hybrid and reciprocal). Later the inheritance of tolerance was
determined from analysis of the average of segregating generations between contrasting inbred
lines. The experiment was conducted in the design of randomized block with three replications.
The treatments were arranged in a split plot design, in plot was evaluated the effect of families
and subplots segregation generations. The additive-dominant genetic model proposed by
Mather and Jinks (1971) estimated the genetic effects. The results of the diallel analysis showed
greater variability associated with the estimates of the SCA for both germplasm. The landrace
maize genotypes revealed overall average higher DIF to hybrid germplasm, confirming the
greater tolerance in this group. The diallel crosses involving the V 06 landrace stood out by
high SCA and GCA for Al tolerance. The generation average analysis indicated quantitative
inheritance of Al tolerance in this germplasm, with most of the variance explained by the effects
additions. The heritability in the narrow sense was of intermediate magnitude, indicating the
possibility of genetic gain with selection of tolerant genotypes in F2 generation. Additive gene
action associated with intermediate heritability and quantitative inheritance indicate possibility
of genetic gains with artificial selection for Al tolerance in this maize germplasm.

Keywords: Heritability. Inheritance. Zea mays L. Combination capacity. Genes.
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1 Introdugéo

A toxidez por aluminio (Al) é um dos fatores mais limitantes ao cultivo em solos
acidos. Em pH baixo (pH < 4,5) o Al é solubilizado na solucdo do solo, favorecendo a absorcéo
do elemento pelas raizes das plantas (EZAKI et al., 2013). O &pice radicular é o primeiro sitio
da acdo toxica do Al, o qual interfere ndo somente na divisdo celular como também no
alongamento das células da raiz, causando a reducéo do crescimento radicular e consequente
reducdo na producéo das culturas (DONCHEVA et al., 2005).

A cultura do milho, dentre outras poaceas, apresenta elevada sensibilidade a toxidez
causada pelo Al no solo, uma vez que, em sua maioria, 0 germoplasma elite com potencial
produtivo superior é extremamente sensivel ao elemento. Entretanto, alta variabilidade genética
para a tolerdncia ao Al tem sido verificada em diversos germoplasmas de milho
(NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003; COELHO et al., 2016). Neste sentido, os programas
de melhoramento tém visado a selecdo de genotipos tolerantes ao Al, tornando a utilizagéo
destes uma alternativa para o cultivo do milho em regibes com alta saturacdo por Al. O
conhecimento e o entendimento da heranca genética envolvida na tolerancia ao Al em milho
sdo de primordial importancia no desenvolvimento de procedimentos metodologicos mais
adequados para a selecéo de genotipos tolerantes.

Sabe-se que a tolerancia ao Al em milho € determinada geneticamente e que a grande
maioria dos trabalhos de heranca é baseado no crescimento radicular. Alguns estudos indicam
heranca qualitativa envolvida na tolerancia ao Al em milho, definida por um gene de efeito
maior (GARCIA,; SILVA, 1979; JORGE; ARRUDA, 1997; RHUE et al., 1978). Por outro lado,
existem relatos de heranca quantitativa em algumas populagdes, evidenciando um maior
namero de alelos de tolerancia associados nestas populacdes e ou germoplasmas estudados
(MAGNAVACA et al., 1987; PRIOLI, 1987; SAWAZAKI; FURLANI, 1987, KOCHIAN et
al. 2004).

Ninamango-Cardenas et al. (2003) identificaram cinco regides gendmicas relacionadas
a tolerancia ao Al em milho. Os autores mapearam quatro QTLs (quantitative trait loci) para a
tolerancia nos cromossomos 2, 6 e 8. Maron et al. (2010) identificaram e caracterizaram dois
genes membros da familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), ZmMATEL e
ZMMATEZ2, como genes maiores de tolerdncia ao aluminio em milho. O ZmMATEL, foi
mapeado na regido telomérica do cromossomo 6. O efeito deste QTL explicou 16,2% da
variagdo fenotipica pela presenca do ZmMATEL no mapa de ligacdo. JA& 0 ZmMMATE?2 foi
mapeado entre 0s marcadores microssatélites Bnlg105 e Umc1056, localizados no cromossomo

5, explicando 16% da variacdo fenotipica para a tolerancia ao Al neste germoplasma.
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Recentemente, Guimardes et al. (2014) identificaram o gene ZmNratl, homologo ao gene
OsNratl, que codifica um transportador especifico de Al previamente envolvido na tolerancia
na cultura do arroz. Esta regido gendmica foi mapeada no cromossomo 5 de milho em local
adjacente ao gene ZmMMATE2.

A grande divergéncia de resultados alcangados para a tolerancia ao Al em milho pode
estar correlacionada ao tipo de germoplasma utilizado e as constituicGes genotipicas
diferenciadas, que podem gerar, aparentemente, expressdes fenotipicas conflitantes (PRIOLI et
al., 2002; BONI et al., 2009). Portanto, tornam-se necessarios maiores esclarecimentos
cientificos da heranga genética envolvida na tolerancia ao Al em milho. Neste sentido, 0s
objetivos do trabalho foram determinar a heranca, a acdo génica, 0 nimero de genes, a
capacidade geral (CGC) e especifica de combinagdo (CEC) para a tolerancia ao Al, atraves da
analise de cruzamentos dialélicos em germoplasma de milho crioulo e de milho hibrido e da
analise de médias de geracdes descendentes de cruzamentos contrastantes para tolerancia ao
Al

2 Material e Métodos

2.1 Anélise dialélica

A partir dos resultados obtidos com a caracterizacdo do germoplasma crioulo e de
milho hibrido para a tolerancia ao aluminio (COELHO et al., 2016), foram realizados
cruzamentos artificiais em esquema dialélicos incluindo os cruzamentos reciprocos entre cinco
genotipos contrastantes para tolerancia ao Al selecionados de cada germoplasma (Tabela 1). O
esquema de cruzamento envolveu as seguintes combinacdes: tolerante x tolerante; tolerante x
intermedidario; tolerante x sensivel; intermediario x intermediario; intermediario x sensivel para
os dois germoplasmas de milho. Os cruzamentos dialélicos controlados foram desenvolvidos
na safra agricola 2012/2013 na Fazenda Escola Capdo da Onca da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG).

2.2 Avaliacéo fenotipica dos cruzamentos dialélicos

A geracdo resultante dos cruzamentos dialélicos dos dois germoplasmas e seus
parentais foram avaliados quanto a tolerancia ao aluminio através da metodologia de solugédo
minima. O delineamento experimental foi de blocos aleatorizados, com duas repeticdes, sendo
utilizados 24 plantulas por repeticdo. Os dados fenotipicos foram tomados com base em
plantulas individuais (VENCOVSKY, 1987).
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Tabela 1- Relagdo das variedades crioulas € hibridos de milho, com o respectivo indice de tolerancia relativa ao

aluminio (ITRAI) e a classificacdo para a tolerancia ao Al.

Variedade Nome Local de Coleta ITRAl Classificacéo
V 6 Dente de Ouro 2 Pelotas — RS 7,5 Tolerante
V3 Catete Amarelo Cangucl — RS 4,2 Intermediario
V 50 Fortaleza Mugqui - ES 3,7 Intermediario
V 29 Crioulo Cunha Roxo Verandpolis — RS 2,8 Intermediério
V41 Caiano Rio Azul — PR 2,1 Sensivel
Hibrido Tipo Empresa ITRAI Classificagéo
H44 Simples modificado Dow AgroSciences 5,0 Tolerante

H 27 Simples Syngenta 4,8 Tolerante
H34 Simples Syngenta 3,3 Intermediério
H 18 Simples Pioneer 2,5 Intermediério
H 22 Simples Syngenta 1,0 Sensivel

Fonte: Coelho et al. (2016)

As sementes pré-germinadas (cruzamentos e parentais) foram avaliadas para o
comprimento inicial da raiz principal em centimetros (PL — primeira leitura). Logo apds, as
plantulas foram acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido e entdo depositadas em
um tanque contendo solucdo minima composta de 4 mg L™ de Al + 40 mg L de Ca. Apds 48
h de exposicao foi avaliado novamente o comprimento da raiz principal (SL - segunda leitura).
A diferenca entre as variaveis PL e SL (SL - PL) foi denominada de DIF (cm) (MAZZOCATO
et al.,, 2002). Os dados do DIF foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos submetidos a analise de agrupamento de Scott e Knott a 5% de probabilidade
através do software R (R CORE TEAM, 2013).

2.3 Estimativas da capacidade geral e especifica de combinacéo

Os dados de DIF foram submetidos a analise dialélica pelo modelo de Griffing (1956)
método 2 (parentais, hibridos e reciprocos), obtendo-se as estimativas da capacidade geral
(CGC) e especifica (CEC) de combinacdo. Para estimar a acdo génica e 0 nimero de genes
envolvidos na tolerancia ao aluminio, as frequéncias observadas foram testadas em relacéo as
frequéncias esperadas para a hipdtese de um gene diferenciando gendétipos tolerantes de
sensiveis ao Al pelo teste de x2 (STEEL; TORRIE, 1980), através do programa GENES
(CRUZ, 2013).

2.4 Analise de média de geracoes
2.4.1 Tolerancia ao Al em linhagens de milho
Dezesseis linhagens endogamicas (Ss) de milho tropical, do programa de

melhoramento da UEPG, foram avaliadas quanto a tolerancia ao Al em solucdo minima. As
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linhagens endogamicas séo originadas de germoplasma de milho crioulo, sendo elas: L 03-2, L
04-2, L 22-1, L 23-1, L 70-2, L 70-4, L 71-1, L 71-2, L 87-3, L 95-1, L 99-3, L 99-4, L 118-4,
L 118-8, L 129-4 e L 141-1. Foi utilizado o delineamento experimental de blocos aleatorizado,
com 3 repeticdes. Foram avaliadas 12 plantulas por repeticdo para cada linhagem de milho.

A metodologia de avaliacdo da tolerancia ao Al seguiu a mesma descrita no item 5.2.2.
Os dados de DIF foram submetidos a analise de variancia e as médias das linhagens a analise
de agrupamento de Scott e Knott a 5% de probabilidade através do software R (R CORE TEAM,
2013).

2.4.2 Heranca da tolerancia ao Al

A partir da caracterizacdo fenotipica da tolerancia ao Al nas linhagens endogamicas
foram desenvolvidas cinco familias oriundas de cruzamentos entre linhagens contrastantes para
tolerancia (L 99-4, L 118-8 e L 03-2) e sensibilidade ao Al (L 04-2, L 95-1, L 71-1 e L 23-1).
As cinco familias segregantes foram obtidas a partir dos seguintes cruzamentos: (1) L 04-2 x L
99-4, (2) L 03-2 x L 95-1, (3) L 23-1 x L 99-4, (4) L 118-8 x L 71-1 e (5) L 118-8 x L 95-1.

O experimento foi instalado no delineamento de blocos casualizados com trés
repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema de parcela subdividida, onde, na
parcela avaliou-se o efeito de familias e nas subparcelas o efeito das geracdes de segregacéo.
As parcelas foram representadas por uma bandeja de poliestireno expandido com 288 células
(12 colunas x 24 linhas). Nas subparcelas as geracdes consideradas geneticamente uniformes
(P1, P2 e F1) de cada familia, foram representadas por uma linha cada com 12 pléantulas por
repeticdo, as populacdes segregantes da geragdo F2 com 17 linhas (204 plantulas) por repeticéo
e as geracOes de retrocruzamento (RC1 e RC>) por duas linhas (24 plantulas) por repeticdo. A
metodologia de avaliacdo seguiu a mesma descrita no item 5.2.2.

Os dados de DIF foram submetidos a analise de variancia. Na presenca de efeito
significativo da fonte de variacdo geracao dentro de familia, procedeu-se o desdobramento das
geracOes dentro de cada familia. As médias das geracdes foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade, através do software R (R CORE TEAM, 2013).

Os efeitos genéticos foram estimados através da analise das médias das geracdes por
meio do modelo genético aditivo-dominante proposto por Mather e Jinks (1971) sendo: Yy =
u+w;a + wy,d + 6, noqual Yéamédia da geracdo k, u € a média geral, a representa 0s
efeitos genéticos aditivos, d os efeitos genéticos dominantes, w, e w, as contribuigdes relativas
destes efeitos para cada média da geracdo e 6, corresponde aos desvios do modelo para cada

familia.
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As estimativas dos parametros /1, 3 e d foram obtidas através da matriz diagonal p =
(X'X)"1(X"Y) pela resolucéo do sistema y = XB + ¢, onde y é o vetor das médias observadas
das geracdes para cada familia, X a matriz dos coeficientes, 8 0 vetor dos parametros e € o vetor
dos erros associados a cada média. As analises de variancia para o estudo das médias de
geracgdes foram pelo método dos quadrados minimos (MIRANDA FILHO, 1991).

A partir os dados de DIF individuais foram obtidas as estimativas para cada populagéo
segregante da geracgdo F»: a variancia fenotipica 6§(F2) = 6%2, sendo 61%2 a variancia fenotipica
total da geragao F; a variancia genotipica 63,y = Gfr,) — Omr,) SeNd0 Gp(r,) a variancia
ambiental; a variancia genética aditiva 83, = %az = 2825,) — (82rc,) + Barc,)). ONde 2
representa a variancia devido aos efeitos aditivos; e a variancia genética de dominancia 83(1:2) =

1 ~ ~ -~ N -n . . . A .
Zdz = cg(pz) — 62, onde d corresponde a variancia devido aos desvios de dominancia. A

~2
herdabilidade no sentido restrito foi estimada pela formula: h? = ? x 100 (CRUZ, 20009).
f(F2)

H x 100
MP '’

A heterose percentual (Ho,) foi estimada por: H (%) = sendo H dada pela

formula: H = F, - MP, em que F, representa a média fenotipica da geracdo F1 e MP a média
das linhagens parentais (tolerante e sensivel). O nimero minimo de genes efetivos para a

A . . R?(1 + 0,5k?) .
toleréncia ao Al (n) foi estimado pela formulan = — sz onde R representa a amplitude

Og

~2
dos valores de DIF da geracdo Fo e k = /Z;d, sendo k o grau médio de dominancia baseado em

variancias, onde 63 corresponde a varidncia genética dos desvios de dominancia e 62 a

variancia genética devido aos efeitos aditivos dos genes (CRUZ, 2009).

3 Resultados
3.1 Anélise dialélica

Os resultados da analise de variancia demonstraram efeito altamente significativo (p <
0,01) dos tratamentos para os dois germoplasmas de milho (hibridos e variedades crioulas) para
a variavel DIF. Diferencas significativas foram observadas entre os genitores utilizados nos
cruzamentos, bem como entre os cruzamentos dialélicos. Adicionalmente, também houve efeito
significativo do contraste genitor vs cruzamentos para 0s dois germoplasmas (Tabela 2). Os
coeficientes de variagdo foram de baixa magnitude, sendo de 4,6 para o germoplasma hibrido

e de 3,4% para as variedades crioulas (Tabela 2).
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O agrupamento das meédias de DIF pelo teste de Scott e Knott a 5% possibilitou a
formacdo de seis grupos estatisticos para o germoplama hibrido e de sete grupos para o
germoplasma crioulo (Tabela 3). Para o germoplasma hibrido as médias do DIF evidenciaram
amplitude de 0,74 (H 22) a 2,38 cm (H 18 x H 44). Destaque positivo para a maior tolerancia
pode ser observado para os cruzamentos que envolveram o hibrido H 44, como: H 18 x H 44
(2,38 cm) e H 44 x H 34 (2,28 cm), os quais foram, em média, mais tolerantes que o genitor
tolerante (1,77 cm). Os cruzamentos H 22 x H 44, H 27 x H 18 e H 44 x H 27 também foram
superiores ao genitor H 44 com crescimento radicular acima de 2,0 cm. Os demais genitores
hibridos (H 27, H 34, H 18, e H 22), obtiveram os menores valores de DIF (1,23, 1,21, 1,01, e
0,74 cm, respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 2- Resumo da analise de variancia para a variavel DIF (diferenca de crescimento radicular de plantulas de

milho) em funcdo dos tratamentos (genitores, cruzamentos e da interacdo genitores vs cruzamentos).
Ponta Grossa, 2015.

Quadrado Médio - DIF (cm)

Fontes de Variagéo GL Hibridos Variedades
Blocos 1 0,969 1,391
Tratamentos 24 6,954 ™ 13,529 ™
Genitores 4 15,123 ™ 30,214
Cruzamentos 19 1,256 ™ 3,137
Genitores vs Cruzamentos 1 23,365 40,401
Residuo entre parcelas 24 0,364 0,199
Residuo dentro de parcelas 1150 0,264 0,586
C.V. (%) 4,6 3,4
Média 1,74 2,67

*

* significativo a 1% de probabilidade.

Em contraste com o germoplasma hibrido, verificou-se que o germoplasma de milho
crioulo apresentou na média dos genotipos amplitude de 1,82 (V 06 x V 29) a 3,91 cm (V 06 X
V 41), sendo, em média, 0,93 cm superior aos genoétipos hibridos. Os cruzamentos V 06 x V 41
(3,91 cm) e V 06 x V 03 (3,80 cm), destacaram-se com 0 maior crescimento radicular, sendo
considerados altamente tolerantes ao Al. Apesar de estatisticamente diferentes dos cruzamentos
anteriormente citados, V 03 x V 06 e V 03 x V 29, também devem ser considerados, uma vez
que obtiveram DIF superior a 3,0 cm. Por outro lado, os cruzamentos V 41 x V 50, V 50 x V
41 e V 06 x V 29 obtiveram menor crescimento radicular, com apenas 1,98, 1,83 e 1,82 cm de

DIF, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3- Valores médios de DIF (diferenca de crescimento radicular) para os genitores (5 hibridos e 5 variedades
crioulas de milho) e os respectivos cruzamentos dialélicos. Ponta Grossa, 2015.

Hibridos Variedades Crioulas
Tratamentos DIF (cm) Tratamentos DIF (cm)
H18 x H 44 2,38a” V06xV4l 391a”
H44 xH 34 2,28 a V06 x V03 3,80a
H22xH44 2,11b V03 x V06 3,66b
H27xH18 2,02b V03xV29 3,30¢c
H44 x H 27 2,02b V03xVi4l 2,88d
H34xH18 1,90¢c V29 x V50 2,86d
H22xH18 1,90¢c V 06 2,84d
H22 x H27 1,86¢ V29xV4l 2,83d
H44 xH 18 1,86¢ V 03 2,77d
H27xH22 184¢c V 29 2,65¢€
H 44 1,77¢ V41xV 03 2,64¢€
H18 x H 27 1,72¢ V50xV03 2,60f
H18xH34 1,69¢c V 50 2,54 f
H34xH22 1,69¢c V 06 x V50 2,54 f
H18 x H 22 1,68¢c V29xV 06 2,53 f
H22xH34 1,66¢ V 41 x V06 2,51f
H27 xH 44 1,60c V50xV29 2,50 f
H34 xH44 1,56¢ V03 x V50 2,45 f
H34 xH27 1,55¢ V29x V03 2,44 f
H44 x H 22 1,43d V41 2,40 f
H27xH34 1,28d V50x V06 2,34 f
H 27 1,23d V4lxV29 2,30 f
H34 1,21d V41 x V50 1,98¢
H18 1,0le V50xV4l 1,83¢
H 22 0,74 f V06 x V29 1,82¢
Média 1,74 2,67

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

A analise de variancia dos cruzamentos dialélicos demonstrou que os quadrados médios
referentes a capacidade geral de combinacdo (CGC) foram significativos (p<0,05) para a
variavel DIF tanto para o germoplasma hibrido quanto para germoplasma crioulo (Tabela 4).
Da mesma forma, os efeitos da capacidade especifica de combinacdo (CEC) foram
significativos para hibridos (p <0,05) e variedades crioulas (p <0,01). Nos dois germoplasmas
avaliados ndo houve significAncia para 0s cruzamentos reciprocos. Para 0s componentes
quadraticos da analise dialélica, os valores observados para CEC (fixo) foram superiores aos da

CGC (fixo) e reciprocos para os dois germoplasmas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Quadrados médios da analise de variancia dialélica (GRIFFING, 1956) para DIF (diferenga de
crescimento radicular) dos tratamentos relativos ao germoplasma hibrido e de variedades crioulas de
milho. Ponta Grossa, 2015.

