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RESUMO

A toxicidade por aluminio € uma das principais limitacdes para producédo de
plantas em 4&reas -cultivaveis, incluindo a cultura do milho. Existe elevada
variabilidade genética para o carater tolerancia ao aluminio nesta espécie, porém, a
selecao é trabalhosa devido a dificuldade de avaliacdo a campo. Os objetivos do
presente trabalho foram caracterizar a tolerancia a toxicidade ao aluminio em cinco
linhagens de milho e identificar marcadores moleculares ligados aos genes que
determinam essa tolerancia. Foi realizado um experimento dialélico entre trés
linhagens tolerantes e duas sensiveis ao aluminio utilizando o método de
recrescimento da raiz principal (DIF). Houve superioridade das populac¢des hibridas
em relacdo aos genitores e, pelo desdobramento dos efeitos de heterose, houve
significancia nos efeitos de heterose de variedade e heterose especifica. As
linhagens LO6 e LO9 obtiveram maior capacidade geral de combinagdo e o
cruzamento L10xL08 foi a melhor combinagdo especifica. Para fenotipagem,
realizada em familias F3 dos cruzamentos LO9xL06 e L10xL08 foi utilizado DIF e o
método coloracdo com hematoxilina (HEM). Para analise molecular foram utilizados
marcadores SSR. Foram obtidos 37 marcadores polimorficos. A analise de regressao
mostrou significancia em marcadores localizados nos cromossomos 4, 5, 6, 8 e 10.
Os QTLs identificados explicaram 41% e 37% da variacdo para as variaveis DIF e
HEM, respectivamente. Foi encontrada associacdo entre os experimentos a campo e
trabalhos realizados em solu¢cdo minima para os hibridos testemunha, entretanto nao
houve correlacao nos dados gerados pelas familias F3 dos cruzamentos estudados.
Os resultados sugerem o envolvimento de diversos genes, tratando-se de uma
caracteristica de heranga complexa determinada por efeitos genéticos aditivos e néo-
aditivos.

'Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, (87p.) Maio, 2006.
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ABSTRACT

Aluminum toxicity is an important limitation for crop production in cultivated
areas, including the culture of corn. High genetic variability exists for the trait
aluminum tolerance in corn; however, selection of tolerant plants is inefficient due to
difficulties in field evaluation. The objectives of the present work were to characterize
tolerance to aluminum toxicity five corn inbreds and to identify molecular markers
linked to the genes that determine this tolerance. A diallel was accomplished between
three tolerant inbreds and two sensitive to the aluminum. There was superiority of the
hybrid populations compared to the parents. Heterosis effects were significant for
variety and specific effects. The inbreds L06 and L0O9 showed larger general
combining ability and the cross L10xL08 was the best for specific combining ability. F3
families were phenotypes for root growth (DIF) and hematoxilin coloration (HEM). The
molecular marker analysis used SSR and 37 markers were polymorphic. The
regression analysis showed significance for markers located in chromosomes 4, 5, 6,
8, and 10. Identified QTLs explained 41% and 37% of the variation for the variables
DIF and HEM, respectively. It was found association among field experiment and
results obtained with minimum solution for the hybrid checks. On the other hand,
there was no correlation for the data generated by the families F3 of the studied
crossings. The results suggest the involvement of several genes in the tolerance to
aluminum in corn, being a trait of complex inheritance determined by addictive and
non-addictive genetic effects.

'Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (87p.) May, 2006.
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays) no Estado do Rio Grande do Sul ocupa,
aproximadamente, 28% do total das areas cultivadas com culturas de grédos de
primavera-verdao, possuindo importancia relevante para a economia gaucha. De
acordo com o senso agropecuario do IBGE de 1995/96, em relacdo ao milho, 94%
das propriedades rurais possuiam areas menores do que 100 hectares e produziram
70% do total da safra referida, refletindo o papel sécio-econémico desta cultura.

Em solos tropicais e subtropicais Umidos, com altas precipitacdes
pluviométricas, nutrientes sollveis como calcio, magnésio, potassio e outros
elementos basicos sao lixiviados. Quando a remocéao de cations basicos é maior que
sua taxa de liberacdo pelas intempéries, o pH do solo diminui. A degradacédo da
matéria organica por microorganismos do solo resulta na liberacdo de nitrato e
hidrogénio, ocasionando a redugao do pH. Em pH baixo, o hidrogénio (H*) atua sobre
os minerais liberando ions aluminio (AP**) que ficam predominantemente retidos
pelas cargas negativas das particulas de argila do solo, em equilibrio com AI** em
solucdo. Assim, a quantidade de AI** em solugdo aumenta com a acidez do solo.
Estimativas recentes sugerem que quase 50% dos solos cultivaveis disponiveis em
todo mundo para producdo agricola estdo sujeitos a toxicidade do aluminio. O

aluminio deprime o sistema de raizes em plantas, prejudicando a absorcdo de



nutrientes, interferindo no desenvolvimento e, por consequiéncia, reduzindo o
rendimento e qualidade do cultivo. Entre as culturas afetadas destaca-se o milho, em
que os problemas causados por aluminio podem reduzir a produtividade em niveis
acima de 80%. Os problemas de acidez dos solos podem ser contornados com 0 uso
de técnicas agronémicas como a calagem. Porém nem sempre esta pratica é viavel
em regides nas quais predominam agricultores com nivel tecnoldgico limitado. Além
disso, com o advento do sistema de semeadura direta a técnica da calagem tem sido
restrita a aplicacbes na fase inicial do processo, sendo que aplicacbes posteriores
sao realizadas em linha ou na superficie do solo, determinando baixa eficiéncia no
controle da acidez.

Por estas razdes, o melhoramento de plantas tem empenhado esforcos na
busca de gendétipos de milho com tolerancia ao aluminio, entretanto, apesar de
diversos trabalhos demonstrarem a existéncia de variabilidade genética para o
carater, a selecao para tolerancia ao aluminio em milho é trabalhosa. Entre os fatores
que reduzem a eficiéncia na seleg¢ao é possivel destacar a dificuldade nas avaliacoes
a campo, sendo exigidas avaliacdes de laboratério com solugao nutritiva. Da mesma
forma, é fundamental um melhor entendimento das bases genéticas, fisiolégicas e
moleculares da tolerancia ao aluminio.

Atualmente, a identificagdo de genes de importancia econémica é um objetivo
atingivel em plantas cultivadas e a andlise genética de DNA esta se tornando cada
vez mais eficiente. Com isto, uma grande quantidade de informacdes sobre genomas
esta sendo gerada, abrindo inUmeras oportunidades para exploracao da variabilidade

genética existente, tanto em espécies agrondmicas como no germoplasma silvestre.



Uma importante estratégia é a identificacdo de marcadores moleculares associados a
genes ou locos controladores de caracteres quantitativos responsaveis pela
expressao (QTL). Desta forma, esta alternativa possibilita a realizacdo de selegéao
assistida para o carater tolerancia ao aluminio em milho, tornando o processo de
selecao mais eficiente, dindmico e com custo relativamente baixo.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram caracterizar a tolerancia
a toxicidade ao aluminio em cinco linhagens de milho, quanto aos efeitos genéticos
que determinam o carater e identificar novos marcadores moleculares ligados aos

genes que determinam essa tolerancia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A acidez do solo (com pH < 5,5) é uma limitacdo importante para a producao
agricola no mundo. Aproximadamente 30% das areas de terra do planeta sdo solos
acidos, somando 50% das terras potencialmente araveis do planeta (Kochian et al.,
2004). Muitas espécies de plantas sdo sensiveis a concentragées micromolares de
aluminio. Considerando que a solubilizagdo do aluminio em sua forma fitotéxica (Al**)

ocorre em solos com acidez, o A"

é o principal impedimento na producao, alterando
o rendimento das culturas em solos nesta condicdo (Delhaize & Ryan, 1995). A
toxicidade por aluminio trocavel tem sido identificada como um problema em solos
acidos por quase 90 anos (Ruprecht,1918; citado por Barcel6 & Poschenrieder, 2002)
e, apesar dos grandes avangos tecnoldgicos na ciéncia em termos de métodos de
analise em nivel celular, o total entendimento das bases fisiol6gicas e moleculares
sobre os mecanismos de toxicidade do aluminio ainda permanecem incompletos e
insatisfatérios.

2.1. Relacao aluminio-planta

Os danos causados por aluminio as plantas, assim como 0s mecanismos
ligados a tolerancia deste elemento, tém sido abordados em publicacdes recentes, e

evidéncias apontam que a tolerancia esta ligada a habilidade da planta em excluir

aluminio das raizes ou destoxicar ions de aluminio da planta (Delhaize & Ryan, 1995;



Lépez Bucio et al., 2000; Ryan et al., 2001; Ma et al., 2001; Barcel6 & Poschenrieder,
2002; Kochian et al., 2004). Entretanto, progressos na definicdo e conhecimento dos
mecanismos de tolerancia ao aluminio dependem da compreensao da reacado das
plantas a este elemento em sua forma téxica (Bennet & Breen, 1991). Sao varios os
sintomas das injurias causadas pelo AP** em plantas. Em algumas espécies os
sintomas nas folhas lembram a deficiéncia de P**, em outras, a deficiéncia de Ca**

ou de Fe*. As raizes danificadas pelo AP

apresentam um desenvolvimento
caracteristico nas extremidades, a regido meristematica das raizes principais e
laterais engrossa e tem uma coloracdo mais escura, sendo estas ineficientes na
absorcao de nutrientes e agua (Foy et al., 1978).

O sintoma mais facilmente perceptivel de toxicidade ao aluminio € a inibicao do
crescimento das raizes. Em solugbes com nutrientes simples, concentracoes
micromolares de aluminio podem inibir o crescimento de raizes em 60 minutos
(Delhaize & Ryan, 1995), resultando em uma reducao e danos no sistema radical, e
desta forma, limitando a absorcao de agua e nutrientes minerais (Kochian etal.,
2004). Diferentes hipéteses para o0 mecanismo dessa inibicao induzida por aluminio
no crescimento das raizes tém sido discutidas por muitos autores durante estas
Ultimas décadas de experimentagao. Entre elas, estdo relacionadas a interferéncia do
aluminio no metabolismo do Ca?*, inibicdo da divisdo celular nas raizes e a inibicao
na elongacao das células das raizes (Barcelé & Poschenrieder, 2002).

Alguns autores tém levantado hipoteses e evidéncias a respeito do sitio

|3+

primario de efeito téxico do Al**, relacionado com o deslocamento do Ca** do

apoplasma por competicao por ligantes na membrana plasmatica (Rengel, 1992) ou



pela reducdo da entrada e transporte do Ca®* para as células (Huang et al. 1992;
Rengel, 1992;) que pode inclusive causar deficiéncia deste elemento (Foy, 1978).
Entretanto, estas hipéteses foram rebatidas por trabalhos realizados pelo grupo de
pesquisadores da Australia, mostrando que a inibicado do crescimento das raizes de
genotipos sensiveis de trigo ndo podia ser explicada por essas razdes citadas acima
(Ryan et al., 1994; Ryan et al., 1997b). O célcio é absorvido pelas plantas como ion
Ca*?, sendo encontrado nas células em compostos organicos ou na forma i6nica, e
possui papel relevante na formacao da lamela média das células e na absorcédo de
nutrientes. O crescimento das raizes também ¢é afetado. Desta forma, as raizes
necessitam do elemento no ambiente de absorcdo (Bissani & Tedesco, 1995).
Trabalhos realizados em milho por Canal & Mielniczul (1993a; 1993b) salientaram
que para o continuo crescimento da raiz era exigido um suprimento permanente de
Ca?* da solugdo externa. Os mesmos autores também observaram que o aumento

do Ca®" na solugdo contribuia para 0 aumento do comprimento da raiz, tanto o
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tratamento com AI°*, como no sem AI°*. Diversos trabalhos tém demonstrado que a
razao Al/Ca é extremamente importante na separacao de gendétipos de diferentes
reacdes a toxidez de AI** (Andrade, 1976; Nodari, 1980, Camargo, 1985). Cambria &
Cambria, (1995) verificaram que o AP* na presenca de Ca®** reduzia
significativamente o comprimento da raiz principal apenas no hibrido de milho
sensivel, no entanto, para o hibrido tolerante, a redugcédo ocorria apenas na auséncia
de Ca*".

A zona do é&pice da raiz (capa da raiz, meristema e zona de elongacao)

acumula mais AI** e atraem maiores danos fisicos do que em tecidos maduros



localizados na raiz (Delhaize & Ryan, 1995). De fato, somente os 2 a 3mm apicais
em raizes de milho (capa e meristema) necessitam ser expostos para o crescimento
ser inibido. Quando o aluminio é seletivamente aplicado na zona de elongacao ou
em toda raiz, exceto o apice, o crescimento nao é afetado (Ryan et al., 1993). Bennet
& Breen (1991) sugeriram que o AIP* poderia inibir o crescimento da raiz
indiretamente via uma rota sinal-resposta envolvendo capa da raiz, horménios e
mensageiros secundarios. Entretanto, Ryan et al. (1993) mostraram que os efeitos
causados pelo AI** ndo eram cessados em raizes decapadas de milho comparado a
raizes intactas, realgando, desta forma, a importancia do meristema. Sendo assim, o

sitio priméario de toxicidade do AI**

esta localizado no apice, deste modo, pesquisas
em mecanismos de tolerancia também devem ser focadas nesta regiao da raiz
(Kochian et al, 2004). Existe uma série de discussdes em relagdo aos mecanismos
responsaveis pela inibicdo do crescimento da raiz, principalmente dulvidas em
relacao se a inibicdo é causada devido a inibicdo da divisao celular ou da expansao
das células da raiz (Barcel6 & Poschenrieder, 2002). Outra questao é se os efeitos
téxicos sdo de maior responsabilidade do aluminio apoplastico ou simplastico
(Delhaize & Ryan,1995; Barcelé & Poschenrieder, 2002). A inibicado do crescimento
da raiz tem sido considerada por alguns autores como o resultado de disturbios na
divisao celular de sua regiao meristematica e, por conseqiiéncia, a interrupcao da
mitose (Nichol & Oliveira, 1995). Fiskesjé (1983) observou, em raizes de Allium cepa

L. expostas ao AP

, a desintegracdo e extrusdo do material nucleolar para o
citoplasma em células das zonas afetadas. Morimura & Matsumoto (1978)

propuseram que polimeros de AI** poderiam ligar-se a fosfatos do DNA causando



estabilizacdo da dupla fita resultando em um decréscimo do desenrolamento da
estrutura do DNA e, conseglentemente, reducao da atividade de duplicacdo. Os
mesmos autores determinaram que a sintese de RNA era claramente reprimida na
cromatina de plantas tratadas com aluminio in vivo e in vitro. Conjuntamente, foram
realizadas analises com espectrofotdmetro, onde foram observadas mudancas na
absorcao do comprimento de onda na cromatina com o aumento da concentracao de
A®*, indicando que polimeros de aluminio ligavam-se aos grupos fosfato na dupla
fita, resultando no agregamento das fibras da cromatina. Esta mudanca estrutural da
cromatina torna-a mais condensada, e, conseqglentemente, leva a uma menor
atividade de transcricao (Matsumoto & Morimura, 1980). Contudo, as evidéncias
apontam que o decréscimo da divisdo celular ndo seria 0 mecanismo primario da
inibicdo do crescimento da raiz induzida pelo aluminio. Entre os argumentos que
reforcam contra esta hipotese, € que a rapida resposta da planta pela inibicao pode
ocorrer dentro de poucos minutos de exposicdo ao aluminio, e que a desorcao do
aluminio apoplastico pelo citrato, permite a recuperacado da taxa de crescimento da
raiz (Horst, 1995). Horst et al. (1999) verificaram que a rapida desorganizacao do
citoesqueleto, levando a inibicao do crescimento da raiz, poderia ser mediada pela
interacdo do aluminio com o lado apoplastico da parede celular, membrana
plasmatica e citoesqueleto. Wallace & Anderson (1984), avaliando dois cultivares de
trigo com diferentes graus de suscetibilidade ao AI**, colocadas em solugédo nutriente
contendo este elemento em diferentes niveis de concentracdes, observaram que a
inibicdo induzida por aluminio no crescimento radicular precedia qualquer efeito

mensuravel na sintese de DNA. Os autores concluiram que o aluminio teria dois



efeitos em cultivares suscetiveis: rapida inibicdo do crescimento radical, seguido pela
inibicdo na sintese de DNA. Entretanto, apesar do aluminio em teoria, mesmo em
sua forma téxica, ser insollvel a membrana plasmatica, ndo s6 apenas ele cruza a
membrana, mas metade do Al** presente no apice da raiz encontra-se no simplasma
(Delhaize & Ryan, 1995), Com o avanco de alguns métodos € possivel medir em
pequenas fragdes a entrada de aluminio no simplasma em plantas expostas em um
curto tempo (Lazof et al., 1996). Desta forma, ambos apoplastico e simplastico
podem estar envolvidos no sitio primario de toxicidade ao aluminio (Barcel6 &
Poschenrieder, 2002). Contudo, é valido considerar que ndo ha dividas que o AP
tem rapido e facil acesso ao apoplasma e que interacdes com a parede celular e a
membrana precede qualquer transporte para dentro do simplasma. Assim, qualquer
interacdo € potencialmente nociva pela complexacdo do aluminio com elementos
envolvidos em processos metabdlicos importantes, como por exemplo, enzimas,
calmodulinas, tubulinas, ATP, GTP e DNA (Delhaize & Ryan, 1995).

2.2. Mecanismos de tolerancia

Existe um consenso de que a resisténcia ao aluminio deve ser mediada em
nivel celular. Esta conclusao tem sido freqlientemente declarada por diversos autores
(Wheeler et al.,1992; Wagatsuma et al.,1995; Horst et al., 1997). Existem hipbteses e
especulagées sobre mecanismos de tolerancia ao aluminio, que possam estar
operando nas diferentes espécies de plantas, divididos em dois grupos. O primeiro
grupo pode ser formado pelos mecanismos de exclusdo. Neste grupo estao incluidos
mecanismos que envolvem a exudacao das raizes de ligantes organicos que

complexam o aluminio (acidos organicos ou compostos fendlicos), ligantes ao Al
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contidos na mucilagem secretada pelas raizes, efluxo do aluminio acumulado e
alteracdo no pH da rizosfera. No outro grupo, formado pelos mecanismos de
destoxicagao interna, estdo incluidos a fixacdo do aluminio na parede celular, a
complexacao no simplasma via ligantes organicos e o sequestro no vacuolo (Kochian
et al., 2004). Nas ultimas décadas, fortes evidéncias tém apontado como principal
mecanismo de tolerAncia em espécies cultivadas de importancia agronémica, a
participacao dos acidos organicos como um mecanismo de exclusao e recentemente
excelentes revisdes tem abordado este tema (Delhaize & Ryan, 1995; Lépez-Blcio et
al., 2000; Ryan et al., 2001; Ma et al.; 2001, Ma et al., 2003; Kochian et al., 2004). Os
primeiros trabalhos importantes relacionados com este mecanismo foram
apresentados em estudos realizados com trigo. Rincén & Gonzalez (1992), avaliando
raizes de trigo apdés 24h de exposicdo ao aluminio, observaram que o nivel de
sensibilidade ao aluminio estava correlacionado com a concentragcdo do elemento
nos meristemas, sugerindo que a exclusdo metabdlica nos meristemas era um
mecanismo importante de tolerancia nesta espécie. Trabalhos realizados no inicio da
década de 90 pelo grupo de pesquisa da Austrélia, liderados por Emmanuel Delhaize
e Peter R. Ryan, culminaram na hipétese da participacdo de acido malico como um
mecanismo de exclusdo em trigo. Delhaize et al (1993a) realizaram um trabalho
detalhado sobre a absorcao e distribuicdo do aluminio no apice de plantas de trigo,
de duas linhagens isogénicas de trigo, diferenciando em tolerancia ao aluminio em
um loco. Este loco foi nomeado Alt1, verificado pela analise da segregacdo da
populacao F. de retrocruzamento. Os autores observaram coloracao diferencial por

hematoxilina entre os gendtipos contrastantes, correlacionando com o crescimento
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relativo da raiz e acumulagéo de AI**

no apice nos 2-3mm terminais. A hematoxilina é
um corante e possui a propriedade de tornar-se azul ao formar um complexo com o
APt desta forma, a penetracdo e retencdo deste fon nas raizes podem ser
visualizadas (Polle et al, 1978). A quantificacdo do aluminio apresentou que 0s
apices de plantas sensiveis, acumularam de 5-10 vezes mais do que em plantas
tolerantes. Em artigo que acompanhou a mesma publicagdo, Delhaize et al (1993b)
investigaram a funcao dos acidos organicos, conferindo tolerancia ao aluminio nas
linhagens diferindo pelo loco Alt1 (ET8-tolerante e ES8-sensivel) e verificaram que a
presenca do AI** na solucdo nutriente estimulava a secregéo de acido malico, sendo
que genotipos tolerantes secretavam 5-10 vezes mais do que os sensiveis. Os
autores constataram ainda que os 3-5mm terminais da raiz formavam a fonte
primaria do &cido organico secretado, havendo correlacdo entre tolerancia e
secrecao elevada de malato na populagdo segregante, demonstrando que Alt1
codificaria para um mecanismo baseado na exudacdo de malato estimulado pelo
A®*. Diante destes resultados, em revisdo publicada pelos autores Delhaize & Ryan
(1995) langaram um esquema hipotético da interacéo entre o aluminio e um possivel
canal de anions de malato, codificado por Alt1, presente na membrana que
estimularia o efluxo de malato. Desta forma, estudos para uma melhor caracterizacao
do efluxo de malato foram iniciados (Ryan et al, 1995a; Ryan et al, 1995b) assim
como para verificar a existéncia deste canal de anions de malato (Ryan et al.,
1997a). Em trabalhos realizados pelo mesmo grupo, Zhang et al (2001), utilizando
pach-clamp, um instrumento capaz de detectar correntes elétricas a nivel celular,

encontraram estimulos gerados pelas cargas negativas dos anions de malato na
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membrana. Os autores constataram que as correntes geradas pelos protoplastos de
ET8 (linhagem tolerante) eram mais intensas e duraveis do que em ESS8 (linhagem
sensivel).

Em trabalhos recentes realizados num esforco conjunto entre o grupo
Australiano e a Universidade Okayama no Japao, foi clonado o gene ALMTT1
(aluminum-activated malate transporter) que co-segrega com populagdes
segregantes derivadas do cruzamento entre as linhagens ET8 e ES8. O ALMT1 é um
gene expressado constitutivamente no apice das raizes de plantulas de trigo, que

codifica para uma proteina trans-membrana, um transportador ativado por Al**

que
facilita o efluxo de malato. Os autores ainda verificaram através do sequenciamento
dos cDNAs derivados das duas linhagens que se tratavam de dois genes,
provavelmente dois alelos, ALMT1-1 e ALMT1-2 expressos pela ET8 e ESS8,
respectivamente. Entretanto, a relativa tolerancia ao aluminio proporcionada pelo
gene ALMTT foi determinada primariamente pelo nivel de expressao dos seus alelos,
superior em ET8. Esta hipétese foi confirmada pela analise de cDNAs de outros
cultivares tolerantes que expressam somente ALMT1-2 (Chinese Spring), todavia, em
um nivel mais elevado do que em ES8 e cultivares sensiveis (Sasaki et al., 2004). No
mesmo ano, 0s mesmos grupos de pesquisadores transformaram cevada com o
gene ALMT1, a expressédo do gene de trigo conferiu efluxo similar de malato ativado
por Al e elevada tolerancia em niveis téxicos em cultura hidroponica e em solo acido
(Delhaize et al., 2004).