Fonte de Variago GL Quadrado Médio — DIF (cm)
Hibridos Variedades
Tratamentos 24 0,3800 0,7189
CGC 4 0,6926 * 2,1215 "
CEC 10 0,4576 * 0,5535 ™
Reciprocos 10 0,1774 0,3231
Residuo 1150 0,2640 0,5860
Componentes Quadraticos
CGC (Fixo) 0,0214 0,0163
CEC (Fixo) 0,0968 0,0768
Reciprocos - 0,0217 - 0,0657

*, ™, significativo a 5 e a 1%, respectivamente.

A maior estimativa positiva dos efeitos da capacidade geral de combinacéo (CGC) do
DIF no germoplasma hibrido foi observada para o hibrido tolerante H 44 e a negativa de maior
magnitude obtida pelo H 34. Para o germoplasma crioulo, a maior estimativa dos efeitos da
CGC foi visualizada para a variedade tolerante V 06 e a menor para a variedade crioula V 50
(Tabela 5). Para as estimativas dos efeitos da capacidade especifica de combinacdo (CEC),
germoplasma hibrido, a maioria dos genitores apresentou estimativas negativas, com excecao
do hibrido H 44 (0,4004).

Tabela 5- Estimativas dos efeitos da capacidade geral de combinacdo (CGC) para o DIF (diferenca de crescimento
radicular) dos 5 genitores (hibridos e variedades crioulas de milho). Ponta Grossa, 2015.

Hibridos Variedades Crioulas

Genitores Efeito Genitores Efeito
H 44 0,3066 V 06 0,4188
H 27 - 0,0444 V 50 -0,2972
H34 - 0,1524 V 03 0,2768
H18 0,0266 V 29 -0,1512
H 22 -0,1364 V41 -0,2472
DP (gi) 0,1028 DP (gi) 0,1531
DP (gi-gj) 0,1625 DP (gi-gj) 0,2421

Os cruzamentos que envolveram o hibrido H 22, H 34 x H 22 (0,3224), H 18 x H 22
(0,2934), H 27 x H 22 (0,2844) apresentaram as maiores estimativas de CEC. Por outro lado, o
cruzamento entre 0s genotipos mais contrastantes para tolerancia ao Al, H 44 x H 22 (- 0,1966),
evidenciou estimativa de CEC negativa de maior magnitude (Tabela 6). Para o germoplasma
de milho crioulo, as variedades V 06 (0,3852) e V 50 (0,5172) obtiveram os maiores valores de
CEC. Os cruzamentos dialélicos que demonstraram CEC superior positiva foram: V 06 x V 03
(0,3022), V 06 x V 41 (0,3762) e V 03 x V 29 (0,2222). Enquanto o cruzamento V 06 x V 50
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(- 0,4088) apresentou a capacidade especifica de combina¢do negativa de maior magnitude
(Tabela 6).
Tabela 6- Estimativas dos efeitos da capacidade especifica de combinacéo (CEC) do DIF (diferenca de crescimento

radicular) para os genitores e cruzamentos do 1° e 2° experimentos (hibridos e variedades de milho,
respectivamente). Ponta Grossa, 2015.

Hibridos Variedades Crioulas

Gendtipos CEC Reciprocos Gendtipos CEC Reciprocos
H 44 0,4004 V 06 0,3852
H 27 -0,4176 V 50 0,5172
H34 -0,4216 V 03 - 0,4108
H 18 -0,6796 V 29 0,1152
H 22 -0,7036 V41 - 0,4528
H 44 x H 27 - 0,0936 0,115 V 06 x V 50 - 0,4088 0,100
H44 x H 34 - 0,1606 0,170 V 06 x V 03 0,3022 0,075
H44 xH 18 0,0504 - 0,260 V 06 x V29 - 0,6548 - 0,520
H44 xH 22 - 0,1966 - 0,400 V06xV4l 0,3762 0,135
H27xH34 0,0754 0,065 V50x V03 -0,1818 0,075
H 27 x H18 0,1514 0,150 V50xV29 0,1912 0,030
H27xH?22 0,2844 0,001 V50xV4l -0,1178 - 0,235
H34 xH18 0,1844 0,105 V03xV29 0,2222 0,225
H34xH22 0,3224 - 0,080 V03xVi4l 0,0682 0,055
H18 x H 22 0,2934 - 0,360 V29xV4l 0,1262 0,055
DP (sij) 0,2118 DP (sij) 0,3156
DP (sii) 0,2907 DP (sii) 0,4330
DP (sii — sjj) 0,3980 DP (sii — sjj) 0,5930
DP (sii — sij) 0,4142 DP (sii — sij) 0,6172
DP (sii — sjk) 0,3447 DP (sii — sjk) 0,5135
DP (sij — sik) 0,3250 DP (sij — sik) 0,4841
DP (sij — skl) 0,2814 DP (sij — skl) 0,4193

3.2 Tolerancia ao Al em linhagens endogamicas de milho

O resultado da andlise de variancia para a variavel DIF demonstrou diferencas altamente
significativas (p<0,01) entre as linhagens endogamicas de milho. O coeficiente de variacdo
experimental foi de baixa magnitude (2,69%) e adequado para este tipo de experimento (dados
ndo apresentados).

O teste de agrupamento de médias permitiu caracterizar as linhagens endogamicas de
milho quanto a tolerdncia/ sensibilidade ao Al. Os resultados da analise demonstraram a
formacdo de 10 grupos estatisticos com amplitude de 0,70 cm (H 22, testemunha sensivel) a
1,93 cm (H 44, testemunha tolerante). A linhagem endogamica L 99-4 destacou-se no segundo
grupo estatistico com a maior tolerancia ao Al (1,42 cm), seguida do grupo composto pelas
linhagens L 118-8, L 118-4 e L 03-2, as quais obtiveram DIF de 1,27, 1,26 e 1,25 cm,

respectivamente (Tabela 7). Por outro lado, a linhagem L 04-2 evidenciou a maior sensibilidade
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ao Al do conjunto de gendtipos estudados, com DIF de apenas 0,70 cm, estando no mesmo
grupo estatistico do controle sensivel (H 22). As linhagens endogamicas L 95-1, L 141-1, L 23-
1eL 71-1 evidenciaram crescimento radicular variando de 0,74 a 0,80 cm, sendo consideradas
sensiveis ao Al (Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios da variavel DIF (diferenca de crescimento radicular) das 17 linhagens endogamicas de
milho e dos hibridos controles (H 44 — tolerante e H 22 — sensivel). Ponta Grossa, 2015.

Tratamentos DIF (cm)
H 44 1,93a"
L 99-4 1,42 b
L118-8 1,27¢
L118-4 1,26 ¢
L 03-2 1,25¢
L 99-3 1,17d
L 131-1 1,09e
L 87-3 1,04 f
L71-2 0,969
L 70-2 0,92¢g
L 129-4 0,88h
L 221 0,87h
L 70-4 0,87h
L71-1 0,80i
L 23-1 0,79i
L 141-1 0,75i
L 95-1 0,741
H 22 0,70
L04-2 0,70

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade.

3.3 Heranca da tolerancia ao Al

Os resultados da analise de variancia demonstraram efeito altamente significativo para
as fontes de variacdo familias, geracdes e para geracdes dentro de familias da variavel DIF. O
coeficiente de variacdo na parcela foi de 11,94%, e o da subparcela de 9,68% (Tabela 8). Em
funcdo da significancia estatistica da fonte geracdes dentro de familias, realizou-se o
desdobramento das geracdes dentro de cada familia para o caréater tolerancia ao Al.

O desdobramento das geragdes (L, Ls, F1, F2, RC1 e RC2) nas respectivas familias
confirmou a presenca de contraste fenotipico para tolerancia ao Al entre as linhagens parentais
das familias. O crescimento radicular das linhagens tolerantes expostas a solu¢cdo minima
contendo o Al (Lt 99-4, Lt 03-2 e Lt 118-8) variou de 1,25 a 1,57 cm. Por outro lado, as
linhagens sensiveis ao Al, Ls 04-2, Ls 95-1, Ls 23-1 e Ls 71,1 evidenciaram médias de DIF de
apenas 0,59 a 0,80 cm (Tabela 9).
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Tabela 8- Resumo da andlise de variancia para a variavel DIF em funcdo das familias, geracdes e de geracOes
dentro de familias. Ponta Grossa, 2015.

Fontes de Variacgéo GL Quadrado Médio - DIF (cm)

Blocos 2 0,258
Familias 4 1,510 ™
Residuo (a) 8 0,156
Geragdes (Familias) 25 7,086 ™
Residuo (b) 50 0,644
C.V. parcela (%) 11,94
C.V. subparcela (%) 9,68
Média 1,17

™ significativo a 1% de probabilidade.

O crescimento radicular médio das geracdes F1’s das cinco familias, tendeu para maior
tolerancia ao Al, com amplitude do DIF de 1,19 (familia 5) a 1,35 cm (familia 1). A
caracterizacdo da tolerancia ao Al das cinco geragdes F2’s evidenciou tendéncia para o
desempenho intermediario em relacdo as linhagens parentais utilizadas nos respectivos
cruzamentos. Para quatro das cinco familias estudadas, os resultados do teste de comparacéo
de médias de Tukey, demonstraram que as geragdes F>’s ndo diferiram estatisticamente das
linhagens parentais utilizadas como fontes de tolerancia (Lt 99-4, Lt 03-2 e Lt 118-8). Apenas
para a familia 5 a média de DIF da geracdo F» néo diferiu estatisticamente da linhagem sensivel
(Ls 95-1) (Tabela 9).

As meédias fenotipicas de DIF das cinco geracdes de retrocruzamento RCy1’s (F1 X L)
demonstraram em todas as familias médias de DIF similares estatisticamente as linhagens
parentais tolerantes ao Al. Nas cinco familias estudadas foi observado desempenho fenotipico
classico esperado para as geracoes de retrocruzamento envolvendo uma fonte de tolerancia ao
Al. Os valores médios de DIF variaram de 1,17 a 1,82 cm, sendo que nas familias em que a
linhagem tolerante Lt 99-4 foi utilizada para produzir o retrocruzamento (Familias 1 e 2), em
média obtiveram as maiores diferencas de crescimento radicular (1,82 e 1,63 cm,
respectivamente) (Tabela 9). Em contrapartida, as geracbes RC:’s, oriundas dos
retrocruzamentos das geracdes F1’s com os respectivos parentais sensiveis ao Al apresentaram
crescimento radicular reduzido, evidenciando um padrdo fenotipico com tendéncia para maior
sensibilidade ao elemento (Tabela 9).

Para visualizar o padrdo de segregacdo da geracdo F, sdo apresentados os gréaficos de
distribuicdo de frequéncia dos individuos das respectivas familias estudadas (Figura 1). O
padrdo de segregacdo para as cinco familias, evidenciou uma tendéncia de distribuicdo

simétrica entre as classes fenotipicas de DIF, de forma semelhante & uma curva de distribuicdo



Tabela 9- Efeito do desdobramento das geracdes (L, Ls, F1, F2, RC1 e RC,) e estimativas dos parametros genéticos herdabilidade no sentido restrito (fz?), heterose % (ﬁ) e
numero de genes nas respectivas familias para a variavel DIF (diferenca de crescimento radicular de plantulas de milho) e percentagem da variacdo do DIF explicada
pelos efeitos aditivos (@), dominante (d) e das interagdes epistaticas (@a, ad, dd )para cada familia. Ponta Grossa, 2015.

DIF (cm)

Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4 Familia 5
Geragc0es Lt99-4xLs04-2 Lt103-2xLs95-1 L199-4xLs23-1 Lt118-8xLs71-1 Lt1118-8xLs95-1
Lt 157 ab” 1,25 ab” 1,44 ab” 131 a” 1,39 a”
Ls 0,80 d 0,66 d 0,61 c 059 ¢ 0,80 ¢
F1 1,35 bc 1,33 ab 123 b 1,24 a 1,19 ab
F2 1,48 bc 1,09 be 1,41 ab 1,07 ab 0,89 ¢
RC: 1,82 a 147 a 1,63 a 1,20 a 1,17 ab
RC 123 ¢ 0,82 cd 123 b 0,83 bc 1,00 bc

Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4 Familia 5
Estimativas L7199-4xLs04-2 L703-2xLs95-1 L199-4xLs23-1 Lt118-8xLs71-1 Lt1118-8xLs95-1
h? (%) 71,02 51,87 68,71 66,21 46,65
H (%) 23,72 21,43 27,58 13,52 9,02
N° de genes 7,4 9,8 9,4 5,6 11,1

Percentagem de Variagéo (%)

Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4 Familia 5
Efeito Lt99-4xLs04-2 Lv03-2xLs9-1 Lvt99-4xLs23-1 L7118-8xL71-1 Lt118-8xLs95-1
m 15,62 8,54 24,09 42,05 0,35
a 71,85 75,17 57,29 39,63 40,90
d 4,10 3,70 6,27 4,89 14,53
aa 0,37 2,72 0,73 5,06 35,70
ad 2,86 8,84 0,54 1,11 3,37
dd 5,19 1,02 11,09 7,26 5,16

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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normal, com classes de DIF variando de 0,10 a 4,94 cm. As familias 1 (Lt 99-4 X Ls 04-2) e 3
(Lt 99-4 x Ls 23-1), em que, a linhagem tolerante L 99-4 foi um dos parentais, foram observadas
distribuicdes de frequéncia mais simétricas dos DIFs. Nestas familias, a frequéncia de genotipos
considerados sensiveis (até 0,90 cm) foi de 17 e 16 %, respectivamente, indicando um alto
padrdo de tolerdncia ao Al nos individuos destas geragdes F2’s (Figura 1 — A,C). De maneira
inversa, para as familias 2 (Lt 03-2 x Ls 95-1) e 5 (Lt 118-8 x Ls 95-1), nas quais o parental
sensivel foi a L 95-1, foram observadas distribuicdes de frequéncia com menor simetria para o
DIF. Fato que pode ser comprovado pela maior frequéncia de individuos sensiveis nestas
geracOes F2’s, com 39 e 53 % para as familias 2 e 5, respectivamente (Figura 1 — B,C).

Os coeficientes de herdabilidade no sentido restrito (h?) para a tolerdncia ao Al
variaram de 46,65 (Lt 118-8 x Ls 95-1) a 71,02 % (Lt 99-4 x Ls 04-2) (Tabela 9). As estimativas
de heterose percentual foram positivas e variaram de 9,02 a 27,58 % (Tabela 9). A estimativa
do nimero de genes efetivos nas cinco familias, evidenciou para a maioria delas um grande
namero de genes de tolerancia. O menor nimero foi observado para a familia 4 (Lt 118-8 x Ls
71-1) com 5,6, enquanto que a familia 5 (Lt 118-8 x Ls 95-1) evidenciou o0 maior niUmero com
11,1 genes (Tabela 9).

Os resultados da andlise genética para os dados de DIF, demonstraram a maior
contribuicdo dos efeitos genéticos aditivos no controle da tolerancia ao Al em milho, com
valores percentuais significativos variando de 39,63 (Lt 118-8 x Ls 71-1) a 75,17% (L 03-2 x
Ls 95-1) (Tabela 9). Apenas para a familia 5 (Lt 118-8 x Ls 95-1), verificou-se além do efeito
genético aditivo (40,9%), uma contribuicdo significativa da interacdo epistatica aditivo x

aditivo (aa), com 35,7% da variancia genética atribuida a esta interacdo (Tabela 9).

5.4 Discusséo
5.4.1 Anélise dialélica

A superioridade do crescimento radicular dos cruzamentos que envolveram o hibrido
tolerante H 44, indicam a presenca de alelos favoraveis a tolerancia ao Al neste gendtipo. Da
mesma forma, os cruzamentos com a variedade crioula tolerante VV 06 obtiveram o maior
crescimento radicular. Os valores médios de DIF das variedades crioulas evidenciaram a maior
tolerancia ao Al neste germoplasma em relacdo aos gendtipos hibridos de milho. As estimativas
da capacidade especifica de combinacdo (CEC) entre hibridos simples servirdo como
parametros para predizer o desempenho médio das suas linhagens apds 0s cruzamentos. Isto €,
os hibridos com maior CEC gerariam populacfes potenciais para a extracdo de linhagens, de

tal forma que, as linhagens originadas destes pares de hibridos, apresentaria elevada CEC e uma
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melhor exploragdo do vigor hibrido (BALESTRE et al., 2008). Neste sentido, a analise destes
dois tipos de cruzamentos dialélicos, além de auxiliar no entendimento dos efeitos genéticos
envolvidos na determinacdo da tolerancia ao Al em milho, servird para prover estimativas de
parametros Uteis na sele¢do de genitores para hibridacdo em fungédo do germoplasma de origem.

A variabilidade da capacidade geral de combinagdo (CGC) permite inferir que o0s
genitores contribuiram diferentemente nos cruzamentos nos quais foram envolvidos e a
variabilidade entre os efeitos da CEC indicam a existéncia de combinagdes que possuem
desempenho diferente do que era esperado somente com base nos efeitos da CGC (AGUIAR et
al., 2004). A significancia para a capacidade combinatdria revela a existéncia de variabilidade
resultante de efeitos genéticos aditivos e ndo aditivos. Nos dois germoplasmas (hibridos e
variedades crioulas) os componentes quadraticos demonstraram maior variabilidade associada
as estimativas da CEC, indicando associacdo aos efeitos génicos ndo-aditivos (epistasia e
dominancia), sendo interpretada como o desvio de um cruzamento em relagdo ao que seria
esperado com base na capacidade geral de combinacdo de seus genitores (CRUZ; REGAZZI,
1997). Estes resultados diferem dos obtidos por Paterniani e Furlani (2002), os quais
verificaram, a partir da avaliacdo de um dialelo completo com 10 linhagens endogamicas de
milho, maior por¢édo da variabilidade da tolerancia ao Al devido a CGC. Embora efeitos ndo-
aditivos também tenham sido observados, 0s autores concluiram que a expressao da tolerancia
ao Al naquele germoplasma deve-se, principalmente, aos efeitos génicos aditivos.

Segundo Vencovsky (1970) a maior magnitude associada ao efeito da CGC sera
apresentada pelo genitor que possuir maior frequéncia de alelos favoraveis da caracteristica
alvo. Individualmente, os hibridos H 44 e H 27, apresentaram elevada tolerancia ao Al, mas a
reduzida CGC do H 27 sugere que a utilizacdo deste gendtipo em cruzamentos provavelmente
ndo resultara em genotipos superiores para a tolerancia ao Al. Por outro lado, parao H 44 o
inverso pode ser observado, sendo a utilizacao deste gendtipo perfeitamente recomendada para
a obtencdo de cruzamentos com maior tolerancia ao elemento. Resultados semelhantes foram
obtidos por Conceicéo et al. (2009) na avaliacdo da CGC de cinco linhagens endogamicas de
milho. Os autores sugerem que os alelos favoraveis a tolerancia ao Al estdo em baixa frequéncia
em cruzamentos com baixa CGC. De acordo com Sprague e Tatum (1942), baixas estimativas
de CGC (proximas a 0) indicam gendtipos com combinag6es que ndo diferem muito da média
de todos os cruzamentos no sistema dialélico, enquanto altos valores (positivos ou negativos)
indicam genotipos melhores ou piores que os demais, evidenciado, portanto, a presenca de

genes de efeitos aditivos.
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A estimativa da CEC ¢ interpretada como o desvio de um cruzamento em relagdo ao
que seria esperado com base na capacidade geral de combinacao de seus genitores (GOMES et
al., 2000). Deste modo, baixos valores para CEC, sejam positivos ou negativos, indicam que 0s
cruzamentos gerados apresentaram desempenho de acordo com o esperado com base na
capacidade geral de combinacdo dos genitores. Para Vencovsky (1970), os maiores valores da
CEC ocorrem entre 0s genotipos mais divergentes nas frequéncias dos genes com dominancia,
embora sejam também influenciados pela frequéncia alélica.