A outra grande contribuicdo foi no desvendamento de mecanismos de

destoxicacao interna. Neste sentido, em estudos realizados na espécie Hydrangea
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macrophylla, que apresenta uma variagdo de cores avermelhadas a azuladas de
acordo com a variacao do pH do solo, Ma et al (1997a) constataram que esta espécie
poderia acumular até 300 mgKg' de matéria seca nas folhas, formando o complexo
Al-citrato. A cor azul nas sépalas é devido & agdo estabilizante do AI** na formagao
do complexo com outros compostos organicos (delphinidin 3-glucoside e 3-
caffeoylquinic acid). Em trigo mourisco, outra espécie acumuladora de aluminio, além
de um mecanismo de exclusdo pela exudacdo de oxalato no apice das raizes
induzido por aluminio (Zheng et al, 1998), sua elevada tolerancia ao aluminio toxico €
explicada pela presenga de um outro mecanismo interno operando. Ma et al (1997b,
1998, 2000b) constataram a presenca de complexos Al-oxalato nas raizes e nas
folhas, entretanto, sua translocacao no xilema das raizes para as folhas ocorre no
complexo Al-citrato, havendo uma troca de ligantes organicos. Nas folhas o A" é
sequiestrado no vacuolo das células (Shen et al 2002) podendo acumular mais de
15000 mgkg™' de aluminio quando desenvolvido em solo &cido.

As pesquisas em milho tém apontado para um mecanismo de exclusao
semelhante ao trigo, com a exudacao de anions de citrato no apice da raiz. Esta tem
sido uma das importantes linhas de pesquisa dos trabalhos da Universidade de
Cornell nos Estados Unidos, liderados por Leon V. Kochian, Owen A. Hoekenga e
Miguel A. Pineros. Utilizando a técnica pach-clamp, Piferos & Kochian (2001)

I**, seletiva a anions, em

verificaram a indugdo de corrente interna na presenca de A
protoplastos de genétipos tolerantes, extraidos das células do apice das raizes de
milho. Neste estudo os autores conseguiram isolar a membrana plasmatica e,

utilizando a mesma metodologia para deteccao de corrente, revelaram a existéncia
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de canais de anions dependente de aluminio, indicando que a maquinaria requerida
para ativacdo destes canais estava presente na membrana plasmatica. Em trabalhos
subsequentes, Piferos et al. (2002) sugeriram que este transportador, o canal de
anions presentes em protoplastos, era responsavel pela liberacao de citrato induzida
por aluminio em raizes intactas. Desta forma, de acordo com o modelo proposto por
Delhaize & Ryan (1995) das possiveis interacoes entre Al-célula na ativacdo de
canais de anions, a possibilidade da ativacdo via sinal-cascata envolvendo
componentes do citosol € descartada, permanecendo apenas a ativacao direta do
canal ou via receptor de membrana. No entanto, a resposta através da exudacao de
citrato no cultivar de milho Cateto-Colombia (cruzamento entre as linhagens SLP
181/71 x Cateto Colémbia 96/71) utilizado por Piferos et al. (2002) foi

exclusivamente dependente do AP*

, ndo constitutiva, e observada dentro de 30
minutos a taxas constantes durante 4 dias. O cultivar SA3 utilizado em estudos
realizados por Pellet et al. (1995), exibiu outro comportamento, com liberacéo
constitutiva de citrato, apresentando uma fase /lag (retardo) antes de atingir o maximo
na liberagao de citrato nas raizes. Em estudo realizado pela Universidade Estadual
de Campinas, no Brasil, Jorge & Arruda (1997) selecionaram plantas tolerantes e
sensiveis ao aluminio de uma variedade de milho tropical chamada Tailba e os
avaliaram na presengca ou auséncia de aluminio em concentragdes fitotdxicas.
Durante as primeiras 20 horas, a taxa de desenvolvimento de ambos, sensiveis e

tolerantes, foi severamente inibida pela infiltracdo do Al**

nas células da ponta da
raiz. Apds este periodo, as plantas tolerantes recuperaram as taxas similares ao

controle, enquanto as plantas sensiveis permaneceram severamente inibidas. A
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recuperacao de plantas tolerantes coincide com a extrusdo do AlI’* absorvido nas

primeiras 20 horas e exudacdo de malato e citrato foram observadas apenas em

I** nas raizes

plantas tolerantes. Os investigadores concluiram que a infiliragdo de A
no inicio do tratamento induziu a exudacdo de acidos organicos, excluindo o ion
toxico das células da ponta da raiz de plantas tolerantes. Estas evidéncias
colaboraram com a afirmativa que em milho estdo presentes os dois padroes de
resposta do mecanismo de exclusdo (Ma et al. 2001), indicando toda a complexidade
do carater tolerancia nesta espécie. Em um estudo fisiolégico comparativo realizado
por Pifieros et al (2005) foi verificado que a tolerancia em aluminio em milho n&o
poderia ser explicada somente pela exudacdo de &cidos orgénicos na raiz. Os
autores utilizaram seis genoétipos (um tolerante, Cateto-Colombia, um intermediario,
Pionner 3355, e quatro sensiveis Mol17, B73, L53, e 11x723) e verificaram que nao

houve clara correlacdo entre exclusdo do AP

na ponta da raiz, baseado no conteudo
de AP* na raiz, e tolerancia ao aluminio, assim como nao houve correlacdo entre
tolerancia diferencial e liberagéo de citrato nas raizes, com o genétipo sensivel Mo17
apresentando a mais elevada exudacdo. Os autores ainda investigaram a
possibilidade de outros mecanismos estarem envolvidos, além da exclusdo nas
raizes dos gendtipos tolerantes, como outros compostos organicos queladores,
alcalinizacdo do pH da rizosfera, mudancas internas de compostos queladores na
raiz e translocacdo de AI** por complexos com compostos organicos. Entretanto,
nada foi encontrado. Os trabalhos da Universidade de Cornell abrem as portas para
investigacdes de novos mecanismos de tolerancia existentes em plantas e coloca o

|3+

milho como uma incognita em relacéo a tolerancia ao Al’". O trabalho realizado por
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Kidd et al. (2001) contribui para esta afirmagao. Os autores constataram uma melhor
correlacdo entre diferencial tolerancia ao aluminio e exudacdo de compostos
fendlicos nas raizes, do que com a exudacao de acidos organicos em trés gendtipos
de milho agindo como um mecanismo de exclusdo. Os compostos fendlicos tém
capacidade de complexar metais como o aluminio e estdo envolvidos em
mecanismos de destoxicacdo interna em espécies acumuladoras de aluminio
(Matsumoto et al., 1976; Ofei-Manu et al, 2001).

2.3. Genética da Tolerancia

O entendimento da natureza da heranga do carater é de extrema importancia
para a decisdo dos procedimentos mais adequados a serem adotados para a selecéao
de genodtipos com maior grau de tolerancia. Na cultura do trigo, alguns cultivares
apresentam heranca complexa, indicando a presenca de diversos genes aditivos
(Aniol & Gustafson, 1984). Entretanto, a grande maioria dos estudos genéticos
aponta para uma heranca simples envolvendo um ou dois locos (Kerridge &
Kronstad, 1968; Nodari et al. 1982; Larkin, 1987; Lagos et al, 1991). O gene maior
dominante em trigo foi chamado A/t2 na cultivar Chinese Spring (Luo & Dvorak, 1996)
ou Altsy em BH1146 (Riede & Anderson, 1996), mapeado no cromossomo 4DL e
fisicamente mapeado por Milla & Gustafson (2001) através de 91 linhagens
recombinantes do cruzamento BH1146 (tolerante) x Anahuac (sensivel). Este gene
trata-se provavelmente do Alt1 em trigo identificado por Delhaize e Ryan (1993a) ou
mais recentemente chamado de ALMTT1 que codifica para um transportador de
anions de malato ativado por aluminio (Sazaki et al., 2004). Igualmente ao trigo, o

gene maior de tolerancia ao aluminio foi mapeado em centeio também no braco
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longo do cromossomo 4, o loco nomeado Alt3 (Miftahudin et al., 2002). Em cevada,
outro membro da tribo Triticeae, o maior loco de tolerdncia ao aluminio esta
localizado no braco longo do cromossomo 4, o loco chamado Alp (Minella & Sorrells,
1992; Tang et al., 2000). Diversos autores relatam a provavel possibilidade dos trés
locos, Altgy, Alt3 € Alp, pertencentes aos trés membros da tribo Triticeae, serem
ortélogos, visto que marcadores em comum estao fortemente ligados a estes locos
nas trés espécies, especialmente o marcador Xbcd1230 (Magalhdes et al., 2004;
Kochian et al., 2004; Wight et al., 2006).

Estudos de QTL para o carater tolerancia ao aluminio em arroz demonstram
que esta espécie possui diversos genes responsaveis pelo controle desta
caracteristica, sendo complexa e quantitativamente herdada (Ma et al. 2002; Nguyen
et al., 2002; 2003; Mao et al., 2004). Entre as diversas regides cromossémicas
apontadas por estes estudos, destaca-se o QTL encontrado no cromossomo1 que
explica grande parte da variancia encontrada no carater. O cromossomo 3 também
possui um QTL que é freqgientemente relatado nestes estudos. Magalhdes et al
(2004) identificaram um gene maior para sorgo, o loco Altsg. Neste mesmo estudo foi
realizado um mapeamento comparativo utilizando sondas localizadas nos
cromossomos 4 e préximo ao gene maior das espécies da tribo Triticeae e na regiao
sinténica na cultura do sorgo, o grupo de ligacdo C. Entretanto, apesar da
macrocolinearidade encontrada nestas regides, o gene Altsg ndo esta ligado a
nenhum dos marcadores préximos aos locos da tribo Triticeae indicando que além do
gene estar localizado em outra regidao cromossémica, ndao é ortélogo ao gene maior

desta tribo. O gene Altsg foi localizado no grupo de ligacao G, contido em uma porgcao
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homedloga a regido do QTL localizado no cromossomo 1 em arroz, o mais
importante desta espécie, possuindo em comum forte ligagdo ao marcador isu68.
Entre o arroz e o0 gene maior da tribo Triticeae existe em comum a sintenia entre o
cromossomo 3 e 0S cromossomos grupo 4, respectivamente, havendo a provavel
possibilidade de ortologia entre o importante QTL localizado no cromossomo 3 em
arroz e o loco da tribo Triticeae, devido a forte ligacdo em comum ao marcador
Xcdo1395 (Nguyen, 2003).

As espécies do género Avena estdo entre as mais tolerantes a este ion toxico
(A**). Estudos genéticos realizados em aveia hexapléide revelaram a existéncia de
um gene dominante responsavel pelo fenétipo tolerancia (Sanchez-Chacén et al,
2000). Wagner et al (2001) no cruzamento entre trés gendtipos hexapldides
encontrou que um ou dois genes contribuiam para tolerancia. Num trabalho realizado
por Wight et al. (2006) com o dipléide Avena strigosa, considerada a espécie mais
tolerante do género, os autores utilizaram marcadores RFLP ligados ao carater
tolerancia ao Al em outras espécies de cereais e comuns a regides do genoma de A.
strigosa, na tentativa de encontrar locos ortélogos. Foram identificados 4 QTL. Dois
QTL foram associados entre marcadores anénimos (AFLP e SCAR) utilizados para
proporcionar uma maior cobertura do genoma. O QTL que explicou maior parte da
variancia, cerca de 39%, € provavelmente ortélogo ao gene encontrado na tribo
Triticeae, ao QTL menor em arroz localizado no cromossomo 3 e ao gene AIm1 em
milho. Quanto ao quarto QTL, existe a possibilidade de ser ortélogo ao gene AIm2
em milho, devido a proximidade com os marcadores cdo393 e cdo1173, no entanto,

esta possibilidade é especulada com cautela, visto que marcadores ligados a este
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gene em milho ndo estavam presentes na populacdo investigada neste estudo
comparativo. Os genes AIm1 e AIm2 séao dois locos mapeados por Sibov et al (1999),
e serdo comentados em detalhe logo adiante neste tépico.

Em milho, assim como para outras culturas, diversos trabalhos tém
demonstrado a existéncia de elevada variabilidade genética para o carater tolerancia
ao aluminio (Bahia Filho et al., 1978; Naspolini Filho et al., 1981; Lima et al., 1992;
Pandey et al., 1994). O modo de heranga da tolerancia ao Al em milho nao esta bem
definido. Existe uma série de relatos na literatura sobre estudos da heranca de
tolerancia a toxicidade causada por aluminio em milho, com divergéncias sobre a
natureza quantitativa ou qualitativa do carater. Brondani & Paiva (1996) observaram
que o carater tolerancia ao aluminio apresentava heranga quantitativa, havendo
ocorréncia de interagdes alélicas de dominancia. A existéncia de um gene maior
dominante para tolerancia a toxicidade ao aluminio foi relatada por Rhue et al. (1978)
e Garcia Junior & Silva (1979). Em estudo realizado por Magnavaca & Bahia Filho
(1995) os autores demonstraram que a tolerancia ao Al** era um carater de heranca
quantitativa, ressaltando a importancia de genes de efeitos aditivos, no entanto, nao
descartaram uma menor influéncia de efeitos de dominéncia. Prioli et al. (1985)
verificaram que a capacidade geral de combinacdo foi o pardmetro de maior
magnitude no estudo de cruzamentos dialélicos entre populacdes de milho tolerantes
e nao tolerantes a toxicidade do aluminio, sugerindo efeito de agdo génica aditiva na
heranca do carater. Num estudo realizado sobre a genética da tolerancia ao aluminio
em milho Cateto, Sawazaki & Furlani (1987) identificaram uma linhagem altamente

tolerante (linhagem Ip 48-5-3) e constataram que a tolerancia no material estudado
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era devido a acao génica aditiva de genes menores. Diversos outros autores tém
mostrado que a caracteristica é quantitativamente herdada, com predominancia de
efeitos genéticos aditivos (Lopes et al., 1987; Pandey & Gadner, 1992; Lima et al.,
1995).

O Brasil tém colaborado em importantes trabalhos realizados em milho, ja
citados no topico anterior (Pifieros et al. 2002; 2005), em um esfor¢co conjunto entre a
Universidade de Cornell e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas — Brasil. Outra instituicado de pesquisa no Brasil que
realizou alguns estudos de cunho fisiolégico envolvendo mecanismos de tolerancia e
toxicidade na mesma espécie (Jorge & Arruda, 1997; Moon et al., 1997; Jorge et al.,
2001), é a Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). O Brasil vem se
destacando nos estudos relacionadas com o carater tolerdncia ao aluminio em
analises de variabilidade genética e heranga em espécies como milho (Bahia Filho et
al., 1978; Garcia Junior & Silva 1979; Naspolini Filho et al., 1981; Prioli et al. 1985;
Sawazaki & Furlani 1987; Lopes et al., 1987; Lima et al., 1992; Lima et al., 1995;
Magnavaca & Bahia Filho, 1995; Brondani & Paiva,1996;), trigo (Nodari et al., 1982;
Lagos et al.,, 1991) e aveia (Sanchez-Chacén et al., 2000; Wagner et al., 2001). A
maior contribuicdo do Brasil, tem sido no mapeamento de genes relacionados com o
carater tolerdncia em diversos cereais. A selecao para tolerancia € extremamente
dificultada e requer um enorme esforco nos trabalhos de campo na busca de
gendtipos superiores. Uma alternativa seria a identificacdo de marcadores
moleculares associados a genes ou regides cromossdmicas responsaveis pela

expressio deste carater, o que representaria um passo importante no processo de
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selecdo de plantas superiores (Sibov et al., 1999). O Brasil teve participacao
fundamental no mapeamento do gene Altgy em trigo em trabalhos realizados com o
cultivar BH1146 (Nodari et al., 1982; Lagos et al.,, 1991) por pesquisadores da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e posteriormente mapeado por
Riede & Anderson (1996) com colaboracao do Instituto Brasileiro do Parana (IAPAR).
A Embrapa Milho e Sorgo, de Sete Lagoas colaborou com o estudo comparativo
realizado na Universidade de Cornell, nos Estados Unidos, culminando com a
identificacdo do gene maior Altsg em Sorgo (Magalhaes et al.,, 2004). O Brasil é
responsavel pelos dois maiores estudos de identificacao de regides cromossdmicas
associados ao carater tolerancia ao aluminio em milho. Sibov et al. (1999), pela
Unicamp, identificaram 10 marcadores de RFLP co-segregando com a tolerancia ao
aluminio, na populacdo gerada pelo cruzamento entre uma variante somaclonal
fortemente sensivel ao aluminio (S1587-17) e uma linhagem de milho tolerante (Cat-
100-6). Foram identificados dois locos, um no brago curto do cromossomo 6,
chamado de AIm2, e outro no braco curto do cromossomo 10, sendo este, chamado
Alm1, com efeito superior e responsavel pela maior parte da variacao fenotipica do
carater. O marcador cdo1395, ligado ao gene maior da tribo Triticeae Alp, esta
localizado no cromossomo 10 em milho na regido do marcador umc130, ligado ao
loco AIm1, indicando que estes genes podem ser ort6logos.

A exemplo das comparagdes realizadas com o genoma do milho, o
cromossomo 3 em arroz possui homologia ao grupo de cromossomos 4 em Triticeae,
e um QTL encontrado em dois diferentes estudos neste cromossomo também esta

ligado ao marcador cdo1395 (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2003). Préxima a regiao
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do Alm1, no cromossomo 10 de milho, esta localizado o marcador csu359. A
sequéncia da sonda RFLP que origina o marcador € homéloga a um gene que
codifica para uma proteina induzida pelo aluminio em trigo (Davis et al. 1999; Wight
et al, 2006), o que deixa duvida sobre a existéncia de um ou dois locos neste
cromossomo. Esta proteina € codificada por wali7 que tem sua expressao
aumentada em ponta de raizes, induzida pela exposicao ao aluminio (Richards et al.,
1994).

A Embrapa Milho e Sorgo por quase uma década, em conjunto com
Universidades do Brasil, tem empenhado esforcos na procura de genes importantes
relacionados com tolerdncia (Brondani & Paiva, 1996; Torres et al., 1997 e
Ninamango-Cardenas et al., 2003). No Uultimo trabalho, o mais completo de
associacdo de marcadores ligados a QTL em milho para o carater tolerancia,
segundo a opinidao de diversos pesquisadores da area, foram identificadas cinco
regides gendmicas utilizando marcadores RFLP e SSR em familias F3.4 derivadas do
cruzamento entre as linhagens L53, sensivel ao aluminio e originada da variedade de
polinizacdo aberta CMS11(Pool 21), e a linhagem L1327, tolerante ao aluminio e
originada do Cateto Colébmbia. Os cinco QTL localizados nos cromossomos 2, 6 € 8,
explicaram 60% da variagao fenotipica encontrada. No mesmo estudo, o marcador
umc043, localizado no cromossomo 5, foi associado ao carater. Porém, esta ligacao
nao foi definida como QTL pelo mapeamento por intervalo, devido a impossibilidade
de flamqueamento com outros marcadores na regido identificada (Ninamango-
Cardenas et al., 2003). Segundo os autores, este marcador (umc043) esta localizado

na mesma regiao do gene mdh5 que codifica para malato dehidrogenase, enquanto
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o QTL localizado no cromossomo 8, estd préximo ao loco idh1 que codifica para
isocitrato dehidrogenase. Ambas enzimas estdo presentes no ciclo de &cidos
tricarboxilicos (TCA) e em outras reacdes envolvidas no metabolismo de acidos
organicos (Ryan et al. 2001). Somando-se a isto, o QTL localizado no cromossomo 6,
esta exatamente na mesma regido do gene Alm2, mapeado por Sibov et al (1999).
Os marcadores que flanqueiam esta regido podem ser localizados no cromossomo 5
em arroz, na mesma vizinhanga de um QTL identificado por Nguyen et al (2001).
Wigth et al (2006) cita alguns fatores que devem ser considerados na
interpretacdo de dados relacionados a estudos de mapeamento comparativo.
Primeiramente diferentes estudos, aplicam diferentes métodos estatisticos na analise
de QTL. Segundo, em relacdo as metodologias para avaliacdo da tolerancia, é
improvavel que somente um simples experimento ir4 detectar todos os relevantes
genes que estdo segregando na populagdo. Embora o grau de tolerancia nas
espécies seja medido por danos causados no sistema radical em plantas, diferentes
métodos sdo usados para impor e acessar estes danos. Existem diversos métodos
utiizados na avaliacdo de tolerancia ao aluminio. Os parametros baseados no
crescimento da raiz principal tém sido freqlientemente utilizados na avaliacdo da
tolerancia ao aluminio e sdo amplamente reconhecidos como os mais adequados
indices fenotipicos para muitas espécies estudadas (Polle et al. 1978; Rhue et al.,
1978; Camargo et al., 1985; Dornelles et al., 1996). Cancado et al (1999) realizou um
excelente estudo de comparacdo entre os métodos hematoxilina e parametros
acessados do crescimento de raizes de plantulas desenvolvidas em solucao

contendo aluminio. Os autores verificaram que a coloragdo com hematoxilina revelou
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maior capacidade para discriminar entre genétipos de milho tolerantes e sensiveis ao
A®*. Para andlises de correlacdo entre os indices estudados foram utilizadas 20
familias S3 derivadas do cruzamento entre linhagens contrastantes para o carater
tolerancia. Foi observada significante correlacdo entre hematoxilina e os demais
parametros. Este método é ndo destrutivo para as raizes, e devido a esta peculiar
caracteristica, pode ser empregado em conjunto com outros métodos. Diversos
trabalhos tém empregado esse método na avaliacdo da tolerancia ao AP em
estudos fisiologicos (Delhaize et al., 1993b; Ryan et al., 1993; Jorge & Arruda et al.,
1997; Jorge et al., 2001; Pineros et al., 2002), estudos de heranca e selecdo em
cereais (Delhaize et al., 1993a; Moon et al., 1997). Em cevada, este método tem sido
utilizado na fenotipagem de populagcdes segregantes por ser reconhecidamente um
indicador preciso de tolerancia para esta espécie (Minella & Sorrells, 1992; Tang et
al., 2000; Echart, 2001). Além da cevada, diversos autores tém empregado este
método em conjunto com outras técnicas no mapeamento do carater tolerancia em
outros cereais como milho (Sibov et al., 1999), trigo (Riede & Anderson, 1996) e
sorgo (Magalhaes et al., 2004). Outros métodos menos utilizados sdo empregados
em estudos genéticos ou fisiol6gicos, como os baseados na simples visualizacdo dos
danos ocasionados por AI** no &pice das raizes (Moon et al., 1997; Sibov et al.,
1999) ou na formacao de calose, um indicador de sensibilidade ao aluminio em
plantas (Horst et al., 1997; Larsen et al., 1998). Sdo utilizadas também algumas
técnicas mais sofisticadas e raramente empregadas como o uso de fluorescéncia

(Larsen et al., 1998; Silva et al., 2000) e raio-x (Delhaize et al., 1993b).
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Outros fatores relacionados por Wigth et al (2006) que devem ser considerados
em estudos comparativos, sao inerentes a variabilidade genética inter-especifica ou
intra-especifica. Diferentes genes responsaveis pelo carater, ou marcadores
associados, podem ndo estar segregando na populacdo a ser investigada,
comparada a populacdes utilizadas em outros estudos, seja ha mesma espécie ou
em espécies diferentes (genes ortélogos). Além disso, apesar da aparente
conservacao gendmica entre plantas, principalmente em relacdo as espécies da
familia Poaceae, eventos ocorridos durante a evolucdo nos genomas destas
espécies (nivel de ploidia, perda de genes, duplicacdes, delecdes, translocacdes e

etc.) podem ser um impedimento em estudos comparativos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Germoplasma

Foram utilizadas cinco linhagens de milho comum (L20, L10, L09, L08, L06)
cedidas pela Empresa Agropecuaria Oeste (Sementes Agroeste) de Santa Catarina,
com sede no municipio de Xanxeré. Trés linhagens foram previamente classificadas
como sensiveis ao aluminio, L20 (em Sg), LO8 (em Sip) € L0O6 (em Sy), e as duas
linhagens restantes, L10 (em Sg), LO9 (em Si2) como tolerantes (Mazzocato et al.,
2002). Estas linhagens foram cruzadas em um esquema dialélico na estagdo de
cultivo de 2000/01 em Xanxeré, SC, sendo obtidos 10 hibridos F1. No mesmo local
as sementes F, foram obtidas por autofecundacoes realizadas na estacao de cultivo
2001/02. Como testemunha foram utilizados nos experimentos os hibridos comerciais
DKB747, DKB350, classificados como tolerantes e o DKB205 como sensivel,
segundo informacédo da Empresa Monsanto que forneceu amostras dos mesmos. A
Empresa Agroeste forneceu, além das linhagens genitoras, amostras do hibrido
comercial AS1533, classificado como sensivel segundo a prépria empresa cedente, e
do hibrido AS3466, sem uma classificacdo prévia. Ambos também utilizados como
testemunhas durante a realizacdo de alguns experimentos.