As estimativas de CEC negativas, para a maioria dos genitores, considerando o
crescimento radicular, indica que a heterose que serd manifestada na geracéo filial, obtida do
cruzamento entre estes individuos, sera em média positiva, sendo desejavel no sentido de
aumentar a tolerancia ao Al. Para 0s cruzamentos em que as estimativas foram superiores e
positivas, os efeitos da CEC sugerem a importancia de genes com efeitos ndo-aditivos para esta
caracteristica. Destaca-se que no dialelo de variedades crioulas, as combinagdes foram as mais
promissoras para 0 aumento da tolerancia, pelos maiores DIFs observados. Segundo Aguiar et
al. (2004), cruzamentos que se destacam com maiores valores de CEC em analises dialélicas,
devem ser selecionados, sobretudo, se 0s parentais que 0s constituem apresentarem altas
estimativas de CGC. Neste sentido, 0s cruzamentos envolvendo a variedade V 06 merecem
destaque, uma vez que, além de apresentarem altos valores de CEC, este parental evidenciou a

maior estimativa da CGC.

4.2 Heranca da tolerancia ao Al em milho

A diferenca de crescimento radicular (DIF) tem sido utilizada com eficiéncia na
avaliacdo fenotipica da tolerancia ao Al em milho (MAZZOCATO et al., 2002; CONCEICAO
et al., 2009; COELHO et al., 2015; COELHO et al., 2016). A partir da avaliacao desta variavel
foi possivel ordenar as linhagens endogamicas de milho do programa de melhoramento genético
da UEPG quanto atolerancia ao Al. Este ranqueamento possibilitou a geragéo, por cruzamentos
artificiais, de cinco familias segregantes originadas a partir gendtipos contrastantes para
toleréncia, as quais foram estudadas visando conhecer a heranca genética envolvida na
tolerancia ao Al neste germoplasma de milho.

A partir da avaliacdo das cinco familias foi possivel confirmar os resultados obtidos
na caracterizacgdo das linhagens endogamicas de milho baseando-se na diferenca de crescimento
radicular dos parentais de cada familia. Como esperado, os valores de DIF das linhagens
tolerantes foram superiores as linhagens sensiveis, confirmando a diferenca de crescimento

radicular na presenca do aluminio nas linhagens fonte de tolerancia. Da mesma forma, Prioli et
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al. (2002) e Boni et al. (2009), estudando a heranca genética da tolerancia ao Al no cruzamento
das linhagens L922 x Ast214, confirmaram o contraste entre as mesmas através da diferenca de
crescimento radicular.

O padrdo de distribuicdo de frequéncia proxima a uma curva normal e unimodal dos
individuos F2, fornece indicios de que a heranca da tolerdncia neste germoplasma seja
quantitativa, possivelmente pela presenca de vérios alelos de tolerancia nas respectivas
linhagens parentais fontes da tolerancia ao Al. Adicionalmente, visualiza-se para a grande
maioria das familias uma distribui¢do dos individuos nas classes fenotipicas do DIF, proximo
da simetria, 0o que indica um predominio da acdo génica aditiva no controle genético da
tolerancia ao Al (BERNARDO, 2010). Possivelmente, a auséncia de simetria perfeita nos
gréficos de distribuicao de frequéncia poderia estar associada ao efeito ambiental na expressao
da tolerancia dos individuos, possibilidade de erros dos avaliadores na fenotipagem, tamanho
das populagdes F> avaliadas e em algumas familias a presenca de acdo génica de dominancia
no controle genético da tolerancia ao Al.

Prioli et al. (2002) e Boni et al. (2009), relataram padréo de distribuicéo de frequéncias
bimodal para os individuos da geracdo F.> do cruzamento de linhagens contrastantes para a
tolerancia. Os autores enfatizam que este tipo de distribuicdo € um indicativo de heranca
monogénica com dominancia completa para o alelo de tolerancia. Estes resultados sdo analogos
aos observados por Rhue et al. (1978), os quais concluiram que alelos dominantes condicionam
a tolerancia ao Al em milho. Através de experimentos conduzidos em vasos com areia Garcia
e Silva (1979) também observaram heran¢a monogénica, sendo a tolerancia ao Al controlada
por um alelo dominante. Por outro lado, padrdo de heranca quantitativa para a tolerancia ao
aluminio é frequentemente relatada na literatura. Prioli (1987) avaliou populacdes F>’s obtidas
de 4 cruzamentos. O autor relata distribuicdes de frequéncias continuas e unimodais dos
individuos F> nas classes de crescimento radicular para todas as populacGes em diferentes
concentracdes de Al (0; 2,25; 6,75 e 9,0 mg L™?). Adicionalmente, verificaram auséncia de
simetria das distribuicGes de frequéncia em concentracdes de Al mais elevadas (6,75 e 9,0 mg
L.

Para Magnavaca et al. (1987), o tipo de assimetria observada pode ser evidéncia de
preponderancia de genes de sensibilidade em relacéo aos de tolerancia. Prioli (1987) enfatiza
que, se esta explicacdo for tomada como correta, deve-se considerar, pelo menos em parte, a
possibilidade de alelos de tolerncia ndo atuarem ou serem ineficientes em altas concentracfes
de Al. Deste modo, a frequéncia de alelos de tolerancia seria alta em baixas concentra¢des de

Al, enquanto que em altas concentragdes, seriam mais frequentes os alelos de sensibilidade.
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Neste sentido, pode-se admitir que existem mais de um loco participando na expressao da
tolerancia ao Al em milho. Sawasaki e Furlani (1987), confirmaram estes resultados ao avaliar
a tolerancia ao Al em geragdes resultantes do cruzamento de linhagens de milho cateto. Os
autores observaram que a distribuicdo da geracdo F. foi continua e unimodal com assimetria
negativa, apresentando apenas as classes onde estavam alocadas as médias da geracéo F1 e do
parental tolerante. Apesar deste ndo ser um indicativo da presenca de genes de efeitos aditivos,
complementarmente, foram verificados, através das estimativas de parametros genéticos, que
os efeitos aditivos explicaram a maior parte da variacdo genética da tolerancia ao Al em milho
cateto. Através da baixa estimativa do grau de dominancia, também concluiram que existem
indicios de uma tendéncia da sensibilidade ao aluminio ser parcialmente dominante sobre a
tolerancia.

A estimativa dos parametros genéticos associados a heranca da tolerancia ao Al em
populacdes segregantes é de fundamental importancia para os programas de melhoramento
vegetal. Estes parametros permitem direcionar os esfor¢os para a incorporacdo de genes de
tolerancia no germoplasma do programa, bem como auxiliar na escolha do método de selecéo
a ser utilizado. As estimativas de herdabilidade no sentido restrito foram consideradas elevadas
quando comparadas a outros estudos (SAWAZAKI; FURLANI 1987, PRIOLI et al., 2000).
Este fato sugere que grande parte da proporcdo da variabilidade genética seja aditiva,
evidenciando amplas possibilidades de selecdo de gendtipos tolerantes na geracéo F», baseando-
se nestas condi¢cbes experimentais. Os percentuais positivos de heterose, indicam que a
variancia das frequéncias génicas entre os parentais é suficientemente grande, sendo desejaveis
os valores positivos, uma vez que se pretende a obtencdo de plantas com maior crescimento
radicular na presenca do fator estressante.

As estimativas do niamero de genes, indicaram heranca gquantitativa para a tolerancia
ao Al em milho, para o germoplasma avaliado. Através de estudos com o marcador RFLP,
Sibov et al. (1999), observaram indicios do envolvimento de duas regies genémicas
localizadas nos cromossomos 6 e 10, associadas a tolerancia ao Al em uma populacdo de milho
cateto. Esta mesma técnica permitiu que Brondani e Paiva (1996), associassem a tolerancia ao
Al a uma regido genémica no cromossomo 2 do milho, enquanto Torres et al. (1997),
localizaram uma regido no cromossomo 8. Maron et al. (2010), identificaram dois genes,
ZMMATEL e ZmMMATEZ2, como genes maiores de tolerancia ao aluminio em milho. Estes genes
sdo membros da familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), sendo o

ZMMATE1 mapeado no cromossomo 6 € 0 ZMMATEZ2 no cromossomo 5 do milho.
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Recentemente, Guimaraes et al. (2014) mapearam uma regido gendmica associada a
tolerancia ao Al adjacente ao gene ZMMATEZ2 (cromossomo 5). Este gene ZmNratl é homdlogo
ao gene OsNratl, que codifica um transportador especifico de Al previamente envolvido na
tolerancia da cultura do arroz. A partir da combinacéo da andlise de ligacdo e do mapeamento
associativo, Krill et al. (2010), identificaram quatro genes associados a tolerancia ao Al em
populacdes F. de milho. Estes genes candidatos, ZmASL, ZmALMT2, ME e SAHH, identificados
a partir de sequéncias depositadas no projeto MAGI (Maize Assembled Genomic Islands), estéo
localizados nos cromossomos 1, 10, 6 e 4, respectivamente. Até o presente momento, 0 maior
ndamero de regides gendmicas envolvidas na tolerdncia ao Al em milho, foi relatato por
Ninamango-Cérdenas et al. (2003), os quais mapearam através de marcadores moleculares
cinco QTLs de tolerancia, explicando 60% da variancia fenotipica associada ao crescimento
radicular liquido.

No presente estudo as médias das geragdes foram analisadas utilizando o modelo
completo de Mather e Jinks (1971), com o intuito de conhecer a variabilidade genética das
populacdes segregantes e determinar a heranca e a acdo génica envolvida na tolerancia ao Al
em milho. Para a maioria das familias, a anélise genética evidenciou o efeito aditivo explicando
a maior parte da variacdo genética da tolerancia ao Al. Embora, na familia 5 (Lt 118-8 x Ls 95-
1), foi observado uma contribuicdo significativa da interacdo epistatica aditivo x aditivo.
Segundo Holland (2001), se atribui a epistasia a razdo para o continuo sucesso do ganho com
selecdo obtido em alguns programas de melhoramento. O componente aditivo x aditivo da
variancia epistatica € um dos mecanismos pelo qual o progresso com a selecdo ¢ mantido em
espécies com base genética estreita.

Magnavaca et al. (1987), analisaram as geragdes (P1, P2, F1, F2, RC1 e RC») de seis
conjuntos de cruzamentos, sendo quatro entre linhagens contrastantes para a tolerancia ao Al e
dois entre linhagens sensiveis. De maneira andloga a este trabalho, os autores verificaram
efeitos genéticos aditivos explicando a maior parte da variancia genética para 0s conjuntos
oriundos de linhagens contrastantes. Entretanto, os autores também observaram contribuic6es
significativas dos desvios de dominancia e, em menor magnitude, efeitos epistaticos de
dominancia x dominancia foram verificados em uma das familias. Para os conjuntos oriundos
das linhagens sensiveis, foram observados efeitos genéticos de dominancia e de interac6es
epistaticas de dominancia x dominancia, explicando a maior parte da variancia fenotipica. Os
autores enfatizam que o grande nimero de mecanismos de tolerancia ao Al, descritos na
literatura para a cultura do milho, ddo suporte ao conceito de heranga complexa, ou seja, um

maior nimero de genes, possam estar envolvidos no controle genético deste carater. Entretanto,
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a possibilidade de mecanismos estarem atuando especificamente mais do que outros em funcéo
de determinado estadio do ciclo de desenvolvimento da planta, poderia suportar a hipotese de
heranca monogénica em algumas situacOes para a tolerancia ao Al.

Através do estudo da genética da tolerancia ao Al em milho cateto, Sawazaki e Furlani
(1987), verificaram que apenas efeitos aditivos foram significativos. Estes autores concluiram
que a alta tolerdncia ao aluminio da linhagem de milho cateto é condicionada principalmente
por genes de efeitos aditivos, 0s quais se concentram, provavelmente, na variedade de origem,
tendo em vista que o cultivo desse milho foi feito por indigenas e antigos agricultores, em areas
de solo com alto teor de aluminio. Os resultados obtidos por Sawazaki e Furlani (1987),
corroboram com as hip6teses de que a raca de milho Cateto, de origem antiga, € considerada
uma importante fonte de toleréncia ao Al (PRIOLI; SILVA, 1984; MIRANDA et al., 1984;
PRIOLI, 1987; SIBOV et al., 1999; PRIOLI et al., 2000; PRIOLI et al., 2002; BONI et al.,
2009). Segundo Prioli e Silva (1984), as linhagens tolerantes sdo, em sua maioria, de
endosperma duro, originarias da raca Cateto, enquanto que as mais sensiveis, sdo dentadas, do
tipo Tuxpefio. Prioli (1987), explica que as linhagens oriundas da raca Cateto, ndo desenvolvem
radiculas t&o longas quanto as linhagens oriundas do tipo Tuxpefio. Assim, na presenca do Al
em niveis toxicos, o efeito prejudicial do elemento é mais intenso em linhagens do tipo
Tuxpefio.

As linhagens endogamicas do programa de melhoramento da UEPG possuem como
base genética variedades crioulas de milho coletadas em diferentes regides do sul do Brasil (Rio
Grande do Sul e Parand). Este germoplasma é proveniente de regides agricolas de baixo nivel
tecnoldgico, portanto, estas variedades crioulas foram sendo selecionadas naturalmente para a
alta adaptacao a ambientes agricolas com alto teor de Al. Pela origem antiga destas variedades
crioulas, acredita-se que, em boa parte deste germoplasma seja composto por racas Cateto, fato
que pode explicar a maior tolerancia destas variedades crioulas em relacdo aos hibridos
comerciais/pré-comerciais utilizados no presente trabalho.

Para Boni et al. (2009) a grande divergéncia de resultados quanto a genética da
tolerancia ao Al em milho, pode ser explicada em funcéo dos diferentes tipos de germoplasmas
utilizados nas avaliacdes. Neste sentido, a origem das linhagens utilizadas neste estudo também
serve para confirmar os resultados obtidos por Sawazaki e Furlani (1987), sustentando a
hipdtese de que heranca para a tolerancia ao Al em milho Cateto é controlada por varios genes,
havendo predominancia dos efeitos genéticos aditivos na expressdo fenotipica da tolerancia ao

elemento estressante.



CAPITULO 2 - MAPEAMENTO DE QTLs DE TOLERANCIA AO ALUMINIO EM
MILHO TROPICAL

Resumo - Os objetivos deste trabalho foram mapear regibes gendmicas associadas a QTLs de
tolerancia ao aluminio (Al) em milho e determinar os efeitos fenotipicos dos locos sobre a
tolerancia. Os individuos da geragdo F» foram autofecundados a fim de gerar as progénies F2:3,
as quais foram avaliadas para tolerancia ao Al em solugdo minima. Os tratamentos foram
constituidos de 114 progénies F2:3, as linhagens parentais (Lt 99-4 e Ls 04-2) e a gera¢do F,
implantados no delineamento de blocos aleatorizados com 3 repeti¢fes. As parcelas foram
constituidas por 12 plantulas de cada genétipo. Os tratamentos foram submetidos a solucdo
minima com 4 mg L™ de Al por 48 h. A variavel analisada (DIF), foi obtida através da diferenca
de crescimento radicular. Os locos SSRs e AFPLs foram utilizados para a constru¢do do mapa
de ligagdo com o auxilio do programa MAPMAKER versao 3.0 e a deteccdo dos QTLs pela
analise de mapeamento por intervalo composto. Os resultados experimentais evidenciaram
grande variabilidade genética entre as progénies F.:3 de milho para a tolerancia ao Al. A analise
de ligacao possibilitou agrupar e ordenar 246 marcas (SSRs e AFLPs) nos 10 grupos de ligacao
(cromossomos). O comprimento total do mapa de ligacao foi de 1897,3 cM e a distancia média
entre as marcas de 8,8 cM. Foram mapeados nove QTLs de tolerancia em oito grupos de ligacao
(cromossomos 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10), os quais explicaram 70,3% da variacdo fenotipica. Os
resultados confirmaram os trés principais QTLs (bins 6.00, 8.05 e 10.01) descritos na literatura
para a tolerancia ao Al, os quais foram responsaveis pela maior parte da variacdo fenotipica
(40,3%). O elevado numero de QTLs mapeados nesta populacdo segregante F.:3 confirma a
heranca quantitativa da tolerancia ao Al neste germoplasma de milho tropical.

Palavras-chave: Locos de tolerancia. Mapeamento intervalo composto. Marcadores. Aditivo.
Mapa de ligacéo.
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MAPPING OF QTLs TO AL TOLERANCE IN TROPICAL MAIZE

Abstract - The objectives of this work were to map genomic regions associated with QTLs for
aluminum (Al) tolerance in maize and determine the phenotypic effects of tolerance loci.
Individuals of F. generation were self-fertilized to generate the F2:3 progenies, which were
evaluated for Al tolerance in minimal solution. The treatments consisted of 114 progenies F2:,
the parental lines (Lt 99-4 and Ls 04-2) and the F1 generation, implemented in the design of
randomized blocks with 3 repetitions. The plot consisted of 12 plants of each genotype. The
treatments were submitted to minimal solution with 4 mg L™ Al for 48 h. The variable analyzed
(DIF) was obtained from the root growth difference. SSR loci and AFPLs were used for the
construction of the linkage map with MAPMAKER program version 3.0 and the detection of
QTL mapping analysis by composite interval. The experimental results showed high genetic
variability among F.:3 progenies of maize for Al tolerance. Linkage analysis allowed grouping
and ordering 246 marks (SSRs and AFLPs) in 10 linkage groups(chromosomes). The total
length of the linkage map was 1897.3 cM and the average distance between the marks of 8.8
cM. Nine tolerance QTLs were mapped to eight linkage groups (chromosomes 2, 4, 5, 6, 7, 8,
9 and 10), which explained 70.3% of the phenotypic variation. The results confirmed the three
major QTL (bins 6.00, 8.05 and 10.01) described in the literature for Al tolerance, which
accounted for most of the phenotypic variation (40.3%). The high number of mapped QTLS in
this segregating F2:3 population confirms the quantitative inheritance of Al tolerance in the
tropical maize germplasm.

Keywords: Tolerance loci. Composite interval mapping. Markers. Additive. Linkage map.



47

1 Introdugéo
A toxidez por aluminio (Al) tem sido reconhecida como o fator mais limitante para a

producédo de culturas em solos &cidos. Estudos indicam que aproximadamente 50% das terras
cultivadas no mundo sdo constituidas por solos acidos (VON UEXKULL; MUTERT, 1995).
No Brasil, 0s solos &cidos ocupam uma &rea de aproximadamente 205 milhGes de hectares, dos
quais 112 milhdes sdo considerados apropriados para a agricultura (CAMARGO, 1991). A
toxidez do Al reduz o crescimento do sistema radicular das plantas, tornando as culturas mais
suscetiveis ao estresse hidrico e deficiéncias minerais e, consequentemente, reduzindo a
produtividade. A cultura do milho pode ser afetada drasticamente pelo efeito toxico do Al que
pode ocasionar reducdes na produtividade em niveis superiores a 80% (DONCHEVA et al.,
2005).