3.2. Adequacao da técnica de recrescimento da raiz principal

Previamente foram realizados ensaios para melhor adequacdo da técnica de
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recrescimento da raiz principal e correta calibragdo das concentracdées de aluminio e
célcio a serem utilizadas em solugado. Para estes ensaios foram utilizados apenas os
hibridos comerciais DKB 205 (sensivel) e DKB747 (tolerante). Os experimentos
foram realizados em tanque banho-maria. O delineamento utilizado foi o
completamente casualizado com diferentes numeros de repeticdes. A melhor
combinacao de concentragdes de aluminio e célcio encontrada para identificacao de
plantulas tolerantes e sensiveis e utilizada nos experimentos foi 0,1mM de AlI** e
0,2mM de Ca?".

3.3. Dialélico - F,

Foram avaliadas em as geracbes F. das 10 combinacdes hibridas (96
individuos cada) resultantes do dialélico e os genitores envolvidos nos cruzamentos
(10 individuos cada) juntamente com os hibridos testemunhas (10 individuos de cada
hibrido comercial, DKB205 e DKB747). Apbs rapida selecao pelo tamanho das
sementes (sementes muito pequenas foram descartadas), as mesmas foram
germinadas em placas de Petri, limpas e esterilizadas, e os individuos a serem
avaliados foram rigorosamente selecionados 5-6 dias apdés a germinacao, pelo
comprimento inicial de raiz (~3,5cm). As plantulas permaneceram sob condicoes
controladas de temperatura (25°C) e fotoperiodo (16h Iluz). Foi medido o
comprimento inicial de todas as plantas e, imediatamente, as mesmas foram
colocadas em solugédo contendo calcio e aluminio, pH 4,5, permanecendo por 48h.
Apés 48h a solugao foi substituida por outra contendo apenas calcio, onde as plantas
permaneceram por mais 48h. Por fim, foi medido o comprimento final. A variavel

analisada foi DIF (comprimento final — comprimento inicial).
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3.4. Estabelecimento do protocolo para coloracao com hematoxilina

Com o intuito de testar o método de hematoxilina, foram realizadas duas
pequenas baterias, utilizando dez plantulas de cinco hibridos (DKB205, AS1533,
DKB747, DKB350 e AS3466) e cinco plantulas das cinco linhagens (L20, L10, L09,

LO8 e L06) por 48h a 0,1mM de AI** e 0,2mM de Ca. Todas as raizes coraram, n&o

Figura1- As raizes foram classificadas de acordo com a intensidade e
distribuicao da coloracdo em 1, 2 e 3. FA-UFRGS. 2005.

havendo diferencas visuais entre 0s gendétipos, apenas uma pequena variacao
principalmente nos hibridos (dados nao apresentados). Sendo assim, foram
realizados testes variando tempo de exposicao (2, 4, 6, 24, e 48h) e concentracao de
aluminio (0,06, 0,08 e 0,1mM) a serem empregados. As plantulas foram pontuadas
conforme a intensidade e distribuicdo da coloracdo. Coloracdao mais intensa (3),
coloragao intermediaria (2) e coloracao fraca (1) (Figura 1). Para esta técnica em
especial, foram utilizados apenas os hibridos comerciais DKB747, DKB350, DKB205,
AS1533 e AS3466 (~9 plantulas por combinacao tempo/concentracédo), devido a

escassez de sementes de linhagens. Apds o tratamento com aluminio as raizes
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foram lavadas duas vezes (cinco minutos e 2,5 litros de agua destilada a cada
lavada). Em seguida as plantulas foram imersas em 1000mL de uma solugéo
contendo 0,2% (w/v) de hematoxilina e 0,02% (w/v) de KIOz por 40 minutos.
Novamente as plantulas foram lavadas trés vezes seguindo o procedimento de
lavagem conforme o primeiro passo, em seguida eram realizadas as avaliagdes
conforme classificagao citada acima.

3.5. Fenotipagem - F3

Apés a avaliacao do dialélico, foram escolhidas duas populacbées com base na
capacidade geral de combinacdo (CGC), capacidade especifica de combinacao
(CEC), desempenho dos genitores e variabilidade genética para tolerancia ao
aluminio. A fenotipagem foi realizada para dois cruzamentos L10xL08, em 60 familias
Fs, e LO9xL06, para 30 familias. A técnica utilizada foi o recrescimento da raiz
principal, com o tempo de exposicdo ao aluminio de 24h. Apds a exposicao ao
aluminio a outra técnica utilizada para fenotipagem nos cruzamentos trabalhados foi
a coloracdo com hematoxilina, realizada ap6s as 24h de exposi¢ao antes da troca da
solucao por calcio, seguindo o procedimento descrito no tépico anterior conforme
Polle et al. (1978) introduzidas algumas modificacbes. Os experimentos foram
distribuidos em 4 baterias, com 8 plantulas das cinco linhagens em estudo e 10
plantulas dos cinco hibridos testemunha (DKB747, DKB350, DKB205, AS1533 e
AS3466) em cada bateria.

3.6. Extracao do DNA

Foram coletados em torno de 0,3g de tecido por amostra e macerados com

nitrogénio liquido em tubos de 2,0mL adicionando tampéao de extragdo (agua miliQ,
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Tris HCI, EDTA e NaCl) contendo Pmercaptoetanol e SDS e incubados por 40
minutos. Apés, foi adicionado acetato de potassio e centrifugado, o DNA contido no
sobrenadante foi transferido para outro tubo e precipitado com acetato de sédio mais
isopropanol. Foi realizada nova centrifugagéo e o sobrenadante foi descartado, e o
pellet formado sofreu uma lavagem com etanol 70% e colocado a secar por 24h a
20°C na incubadora previamente limpa. Posteriormente o pellet foi incubado com TE
0,1X contendo RNAseA por 1h a 37°C e novamente precipitado com acetado de
sédio e etanol 95% e centrifugado. Apés centrifugacao, o pellet foi lavado novamente
com etanol 70% deixando secar por 1h a 25°C. Por fim, o pellet foi diluido em agua
miliQ autoclavada onde permaneceu por 24h a 4°C e em seguida estocado a -20°C.

3.7. Mapeamento com marcadores moleculares

Para o mapeamento genético foram utilizados 60 bulks (misturas de DNA) de
individuos das familias F3 do cruzamento L10xL08 analisados para recrescimento da
raiz principal e coloragdo com hematoxilina. Foram testados 124 locos de
microssatélites distribuidos aleatoriamente nos 10 cromossomos que constituem o
genoma do milho, além de marcadores préximos a regides previamente mapeadas
para o carater por outros autores, em consulta a base de dados MaizeGDB. Apenas
36 locos foram polimérficos para as linhagens genitoras, os quais foram utilizados
para genotipagem nos 60 bulks. As amplificagcdes foram realizadas no termociclador
Eppendorf Mastercicler. O protocolo para reagdes de PCR (polymerase chain
reaction) utilizado foi para um volume final de 20uL por amostra contendo: Tampéao
10X; 1,5mM de MgCI2; 0,2mM de dNTP; 1U de Tag-DNA Polimerase e 0,3uM de

cada oligonucleotideo iniciador (pares de primer). A programacéao para amplificacao
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dos fragmentos de DNA foi especifica para cada par de primer, de acordo com a
temperatura média de anelamento entre os pares, iniciando com uma desnaturacao a
96°C por 5 minutos, e 40 ciclos com uma etapa de 96°C por 30 segundos, uma etapa
de anelamento variando de 55 a 65°C por 1 minuto dependendo do par de primer, e
uma etapa de extensao 72°C por 1 minuto, seguido por uma extensao final a 72°C
por 10 minutos e armazenamento a 10°C. Para alguns primers com dificuldade para
amplificacdo foi elaborado um programa fouchdown com decréscimo de 0,5°C na
temperatura de anelamento iniciando a 65 até atingir 55°C em 20 ciclos, seguido
entdo por 40 ciclos com a temperatura de anelamento fixada em 55°C, as demais
etapas foram iguais a cada ciclo como citado anteriormente. Os produtos de
amplificacdo foram separados em gel de agarose 2,5%. A visualizagdo dos
fragmentos amplificados foi realizada com brometo de etidio em transluminador com
lampadas ultravioletas. As imagens dos géis foram capturadas com o programa
Kodak Digital Science 1D v.3.0.1. Para marcadores onde a determinagdo do
polimorfismo entre os genitores (durante o teste de polimorfismo) ou a diferenciacéao
dos fragmentos amplificados (quando utilizados na populagcédo) foi dificultada pela
proximidade dos fragmentos em tamanho, estes foram visualizados em gel de
acrilamida.

Os marcadores foram considerados polimérficos quando detectada presenca de
bandas com informagéao diferenciada entre os genitores. Os fragmentos amplificados
foram identificados conforme a similaridade com os genitores, sendo considerados
homozigotos iguais ao genitor L10, homozigotos iguais ao genitor LO8 ou

heterozigotos.
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3.8. Experimento a campo

Foi realizado um experimento a campo com as familias F3 dos cruzamentos
LO9xL06 e L10xL08, com testemunhas (cinco cultivares comerciais) dispostas em um
delineamento de blocos casualizados com duas repeticoes. O objetivo foi verificar se
os dados encontrados eram condizentes aos resultados de laboratério. Cinqlienta
dias apéds o florescimento foram realizadas avaliagées dos caracteres rendimento da
parcela (REND PARC), numero total de espigas na parcela (N ESP), numero de
espigas por planta (N ESP PLA), peso de espiga (PES ESP) e estatura (EST). As
parcelas foram semeadas em linhas de 5,0m (1 linha por familia) espacadas por
0,75m com 0,20m de espacamento entre plantas. A semeadura foi realizada no dia
10 de novembro de 2005. A emergéncia ocorreu seis dias depois. Foram realizados
0s seguintes tratos culturais: adubacao de base com 250kg/ha de N-P-K (férmula 12-
30-20), adubacao de cobertura com 150kg/ha de uréia, duas aplicacbes de
herbicidas (sanson - 0,5L/ha e atrazina - 3,0L/ha) e trés de inseticidas (match —
300mL/ha, karate — 200mL/ha e engeo — 300mL/ha). Foi realizada a analise do solo
no local do experimento (Fundacep-Cruz Alta) na profundidade de 0,20cm. Dentre as
relevantes determinacdes os valores obtidos foram: pH 4,3, argila 58%, matéria
organica 3,4%, saturacdo de bases 8,5%, saturacdo de AI** 64,2%, célcio trocavel
1,1cmol/dm?® e aluminio trocavel 3,6cmol./dm?®.

3.9. Analise estatistica

Para a andlise de variancia, para os trabalhos de adequacdo da técnica
recrescimento da raiz principal e fenotipagem realizada na geracéao F3, e experimento

a campo, foi utilizado o procedimento ANOVA com hipétese de nulidade testada pelo
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teste F(a=0,01), do software The SAS system v.8.1 (SAS Institute, 2000) com
complementacao pelo teste Tukey e Duncan (a=0,05). O grau de associacao entre as
variaveis DIF e HEM, nos dois cruzamentos avaliados, foi estimado através de
correlacdo de Pearson (P<0,01), pelo procedimento CORR, utilizando o mesmo
software. O mesmo procedimento foi utilizado nas analises de correlagéo entre as
variaveis avaliadas a campo.

Os dados do experimento dialélico foram submetidos a analise de variancia
conforme o modelo de Gardner & Eberhart (1966) proposto para geracao Fo, Y’ = u
_+ 2(vi+vy) + VeB(h+hi+hi'+s;’) + & onde 6 = 0 para variedades e 6 = 1 para hibridos;
€ a média das variedades, vi é o efeito de variedades, que expressam a contribuicao
dos genitores homozigotos, e & é o erro ~ N (0, 6°). A particdo do efeito de heterose
foi distribuida nos seguintes componentes: h, a heterose média; h;, a heterose de
variedade, e sj, a heterose especifica. As formulas para média (u) e efeitos de
variedades foram as mesmas descritas por Gardner (1967) para o modelo original.
Porém, as estimativas para os componentes da heterose (h, h;, e s;) sdo duas vezes
estas obtidas, usando as férmulas de Gardner (1967). As estimativas de efeitos de
capacidade geral de combinacao (g) e capacidade especifica de combinagao (sj)
foram calculadas baseado nas férmulas de acordo com método 4 apresentado por
Griffing (1956) representadas por g* e s;*. Para o presente trabalho g; e s foram
obtidas por gi = 2 vi + h;, enquanto g* = 2 v; + 2 h;, € ;™ = 2 sj.

Para a construcdo do mapa de ligacao foi utilizado o programa MAPMAKER
(Lander et al., 1987). Ap6s a obtencdo dos mapas, cada marcador foi testado

individualmente na populacdo de bulks F3 com o objetivo de detectar associacao
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genética entre os marcadores moleculares e a tolerancia ao aluminio. A detecgéao de
associagao genética foi realizada através do modelo de regressao linear Y; = Bo + B4
Xi + €, onde Y;=valor fenotipico (média de 10 individuos) da iésima familia F3 para os
caracteres DIF, HEM, X=valor genotipico do iésimo bulk F3 (mistura do material
genético de 10 individuos), Bo € Bi=parametros da analise e {=erro experimental ~ N
(0, 0®). Sempre que a estimativa do parametro foi significativa pelo teste F (a=0,05) o
marcador em questao foi considerado como associado ao fenétipo ou a heranca do
carater. O coeficiente de determinagéo foi utilizado como indicativo da porcentagem
da variagao fenotipica total explicada por cada marcador individualmente (Draper &

Smith, 1981).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Adequacao da técnica de recrescimento da raiz principal

Os trabalhos foram iniciados com a adequacéao da técnica de recrescimento da
raiz, 0os quais proporcionaram embasamento aos trabalhos posteriores. Os objetivos
principais desta fase inicial foram encontrar a melhor combinagéo das concentracdes
de calcio e aluminio (nas formas CaCl, e AICl3) para diferenciar e identificar
gendtipos sensiveis e tolerantes e verificar qual a variavel mais adequada a ser
utilizada na continuidade do estudo. Diversos trabalhos tém demonstrado que a
razdo Al/Ca é extremamente importante na separacdo de gendtipos de diferentes
reacdes & toxidez de AI’* (Andrade, 1976; Nodari, 1980, Camargo, 1985). Cambria &
Cambria, (1995) verificaram que o AP na presenca de Ca®* reduzia
significativamente o comprimento da raiz principal apenas no hibrido de milho
sensivel, no entanto, para o hibrido tolerante, a reducao ocorria apenas na auséncia
de Ca™.

Foram utilizados dois hibridos comerciais cedidos pela empresa Monsanto,
previamente classificados como tolerante (DKB747) e sensivel (DKB205), segundo
informacgbes da prépria empresa. A primeira variavel analisada foi a diferengca do
comprimento final relativo ao controle (DCFRC), onde o comprimento final da raiz

principal dos gendétipos (tolerante ou sensivel) na auséncia de aluminio, foi subtraido
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pelo comprimento final dos genétipos tratados com aluminio (comprimento final sem
aluminio — comprimento final com aluminio = DCFRC). Na analise conjunta dos
experimentos houve diferencas significativas entre os genoétipos avaliados e
ocorréncia de interacao entre gendtipos e experimentos (Tabela 1), entretanto, esta
interacdo nao foi complexa, havendo consisténcia da superioridade do gendtipo
tolerante com a variacao das combinacoes testadas. Os experimentos basicamente
variaram as concentracdes de Al** (0,2, 0,1 e 0,05mM) e Ca?* (0,2 e 0,1mM). Apenas
quando foi empregada a concentragdo de 0,2mM de Ca?* foi possivel diferenciar o
hibrido tolerante do sensivel (Figura 2). O aumento da dose de calcio colaborou para
0 crescimento das raizes, principalmente em relacdo ao gendtipo tolerante, com
excecdo das combinacdes em que o Al** foi empregado na maior concentragéo, o
que restringiu o crescimento de ambos genétipos. A combinagdo de concentracdes
0,imM de AP** e 0,2mM de Ca*" (0,1Al/0,2Ca) foi a melhor na identificacdo dos

genotipos contrastantes. A combinacao de concentracées 0,05A1/0,2Ca também foi

Tabela1- Resumo da analise de variancia conjunta dos experimentos para as
variaveis diferenca do comprimento final relativo ao controle (DCFRC) e
diferenga entre o comprimento final e o comprimento inicial (DIF). FA-

UFRGS. 2002.
Quadrados Médios
Causas da Variacao GL DCFRC DIF
Experimentos 5 5,32* 0,19*
Genotipos 1 14,33* 2,79*
Exper. X Gen. 5 2,87* 0,13*
Erro 24 0,62 0.04

*: Significativo a 5% de probabilidade segundo teste F
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significativa, entretanto a combinagdo 0,1Al/0,2Ca foi onde o hibrido tolerante
apresentou menor diferenga em relagao ao controle comparado ao hibrido sensivel
(Figura 2). A segunda variavel analisada foi a diferenga entre o comprimento final e o
comprimento inicial (DIF) dentro de cada genétipo tratado com aluminio,
desconsiderando o controle (comprimento final — comprimento inicial = DIF). Na
andlise conjunta dos experimentos além de diferengas significativas entre os
gendtipos, houve a ocorréncia de interacdo significativa entre gendétipos e

experimentos (Tabela 1).

DCFRC - Ca 0,imM

Recrescimento da raiz
principal (cm)

0,05 051 052
Al (mM)
N DCFRC - Ca 0,2mM
£ _ 80
£
58 60
c &
Q
gg 40
2< 20
2 o
S 00
o 0,05 0,1 0,2
Al (mM)

Figura2 - Diferenca do comprimento final relativo ao controle (DCFRC). As barras
brancas representam o gendétipo tolerante (DKB747) e as barras pretas
representam o genoétipo sensivel (DKB205). Médias seguidas pela
mesma letra ndo apresentam diferengas significativas, segundo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. FA-UFRGS. 2002.
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Figura 3 - Diferenca entre o comprimento final e o comprimento inicial (DIF). As
barras brancas representam o genétipo tolerante (DKB747) e as barras
pretas representam o genoétipo sensivel (DKB205). Médias seguidas
pela mesma letra ndo apresentam diferencas significativas, segundo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. FA-UFRGS. 2002.

Houve diferengas significativas em quatro dos seis experimentos analisados,
onde novamente o melhor resultado foi observado na combinacdo e concentracoes
0,1Al/0,2Ca. O aumento da concentragdo de Ca?* na solugdo contribuiu para o
aumento das diferencas entre os genotipos testados (Figura 3). O objetivo desta
primeira fase do trabalho n&o incluiu investigar algum possivel mecanismo de
tolerancia ou base fisiolégica da toxicidade causada pelo AI** relacionado com a

participacdo do Ca?* em nivel celular, e sim identificar qual a melhor combinacéo,
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ressaltando a importancia do Ca®* na elaboracdo de uma solugdo minima. Trabalhos
realizados em milho por Canal & Mielniczul (1993a; 1993b) salientaram que para o
continuo crescimento da raiz era exigido um suprimento permanente de Ca*" da
= 4 2+
solucao externa. Os mesmos autores também observaram que o aumento do Ca

na solucao contribuia para o aumento do comprimento da raiz, tanto o tratamento

|3+ |3+

com AlI”*, como no sem Al**, o que condiz com os resultados apresentados.

A variavel mais adequada para diferenciagdo entre os genétipos avaliados foi
DIF, sendo mais eficiente na diferenciacdo dos gendétipos (diferencas encontradas
em quatro experimentos). Além disso, na melhor combinagao Al/Ca o coeficiente de
variagao foi menor comparado a primeira variavel, embora tenha se mantido, em
média, acima dos valores encontrados dentro dos experimentos em relagdo a

primeira variavel (Tabela 2).

Tabela 2 - Coeficiente de variacdo das varidveis analisadas, diferenca do
comprimento final relativo ao controle (DCFRC) e diferenca entre o
comprimento final e o comprimento inicial (DIF), para as seis
combinacées de concentragcdes (mM) de Al e Ca testadas para
adequacao da técnica recrescimento da raiz principal. FA-UFRGS.

2002.
Experimento DCFRC DIF
0,05 Al/0,2 Ca 27,38 19,14
0,1 Al/0,2 Ca 19,71 33,78
0,2Al/0,2Ca 24,39 20,66
0,05 Al/0,1 Ca 36,69 27,01
0,1 Al/0,1Ca 8,38 9,05

0,2Al/0,1Ca 26,37 21,32
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4.2. Analise Dialélica

I** e Ca®* a ser utilizada, foi realizada uma analise

Definida a combinacao de A
dialélica envolvendo cinco genitores, sendo trés linhagens tolerantes e duas
sensiveis, juntamente com as populacdes F, de todos os cruzamentos possiveis. O
objetivo secundario era decidir por dois cruzamentos (populacées) que poderiam dar
sustentacdo aos trabalhos de identificacdo de regides cromossémicas associadas ao
carater tolerancia ao aluminio. No entanto, a analise dialélica tem por finalidade
analisar o delineamento genético, provendo estimativas de parametros Uteis a
selecado de genitores para hibridacdo e no entendimento dos efeitos genéticos

envolvidos na determinacao dos caracteres (Cruz e Regazzi, 1997), sendo este o

objetivo principal para realizacdo desta analise.

Tabela3 - Meédia (cm) para recrescimento da raiz (DIF), variancia (VAR), desvio
padrao (DP), apés tratamento com aluminio por 48h em cinco linhagens
e dois hibridos testemunhas (DKB747, tolerante, e DKB205, sensivel).
FA-UFRGS. 2004.

Genoétipo DIF VAR DP
Tolerante 0,92 a 0,048 0,22
L20 0,60 b 0,007 0,09
L10 0,57 bc 0,010 0,10
L09 0,48 c 0,005 0,07
Sensivel 0,28 d 0,006 0,07
L08 0,24 d 0,012 0,11
LO6 024 d 0,009 0,09

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferengas significativas, segundo teste de Tukey
a 5% de probablidade.
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As médias das cinco linhagens formaram dois grupos distintos, um tolerante,
logo abaixo a testemunha tolerante (DKB 747), para as linhagens L20, L10 e L09, e
outro sensivel, juntamente com a testemunha sensivel (DKB 205), para as linhagens
LO8 e LO6 (Tabela 3). Mazzocato et al. (2002) analisando 24 genétipos, incluindo as
cinco linhagens em estudo, classificaram apenas L10 e LO9 no grupo tolerante,
entretanto o critério utilizado para esta classificacao foi a diferenca significativa de
DIF em relagcdo aos hibridos testemunhas (P32R21 e C929), sendo que a L20
permaneceu no limite entre o grupo tolerante e sensivel. Além disso, causas como as
diferentes formas de aluminio utilizadas, assim como as concentracées de Al/Ca
podem ter contribuido para estas diferencas. Apesar dos baixos valores de variancia
houve a ocorréncia de alguns valores de desvio padrdo elevados em relagdo a
respectiva média dentro de alguns gendétipos, o que refletiu em um coeficiente de
variacao de 26,21% (Tabela 3). A enorme variabilidade inerente para o crescimento
da raiz em milho tem sido um sério problema para a obtencao de avaliacoes precisas
(Polle et al., 1978).