Nas Ultimas décadas, grandes esforcos tém sido empregados na compreensdo dos
mecanismos responsaveis pela toleréncia a toxicidade do Al em plantas. Genotipos tolerantes
ao Al tém sido identificados em diferentes espécies vegetais, porém, 0S mecanismos
fisiologicos e fatores genéticos responsaveis pela tolerdncia ao Al ainda sdo pouco
compreendidos. Estudos genéticos sugerem que a tolerancia ao Al em milho é uma
caracteristica de heranca complexa (MAGNAVACA et al., 1987; PANDEY et al., 2007),
envolvendo provavelmente multiplos genes e, consequentemente varios mecanismos
fisiologicos (SIBOV et al., 1999; NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003; PINEROS et al.,
2005).

Diversos caracteres quantitativos em milho tém sido elucidados com sucesso através
da utilizacdo de marcadores moleculares e estratégias de mapeamento de QTLs, 0s quais tém
contribuido significantemente para o melhor entendimento da heranca genética de
caracteristicas agronémicas importantes, dentre elas a tolerancia a estresses abioticos (STUBER
et al., 1987; STUBER et al., 1992; VELDBOOM; LEE, 1996; LUBBERSTEDT et al., 1998,
NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003). Através da utilizacio do crescimento radicular
como indice fenotipico, os estudos de mapeamento de QTLs para a tolerancia ao Al resultaram
na identificacdo de regides gendmicas associadas a tolerancia nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 6, 8
e 10 de milho (SIBOV et al., 1999; NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003; CONCEICAO
et al., 2009, KRILL et al., 2010). Contudo, poucas destas regibes podem ser consideradas
coincidentes entre os estudos realizados, devido a baixa saturacdo dos mapas de ligacdo de
marcadores moleculares e das grandes distancias fisicas entre eles (cM).

A partir da combinagéo da anélise de ligacdo e o mapeamento associativo, Krill et al.

(2010) selecionaram quatro genes candidatos possivelmente associados com a tolerancia ao Al
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em milho. Os genes ZmASL (Zea mays AltSB like), ZmALMT2 (Zea mays aluminum-activated
malate transporter2), SAHH (S-adenosyl-L-homocysteinase) e ME (Malic Enzyme) explicaram
de 13 a 20% da variancia fenotipica do crescimento radicular liquido. Em outro estudo, Maron
et al. (2010) identificaram e caracterizaram dois membros da familia MATE (Multidrug and
Toxic Compound Extrusion), ZmMMATE1 e ZmMATEZ2, como genes maiores de tolerancia ao Al
em milho. O gene ZMMATE1, mapeado na regido telomérica do cromossomo 6, codifica uma
proteina transmembrana que media a exsudagdo de citrato no apice radicular em milho. Esse
resultado genético comprova os estudos fisiologicos que apontam a exsudacgdo de citrato pelas
raizes como o principal mecanismo de tolerancia ao Al em milho (PINEROS et al., 2002). Por
outro lado, a caracterizagdo do ZmMATE?2 (mapeado no cromossomo 5) demonstrou que este
gene é diferente do ZMMATEL1 e de outros MATEs envolvidos na tolerancia ao Al em varios
aspectos. Como ndo compartilna da mesma identidade na sequéncia dos aminoacidos com o0s
MATEs, indicados para o transporte de citrato, possivelmente 0 ZmMATE2 pode estar
envolvido como um mecanismo diferente de tolerdncia (MARON et al., 2010). Entretanto,
Pifieros et al. (2005) sugerem a existéncia de outros mecanismos complementares para
tolerancia ao Al nessa especie. Recentemente, Guimaraes et al. (2014) identificaram o gene
ZmNratl, homdlogo ao gene OsNratl que codifica um transportador especifico de Al
previamente envolvido na tolerancia em arroz. Esta regido foi mapeada no cromossomo 5 de
milho nas proximidades do gene ZmMMATE2 .

O mapeamento de QTLs é relatado como uma das formas mais eficientes de associar
caracteristicas fenotipicas as genéticas, as quais contribuem de maneira significativa para 0s
programas de melhoramento genético. Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram
identificar as regifes gendmicas associadas a QTLs de tolerancia ao Al e quantificar os efeitos
fenotipicos destes QTLs para a tolerancia ao estresse deste elemento em germoplasma de milho

tropical.

2 Material e Métodos
2.1 Avaliacéo fenotipica das progénies F2:3

A partir do cruzamento das linhagens endogamicas L 04-2 (sensivel) e L 99-4
(tolerante), foram obtidas as geragdes F:1 e F.. Os individuos da geragdo F. foram
autofecundados, dando origem as progénies F2:3, as quais foram avaliadas fenotipicamente para
a tolerdncia ao Al em solucdo minima.

Os tratamentos foram constituidos de 114 progénies F2:3, além dos genitores (Lt 99-4

e Ls 04-2) e da geragdo Fi, os quais foram utilizados como controle experimental. O
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experimento foi instalado no delineamento de blocos aleatorizados com trés repeticdes. Foram
avaliadas 12 plantulas de cada progénie por repeticdo. As sementes pré-germinadas foram
avaliadas para o comprimento inicial da raiz principal em centimetros (PL — primeira leitura).
Logo apos, as plantulas foram acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido e, entéo,
depositadas em um tanque contendo solucdo composta de 4 mg L™ de Al + 40 mg L™ de Ca.
Ap0s 48 h de exposicao, foi avaliado novamente o comprimento da raiz principal (SL - segunda
leitura). A diferenca entre as variaveis PL e SL (SL - PL) foi denominada de DIF (cm)
(MAZZOCATO et al., 2002).

Os dados médios de DIF das progénies F2:3 foram submetidos a analise de variancia,
através do software R (R CORE TEAM, 2013). Adicionalmente, foram estimados o0s
parametros genéticos através da esperanca matematica dos quadrados médios da analise de
variancia de acordo com Vencovsky e Barriga (1992). A estimativa da variancia genética foi
obtida por: 6%g = 1/r(QMt — QMe), sendo (r) o nimero de repeticdes, (QMt) o quadrado
médio das progénies e (QMe) o quadrado medio do erro, obtidos da analise de variancia. A

variancia ambiental foi calculada através: 6%e = QMe. A herdabilidade no sentido amplo foi

62(;
e (757)]

milho, procedeu-se a analise de distribuicao de frequéncia. O nimero de classes fenotipicas (k)

estimada através: h? = . A partir das médias de DIF das 114 progénies F2:3 de

foi estimado pela formula k = /n-, onde n refere-se ao nimero total de progénies (n=114). A
amplitude fenotipica de cada classe (AFC) foi determinada por AFC = %, onde A representa a

amplitude de DIF observada entre as progénies de milho.

2.2 Genotipagem das progénies F2:3
2.2.1 Extracdo e quantificacdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido de folhas de plantas individuais da geracdo F», das
linhagens endogamicas (Lt 99-4 e Ls 04-2) e da geragdo Fi1. A extracdo do DNA genémico
seguiu o protocolo de Hoisington et al. (1994). O DNA foi ressuspendido em 40 uL de agua

ultrapura estéril e tratados com 2 puL de RNAse (1,0 mg mL™) por 2 h a 37 °C em banho-maria.

2.2.2 Marcador SSR
Setenta e nove (79) locos microssatélites (SSR), distribuidos nos 10 grupos de ligacéo
do mapa consenso de milho, foram amplificados nas linhagens endogamicas (Lt 99-4 e Ls 04-

2) a fim de selecionar locos polimdrficos entre as linhagens parentais (Apéndice — Tabela 1A).
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Os locos SSR foram selecionados do Maize Genetics and Genomics Data Base — MaizeGDB

(http://www.maizegdb.orq).

As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Biocycler
Biosystems® baseadas nos protocolos de Senior et al. (1996) e de Ogliari et al. (2000). A reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) foi preparada em microtubos de 0,2 mL, contendo: 1X tampéo
(200 mM Tris-HCI - pH 8.4, 500 mM KClI, Invitrogen); 2,0 mM MgCl.; 0,1 mM de solucéo de
dNTP (100 mM, Amresco®); 0,2 uM de cada primer (forward e reverse); 0,75 U de Tagq DNA
polimerase (5 U pL™?, Invitrogen) e 40 ng de DNA molde para um volume final de reacdo de 20
pL. Para a otimizacéo dos diferentes locos SSR foram utilizados 3 programas de PCR, sendo 2
do tipo touchdown (OGLIARI et al., 2000) e um de ciclagem normal (YAO et al., 2007).

As amostras amplificadas foram coradas com 4 pL de GelRed 0,1X mais tampéo de
carregamento (1:1) e separados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéo TBE 1X
por aproximadamente 3 h a 80 V. Foi adicionado a extremidade esquerda do gel uma amostra
de 5 pL do marcador de peso molecular de 100 pb (NORGEN®), visando determinar o tamanho
dos fragmentos amplificados.

Os 114 individuos da populagéo de mapeamento (F2) foram genotipados para cada loco
polimérfico com a codificacdo: (- 1) fragmento amplificado correspondente ao alelo SSR
oriundo da linhagem sensivel Ls 04-2, (1) fragmento amplificado correspondente ao alelo SSR
oriundo da linhagem tolerante Lt 99-4 e (0) presenca dos dois fragmentos correspondentes aos

alelos das linhagens parentais Ls 04-2 e Lt 99-4.

2.2.3 Marcador AFLP
Inicialmente, foram testadas 25 combinacdes de primers EcoRIl e Msel, visando

selecionar aquelas combina¢6es com melhor padréo de amplificacdo e maior polimorfismo entre
as linhagens parentais. Utilizando este critério foram escolhidas 12 combinac@es para genotipar
a populacdo de mapeamento.

A metodologia de amplificacdo do marcador AFLP foi realizada de acordo com Vos
et al. (1995), sendo composta de quatro etapas: 1°) A dupla digestdo enzimatica do DNA com
EcoRI + Msel, 2°) Ligacdo dos adaptadores, 3°) Pré-amplificacdo dos fragmentos com primers
contendo um nucleotideo seletivo na posigdo 3’ e 4°) Amplificacdo seletiva através da
combinacdo de primer EcoRIl e Msel com 3 bases seletivas na posi¢do 3’. Os produtos da
amplificacdo seletiva foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) em cuba
vertical modelo Sequi-Gen GT da BIORAD®. A corrida eletroforética foi realizada em tampé&o

TBE 1X a 80W de poténcia por aproximadamente 3 h e 30 min. Para determinar o tamanho dos


http://www.maizegdb.org/

51

fragmentos foram adicionados as extremidades do gel 10 pL do marcador de 50pb (NORGEN).
Os géis foram corados com impregnacdo pelo ion prata segundo Creste, Tulmann Neto e
Figueira (2001). Os fragmentos polimérficos amplificados para cada combinacéo de primers
EcoRI + Msel na populacdo de mapeamento foram genotipados para presenca (1) ou auséncia
(0) do fragmento.

2.3 Anélise de ligacdo e mapeamento por intervalo composto

Os locos SSRs e AFLPs que apresentaram segregacdo mendeliana esperada (ndo
distorcidos) foram utilizados para a construcdo do mapa de ligacdo com o auxilio do programa
MAPMAKER versdo 3.0 (LANDER et al., 1987). A construcdo dos grupos de ligacdo baseou-
se no comando “group” utilizando um LOD de 3,0 (método da maxima verossimilhanga) e
frequéncia maxima de recombinagdo 6 = 0,20. As frequéncias de recombinacdo foram
convertidas em distancias de mapa utilizando a funcdo de mapeamento de Haldane (1919).
Apos a definicdo dos grupos de ligacdo, os marcadores dentro de cada grupo foram ordenados
pelo comando “order” com um LOD maior que 3,0. Para garantir a correta ordenacdo dos
marcadores, foi utilizado o comando “ripple”.

As analises de mapeamento dos QTLs foram realizadas utilizando-se as médias de DIF
das 114 progénies F2:3 do cruzamento Lt 99-4 x Ls 04-2 avaliadas para tolerancia ao Al. Para
0 mapeamento dos QTLs foi utilizada a analise de mapeamento por intervalo composto (MIC)
com o auxilio do programa QTLCartographer® (Basten et al., 2000). Para o posicionamento
dos QTLs a andlise MIC utilizou o mapa de ligagdo dos marcadores moleculares gerado no
programa MAPMAKER versao 3.0. A estimativa da posicdo, efeito genético e porcentagem da
variacéo fenotipica (dada pelo coeficiente de correlagdo parcial, R?) dos QTLs foi estabelecida
nos picos de LOD acima do nivel de significancia considerado (2,5), de acordo com o programa
QTLCartographer®.

3 Resultados
3.1 Fenotipagem das progénies F»:3

Os resultados da analise de variancia demonstraram efeito altamente significativo (p <
0,01) dos tratamentos (progénies F2:3, linhagens parentais e geracdo F1) para a variavel DIF. O
coeficiente de variacdo foi baixo (6,9%) e adequado para experimentos de fenotipagem. A
decomposicdo dos componentes da variancia fenotipica indicou predominio da variancia
genética (67) em relagéo a variancia ambiental (62). O coeficiente de herdabilidade no sentido

amplo (h2) estimado foi de grande magnitude (Tabela 10).
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Tabela 10- Resumo da analise de variancia de DIF (diferenca de crescimento radicular) em funcdo dos parentais
(LT 99-4 x LS 04-2), geracédo F1 e progénies F2.3 de milho e pardmetros genéticos associados a variavel.
Ponta Grossa, 2015.

Quadrados Médios (QM)

Fontes de Variagdo  GL DIF (cm)
Blocos 2 0,1541**
Tratamentos 116 0,4096**
Residuo 232 0,0139
CV (%) 6,9
Média 1,7
Parametro genéticos

62 0,0139
o7 0,8403
h? 0,9946

¢2: variancia ambiental; 67 variancia genética; hZ: herdabilidade no sentido amplo.

Os resultados da distribuicdo de frequéncia das progénies F2:3 de milho nas classes de
DIF, podem ser visualizados na Figura 2. Foi possivel identificar uma tendéncia de distribuigéo
simetrica entre as classes fenotipicas de DIF, de forma semelhante a uma curva de distribuicédo
normal, apresentando classes que variaram de 0,75 a 2,62 cm. A analise confirmou o contraste
fenotipico para a tolerancia ao Al entre as linhagens parentais Lt 99-4 (tolerante) e Ls 04-2
(sensivel) a partir da diferenca de crescimento radicular. A linhagem tolerante Lt 99-4,
permaneceu na classe fenotipica de 1,27 a 1,43 cm, juntamente com a geracdo Fi. Por outro
lado, a linhagem sensivel Ls 04-2, ranqueou na 1° classe fenotipica (0,75 a 0,92 cm). Verificou-
se que apenas quatro (3,5%) progénies foram ranqueadas nas classes sensiveis (até 1,09 cm).
Por outro lado, 82% (93) das progénies permaneceram nas classes superiores a 1,43 cm, sendo

também, superiores ao parental tolerante Lt 99-4 e a geracéo F; (Figura 2).

3.2 Genotipagem das progénies F2:3
3.2.1 Marcador SSR e AFLP

Dos 79 locos SSR analisados, 60 (76 %) ndo foram informativos, isto €, ndo revelaram
polimorfismo e 19 (24 %) foram polimdrficos entre as linhagens (Tabela 11). O maior nimero
de locos polimorficos foi observado no grupo de ligagcdo 8, com 5 locos SSR (Tabela 11). O
maior polimorfismo foi associado principalmente na regido gendmica compreendida entre os
grupos/bins 8.04 a 8.08.
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Figura 2 - Distribuicdo das progénies F.:s de milho do cruzamento Lt 99-4 x Ls 04-2 nas classes de DIF (diferenca
de crescimento radicular. Ly = parental tolerante, Ls = parental sensivel e F1= geracdo F1. Ponta Grossa,
2015.

Tabela 11- Distribuicdo dos locos microssatélites polimdrficos e monomdrficos entre as linhagens parentais L99-
4 e L04-2, nos grupos de ligacdo do mapa consenso de milho. Ponta Grossa, 2015.

Grupos de Ligacéo

Locos SSR

1 2 5 6 7 8 9 10 Total %
Polimorficos 1 1 2 2 2 2 5 1 2 19 24
Monomorficos 6 4 9 9 7 8 3 6 4 60 76
Total 7 5 10 11 9 10 5 11 5 6 79 100

Das 25 combinacdes de primers EcoRI + Msel, 12 foram escolhidas para genotipar 0s
114 individuos da populacdo de mapeamento. As 12 combinacdes de primers amplificaram 695
fragmentos, com tamanho variando de 70 a 2000 pb. Dos fragmentos amplificados, 460 (66%)
foram monomorficos e 235 (34%) polimorficos entre as linhagens parentais (Lt 99-4 e Ls 04-
2), com média de 20 locos polimérficos por combinacdo de primers. O polimorfismo variou
entre as combinacg6es, sendo a E35M51 (E-ACA/M-CCA) com maior polimorfismo (79,4%),
ao passo que a E42M48 (E-AGT/M-CCA) com o menor polimorfismo (41,2%) (Tabela 12).

3.3 Mapa de ligacéo
Dos 444 fragmentos polimérficos (SSRs e AFLPs), somente 254 foram utilizados na
construcdo do mapa de ligacdo (Tabela 13). Duzentos e quarenta e seis (246) marcas foram

agrupadas entre 0s 10 grupos de ligagdo (cromossomos) do milho, utilizando como critério de
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Tabela 12 - Numero total de fragmentos amplificados (monomorfico e polimoérfico) e porcentagem de
polimorfismo para 12 combinagdes de primers EcoRl + Msel genotipadas na populacdo de

mapeamento de milho. Ponta Grossa, 2015.

Cadigo

Combinacéo

Polimorfismo

N° Primer EcoRl + Msel Fragmentos Monomorficos  Polimorficos (%)
1 E42/M48 E-AGT/M-CCA 51 30 21 41,2
2 E42/M51 E-AGT/M-CCA 52 23 29 55,8
3 E42/M60 E-AGT/M-CTC 58 31 27 46,6
4 E42/M50 E-AGT/M-CAT 48 18 30 62,5
5 E44/M48 E-ATC/M-CAC 51 26 25 49,0
6 E44/M51 E-ATC/M-CCA 69 18 51 73,9
7 E40/M48 E-AGC/M-CAC 53 15 38 71,7
8 E40/M50 E-AGC/M-CAT 57 18 39 68,4
9 E35/M51 E-ACA/M-CCA 63 13 50 79,4
10 E32/M48 E-AAC/M-CAC 61 13 48 78,7
11 E32/M60 E-AAC/M-CTC 64 27 37 57,8
12 E32/M50 E-AAC/M-CAT 68 38 30 44,1

Total 695 270 425 61,2

agrupamento LOD de 3,0 e frequéncia maxima de recombinac¢do de 6 = 0,20 e fungdo de

mapeamento de Haldane. Como os locos SSRs possuem localizagdo gendémica conhecida, foi

possivel estabelecer correspondéncia dos grupos de ligagdo obtidos da analise com os 10

cromossomos do milho (Figura 3). Das marcas agrupadas, 218 (88%) foram ordenadas nos 10

grupos de ligacdo, utilizando LOD > 3,0. O nimero de marcas ordenadas oscilou de 18 no

cromossomo 7 a 31 no cromossomo 8, com média de 21,8 marcas por cromossomo. O

comprimento total do mapa de ligagédo foi de 1897,0 cM, com distancia média entre marcas de

8,8 ctM. O comprimento dos grupos de ligacédo variou de 116,7 no grupo 7 a 244,8 cM no grupo

4 (Tabela 13).

Tabela 13- Resultados da anélise de ligagdo dos marcadores SSRs e AFLPs na construcdo do mapa genético da
populagdo F»:3 de milho. Niumero de marcas agrupadas, ordenadas, comprimento dos grupos de ligacdo
(cM) e distancia média entre marcas (DM). Ponta Grossa, 2015.

Grupo de Marcas .
Ligacdo/Cromossomo Agrupadas Ordenadas Comprimento (cM) DM (cM)
1 26 23 198,8 8,6
2 22 21 177,3 8,4
3 26 22 230,9 10,5
4 25 23 2447 10,6
5 21 20 207,2 10,4
6 22 19 167,3 8,8
7 24 18 116,9 6,5
8 33 31 175,9 57
9 21 19 196,8 10,3
10 26 22 181,7 8,3
N&o agrupadas 8 - - -
Né&o Ordenadas - 28 - -
Total 246 218 1897,3 8,8
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Figura 3- Mapa genético gerado pelos marcadores SSRs e AFLPs em uma populacdo de mapeamento de milho.
A direita estdo os locos marcadores (SSR e/ou AFLP) e a esquerda as distancias em cM segundo a
fungdo de mapeamento de Haldane. Os pontos vermelhos indicam as posi¢es de QTLs de tolerancia
a0 Al. Ponta Grossa, 2015.
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3.4 Mapeamento dos QTLs

As estimativas das posicoes e dos efeitos aditivos e de dominancia dos QTLs estdo
apresentadas na Tabela 14. O grafico com os valores do LOD score ao longo dos grupos de
ligagdo (cromossomos) pode ser visualizado na Figura 4. Foram detectados QTLS em nove
intervalos distribuidos em oito cromossomos (2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10). A proporcao da variagdo
fenotipica explicada por estes QTLs variou de 2,1 % para 0 QTL do grupo de ligacdo 2 na
posicdo 34,0 cM a 17,7 % para 0 QTL no grupo 8 (149,0 cM), o qual obteve também o maior
valor de LOD score no intervalo E44M5187 - Bnlg1176, com LOD de 20,8. Juntos, os nove
QTLs explicaram 70,3% da variacdo fenotipica para a variavel DIF. Os efeitos aditivos para o
DIF variaram de - 0,56 para 0 QTL do grupo de ligacdo 4 na posi¢do 125 cM a 0,55 no QTL
mapeado na posic¢ao 149,0 cM do cromossomo 8 (Tabela 14).
Tabela 14- LOD score, posicdo (cM), proporgéo da variacdo fenotipica (R?), estimativa dos efeitos aditivos (a) e

de dominancia (d) explicados pelos QTLs mapeados pela metodologia de mapeamento por intervalo
composto em uma populacdo de 114 progénies F23 de milho. Ponta Grossa, 2015.

GL" Intervalo entre Marcadores LOD Posigdo (cM) R?(%) a d

2 E32M6091 E32M48207 154 34,0 211 -052 -054
23,4 42,7

4  E35M51241 E32M50299 17,9 125,0 557 -056 -0,46
122,2 135,6

4  E42M51165 E32M4862 16,7 197,0 8,70 -051 -0,56
185,0 208,0

5 ZmMATE2 E40M48214 3,21 68,0 7,78 -043 1,01
64,4 69,3

6  E42M48137 E40M5072 13,0 51,0 10,57 0,01 1,05
49,3 57,1

7  E40M48715 E42M51190 15,7 63,0 2,71 0,03 0,91
62,4 69,5

8 E44M5187 Bnlgll76 20,8 149,0 17,68 0,55 -0,47
131,3 154,1

9 E32M60139 E35M51107 6,6 85,0 3,13 -051 -058
83,8 96,0

10 E35M5191 E44M5184 14,5 166,0 12,08 0,09 1,11
158,5 181,7
R ™ 70,3

*GL= Grupo de Ligacdo. “R?r= proporcdo da variancia fenotipica total explicada pelos QTLs.

4 Discussao

O alto valor de herdabilidade associado ao predominio da variancia genética em relacéo
a ambiental indica que a selecdo de gendtipos de milho tolerantes ao Al pode ser facilmente
realizada em solucdo minima, utilizando-se a diferenca de crescimento radicular como indice
fenotipico. A grande amplitude de DIF (0,75 a 2,62 cm) nas progénies F2:3 avaliadas demonstra
a presenca de elevada variabilidade genética para a tolerdncia ao Al na populacéo de estudo.

Este fato pode estar correlacionado com a hipdtese de que mais de um tipo de mecanismo de
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tolerdncia pode estar atuando na tolerancia ao Al. Pifieros et al. (2005) descrevem que, além da
exsudacdo de citrato pelas raizes, outros mecanismos fisioldégicos, como a complexacdo do Al
nos vacuolos celulares e a modificacdo do pH na rizosfera, podem estar envolvidos. Entretanto,
para melhores esclarecimentos dos mecanismos de tolerancia ao Al em milho, uma abordagem
envolvendo estudos genéticos, biologia molecular e investigacdes fisiologicas deve ser
realizado.

A localizacdo cromossomica dos fragmentos AFLPs foi obtida a partir dos resultados
da analise de ligacdo com os locos microssatélites, 0s quais possuem localizagdo conhecida no
mapa consenso do milho (SENIOR et al., 1996). Dessa forma, os locos SSRs atuaram como
“ancoras” para os fragmentos AFLPs sem localizagdo prévia. Assim, € possivel desenvolver
mapas de ligacdo com alta saturacéo, uma vez que o custo atrelado ao marcador AFLP € menor
e 0 numero de locos amostrados por reacdo para este marcador é bastante superior ao marcador
microssatélite (SSR). Os 19 locos SSRs possibilitaram co-localizar 227 fragmentos AFLPs no
mapa consenso de milho. Os resultados permitiram atribuir referéncia cromossémica aos 10
grupos de ligacdo do milho, por meio da presenca de, pelo menos, um loco SSR por grupo de
ligacdo. A amplitude do comprimento dos grupos de ligacdo (116,7 a 244,7 cM) e o
comprimento total do mapa de ligacao (1897,3 cM) estdo de acordo com outros mapas geneticos
obtidos de populacbes segregantes de milho (LOPES, 2003; MATIELLO, 2004; TASIOR,
2014, ROMANEK, 2014; JARDIM, 2007).

De maneira geral, para a construcdo de mapas de ligacdo com marcadores, o ideal é
que a distancia média entre marcas seja aproximadamente de 20,0 cM (FANG; WU, 2003).
Neste sentido, a saturacdo média obtida para o presente mapa de ligacdo demonstra boa
cobertura do genoma analisado na populacdo segregante oriunda do cruzamento das linhagens
contrastantes para tolerancia ao Al (Lt 99-4 x Ls 04-2), uma vez que a distancia media
alcancada entre as marcas foi de 8,8 cM. Sibov et al. (2003), ao genotiparem uma populacéo F,
de milho tropical com 117 locos SSRs, obtiveram um mapa com 1643 cM de comprimento e
distancia média entre marcas de 14 cM. Mangolin et al. (2004), a partir de 75 locos SSRs
genotipados numa populacdo segregante de milho tropical, geraram mapa com 1438 cM de
comprimento e distancia media entre marcas de 18,1 cM. Jardim (2007), avaliando a tolerancia
ao Al em linhagens endogamicas recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines) a partir de
marcadores SSRs e RFLPs, obteve um mapa de ligagdo com 1657 cM de comprimento e

distancia média entre os marcadores de 11,75 cM. Ninamango-Céardenas et al. (2003) geraram



59

um mapa de marcadores SSRs e RFLPs com 296,7 cM de comprimento, com distancia média
entre marcadores de 9,0 cM.

O mapeamento por intervalo composto (MIC) possibilitou mapear nove QTLs em
diferentes regides gendmicas associadas com tolerancia ao Al neste germoplasma de milho.
Além do grande nimero de QTLs mapeados, em nenhum outro trabalho de mapeamento foi
possivel observar ampla distribuicdo dos QTLs ao longo do genoma do milho, sendo
localizados nos cromossomos 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Sibov et al. (1999) mapearam 2 regides
gendmicas associadas a QTLs de tolerancia ao Al (Alm1 e Alm2) nos cromossomos 10 e 6,
respectivamente, a partir de uma populacdo F» obtida do cruzamento entre linhagens
contrastantes para a tolerancia. Os autores relataram que o gene Alm1 explicou a maior parte da
variacdo fenotipica do comprimento radicular liquido (24,2%), sendo trés vezes superior ao
Alm2 (7,7%). Ninamango-Cardenas et al. (2003) mapearam cinco regides gendmicas
envolvidas com tolerancia ao Al, a partir da anélise de mapeamento por intervalo composto. Os
QTLs foram localizados nos cromossomos 2, 6 e 8, explicando 60% da variacao fenotipica da
tolerancia. Da mesma forma, Conceicéo et al. (2009) identificaram cinco regides gendmicas
associadas a QTLs de tolerancia nos cromossomos 4, 5, 6, 8 e 10. Juntos, os QTLs explicaram
41% da variagdo fenotipica, sendo a maior associagdo com o crescimento radicular obtida pelo
QTL do cromossomo 10, responsavel por 15% da variagéo fenotipica para tolerancia ao Al.

A partir de abordagens gendmicas e fisiologicas, Krill et al. (2010), selecionaram 22
genes candidatos a tolerancia ao Al, os quais foram avaliados por analise de associacdo. Dos
22 genes estudados, seis apresentaram resultados significantes para a expressao da tolerancia
pela analise de associagdo, entretanto, apenas quatro foram confirmados pela analise de ligacéo.
Os genes candidatos, ZmASL, ALMT2, SAHH e ME, foram mapeados nos cromossomos 1, 10,
6 e 4, respectivamente, sendo responsaveis por 13 a 20% da variancia fenotipica do crescimento
radicular liquido. Recentemente, Guimaraes et al. (2014) identificaram cinco regiées genémicas
significantemente associadas a QTLs de tolerancia ao Al, utilizando 54.455 marcadores SNPs
(Single-Nucleotide Polymorphism) em uma populacdo de RILs derivada da linhagem Cateto
Al237. Estas regides foram mapeadas nos cromossomos 2, 3, 5, 6 e 8, responsaveis por 62,8%
da variacdo fenotipica em tolerancia.

De maneira geral, os varios trabalhos de mapeamento de QTLs associados a tolerancia
ao Al em milho apontam o cromossomo 6 com o maior nimero de QTLs identificados (SIBOV
et al., 1999; NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003; CONCEICAO et al., 2009; KRILL ett
al., 2010, GUIMARAES et al., 2014). Neste estudo, 0 QTL mapeado na posi¢do 51 cM do
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cromossomo 6, esta a apenas 17,6 cM de distancia do marcador ZmMMATEL, o qual refere-se ao
gene mapeado na regido telomérica do cromossomo 6 (bin 6.00) por Maron et al. (2010).

Ninamango-Cérdenas et al. (2003) localizaram no final do cromossomo 6 (bin 6.00) o
QTL2, o qual foi primeiramente identificado através da metodologia BSA e, posteriormente,
confirmado pela analise de regressao linear e pelo mapeamento por intervalo composto. Os
autores associaram este QTL ao descrito por Sibov et al. (1999) e identificado como Alm2,
confirmando que esta regido pode ancorar genes envolvidos na tolerancia ao Al. Maron et al.
(2010) atribuiram esta regido ao gene ZmMMATEL, que codifica uma proteina transmembrana
que media a exsudac¢do de citrato no apice radicular em milho. A exclusdo do Al pelo &pice
radicular através da exsudacdo de citrato é amplamente reconhecido como o principal
mecanismo de tolerancia ao Al na cultura do milho (PINEROS et al., 2005). Em contraste com
estas afirmacgdes, Matiello et al. (2012) reportaram outro tipo de mecanismo que pode estar
associado com a toleréncia ao Al em milho. A partir de uma anélise de associa¢édo de dados de
microarrays a QTLs de tolerancia ao Al descritos na literatura, os autores mapearam nesta
mesma regido do cromossomo 6 um gene constitutivo que apresentou alta identidade com o
gene SMP1 (Sweellmap 1 gene). Em estudos de organogénese e crescimento celular, Clay e
Nelson (2005) verificaram que um gendtipo mutante de Arabdopsis nocauteado para este gene
apresentou folhas com menor tamanho e com menor numero de células, fenotipo causado pela
parada precoce da divisdo celular nos primérdios foliares. Entretanto, a superexpressao deste
gene reduziu o tamanho das folhas, porém, aumentou o nimero de células finais. Conforme
observado por Doncheva et al. (2005), o Al interfere no ciclo celular e na diferenciacdo das
células do apice radicular do milho. Portanto, a expressdo constitutiva do gene SMP1 em um
genotipo tolerante pode favorecer a manutencao da divisdo celular mesmo quando as raizes
estdo sujeitas ao estresse.

Posteriormente, Guimardes et al. (2014) confirmaram a presenca de um QTL (qALT6)
nesta regido, associada ao gene ZMMATEL. Os autores demonstraram que a elevada expressao
deste gene possibilitou o dobro de tolerancia em linhagens de milho quase isogénicas (NILs —
Near-Isogenic Lines) quando o gALT6 foi introgredido em linhagens sensiveis. Estas NILs
apresentaram trés copias do gene ZMMATEZ1, confirmando que o alelo de tolerancia havia sido
transferido. Os resultados deste trabalho ddo suporte as investigacdes de Maron et al. (2010)
emque 0 ZMMATEZ1, adjacente a regido do gALT6, aumentou a tolerancia ao Al, sendo regulado
pela presenca do estresse abidtico (Al).

Além da regido gendmica do bin 6.00, Ninamango-Cardenas et al. (2003) também

mapearam um QTL no bin 6.05 deste mesmo cromossomo, explicando 15,6% da variacdo
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fenotipica do crescimento radicular. Esta mesma regido foi mapeada mais tarde por Conceicéo
et al. (2009). Através da combinacgdo da analise de ligacdo e 0 mapeamento associativo, Krill
et al. (2010) associaram esta regido ao gene ME (Malic Enzime), o qual catalisa a conversdo do
malato em piruvato. Este gene pode ajudar a regular a concentragdao de malato no citosol, o qual
foi descrito como o principal mecanismo de tolerancia ao Al em trigo. Neste sentido, 0 malato,
associado a exsudacdo de outros &cidos organicos, atuaria quelando o Al absorvido via
apoplasto, detoxificando o apice radicular.

No presente trabalho, a maior percentagem da variacdo fenotipica do DIF (17,7 %),
foi explicada pelo QTL mapeado no cromossomo 8, associado ao marcador microssatélite
Bnlg1176, localizado no bin 8.05. Similarmente, Ninamango-Cérdenas et al. (2003) mapearam
um QTL associado a tolerancia ao Al proximo a este bin (bin 8.04). Mais tarde, esta mesma
regido foi confirmada nos trabalhos de mapeamento desenvolvidos por Conceicdo et al. (2009)
e Guimardes et al. (2014). Os autores associaram esta regido ao gene idhl, o qual codifica a
Isocitrato deidrogenase, uma enzima relacionada ao ciclo do &cido tricarboxilico (citrato) e
outras reagdes envolvendo o metabolismo de acidos organicos. Da mesma forma, Matiello et
al. (2012) identificaram um QTL na regido descrita por Ninamango-Cardenas et al. (2003).
Entretanto, esses autores, associaram esta regido ao gene que codifica proteinas do tipo Pirin.
Em estudos com suspensao de células de tomate tratadas com indutor de morte celular, Orzaez
et al. (2001) verificaram expressdo significante do gene LePirin. Este gene é ortdlogo a proteina
PIRIN presente em humanos, envolvida na transcricdo do fator NE-kB, o qual promove a
transcricdo de diversos genes anti-apoptose (FOO; NOLAN, 1999). Em estudos com duas
linhagens endogamicas de milho contrastantes para a tolerancia ao Al, Boscolo et al. (2003)
demonstraram que as células do apice radicular da linhagem sensivel morreram apds o
tratamento com Al. Em contrapartida, o0 mesmo néo foi observado para a linhagem tolerante.
Estes resultados indicam que as proteinas tipo Pirin estdo envolvidas na ativacao de genes anti-
apoptose, 0s quais atuam prolongando a viabilidade celular durante o periodo de exposicdo ao
Al.

O QTL mapeado no cromossomo 10, distante 21 ¢cM do marcador SSR Umc1319 (bin
10.01), também apresentou elevada contribuicdo para a variacdo fenotipica (12,1 %). Nesta
mesma regido, Conceicdo et al. (2009) identificaram um QTL envolvido na tolerancia ao Alem
milho, associado ao marcador SSR Umc1318. Os autores relatam que esta regido estd muito
proxima ao QTL mapeado por Sibov et al. (1999) no bin 10.03, denominada de Alml. Da
mesma forma, Krill et al. (2010) identificaram um QTL no bin 10.04 deste cromossomo. Os

autores atribuiram este QTL ao gene ZMALMT2 (Zea mays aluminum-activated malate
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transporter 2). As proteinas da familia ALMT2 estdo relacionadas com a toleréncia ao Al em
trigo, Arabdopsis e canola. Quando ativadas pela presenca do Al em niveis toxicos, as proteinas
codificam um transportador de malato que quela o elemento e induz uma mudanca
conformacional, abrindo os canais de anions para a posterior exsudacdo pelas células da raiz
(KRILL et al., 2010). Recentemente, Matiello et al. (2012) confirmaram, através de
microarrays, que esta regido pode ancorar genes de tolerdncia ao Al A marcagdo
Zm.5637.1.A1_at, localizada dentro do QTL Alm1 (SIBOV et al., 1999), codifica o precursor
8 da proteina endotransglicolase xiloglucano, a qual interage com novos Xxiloglucanos
sintetizados nas paredes celulares que contribuem para o crescimento radicular. Os autores
enfatizam que a expressao constitutiva deste gene em gendtipos tolerantes indica que o continuo
processo de renovacgéo da parede celular pode ser relevante na tolerancia ao Al em milho.

Os estudos de Maron et al. (2010) mapearam um segundo membro da familia MATE
(denominado ZMMATE?2) explicando grande parte da variagdo fenotipica (16%) para a
toleréancia ao Al em milho. Este gene foi mapeado entre os marcadores Bnlg105 e Umc1056,
localizados nos bins 5.02 e 5.03, respectivamente. Entretanto, o estudo demonstrou que este
gene é diferente do ZmMMATEL e de outros MATES envolvidos na tolerancia ao Al em varios
aspectos. Além de ndo ser regulado pela presenca do Al, 0 ZMMATEZ2 ndo compartilha da
mesma identidade na sequéncia dos aminoacidos com os MATEs, indicados para o transporte
de citrato, podendo estar envolvido com um mecanismo diferente de tolerancia. Neste estudo,
foi possivel a identificagdo de um QTL mapeado a apenas 3,6 cM do marcador ZmMATE2,
explicando 7,8 % da variacdo fenotipica para a tolerancia. Apesar da menor contribuicdo deste
QTL quando comparado aquele relatado por Maron et al. (2010), pode-se inferir que esta regiao
estd associada a tolerancia ao Al em milho. Em contrapartida, o trabalho descrito por Guimarées
et al. (2014) revelou que a tolerancia ao Al relacionada ao QTL mapeado nesta regido (qALT5)
ndo é controlada pelo gene ZMMATE2. Além de ndo observar expressao diferencial do gene
entre as linhagens tolerante e sensivel, os autores confirmaram que as sequéncias de
aminoacidos em ambos os gendétipos para 0 ZmMMATE2 sdo idénticas. Adicionalmente, este
mesmo estudo identificou fora do intervalo de confiangca do gALT5, mas proximo a um pico de
QTL conhecido, um gene do milho homélogo ao Nratl do arroz. O OsNratl codifica um
transportador especifico de Al (Nramp) envolvido na absorcdo intracelular do Al em arroz. Os
estudos demonstraram que a expressdo do gene ZmNratl é rapidamente induzida em genotipos
de milho tolerantes, enquanto que em gendtipos sensiveis ela é mais tardia. Apesar da auséncia

de significancia do QTL que contém o ZmNratl, a homologia com o Nratl do arroz e a
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expressao diferencial em gendtipos tolerantes e sensiveis, justificam maiores investigacdes do
envolvimento deste gene no mecanismo de detoxificagdo interna do Al em milho.