A andlise de variancia para o recrescimento da raiz principal, foi baseada em
um trabalho escrito por Miranda Filho & Chaves (1996) adaptado do modelo 4
proposto por Gardner & Eberhart (1966), para geracdes F.. O modelo 4 é utilizado
quando ha diferengas significativas entre os valores médios da tabela dialélica
proporcionadas por todas as causas de variacdo descritas no modelo, que séao:
heterogeneidade entre variedades genitoras (no caso linhagens) e a manifestacéo da
heterose tanto nos cruzamentos (ou conjunto de cruzamentos de um determinado

genitor) quanto em cruzamentos especificos (Cruz & Regazzi, 1997). Os quadrados
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médios, associados aos efeitos de variedade e de heterose, foram significativos,
evidenciando que as linhagens nao constituiam um grupo homogéneo e que havia

manifestacdo da heterose em seus cruzamentos (Tabela 4). Pelo desdobramento

Tabela4- Resumo da anadlise de varidncia para recrescimento da raiz (DIF) de
milho em cruzamento dialélico 5x5 de acordo com o modelo de Gardner
& Eberhart (1966) adaptado pro Miranda Filho & Chaves (1996). FA-

UFRGS. 2004.
Causas da Variacao GL Qam
Populacées 14 0,1217 *
Variedades 4 0,0818 *
Heterose 10 0,0992 *
Heterose Média 1 0,7146 *
Het. Variedade 4 0,0264 *
Het.Especifica 5 0,0344 *
Erro 147 0,0089

*: Significativo a 5% segundo teste F.

dos efeitos houve a significAncia da heterose média, da heterose de variedade
(equivalente a capacidade geral de combinacdo) e da heterose especifica
(equivalente a capacidade especifica de combinacao), indicando que a heterose nao
foi a mesma para todos os cruzamentos e que algumas combinacées possuiam
elevado potencial genético, evidenciando também a existéncia de variabilidade
genética aditiva e ndo-aditiva nos gendtipos avaliados. Em milho, assim como para
outras culturas, diversos trabalhos tém demonstrado a existéncia de elevada

variabilidade genética para o carater tolerancia ao aluminio (Bahia Filho et al., 1978;
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Naspolini Filho et al., 1981; Lima et al., 1992; Pandey et al., 1994).
Os hibridos apresentaram médias superiores em relagao as linhagens genitoras

para a variavel DIF (Tabela 5). A superioridade dos hibridos em relacao

Tabela5- Média (cm) para recrescimento de raiz (DIF) apoés tratamento de
aluminio em cinco linhagens (diagonal) e a geracao F, de todos os
possiveis cruzamentos (diagonal acima). FA-UFRGS. 2004.

Linhagens LO6 LO8 LO9 L10 L20
L06 0,24 0,67 1,15 0,88 0,94
LO8 0,24 0,46 0,84 0,75
L09 0,48 1,21 1,12
L10 0,57 0,87
L20 0,60

aos genitores pode ser explicada devido a acdo da heterose para tolerancia ao
aluminio baseada na acdo aditiva de genes complementares. A heterose, é por
definicdo, a superioridade da média do hibrido em comparagdo com o valor médio
entre as meédias dos genitores (Miranda Filho & Chaves, 1996). Segundo Allard
(1960), hibridos entre certos genoétipos podem ser muito superiores aos genitores,
entretanto, hibridos entre outros genédtipos aparentemente semelhantes aos
primeiros podem manifestar fendtipos inferiores aos genitores. Neste contexto o
método de andlise dialélica permite justamente identificar genitores ou hibridos
capazes de gerar uma progénie superior. Um excelente exemplo de elevada
manifestacdo de heterose em cruzamentos com outras ragas € o milho Cateto, uma

raca brasileira extensivamente utilizada em programas de melhoramento de milho
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hibrido (Sawazaki & Furlani, 1987) e provedora de genes de tolerancia ao aluminio
(Miranda et al., 1984). Furlani et al. (1986) avaliando 98 genétipos comerciais
relataram que todos os cultivares foram menos tolerantes que um hibrido Cateto
utilizado como testemunha. Algumas linhagens de milho originadas desta raca estao
presentes em estudos fisiolégicos e na identificacdo de genes relacionados ao
carater tolerancia em importantes grupos de pesquisa do Brasil e Estados Unidos
(Torres et al.,, 1997; Moon et al.,, 1997; Sibov et al., 1999; Pifieros et al. 2002;
Ninamango-Céardenas et al. 2003; Pifieros et al., 2005).

As linhagens L20 e L10 apresentaram maior potencial de uso “per se”, no
entanto, a reduzida capacidade geral de combinacédo do genitor L20 sugere que sua
utilizacdo em cruzamentos provavelmente nao resultara em hibridos superiores

(Tabela 6). As combinacdes hibridas mais heteréticas foram obtidas pelo uso dos

Tabela 6 - Estimativa do efeito de variedade (vi), heterose de variedade (hi) e
heterose especifica (sij), variancia (0%?) e capacidade geral de
combinagéo (gi) no cruzamento dialélico 5x5. FA-UFRGS. 2004.

# L06 LO8 L09 L10 L20 vi hi gi*
LO6 - 0,354 0,366 0,369 0,528 -0,18 0,242 0,149
LO8 0,06 - 0,003 0,406 0,138 -0,18 -0,371 -0,464
L09 0,21 -0,56 - 0,587 0,365 0,05 0,202 0,229
L10 -0,24 0,30 0,22 - 0,276 0,14 0,018 0,091
L20 -0,04 0,20 0,12 -0,28 - 0,17 -0,091 -0,004

#: sij: Diagonal abaixo; o°: Diagonal acima
*: Estimativa adaptada de Griffing (1956)

genitores L06 e L09, cujos valores de hi (heterose de variedade) foram os de maiores
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magnitudes (Tabela 6). Isto é reforcado pelos valores positivos e elevados (em
relacdo aos demais) de gi (capacidade geral de combinagado), onde a maioria dos
cruzamentos que envolvem estes genitores mostrou que a dominancia tem pouco
efeito no controle do carater, ou seja, que a tolerancia é baseada na agao aditiva de
genes complementares. Em relacdo a linhagem sensivel LO6 é provavel que
apresente genes distintos responsaveis por uma maior tolerancia ao aluminio. O

I>** em milho nao esta bem definido. Prioli et al.

modo de heranca da tolerancia ao A
(1985) verificaram que a capacidade geral de combinacao foi o parametro de maior
magnitude no estudo de cruzamentos dialélicos entre populacdes de milho tolerantes
e nao tolerantes a toxicidade do aluminio, sugerindo efeito de agdo génica aditiva na
heranca do carater. Num estudo realizado sobre a genética da tolerancia ao aluminio
em milho Cateto, Sawazaki & Furlani (1987) identificaram uma linhagem altamente
tolerante (linhagem Ip 48-5-3) e constataram que a tolerancia no genétipo estudado
era devido a acao génica aditiva de genes menores. Diversos outros autores tém
mostrado que o carater é quantitativamente herdado, com predominéancia de efeitos
genéticos aditivos (Magnavaca, 1982; Lopes et al., 1987; Pandey & Gadner, 1992;
Lima et al., 1995). Os dois cruzamentos com maior combinacao especifica foram
entre L10xL08 e LO9xL10 (Tabela 6). O efeito da capacidade especifica de
combinacdo é interpretado como o desvio do hibrido em relacdo ao que seria
esperado com base na capacidade geral de combinagdo de seus genitores, as
estimativas de sij (heterose especifica) evidenciam a importancia dos genes com

efeitos ndo-aditivos. sendo estas as combinacdes mais promissoras para elevacao

do carater em estudo. Brondani & Paiva (1996) observaram que o carater tolerancia
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ao aluminio apresentava heranca quantitativa, havendo ocorréncia de interacoes
alélicas de dominancia. A existéncia de um gene maior dominante para tolerancia a
toxicidade ao aluminio foi relatada por Rhue et al. (1978) e Garcia Junior & Silva
(1979). Em estudo realizado por Magnavaca & Bahia Filho (1995) os autores
demonstraram que a tolerancia ao AI’* era um carater de heranca quantitativa,
ressaltando a importancia de genes de efeitos aditivos, no entanto, ndo descartaram
uma menor influéncia de efeitos de dominancia.

O primeiro passo, em geral, em trabalhos de mapeamento, relaciona-se a
escolha de cruzamentos, de forma a maximizar a probabilidade de detectar
polimorfismos no DNA. No contexto de mapeamento de caracteres quantitativos, a
selecdo de genitores esta baseada na utilizacdo de pais fenotipicamente
contrastantes para o carater de interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O objetivo
secundario da andlise dialélica foi dar subsidios para definicdo dos cruzamentos a
serem possivelmente utilizados nos trabalhos de andélise com marcadores
moleculares, como dito anteriormente. Desta forma, com o intuito de mapear o
carater tolerdncia ao alumino em milho, observando a variancia dos dados nos
resultados encontrados dentro de cada cruzamento, a média de cada genitor
envolvido, a capacidade geral de combinacao e heterose especifica, os cruzamentos
LO9xL06 e L10xL08 foram previamente escolhidos para este objetivo. O cruzamento
LO9xL06, por estas linhagens apresentarem elevado potencial para gerar incremento
no carater tolerancia aos seus descendentes, e L10xL08, por ser a combinacao

especifica superior entre todos os cruzamentos estudados.
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4.3. Estabelecimento do protocolo para coloracao com hematoxilina

Identificados 0s cruzamentos a serem trabalhados, o préximo passo foi a
fenotipagem das populacbes de familias F3;. A fenotipagem é uma etapa critica do
processo de mapeamento, o0 método a ser empregado deve imprimir um elevado
grau de associagao entre o feno6tipo e o genétipo, ou seja, o erro experimental deve
ser reduzido ao maximo possivel, desta forma, as variacbes de fendtipo
corresponderao a variagdes do gendtipo e ndo devido ao ambiente. Neste sentido, foi
empregada a utilizagdo combinada de dois métodos. Somado ao recrescimento da
raiz principal, foi utilizado também o método de coloragao com hematoxilina. Quando

uma planta sensivel é desenvolvida em niveis fitotéxicos de AI**

, 0 primario efeito
observado é a inibicdo do crescimento das raizes (Foy et al., 1978), por
consequéncia da infiltracao ocorrida no apice (Ryan et al., 1993). A hematoxilina é
um corante comumente usado em estudos citogenéticos. Este corante tem a
propriedade de tornar-se azul ao formar um complexo com o Al**, desta forma, a
penetracdo e retencao deste ion nas raizes podem ser visualizadas (Polle et al.,
1978; Rincén & Gonzalez, 1992; Cancado et al., 1999).

Nos testes para estabelecer um protocolo para hematoxilina, ndo houve
diferencas entre os gendtipos para os periodos de 2, 4 e 6h, mesmo variando a
concentracdo de AI**. Para o periodo 48h nao houve diferencas visuais entre os
genotipos, apenas uma pequena variacao principalmente nos hibridos. No periodo
de 24h, na concentracdo de 0,1mM, houve uma diferenca visivel de coloracao entre

os hibridos sensiveis e tolerantes mesmo havendo uma variacao de classes para

hematoxilina dentro de cada hibrido (Figura 4). Entretanto, o aumento do tempo de
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exposicao contribuiu para o aumento gradual da coloragcdo das raizes tanto nos
gendtipos tolerantes como nos gendtipos sensiveis, sendo este com maior
intensidade ap6s 24h. Da mesma forma, este aumento da intensidade de coloragéao
foi percebido em ambos os genétipos com o aumento da concentracdo de aluminio
na solucdo para os periodos de 24 e 48h. Delhaize et al. (1993) observaram
comportamento semelhante com o aumento da exposicdo ao AP* (0-1h), que
proporcionou maior acumulo do mesmo acompanhado por um gradual aumento da
coloragao. para os gendtipos tolerantes. Porém, o cultivar tolerante avaliado por
Rincon & Gonzalez (1992) apresentou uma coloracao inicial do apice das raizes apés
1h de exposicdo. A intensidade diminuiu com o progresso da exposicao, havendo um
decréscimo da concentracdo de AP no &pice das raizes apds uma intensidade
maxima inicial. Em estudos realizados por Jorge & Arruda (1997) com plantas de
milho tolerantes selecionadas da variedade de polinizacao aberta Tailuba, através do
monitoramento da infiltracdo do AI** com o uso de hematoxilina, os autores
observaram um padrdo semelhante a este encontrado por Rincon & Gonzalez