O QTL mapeado no cromossomo 2, na posicdo 34,0 cM, representou a menor
contribuicdo para a variagdo fenotipica, com apenas 2,1 % da tolerancia ao Al na populacéo
avaliada. Esta regido foi mapeada a 18,8 cM do marcador SSR Bnlgl25, com posi¢cdo
reconhecida no bin 2.02. Neste mesmo cromossomo, Ninamango-Cardenas et al. (2003)
identificaram um QTL no bin 2.06, o qual explicou 10,9% da variacdo fenotipica. Matiello et
al. (2012) revelaram ndo haver funcGes conhecidas para 0s genes presentes nesta regido
gendmica.

Outros dois QTLs foram mapeados no cromossomo 4 nas posic¢oes de 125,0 e de 197,0
CM. Apesar de apresentarem distancia de 72 cM entre si, ambos os QTLs possuem como
referéncia mais proxima o marcador SSR Bnlg1337, posicionado no bin 4.11. Nenhum outro
trabalho cientifico relatou QTLs de tolerancia ao Al associados a esta regido do cromossomo 4.
Entretanto, Conceicdo et al. (2009) e Krill et al. (2010) identificaram QTLs significativos no
bin 4.03. Krill et al. (2010) associaram a tolerancia ao Al deste QTL ao gene SAHH (S-adenosyl-
L-homocysteinase), o qual ativa um inibidor de SAM (S-adenosylmethionine) que media a
metilacdo de qualquer organismo. Estudos publicados por Eticha et al. (2005) e Yang et al.
(2008) relataram correlacdo da metilacdo da pectina da parede celular com a tolerancia e
exclusdo do Al em raizes de milho e arroz, respectivamente. Este fato confirma a possibilidade
do SAHH estar envolvido na expressdo da tolerancia através da modificacdo da parede celular.

Os ultimos dois QTLs mapeados neste estudo nos cromossomos 7 e 9, demonstraram
baixa contribuicdo na variacdo fenotipica da tolerancia ao Al (2,7 e 3,1 %, respectivamente). O
QTL no cromossomo 7 foi mapeado a apenas 2,1 cM de distancia do marcador SSR Umc1799,
localizado no bin 7.06. O QTL do cromossomo 9 foi mapeado a 10,8 cM do marcador SSR
Umc2084 (bin 9.01). Este é o primeiro trabalho que mapeou QTLs de tolerancia ao Al nestes
cromossomos/posicdes. De acordo com o mapa consenso dos locos microssatélites de milho do
Maize Genetics and Genomics Data Base — MaizeGDB, ndo existem referéncias de genes de
tolerancia ao Al para estas duas regifes genémicas.

Em sintese, trés regides gendmicas do milho foram confirmadas no presente trabalho,
coincidindo com a maioria dos estudos de mapeamento de QTLs envolvidos na tolerancia ao
Al. Adicionalmente, verificou-se que além de explicarem grande parte da variacdo fenotipica
para a tolerancia, estas regides estiveram associadas a genes referenciados no genoma do milho
a possiveis mecanismos de tolerancia ao Al. O cromossomo 6 apresenta a principal e mais bem

descrita regido genémica (bin 6.00), seguido do cromossomo 8 (bins 8.04 a 8.07) e do
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cromossomo 10 (bins 10.01 a 10.04). O elevado numero de QTLs mapeados nesta populacdo
segregante, confirma o padrdo de heranca quantitativa para a tolerancia ao Al em milho de
origem tropical.



CAPITULO 3 - ANALISE DA TOLERANCIA AO AL EM GENOTIPOS DE MILHO
TROPICAL CONTRASTANTES POR MEIO DE ESTUDOS DA EXPRESSAO
GENICA, SEQUENCIAMENTO E COLORACAO DIFERENCIAL

Resumo — Os objetivos deste trabalho foram avaliar a homologia das sequéncias dos genes
ZMMATEL e ZmMATE2 com aquelas depositadas nos bancos internacionais de sequéncias;
quantificar a expressao diferencial dos genes ZMMATE1, ZmMATE?2 e ZmNratl; e caracterizar
a tolerancia ao aluminio (Al) através da coloracdo com hematoxilina em germoplasmas de
milho crioulo e hibrido submetidos ao estresse por aluminio (Al) em solugdo minima. Cinquenta
e dois hibridos de diferentes empresas e 50 variedades crioulas de milho do programa de
melhoramento da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) foram genotipados para os
genes ZMMATEL e ZmMATE2. Adicionalmente, os dados da genotipagem e do ITR (indice de
Tolerancia Relativa) foram utilizados na analise de agrupamento. O screening molecular dos
genes ZmMMATE1 e ZmMATEZ2 nos germoplasmas de milho hibrido e de variedades crioulas néo
evidenciou associacdo dos fragmentos amplificados com os indices de tolerancia ao Al.
Entretanto, o padréo de amplificagdo dos controles tolerantes e sensiveis para 0 ZmMATE1 (H
44 e V 18, H 22 e V 25, respectivamente), possibilitou identificar possiveis diferencas de
tolerancia associadas ao polimorfismo existente entre os genotipos. Utilizando-se os algoritmos
GeNorm, NormFinder e BestKeeper, verificou-se a maior estabilidade de expressdo para o gene
normalizador LUG. Para os estudos de expressdo génica, 0s gendtipos tolerantes (H 44 e V 18)
e 0s sensiveis (H 22 e V 25) foram submetidos a solugdo minima contendo 4 mg L™ de Al por
diferentes periodos de exposicéo (0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 h). O RNA total de cada um dos
genadtipos foi extraido para cada periodo de exposicao ao Al. Apds a sintese dos cDNAs de cada
amostra foram realizados ensaios de gRT-PCR para quantificar a expressdo dos genes
ZMMATEL, ZmMATE2 e ZmNratl. Os dados de gPCR foram normalizados e analisados pela
metodologia do ddCT. Os resultados demonstraram maior expressdo diferencial da variedade
crioula tolerante V 18 para o gene ZMMATEL, indicando que, possivelmente, a exsudagdo de
citrato deva ser o principal mecanismo de tolerancia ao Al neste gendtipo. Os resultados
também evidenciaram a possibilidade de outro tipo de mecanismo de tolerancia ao Al para o
hibrido tolerante H 44, pois 0 mesmo apresentou expressdo diferencial apenas para o gene
ZmNratl na fase inicial da exposi¢éo (1 a 3 h). Os mesmos gendtipos utilizados na quantificacao
da expressao génica foram avaliados para a coloracéo diferencial de raizes com hematoxilina.
Os gendtipos foram submetidos a solu¢gdo minima com Al pelos periodos de 6, 12, 24 e 48 h,
avaliando-se a coloracdo diferencial das raizes nos respectivos periodos de exposicao. N&o foi
possivel observar coloracdo diferencial com hematoxilina entre genotipos de milho tolerantes
e sensiveis ao Al.

Palavras-chave: ZmMMATELl. ZmMATE2. ZmNratl. Genes normalizadores. Sequéncias

homdblogas. Hematoxilina.
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ANALYSIS OF AL TOLERANCE IN CONTRASTING TROPICAL MAIZE
GENOTYPES THROUGH GENE EXPRESSION, SEQUENCING AND
DIFFERENTIAL STAINING

Abstract - The objectives of this study were to evaluate the homology of sequences of
ZMMATE1 and ZmMATE2 genes with those deposited in international banks sequences;
quantify the differential expression of ZmMMATELl, ZmMATE2 and ZmNratl genes; and
characterize the Al tolerance by staining with hematoxylin in maize landrace and hybrid
germplasms subjected to aluminum (Al) stress at minimal solution. Fifty-two hybrid of different
companies and 50 local varieties of corn breeding program of UEPG were genotyped for
ZMMATEL and ZmMATE2 genes. In addition, the genotyping data and the RTI (Relative
Tolerance Index) were used in the cluster analysis. The molecular screening of ZmMATEL and
ZmMMATEZ2 genes in hybrid maize germplasm and landraces showed no association of fragments
amplified with the contents of Al tolerance. However, the pattern amplification of tolerant and
sensitive control (H 44 and V 18, H 22 and V 25, respectively) to ZmMATE1, enabled the
identification of possible differences in tolerance associated with existing polymorphism
between genotypes. Using the GeNorm, NormFinder and BestKeeper algorithms, was found a
greater expression stability for normalizing gene LUG. For studies of gene expression, the
tolerant genotypes (H 44 and V 18) and sensitive (H 22 and V 25) were submitted to minimal
solution containing 4 mg L Al for different periods of exposure (0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 and 48 h).
The total RNA from each genotype was extracted for each period of exposure to Al. After
synthesis of cDNA from each sample were performed qRT-PCR assays to quantitate the
expression of ZmMMATEL, ZmMATE2 and ZmNratl genes. The gPCR data were normalized and
analyzed by ddCT methodology. The results showed a greater differential expression of tolerant
landrace V 18 for ZMMATE1 gene, indicating that possibly the exudation of citrate should be
the main mechanism of Al tolerance in this genotype. The results also demonstrated the
possibility of another type Al tolerance mechanism for the tolerant hybrid H 44, therefore
presented differential expression only for ZmNratl gene in the early stage of exposure (1 to 3
h). The same genotypes used in gene expression quantification were evaluated for differential
staining with hematoxylin roots. The genotypes were submitted to minimal solution with Al by
periods of 6, 12, 24 and 48 h, evaluating the differential staining of roots in the respective
periods of exposure. It was not possible to observe differential hematoxylin staining among
maize genotypes tolerant and sensitive to Al.

Keywords: ZmMATEL. ZmMATE2. ZmNratl. Normalizing genes. Homologous sequences.
Hematoxylin.
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1 Introdugéo

A toxidez causada pelo aluminio (Al) representa um dos maiores obstaculos ao cultivo
de plantas em solos &cidos. Nesses solos, em que o pH normalmente esta abaixo de 5,0, o Al
encontra-se na forma soltivel Al*3, sendo facilmente absorvido pelas raizes (KOCHIAN et al.,
2004). O épice radicular € o primeiro sitio da acéo toxica do elemento, o qual interfere ndo
somente na divisdo celular como também no alongamento das células da raiz, causando a
reducdo do crescimento radicular e consequente perdas na produtividade das culturas
(DONCHEVA et al., 2005).

Um importante mecanismo fisioldgico de tolerdncia ao Al em plantas envolve a
exsudacdo de &cidos organicos, ativada pela presenca do fator estressante. Os acidos organicos
sdo compostos de baixo peso molecular que formam quelatos com o Al, liberando complexos
estaveis e atoxicos na rizosfera. Em milho, a exclusdo do Al pelo apice radicular através da
exsudacao de citrato € amplamente reconhecido como o principal mecanismo de tolerancia ao
Al (PINEROS et al., 2002). Entretanto, Pifieros et al. (2005), descrevem que além da exsudago
de citrato pelas raizes, outros mecanismos fisiologicos, como a complexacdo do Al nos
vacuolos celulares e a modificacdo do pH da rizosfera, podem estar envolvidos na tolerancia ao
elemento.

Tentando elucidar as bases moleculares da tolerancia ao Al em milho, Maron et al.
(2010) identificaram e caracterizaram dois membros da familia MATE (Multidrug and Toxic
Compound Extrusion), ZmMATEL e ZmMATEZ2, como genes de efeito maior na tolerancia ao
Al em milho. O gene ZMMATE1 é um homologo funcional do gene de tolerancia ao Al em
sorgo, SOMATE. Este gene codifica uma proteina transmembrana que media a exsudacao de
citrato no apice radicular em milho. Por outro lado, a caracterizacdo do ZmMATE2 demonstrou
que este gene é diferente do ZmMMATEL e de outros MATES envolvidos na tolerancia ao Al em
varios aspectos. Como ndo compartilna da mesma identidade na sequéncia dos aminoacidos
com os MATEs, indicados para o transporte de citrato, possivelmente 0 ZmMATE?2 pode estar
envolvido em um mecanismo diferente de tolerancia.

Recentemente, Guimardes et al. (2014) identificaram o gene ZmNratl, homologo ao
gene OsNratl que codifica um transportador especifico de Al previamente envolvido na
tolerancia em arroz. Os estudos demonstraram que a expressao do gene ZmNratl é rapidamente
induzida em genotipos de milho tolerantes, enquanto que em genotipos sensiveis ela € tardia.
Estes resultados incentivam maiores investiga¢fes do envolvimento deste gene na toleréncia ao

Al em milho.
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Tecnologias de analise de expressdo génica diferencial sdo muito importantes em
estudos de comparacdo de processos bioldgicos. O estudo da expressdo dos genes responsaveis
pela tolerancia ao Al é de extrema importancia, e abordagens gendémicas podem contribuir
consideravelmente para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na tolerancia. Neste
sentido, € esperado, em hipdtese, que em gendtipos com maior tolerancia ao Al a expressao de
genes de tolerdncia ao elemento seja maior em comparagdo aos gendtipos sensiveis. Assim
como diferencas de tolerancia ao Al entre germoplamas (variedades crioulas e hibridos) podem
estar relacionadas a distintas regiGes gendmicas associadas a tolerancia nestes germoplasmas.

Os objetivos deste trabalho foram quantificar a expressdo diferencial dos genes
ZMMATEL, ZmMATEZ2 e ZmNratl em gen6tipos contrastantes de milho para a tolerancia ao Al,
visando correlacionar as diferencas entre 0s gendtipos as distintas regides gendmicas associadas

com tolerancia para este elemento.

2 Material e Métodos
2.1 Genotipagem com os genes ZMMATE1 e ZmMMATE2

Os germoplasmas de milho hibrido, composto de 50 hibridos de diferentes empresas
(Monsanto, Pioneer, Syngenta e Dow AgroSciences) e de milho crioulo (50 variedades
coletadas da regido Sudeste e Sul do Brasil), foram previamente classificados segundo o indice
de Tolerancia Relativa (ITR) ao Al (COELHO et al., 2016) e submetidos a genotipagem para
avaliacdo da presenca e do possivel polimorfismo entre os gendtipos de milho para os genes
ZMMATEL e ZmMATEZ2. Visando correlacionar os dados fenotipicos com os genotipicos, 0s
dados de ITR e de polimorfismo foram padronizados e obteve-se a matriz de dissimilaridade
entre 0s gendtipos pela distancia quadrada generalizada de Mahalanobis. A partir da matriz de
dissimilaridade genética procedeu-se a andlise de agrupamento pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Average) proposto por Sneath e Sokal
(1973). As analises foram realizadas no software R versdo 3.1.3 (R CORE TEAM, 2013).

2.1.1 Extracdo de DNA
O DNA genbmico foi extraido de uma amostra de folhas jovens de 15 plantulas de cada
genotipo analisado (milho crioulo e milho hibrido). A extracdo do DNA seguiu a metodologia

de Hoisington et al. (1994). O DNA foi ressuspendido em 40 pL de &gua ultrapura e tratados
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com 1uL de RNAse por 2 h a 37°C. As amostras de DNA foram quantificadas em aparelho

espectrofotdmetro Nanovue GE Healfcare®e diluidos para concentracdo de 10 ng pL™2.

2.1.2 Deteccao molecular dos genes ZmMATEL e ZmMATE?2

As regibes gendmicas em torno dos oligonucleotideos que representam 0s genes
ZMMATE1 e ZmMATE?Z identificados por Maron et al. (2010) foram utilizados para detectar a
presenca dos fragmentos amplificados via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nos dois
germoplasmas de milho estudados.

Para a deteccdo do gene ZmMMATEL nos respectivos germoplasmas foi utilizado o
primer forward S5’CCGGATGTTTGCTGGATTTT3” e o reverse 5 TGGCCAAA
TCGACCATGATT3’. A amplificagdo do gene ZMMATE?2 foi realizada a partir do par de
primers forward S’GCAGTTCGTACGTAGTGGTG3’ e reverse
5’AGTACGTAGCTAGGCGATGC3’. As PCRs foram preparadas para um volume final de 20
uL contendo 1X tampdo Green GoTag® Flexi; 2,0 mM MgClz; 0,1 mM dNTP; 0,2 uM primer
(forward e reverse); 0,75 U Taq DNA polimerase (Promega, 5 U puL™) e 40 ng de DNA molde.
Os produtos de PCR foram resolvidos em gel agarose a 2% em cuba de eletroforese horizontal
por 2 h a 80 V. Na sequéncia os produtos de PCR destes genes foram purificados utilizando-se
o kit Axy Prep PCR Cleanup Kit (Axygen, Bioscience), seguindo as instrucdes do fabricante.
As amostras purificadas foram enviadas para sequenciamento automatico (ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer) armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystens). Para
a analise de homologia das sequéncias nucleotidicas foi utilizado o software BLAST — Basic
Local Alignment Search Tool (ZHANG et al., 2000) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Para o alinhamento das sequéncias nucleotidicas dos genes ZmMATE1 e
ZMMATE?2 foi utilizado o software ClustalW v1.6 (THONPSON et al., 1994).

2.2 Quantificacdo da expressao diferencial dos genes de tolerancia ao Al
2.2.1 Genotipos e tratamentos

Os hibridos H 22 (sensivel) e H 44 (tolerante), além das variedades crioulas V 25
(sensivel) e V 18 (tolerante) foram utilizados na quantificacdo da expressdo diferencial dos
genes ZMMATEL, ZmMATE2 e ZmNratl. Os geno6tipos foram submetidos a solucdo minima
(40 mg L™ de Ca®* + 4 mg L™ de AP*) por periodos de exposicdo de 0, 1, 3, 6, 9, 12, 24 ¢ 48
h. As plantulas pré-germinadas foram acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido e

depositadas sobre a solucédo tratamento. As solugfes foram mantidas com aerac¢do constante e
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pH entre 4,2 a 4,5. Apds cada periodo de exposicao, 12 plantulas de cada genotipo, na presenca

e na auséncia do Al, foram retiradas da solucéo para a extracdo do RNA total.

2.2.2 Extracd@o do RNA e sintese de cDNA

O RNA total de cada tratamento foi extraido a partir do apice (1,0 cm) de 12 raizes
utilizando o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Helthcare UK Limited), seguindo o
protocolo do fabricante apds a fragmentacdo do tecido em nitrogénio liquido. O RNA total foi
quantificado em espectrofotdmetro Nanovue GE Healfcare®. Para visualizar a integridade do
RNA total foram alicotados 2,0 pLL do RNA extraido em tampao de carregamento acrescido de
formamida para eletroforese em gel de agarose 1%. As amostras de RNA total foram
armazenadas em ultrafreezer (- 80°C) até sua utilizacao.

Para a sintese dos cDNAs (DNA complementar), aproximadamente 1,5 ug de RNA
total foi submetido a transcrigédo reversa utilizando o kit comercial First-Strand cDNA Synthesis
Kit (GE Helthcare, UK Limited), seguindo as recomendaces técnicas do fabricante. Aliquotas
de cDNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% para a verificar a integridade

das amostras e posteriormente estocadas em freezer (- 20°C).

2.2.3 Genes de referéncia para normalizacéo dos dados de gRT-PCR

A utilizacdo de uma estratégia de normalizacdo adequada € um dos pontos mais criticos
para medigdes precisas da expressao de genes. A selecdo de genes de referéncia adequados é
fundamental para que seja obtida uma normalizacdo confiavel. A partir dos resultados obtidos
por Manoli et al. (2012), foram selecionados 4 genes candidatos (MEP, LUG, CUL e FPGS) a
genes de referéncia, os quais foram testados nas mesmas condicdes experimentais dos genes de
interesse. Informacdes referentes as fungdes e nimero do acesso, estdo descritas na Tabela 15.
A estabilidade de expressdo dos genes foi obtida por meio de trés algoritmos diferentes:
GeNorm (VANDESOMPELE et al,, 2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2004) e
BestKeeper (PFAFFL et al., 2004). O GeNorm define o parametro M como a variancia média
entre os pares de genes em um determinado conjunto de amostras. Genes associados ao menor
valor de M representam a maior estabilidade. O NormFinder recomenda o parametro V (valor
de estabilidade), dado pelo desvio padrdo dos dados de expressdo para determinado gene. De
maneira semelhante ao GeNorm, a maior estabilidade é dada pelo gene com menor valor. O

modelo proposto por Pfaffl et al. (2004) utiliza os dados de expressdo génica para determinar o
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BestKeeper Index, utilizado para ranquear os genes de acordo com a correlagdo de Pearson (r).

Altos valores de r indicam que o0 gene € estavel.

Tabela 15— Descrigdo dos genes de referéncia utilizados nos experimentos de expressao génica.
Genes  ldentificacdo do transcrito Produto Génico

FPGS  GRMZM2G393334 T01 Sintese de Folilpoliglutamato

LUG GRMZM2G425377_T01 Co-repressor Transcricional Leunig
CUL GRMZM2G166694 T04 Suporte para ubiquitinas ligases
MEP GRMZM2G018103_T01 Proteina de membrana

2.2.4 Andlise da expressao génica por qRT-PCR

A anélise de expressao génica foi realizada por ensaios de gRT-PCR no equipamento
Mx3005P ™ Real Time g-PCR System (Stratagene®). Como controle interno dos experimentos
de expressdo foi utilizado o gene LUG, de acordo com os resultados obtidos anteriormente. Para
0 gene ZMMATEZ1 foram utilizados os primers forward 5’TGTGAGTTTGGCGGATGTGT3’ e
reverse 5’TCACAATCTAGGCCAGTACAACAGA 3’. Para 0 gene ZmMMATE2 utilizou-se 0s

primers forward 5’CCTGAGCGAGCGAGCT3’ e reverse
5’CCATCGTGCGTGTATATATATTACGTGTA3’. E, finalmente, para 0 gene ZmNratl os
primers forward 5’CGCGCTTCTGATCCAAACA3Z’ e reverse

5S’GCGAGATGCTTGCCTGTCTT3".

Para as reacBes de amplificagdo foram utilizados os seguintes reagentes: SYBR®
Green Master Mix 1X (Life Technologies), 10 uM dos primers forward/reverse e agua ultrapura
estéril para completar 20 puL de reagdo. Foram utilizados 2 uL. de cDNA de cada amostra apos
a padronizacdo das concentragles para 10 ng uL*. Em cada experimento de gRT-PCR foi
incluido um controle negativo (agua), visando a confirmacao da auséncia de contaminantes na
reacdo. O equipamento foi programado para a seguinte ciclagem: 10 minutos a 95°C e 40 ciclos
de: 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 65°C e 30 segundos a 72°C. A curva de dissociacao foi
composta pela seguinte programacao: 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 55°C e 10 segundos a
94°C. Os niveis de expressdo diferencial de cada gene foram calculados através do método
ddCT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) atraves do programa GenEx Enterprise (versdo 6.0.5

Demo).
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2.3 Caracterizacao da tolerancia ao Al através da coloragdo com hematoxilina

Para esta analise foram utilizados apenas dois hibridos e duas variedades crioulas de
milho constrastantes para a tolerancia ao Al, sendo: H 44 e V 18 tolerantes; H 22 e V 25
sensiveis. As raizes das plantulas foram submetidas a solugdo minima contendo 40 mg L de
Ca2* (CaClp) e 4 mg L de AP* (AICI3.6H20) por periodos de 6, 12, 24 e 48 h. Da mesma
forma, os genotipos foram submetidos a um tratamento controle (sem Al) com solucdo contendo
apenas 40 mg L de Ca?* pelos mesmos periodos de exposicdo. O delineamento experimental
foi o de blocos casualizados, com 3 repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial (4 x 2 x 4). O fator A constituido por 4 genétipos, o fator B pela concentracdo de Al (0
e 4 mg L) e o fator C, pelos periodos de exposicéo do sistema radicular (6, 12, 24 e 48 h). Para
cada genotipo foram avaliadas 12 plantulas por tratamento em cada repeticao.

Apos a selecdo das plantulas pré-germinadas foi medido o comprimento inicial da raiz
principal (cm) e as mesmas foram transferidas para bandejas de poliestireno expandido que
foram depositadas sob a solugdo tratamento (0 ou 4 mg L de Al). Apds cada periodo de
exposicdo foi avaliado novamente o comprimento radicular para o célculo da diferenca de
crescimento (DIF), seguido da coloracéo das raizes com hematoxilina. As raizes das plantulas
foram lavadas duas vezes em agua deionizada e apds, imersas em solugdo contendo 2 g L de
hematoxilina + 0,02 g L™ de iodeto de potassio (KIOs3) por 15 minutos. Apos a coloragéo, as
raizes foram lavadas por trés vezes para retirar o excesso do corante. A avaliacdo da coloracédo
das raizes foi baseada na escala visual de notas variando de 1 (tolerante) a 6 (sensivel), de
acordo com Braccini et al. (2000). Os dados de DIF foram submetidos a analise de variancia,
através do software R (R CORE TEAM, 2013).

3 Resultados
3.1 Screening dos genes ZMMATEL e ZmMMATE?2

Com o objetivo de estabelecer uma correlacdo dos dados de genotipagem do gene
ZMMATEL com a caracterizacdo prévia dos gendtipos (ITR) foi realizada a analise de
agrupamento tanto para o germoplasma de hibridos, como para o de variedades crioulas,
utilizando um ponto de corte de 1,0 na dissimilaridade. A analise de agrupamento dos hibridos

evidenciou a formacao de oito grupos (Figura 5-A). @] Gl
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Figura 5- Agrupamento em funcio dos valores de ITR (indice de Tolerancia Relativa) e dos fragmentos
amplificados para o primer ZMMATEL. (A) germoplasma de milho hibrido e (B) germoplasma de
variedades crioulas de milho mais os tratamentos controles tolerante e sensivel (H 44 e H 22,
respectivamente)

agrupou oito hibridos, os quais apresentaram ITR médio de 2,56 e padrdo de amplificacdo de
um fragmento de aproximadamente 1000 pb (Tabela 16). Apenas dois hibridos foram alocados
no G2 com ITR de 2,84 e amplificacdo de um fragmento de 1166 pb. No G3, 12 hibridos foram
agrupados. Estes gendtipos apresentaram ITR médio de 3,46 e dois fragmentos (1166 e 1000
pb) amplificados. No G4, apenas o H 40 foi agrupado com ITR de 3,62 e amplificacdo do
fragmento de 1000 pb. Quatro hibridos com maior tolerancia foram alocados no G5, H 44, H
27, H 38 e H 41, com ITR médio de 4,79 e todos amplificaram o fragmento de 1000 pb. Por
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outro lado, o G6 foi formado apenas pelo H 22, o qual apresenta a maior sensibilidade ao Al
com ITR de apenas 1,00 e amplificacdo dos dois fragmentos (1166 e 1000 pb). No G7, trés
hibridos agrupados com ITR médio de 2,49 e fragmento de 1166 pb. O G8 agrupou 0 maior
namero de gendtipos (21), os quais demonstraram ITR médio de 2,69 e amplificagdo dos dois
fragmentos (Tabela 16).

Para o conjunto de variedades crioulas, a analise de agrupamento demonstrou a
formacéo de cinco grupos (Figura 5-B). O hibrido H 22, com ITR de 1,00 (maior sensibilidade)
e amplificacdo dos dois fragmentos (1166 e 1000 pb) ficou isolado no G1, apresentando a maior
dissimilaridade genética com o restante dos genétipos. No G2 foram agrupadas 15 variedades
crioulas, as quais obtiveram ITR médio de 3,41 e amplificaram os fragmentos de 1166 e 1000
pb (Tabela 16). O G3 alocou 18 variedades e o hibrido tolerante (H 44) que apresentaram ITR
de 4,14 e o fragmento amplificado de 1000 pb. As variedades V 18, V 6 e V 23, consideradas
as mais tolerantes ao Al, foram agrupadas no G4, com o maior ITR médio de 6,56 e o fragmento
de 1166 pb. E finalmente, no G5 14 variedades crioulas foram agrupadas com ITR de 4,78 e
fragmento de 1166 pb (Tabela 16).

Tabela 16— Valores médios do indice de tolerancia relativa (ITR) ao Al e tamanho de fragmento amplificado (FA)

para os respectivos grupos formados da anélise de agrupamento, para o germoplasma hibrido e de
variedades crioulas de milho. Ponta Grossa, 2015

ZmMMATE1
Hibridos FA (pb) Variedades FA (pb)
Grupos ITR 1166 1000  Grupos ITR 1166 1000
G1 2,56 - + Gl 1,00 + +
G2 2,84 + - G2 341 + +
G3 3,46 + + G3 4,14 - +
G4 3,62 - + G4 6,56 + -
G5 4,79 - + G5 4,78 +
G6 1,00 + +
G7 2,49 + -
G8 2,69 + +
ZmMMATE?2
Hibridos FA Variedades FA

Grupos ITR 280 175 Grupos ITR 280 175

G1 4,54 + - G1 1,00 + -

G2 4,55 + + G2 5,74 +

G3 3,31 + - G3 4,25 + -

G4 3,41 + + G4 3,75 + +

G5 1,00 + -

G6 2,26 + +

G7 2,24 + -

A analise de agrupamento com os dados de genotipagem para 0 ZmMMATE2 em relagédo
ao germoplasma hibrido evidenciou a formacdo de sete grupos (Figura 6-A). No G1 foram

agrupados oito hibridos, os quais obtiveram ITR médio de 4,54 e amplificagdo de um fragmento
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de 280 pb (Tabela 16). O G2 agrupou trés hibridos com ITR de 4,55 e dois fragmentos (280 e
175 pb) amplificados. Quinze hibridos foram alocados no G3 com ITR de 3,31 e fragmento de
280 pb. O G4 agrupou oito hibridos com dois fragmentos amplificados e ITR médio de 3,41.
Apenas o hibrido sensivel, H 22, foi alocado no G5, com 0 menor ITR e fragmento de 280 pb.
Outros 5 hibridos com dois fragmentos amplificados, foram agrupados no G6, com ITR de 2,26.
Os demais 12 hibridos, amplificaram um fragmento de 280 pb e ITR de 2,24, sendo alocados
no G7 (Tabela 16).
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Figura 6— Agrupamento em funcdo dos valores de ITR (indice de Tolerancia Relativa) e dos fragmentos
amplificados para o primer ZmMATEZ2. (A) germoplasma de hibridos de milho e (B) germoplasma de
variedades crioulas milho mais os tratamentos controles tolerante e sensivel (H 44 e H 22,
respectivamente).
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A andlise de agrupamento para o germoplasma crioulo possibilitou a formag&o de quatro
grupos, a partir de um corte no dendrograma a 1,5 de dissimilaridade (Figura 6-B). Novamente,
o hibrido H 22 (G1) foi o mais dissimilar dentre os genotipos avaliados (maior sensibilidade)
(Tabela 16). O G2 foi composto de sete variedades crioulas as quais apresentaram ITR médio
de 5,74 e um fragmento amplificado de 280 pb. A maioria das variedades foi agrupada no G3
(27), com ITR médio de 4,25 e fragmento amplificado de 280 pb. O hibrido tolerante H 44 foi
alocado no G4, juntamente com 10 variedades. Este conjunto de gendtipos apresentou ITR
medio de 3,75 e dois fragmentos de 175 e 280 pb (Tabela 16).

A analise de homologia das sequéncias nucleotidicas para os genotipos controle
tolerante (H 44 e V 18) e sensivel (H 22 e V 25) de ambos os germoplasmas indicou que 0s
fragmentos amplificados pelo primer ZmMMATEL apresentaram maior homologia com a
sequéncia de uma variante transcrita da familia MATE1 em milho depositada no GeneBank.
Para todas as sequéncias analisadas dos quatros genoétipos, os dados de e-value foram igual a
zero e apresentaram cobertura superior a 61% da sequéncia homologa e no minimo 92% de
identidade (Tabela 17).

Tabela 17— Resultados da analise de homologia de sequéncias estudadas em quatro genétipos de milho com as
sequéncias nucleotidicas depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI). Ponta
Grossa, 2015.

Gene Genotipos  Cobertura  E-value Identidade  Sequéncia Homdloga
% %
H 22 62 0,0 99

Predicted: Zea mays MATE

ZmMMATEL Cig % 88 gg family protein (MATE1)
V 25 61 0.0 99 transcript variant X1 mRNA
H 22 85 0,0 92 Zea mays BAC clone CH201-
H 44 84 0,0 92 325C16 from chromosome 5,
ZmMATE2 V 18 87 0,0 90 complete sequence
V 25 87 0,0 90

O sequenciamento dos fragmentos amplificados pelo primer do ZmMATE2 indicou
maior homologia com as sequéncias do cromossomo 5 com e-value de 0,0 para os quatro
genotipos, com cobertura superior a 84% da sequéncia homéloga e no minimo de 90% de
identidade (Tabela 17).

Outro método de analise de homologia foi realizado utilizando o banco de dados do
Maize GDB. Esta andlise resultou na imagem grafica dos cromossomos 5 e 6, indicando as
possiveis regides em que as sequéncias estudadas estariam mais fortemente agrupadas (Figura
7). As regides mais fortemente agrupadas estdo indicadas nos respectivos cromossomos pela

coloragdo vermelha e as mais fracamente na cor verde, sendo no cromossomo 5 a localizacdo
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das sequéncias relativas ao gene ZmMMATE2 e no cromossomo 6 aquelas relativas ao gene

ZmMATEL (Figura 7).
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Figura 7 — Ideograma dos cromossomos 5 e 6, indicando as regides onde as sequéncias obtidas para cada genétipo
de milho (H 22, H 44, V 18 e V 25) estdo mais fortemente ligadas. (A) Sequéncia obtida com o primer

ZMMATEZ2. (B) Sequéncia obtida para o primer ZmMATEL.

3.2 Estabilidade de genes de referéncia

Para a estabilidade dos genes de referéncia os algoritmos NormFinder, GeNorm e

BestKeeper foram empregados (Tabela 18). Os resultados obtidos pela analise com o

NormFinder e Genorm atribuiram a maior estabilidade de expressdo ao gene LUG (V=10,18 ¢
M = 0,35, respectivamente), seguido pelo FPGS, CUL e MEP (Tabela 18). Os resultados
obtidos pelo BestKeeper evidenciaram os maiores coeficientes de correlacdo (r) para as
combinagdes LUG x MEP (0,74***) e FPGS x CUL (0,78***) (Tabela 18).
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Tabela 18- Estabilidade de expressdo dos genes de referéncia calculado pelo NormFinder, GeNorm e

BestKeeper.
NormFinder GeNorm
Gene Valor de estabilidade (V)  Estabilidade Média (M)
LUG 0,18 0,35
FPGS 0,28 0,36
CUL 0,45 0,38
MEP 0,50 0,52
BestKeeper
Coeficiente de Correlagéo (r)
MEP LUG CUL
LUG 0,74 ***
CUL 0,480 *** 0,674 ***
FPGS 0,477 *** 0,660 *** 0,78 ***

*** significativo a 0,1% de probabilidade

3.3 Quantificacdo da expressao diferencial dos genes ZmMMATEL, ZmMMATE2 e ZmNratl

Os padrdes de expressdo dos genes ZMMATEL, ZmMMATE?2 e ZmNratl foram verificados
através da utilizacdo da PCR quantitativa em tempo real (Figura 8). Ao longo dos
periodos de exposicdo das raizes ao Al, a expressdo do ZmMATEL foi constante no tempo 0
(auséncia do elemento), mas foi fortemente regulada pela presenca do Al, havendo aumento da
expressdo apos 1 h de exposicdo em todos os genotipos avaliados, destacando-se a variedade
crioula tolerante V 18, a qual atingiu expressao superior e diferencial a partir de 3 h. De maneira
geral, houve incremento da expressdo do gene com o aumento dos periodos de exposicao.
Entretanto, é possivel evidenciar a superioridade da variedade V 18 que atingiu o0 maior pico de
expressao de 8,1 apds 12 h de exposicdo, enquanto os demais genotipos apresentaram expressao
méaxima de 2,3 (Figura 8-A).

Através da andlise de expressao do gene ZMMATEZ2 foi possivel observar um padréo
de expressdo muito diferente em relacdo ao gene ZMMATEL (Figura 8-B). De maneira geral,
ndo houve variacao da expressdo com o aumento dos periodos de exposi¢cdo ao Al, ndo sendo
observada expressdo diferencial entre os genotipos estudados. Por outro lado, para o gene
ZmNratl, foi possivel visualizar aumento da expressao deste gene ao longo dos periodos de
exposicdo ao Al. Com 3 h de exposicdo, a maior expressdo foi observada para o hibrido
tolerante H 44. A partir de 24 h de exposi¢do, houve um incremento na expressao das variedades
crioulas V 18 e V 25, seguidas pelo hibrido H 44. Em 48 h de exposicdo ao Al, houve uma
inversdo na expressdo génica dos gendtipos, pois aqueles com elevada expressdo no tempo 24
h demonstraram reducdo da expressdo, ao passo que o hibrido sensivel H 22 apresentou
incremento diferencial na expressdo do gene ZmNratl em relacdo aos demais gendtipos
estudados (Figura 8-C).
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Figura 8— Expressdo relativa dos genes ZMMATEL (A), ZMMATE2 (B) e ZmNratl (C), nos hibridos (H 22 e H 44)
e nas variedades crioulas de milho (V 18 e V 25), em fungéo dos periodos de exposic¢éo ao Al (0, 1, 3,
6,9, 12, 24 e 48 h). Ponta Grossa, 2015.
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3.4 Caracterizacdo da tolerancia ao Al atraveés da coloracdo com hematoxilina

A andlise de variancia da variavel DIF, demonstrou diferencas significativas entre os
genotipos a partir de 12 h de exposicdo (dados ndo apresentados). A avaliacdo da diferenca de
crescimento radicular evidenciou a superioridade da variedade crioula tolerante V 18 em
relacdo aos demais gendtipos (Figura 9). Este gen6tipo apresentou DIF de 3,24 cm ap06s 48 h
de exposicdo ao Al, enquanto o hibrido tolerante (H 44) obteve DIF de apenas 1,91 cm no
mesmo periodo. Os genbtipos sensiveis também apresentaram grande contraste em relagdo ao
DIF. Enquanto a variedade crioula sensivel VV 25 demonstrou crescimento radicular de 1,41 cm,
no hibrido sensivel H 22 o DIF foi de apenas 0,85 cm (Figura 9).

10,0 Il]mgL_l lélmgL_1
8.0
6,0
4,0
2,0
0,0
6h 12h 24h 48h| 6h 12h 24h 48h| 6h 12h 24h 48h | 6h 12h 24h 48h
H22(S) H 44 (T) V 18 (T) V25(S)

Figura 9— Valores médios de DIF (diferenga de crescimento radicular) para os genétipos de milho H 22, H 44, VV
18 e V 25, em funcéo dos periodos de exposicdo ao Al (6, 12, 24 e 48 h). Ponta Grossa, 2015.

As analises de coloracdo de raizes com hematoxilina ndo evidenciaram coloracao
diferencial entre os gendtipos tolerantes e sensiveis ao Al (Figura 10). A maior intensidade de
coloracdo das raizes foi observada para o hibrido tolerante H 44 a partir de 6 h de exposi¢ao ao
Al, guando comparado com o hibrido sensivel H 22. A intensa coloracdo manteve-se em ambos
os hibridos com o0 aumento dos periodos de exposi¢do. Da mesma forma, as variedades crioulas
(V 18 e V 25) apresentaram coloracdo intensa da raiz independente do periodo de exposicéo ao
Al (Figura 10).



Figura 10— Visualizagao da coloragdo com hematoxilina para os hibridos de milho (H 22 e H 44) ap6s 6, 12, 24 e 48 h de exposi¢do a 4 mg L-1 de Al (A, B, C, D, respectivamente)
e na auséncia de Al (E); e para as variedades crioulas (V 18 e V 25) apds 6, 12, 24 e 48 h de exposicdo a 4 mg Lde Al (F, G, H, |, respectivamente) e na auséncia
de Al (J).

18
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4 Discusséo

Membros da familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) tém sido
associados a diversos processos celulares, incluindo a tolerancia ao Al em vérias espécies
agricolas. Maron et al. (2010) identificaram dois membros da familia MATE, o0 ZmMMATE1 e o
ZMMATE?2 como genes de efeito maior na tolerancia ao Al em milho, os quais explicaram 16,2
e 16,0 % da variacdo fenotipica, respectivamente.

O screening molecular dos genes ZMMATE1 e ZmMATEZ2 nos germoplasmas de milho
hibrido e de variedades crioulas ndo evidenciou associacdo dos fragmentos amplificados com
os indices de tolerancia ao Al. Ou seja, genotipos com padrdo de amplificacdo similar aos
gendtipos tolerantes apresentaram baixos valores de ITR. Da mesma forma, alguns genotipos
com padrdo de amplificagdo semelhante aos sensiveis apresentaram elevados indices de
toleréncia (> ITR). Por outro lado, o padréao de amplificacdo dos controles tolerantes e sensiveis
para 0 ZMMATEL (H 44 e V 18, H 22 e V 25, respectivamente) permite inferir sobre possiveis
diferencas de tolerancia (ITR) associadas ao polimorfismo existente entre estes. Os genétipos
sensiveis H 22 e V 25 amplificaram dois fragmentos (1166 e 1000 pb), enquanto o hibrido
tolerante H 44 amplificou o fragmento de 1000 pb e a variedade tolerante V 18 o fragmento de
1166 pb. O polimorfismo existente entre 0s gendtipos tolerantes (H 44 e V 18) poderia explicar
a superioridade em tolerancia da variedade crioula em relacdo ao hibrido. Enquanto o H 44,
utilizado aqui como controle apresentou um ITR de 5,00, a variedade crioula \VV 18 demonstrou
um ITR de 6,96. A superioridade em tolerancia da V 18 reflete possivelmente a presenca de
genes de tolerancia mais efetivos, uma vez que este genotipo provém de regides agricolas de
baixo nivel tecnoldgico, caracterizados por ambientes com baixa fertilidade natural e alta
saturacdo por Al (COELHO et al., 2016).

Os estudos desenvolvidos por Maron et al. (2010) e Guimaraes et al. (2014) revelaram
que esta regido genémica (ZmMATEL) explica a maior parte da variacdo fenotipica da tolerancia
ao Al em milho Cateto. A maior tolerancia observada no germoplasma de milho crioulo do
presente trabalho poderia estar diretamente relacionada também a presenca dos mesmos genes
oriundos da raca Cateto de milho, germoplasma muito frequente na regido de coleta destas
variedades crioulas de milho.

O estudo do gene ZMMATE?Z neste trabalho evidenciou que o polimorfismo molecular
ndo esta associado a tolerancia ou sensibilidade ao Al. Estes resultados estdo parcialmente de
acordo com os dados obtidos por Guimaraes et al. (2014), os quais demonstraram ndo haver
polimorfismo para o gene ZMMATE2 entre uma linhagem sensivel e uma variedade tolerante

de milho Cateto.
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Os resultados alcangados com o sequenciamento dos produtos de PCR dos genes
ZmMATEL e ZmMMATEZ2 nos quatros genétipos contrastantes para tolerancia ao Al (H 44, H 22,
V 18 e V 25) confirmaram pelos dois métodos de anélise de homologia (NCBI e Maize GDB),
que as sequéncias possuem elevada identidade com os respectivos genes de tolerancia ao Al
estudados, bem como localizagao nas regides gendmicas descritas na literatura, sendo, portanto,
validados pelas analises.

Atualmente, é reconhecida a necessidade da validacdo de genes para a normalizacao
de dados de expressio génica (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008; MIGOCKA;
PAPERNIAK, 2010; MANOLLI et al., 2012). A adocdo de uma sistematica de validacdo de
genes de referéncia como prética rotineira permite melhorar a acuracia das analises de gPCR.
Neste sentido, algoritmos estatisticos como o GeNorm, NormFinder e BestKeeper foram
idealizados para auxiliar os pesquisadores na validacdo dos genes de referéncia. Segundo
Manoli et al. (2012), a utilizacdo de subunidades ribossdomicas é ainda sujeita a controvérsias.
Em seu estudo de analise de candidatos a genes de referéncia para a cultura do milho,
demonstrou que o gene 18S rRNA é um dos genes com maior instabilidade de expresséo, e
mesmo assim tem sido utilizado como gene normalizador em diversos estudos (MARON et al.,
2010; GUIMARAES et al., 2014). Neste trabalho, os resultados obtidos para os genes de
referéncia estdo em acordo com os relatados por Manoli et al. (2012). O gene LUG apresentou
a maior estabilidade dentre os candidatos testados e a sua utilizagdo como normalizador
possibilitou a maior precisdo das analises de expressao génica por qPCR.

A analise de expressao diferencial dos genes de tolerancia ao Al evidenciou padréo de
expressdo similar ao encontrado na literatura. Os niveis de expressdo do gene ZMMATEL na
presenca do Al foram muito superiores na variedade crioula V 18 quando comparado aos
demais genotipos estudados. Este resultado confirma que este gene pode estar contribuindo
mais significativamente para a expressdo da tolerancia ao Al nesta variedade crioula de milho
em relacdo a outras regides gendmicas envolvidas na expressdo desta caracteristica. Maron et
al. (2010) observaram niveis elevados de expressdo deste gene no apice radicular de duas
variedades de milho Cateto, sendo a sua expressdao regulada pela presenca do Al
Adicionalmente, os autores verificaram elevada exsudacdo de citrato no apice radicular destes
mesmos genatipos, correlacionando a expressdo do gene ZmMATEL com 0 mecanismo de
tolerancia de exclusdo do Al via exsudacdo de acidos organicos. Por outro lado, o hibrido
tolerante H 44, apresentou o mesmo nivel de expressdo dos genotipos sensiveis (H 22 e V 25),
indicando que possivelmente o mecanismo de tolerancia neste hibrido poderia estar relacionado

aoutro gene, como por exemplo o ZmNratl. Verificou-se que, para este gene, 0 H 44 apresentou
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o maior valor de expressao diferencial, entre os gen6tipos de milho apenas na fase inicial de
exposicdo ao Al (1 a 3 horas). Este resultado de expressdo inicial do gene ZmNratlpara
gendtipos tolerantes estdo de acordo com Guimardes et al. (2014).

Para 0 gene ZmMMATE?2 verificou-se um padrdo de expressdo notavelmente diferente
em relacdo ao gene ZMMATEL. A expresséo deste gene permaneceu quase constante nos quatro
genotipos de milho e, adicionalmente, observou-se que 0 mesmo parece ndao responder a
presenca do Al. Este padrdo de expressao esta de acordo com os resultados relatados por Maron
et al. (2010), os quais verificaram auséncia de expressao diferencial entre gendtipos tolerantes
e sensiveis, sendo 0s niveis de expressdao do gene ZmMMATE?2 semelhantes tanto nas raizes
quanto nos tecidos da parte aérea do milho.

A caracterizacdo do gene ZmMATE2, mapeado na regido telomérica do cromossomo
5, demonstrou que este gene difere do ZMMATEL e de outros MATES em diversos aspectos.
Maron et al. (2010) verificaram que 0 ZmMMATE2 ndo compartilha da mesma identidade de
aminoacidos que outros MATEs, sugerindo que este gene ndo media o fluxo de citrato. A
natureza da exsudacao transportada pelo ZmMATE? ainda é desconhecida. Pifieros et al. (2005)
demonstraram que embora o Al ative a exsudacao de citrato pelas raizes, a tolerancia ao Al em
milho ndo poderia ser explicada unicamente por este mecanismo. Pifieros et al. (2002)
demonstraram que as raizes de milho podem exsudar quantidades significativas de fosfato e
malato, os quais poderiam atuar na complexacdo do Al. Entretanto, os autores verificaram que
as taxas de exsudacao de fosfato e malato ndo respondem diferencialmente a exposicdo ao Al.

Recentemente, resultados de analises genéticas de QTLs de tolerancia ao Al em milho
obtidos por Guimaraes et al. (2014) demonstraram que o ZmMMATE?2 foi constitutivamente
expresso em genotipos tolerantes e sensiveis. Adicionalmente, os autores observaram que as
sequéncias de aminodacidos destes genotipos sdo idénticas, indicando que provavelmente o
ZMMATE2 ndo é o gene candidato que controla a tolerancia no QTL do cromossomo 5. Estes
mesmos autores associaram esta regido com o gene ZmNratl que € um homdlogo do gene Nratl
(Nramp aluminum transporter 1) em arroz. O Nratl é um transportador localizado na
membrana plasmatica das células apicais das raizes, demonstrando atividade de transporte para
o AP*, mas ndo para metais bivalentes ou para o complexo Al-citrato. A expressdo deste gene
é induzida pelo Al e ocorre especificamente nas raizes, em todas as células radiculares, exceto
nas células da epiderme.

A expressao relativa do ZmNratl demonstrou um padrdo um pouco diferenciado do
descrito em outros trabalhos (GUIMARAES et al., 2014). Os niveis de expressdo foram

crescentes com o aumento dos periodos de exposicao, sendo a expressao regulada pela presenca
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do Al. Entretanto, apds 3 h de exposi¢cdo, apenas o hibrido tolerante (H 44) apresentou maior
expressdao em relacdo aos demais genotipos. A partir de 24 h de exposicdo, evidenciou-se
incremento de expressdo da variedade crioula tolerante V 18, seguida da V 25 e do hibrido H
44. O hibrido sensivel H 22 demonstrou expressao diferencial tardia (48 h), sendo que os demais
genotipos (V 18, V 25 e H 44) apresentaram queda na expressdo deste gene. Estes resultados
corroboram com os dados de Guimaraes et al. (2014), em que o genétipo de milho mais
tolerante ao Al apresentou maior expressdo do gene nas primeiras horas de exposicdo, sendo
posteriormente mantida e superada pelo gen6tipo mais sensivel. Segundo Xia et al. (2010), a
estratégia de absorcdo do Al mediada pelo Nratl, seguida da complexacdo e sequestro do
elemento, é mais eficaz no processo de desintoxicacdo em relagdo ao mecanismo que permite
o acumulo de Al no apoplasto (principalmente na parede celular), pois este acimulo pode
interferir na extensibilidade da parede celular e, consequentemente, reduzir o crescimento
radicular.

A complexidade dos mecanismos de tolerancia ao Al, as respostas de exsudacdo de
citrato ativada pela presenca do Al e a provavel ocorréncia de mecanismos adicionais de
tolerancia ao Al em milho estdo de acordo com evidéncias genéticas que demonstram o
envolvimento de varios genes de tolerancia ao Al em diferentes regiGes gendmicas no controle
genético desta caracteristica.

Os efeitos toxicos do Al no crescimento das plantas séo atribuidos a sua influéncia
sobre varios processos bioquimicos e fisiologicos, sendo o crescimento radicular o principal
indicador da sensibilidade das plantas a toxidez (CAMBRAIA et al., 1991). De maneira geral,
verificou-se a acdo toxica do Al nos quatro gendtipos avaliados, independente do periodo de
exposicdo. Adicionalmente, foi possivel confirmar o padrdo de tolerancia do hibrido H 44 e a
superioridade da variedade crioula V 18 em relacdo aos demais gendtipos. Por outro lado, ndo
foi possivel correlacionar positivamente os dados de DIF com a coloracéo diferencial das raizes
com a hematoxilina. Para 0s quatro genotipos tratados com Al, observou-se coloracéo radicular
intensa e auséncia de coloracdo nas raizes das plantulas controle (sem Al). Nos periodos iniciais
de exposicdo ao Al (6 h), a coloracéo das raizes do hibrido tolerante foi, inclusive, mais intensa
do que a coloracdo do hibrido sensivel. Estes resultados discordam da maioria dos trabalhos
que utilizaram a coloracdo das raizes de milho com hematoxilina (CANCADO et al., 1999;
GIAVENO; MIRANDA FILHO, 2000; DONCHEVA et al., 2005; CONCEICAO et al., 2009).
Por outro lado, corroboram agueles obtidos por Ryan et al. (1993) os quais relataram auséncia
de coloracdo diferencial com hematoxilina entre genotipos de milho tolerantes e sensiveis ao

Al. Estes autores recomendam a utilizacdo deste tipo de metodologia com cautela, uma vez que
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resultados de coloracgdo diferencial isoladamente podem levar a conclusGes erroneas sobre a
real tolerancia ao Al em milho.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que a coloracdo diferencial das
raizes apés o tratamento com Al depende dos mecanismos de toleréncia envolvidos. Por
exemplo, um genoétipo tolerante que acumule Al e apresente um mecanismo de tolerancia
relacionado com a detoxificacdo do Al apds sua absorcao pelas raizes podera ser considerado
sensivel pelo teste, uma vez que a hematoxilina reage com o Al acumulado (coloracéo
radicular). Da mesma forma, Braccini et al. (2000) demonstraram em estudos de tolerancia em
gendtipos de café que a coloragdo diferencial com hematoxilina depende do mecanismo de
tolerancia atuante nos genotipos tolerantes.

A metodologia de coloracdo com hematoxilina foi proposta inicialmente para a selecéo
de gendtipos de trigo tolerantes ao Al por Polle et al. (1978). Esses pesquisadores concluiram
que a metodologia foi um teste simples e rapido para o screening de um ndmero grande de
individuos de uma populacdo segregante pela alta correlacdo com os dados do crescimento
radicular. Contudo, estes mesmos autores observaram que cultivares de trigo tolerantes ao Al
possuem menor capacidade de troca de cations radicular e tendem a acumular menos Al. Desta
forma, o teste de coloracdo com hematoxilina poderia indicar maior ou menor tolerancia ao Al
para esta espéecie vegetal.

Estudos de coloracdo de hematoxilina em gendtipos de feijao submetidos a solucao
com Al (MASSOT et al., 1991) demonstraram coloracdo intensa em genotipos tolerantes ao Al,
assim como pouca coloragdo nos genotipos sensiveis. Os pesquisadores correlacionaram este
fato ao acimulo do Al no apice radicular dos genotipos de feijdo, associado a alta (tolerantes)
ou baixa (sensiveis) capacidade de complexacdo do elemento.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a exsudacéo de citrato deve ser o
principal mecanismo de tolerancia ao Al encontrado na variedade de milho crioulo V 18
(altamente tolerante), confirmado, principalmente, pelo maior nivel de expressdao do gene
ZMMATEL1 e pelo maior valor de ITR quando comparados com o hibrido tolerante H 44. Os
resultados também evidenciam a possibilidade de outro mecanismo envolvido na tolerancia do
hibrido H 44, pois este apresentou expressdo diferencial apenas para o gene ZmNratl na fase
inicial da exposicdo. A metodologia de coloracdo das raizes com hematoxilina, utilizada como
indice fenotipico em diversos estudos, deve ser empregada com cautela, uma vez que seus

resultados dependem do gen6tipo avaliado e do mecanismo de tolerancia presente.



6 CONCLUSOES
A acdo génica aditiva foi predominante no controle genético da tolerancia ao Al no

germoplasma de milho tropical.

Os coeficientes de herdabilidade no sentido restrito confirmam a maior contribuicdo dos
efeitos genéticos para a tolerancia ao Al em milho.

A heranca da tolerdncia ao Al no conjunto de familias segregantes avaliadas é
prioritariamente oligogénica, com estimativa média de 8,7 genes.

Os gendtipos H 44, H 18, VV 06 e V 03 apresentaram estimativas positivas da capacidade
geral de combinacdo para o DIF, mostrando-se promissores para geracdo de populacGes
segregantes com elevado potencial para extracao de linhagens tolerantes ao Al.

Os cruzamentos dialélicos que envolveram a variedade crioula V 06 destacaram-se pela
alta capacidade especifica e geral de combinacéo para a tolerancia ao Al.

Foram mapeados nove QTLs de tolerancia ao Al em diferentes regides gendmicas de
oito grupos de ligacdo do mapa consenso de milho, os quais explicaram 70,3% da variacao
fenotipica em tolerancia na populacdo de mapeamento Lt 99-4 x Ls 04-2.

O grande namero de QTLs mapeados neste trabalho confirma a heranca quantitativa da
toleréncia ao Al neste germoplasma de milho tropical.

Os dados do sequenciamento validaram a homologia das sequéncias dos genotipos
avaliados com as sequéncias depositadas nos bancos de dados do NCBI e do Maize GDB. As
sequéncias nucleotidicas apresentaram elevada identidade com os genes ZMMATEL e
ZMMATE? de tolerancia ao Al, bem como confirmaram a localizacdo nas regifes gendmicas
descritas na literatura.

A expressao diferencial dos genes de tolerancia ao Al em milho revelou maior expressao
do gene ZMMATEL para a variedade crioula tolerante V 18, permitindo associar a elevada
tolerancia deste genotipo com o mecanismo de excluséo do Al por meio da exsudacao de citrato.

A maior expressdo diferencial do gene ZmNratl para o hibrido tolerante H 44 nos
periodos iniciais de exposi¢do ao Al evidenciam a possibilidade do mecanismo de exclusdo do
Al das células radiculares, via transportador especifico do elemento, estar envolvido na
tolerancia deste gendtipo hibrido.

Os resultados da coloracdo de raizes com hematoxilina ndo possibilitaram identificar
coloracéo diferencial entre genotipos contrastantes para tolerancia ao Al, tanto em gendtipos

hibridos quanto em variedades crioulas de milho.
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APENDICE



Tabela 1A — Locos SSR polimérficos genotipados na populagdo de mapeamento de milho L 99-4 x L 04-2.

Ponta Grossa, 2015.

SSR Grupo/Bin SSR Grupo/Bin
Phi001 1,03 Umc1799 7,06
Bnlg125 2,02 Bnlg2046* 8,04
Bnlg1325 3,02 Bnlgl1176* 8,05
Bnlg2291* 4,06 Bnlg240* 8,06
Bnlg1337* 4,11 Umc2014 8,07
ZmMMATE?2 5,02 Phi015 8,08
Bnlg557* 5,03 Umc2084* 9,01
ZmMATE1* 6,00 Umcl319 10,01
p-nc013 6,05 Umc2021 10,07
Phi034 7,02

* Locos SSR com segregagdo mendeliana esperada (1:2:1).
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