(1992), apds 24h de exposicdo ao AI**

, ambos genoétipos tolerantes e sensiveis
apresentaram intensa coloracdo, apds 72h apenas o genétipo sensivel permaneceu
com as raizes coradas. Para os hibridos avaliados no presente estudo, nao houve
diferenca visual dentro de cada concentracao testada no periodo de 48h (Figura 4),
apesar das diferencas significativas constatadas em recrescimento da raiz principal
entre o hibrido DKD747 e o hibrido DKB205, quando utilizados como testemunhas na

realizacdo da analise dialélica para geracao F,, e genitores na fase de adequacéo da

técnica de recrescimento. Houve uma intensa coloragdo em grande parte das raizes
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Figura4 - Teste do método coloragdo com hematoxilina nos hibridos testemunhas
(DKB350, DKB747, DKB205, AS3466 e AS1533) variando a
concentragao de aluminio (0,06, 0,08 e 0,1imM de AICI; e tempo de
exposicao (2, 4, 6, 24, 48h). As categorias 1, 2 e 3 (Figura 2, Material e
Métodos) estao representadas pelas cores branco, cinza e preto,
respectivamente. Cada retangulo representa uma plantula avaliada. FA-
UFRGS. 2005.
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das plantulas testadas nestes dois hibridos. O periodo de 24h de exposicao ao
aluminio na concentracdo de 0,1mM de Al e 0,2mM de Ca®** foi o melhor na
separacao dos gendtipos tolerantes e sensiveis para coloragcdo com hematoxilina. O
hibrido AS3466 permaneceu na classe tolerante. No dialélico realizado na geracao F»
o tempo de exposig¢ao utilizado para o método recrescimento da raiz principal (DIF)
foi de 48h, segundo metodologia empregada por Mazzocato et al. (2002). Para este
tempo de exposicdo os hibridos DKB747 e DKB205 atingiram os valores 0,92 e
0,28cm para variavel DIF. Para verificar qual resposta em termos de recrescimento
da raiz principal e coloragdo com hematoxilina simultaneamente na separagao dos
gendtipos contrastantes, empregando o tempo de exposicdo ao AI** de 24h, foi
realizado um pequeno experimento utilizando os mesmos hibridos comerciais (entre
eles DKB747 e DKB205, duas repeticdes, ~10 individuos de cada hibrido por
repeticdo). Observando os valores da Tabela 7 os hibridos comerciais DKB747 e

DKB205 atingiram 2,81 e 1,41cm, respectivamente. Houve uma melhor recuperacéao

Tabela7 - Teste realizado com os hibridos testemunhas para os métodos
coloragdo com hematoxilina (HEM) e recrescimento da raiz principal
(DIF) simultaneamente ap6s 24h de exposicao. FA-UFRGS. 2005.

Hibridos Comerciais

Variaveis DKB350 DKB747 AS3466 DKB205 AS1533
DIF 3,10 a 281a 273 a 1,41Db 1,08Db
HEM 1,25 a 1,90 b 1,22a 2,30 be 2,66 C

Médias seguidas por mesma letra ndo apresentam diferencgas significativas, segundo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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destes dois hibridos, com uma maior diferenciacdo na magnitude dos valores de
recrescimento comparado ao tempo de exposicao de 48h, e conseqlentemente uma
melhor separacao do tolerante (DKB747) e sensivel (DKB205). Além disso, houve
uma separacao dos grupos de genoétipos tolerantes e sensiveis (em relacdo ao
conjunto de hibridos testados) para variavel DIF correspondentes aos valores médios
para intensidade de coloracdo. Desta forma, com o intuito de padronizar as
condicdes a serem empregadas nas duas técnicas no processo de fenotipagem,
visando o mapeamento do carater, foi estabelecido o tempo de exposicdo a ser
utilizado de 24h. A combinacao de concentracdes de Al/Ca empregada foi a mesma
identificada nos trabalhos de adequacdo da técnica ja apresentados e discutidos
(0,1mM de AI** e 0,2mM de Ca*).

4.4. Fenotipagem

Uma estratégia adotada para reducdo de fontes de variacdo ambiental,
aumentando a precisdo da fenotipagem, é a replicacao de genétipos individuais a
serem avaliados no experimento (Ferreira & Gratapaglia, 1998), entre os tipos de
replicagdes incluem, por exemplo, familias F;. Com este objetivo, as anélises de
recrescimento da raiz principal (DIF) e coloracdo com hematoxilina (HEM) foram
realizadas em 60 familias F; do cruzamento L10xL08 e 30 familias do cruzamento
09x06, onde dez individuos dentro de cada familia foram avaliados. Os cinco hibridos
comerciais foram utilizados como testemunhas (DKB205 e AS1533, sensiveis e
DKB350, DKB747 e AS3466 tolerantes), assim como todas as cinco linhagens (L20,
L10, LO9, LO8 e L06) também foram incluidas nos experimentos. Os hibridos

DKB350, DKB747 e AS3466 mantiveram-se na categoria tolerante diferenciando-se
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significativamente dos dois hibridos sensiveis, havendo uma associag¢éo visual com o
método hematoxilina em relagédo a variavel DIF (Figura 5). As linhagens L10 e L09
tiveram melhor desempenho em DIF e as linhagens L08 e LO6 mantiveram-se na

classe sensivel (Figura 6). Entretanto, a linhagem L20, que de acordo com a analise

HIBRIDOS

AS1533 DKB205 AS3466 DKB747 DKB350
47% 32% 43% 9% __ _16%

P D - e

53% 68% 57% 51% 84%
Hematoxilina

Recrescimento da raiz
principal (cm)

Figura5- Médias dos valores de recrescimento para os hibridos comerciais
testemunhas. Abaixo, cada gréfico representa a porcentagem de
plantulas na categoria 1 (branco), 2 (cinza) e 3 (preto) para cada hibrido
avaliado em hematoxilina ap6s 24h de exposicdo ao aluminio na
concentracdo de 0,1mM de AICIl;. Médias seguidas por mesma letra
nao apresentam diferengas significativas, segundo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. FA-UFRGS. 2005.

dialélica realizada com as populacbées F, e genitores foi superior as demais
linhagens, permaneceu em um nivel intermediario de tolerancia o que concorda com
os trabalhos realizados por Mazzocato et al. (2002). Ocorreram altera¢des de ordem

e magnitude nos valores encontrados para variavel DIF nos hibridos e linhagens, ao
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Figura6 - Médias dos valores de recrescimento para as linhagens. Abaixo, cada
gréafico representa a porcentagem de plantulas na categoria 1 (branco),
2 (cinza) e 3 (preto) para cada linhagem avaliada em hematoxilina apos
24h de exposigdao ao aluminio na concentracdo de 0,1mM de AICls.
Médias seguidas por mesma letra ndo apresentam diferengas
significativas, segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade. FA-
UFRGS. 2005.

diminuir o tempo de exposicdo para 24h. Houve interacdes entre gendtipos e tempo
de exposicado, interacdes simples isolando apenas os valores dos hibridos
testemunha, avaliados nos dois tempos de exposicdo (DKB747 e DKB205), e
interacées complexas isolando o grupo de linhagens (Figura 7). Possivelmente a
diminuicdo do tempo de exposicao permitiu uma expressao mais nitida do potencial
dos gendtipos em relacdo ao carater avaliado. Entretanto, as diferencas encontradas
nos valores dos hibridos em relacédo as linhagens podem ser explicadas devido ao
maior vigor das plantulas em relagdo a taxa de crescimento das raizes. Houve uma
associacgao visual de intensidade de coloracao com hematoxilina e os valores de DIF

para as linhagens, a excecao da linhagem L10, que mesmo tendo um recrescimento
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Figura7 - Interacdo gendtipo x tempo de exposicdo ao aluminio téxico. FA-

UFRGS. 2004-2005.

superior, em relacao a variavel HEM, teve um comportamento intermediario. Em
todos os gendtipos (hibridos comerciais e linhagens) foi observada a presenca de
duas classes para HEM.

Para verificar esta associacao visual entre HEM e DIF foram realizadas analises
de correlagéo entre os valores médios das duas variaveis dentro das familias para os
dois cruzamentos. O coeficiente de correlacdo foi significativo para os dois
cruzamentos, entretanto a maior associacéo foi encontrada no cruzamento L09xL06
(R=-0,79, Figura 8, grafico A) em relacdo ao cruzamento L10xL08 (R=-0,67, Figura 8,
grafico B). A correlagdo negativa encontrada nos dois cruzamentos foi devida aos
valores designados as classes de coloragdo com hematoxilina (1, 2 e 3), que
aumentam com a maior suscetibilidade ao aluminio, correspondendo aos menores

valores observados para variavel DIF dentro dos cruzamentos. Cangado et
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Figura8 - Diagrama de dispersdo para analise de correlacdo entre os valores
médios das variaveis DIF e HEM apés 24h de exposicdo ao Al**
(0,1mM). Foram avaliadas 30 familias F; do cruzamento das linhagens
LO9xL06 (Grafico A) e 60 familias F; do cruzamento das linhagens
L10xL08 (Grafico B). FA-UFRGS. 2005.

al. (1999) realizaram estudos comparando a técnica hematoxilina com outras
variaveis geradas do mensuramento do crescimento radicular de plantulas de milho

desenvolvidas em solucdo hidropénica contendo AI**. A coloracdo com hematoxilina
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revelou maior capacidade para discriminar entre genétipos tolerantes e sensiveis ao
A®*. Os autores realizaram andlises de correlagdo entre as varidveis estudadas
utilizando 20 familias S; do cruzamento entre linhagens contrastantes em relacao ao
carater tolerancia. Houve correlacdo significante com os outros dois indices
analisados, com os valores de R=-0,81 e R=-0,69 para o comprimento relativo da raiz
seminal (RSRL) e comprimento liquido da raiz seminal (NSRL), respectivamente.

Estudos de tolerancia ao AP*

demonstraram que o carater era de heranga
quantitativa, mas que poderia haver a ocorréncia de genes maiores (Brondani &
Paiva, 1996). As Figuras 9 e 10 contribuem para esta afirmacdo. Na populacdo do
cruzamento LO9xL06 a distribuicdo da freqiiéncia dos individuos de acordo com os
valores da variavel DIF apresentou uma disposicdo préxima a bimodal com uma
grande variacao nas duas classes, claramente observado, principalmente no grafico
relacionado as familias F3 do mesmo cruzamento (Figura 9, grafico b), o que pode
ser um indicio de um gene de maior efeito atuando em conjunto com um maior
namero de genes de pequeno efeito no controle do carater. Por outro lado, o
cruzamento L10xL08 apresentou uma distribuicdo continua, tipica de caracteres de
herangca quantitativa, com uma tendéncia a um maior nimero de individuos
suscetiveis, nitidamente visivel nas familias F3 (Figura 10, grafico b). Existem relatos
mostrando este tipo de comportamento em populacdes analisadas para o carater em
questao. Torres et al. (1997) em um estudo de marcadores RFLP ligados a QTL que

controlam tolerancia ao aluminio em milho, observaram um comportamento continuo

e unimodal com tendéncia para suscetibilidade na distribuicado da freqiiéncia dos



57

Cruzamento L09xL06
Populacéo F,

— ok wd
F-

n° de individuos
O MDA OO0 ONDN

04 08 12 16 20 24
Recrescimento da raiz principal (cm)

Cruzamento L09xL06
Familias F;

n° de individuos
o = N W A OO

02 04 06 08 10 12 14
Recrescimento da raiz principal (cm)

Figura9 - Distribuicdo da frequéncia dos individuos a cada acréscimo de
milimetro (Gréafico B, média das familias F3) e a cada 2 milimetros
(Gréafico A, média de plantulas F,) nos valores da variavel DIF para o
cruzamento LO9xL06. FA-UFRGS. 2005.

valores do indice do comprimento relativo da raiz seminal (RSRL) na populacédo F»
do cruzamento entre L53 (linhagem suscetivel) e L1327 (linhagem tolerante derivada
do Cateto Colédmbia). Outros relatos reforcam a hipétese de um carater quantitativo

de heranga complexa e que a tolerancia ao aluminio é devida a ag¢ao génica aditiva
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Figura 10 - Distribuicdo da frequéncia dos individuos a cada acréscimo de
milimetro (gréfico B, média das familias F3) e a cada 2 milimetros
(grafico A, média de plantulas F,) nos valores da variavel DIF para o
cruzamento L10xL08. FA-UFRGS. 2005.

de genes menores (Rhue et al., 1978; Garcia Junior & Silva 1979; Sawazaki &

Furlani, 1987; Magnavaca & Bahia Filho, 1995; Brondani & Paiva, 1996). Somando-

se a este contexto, um dos trabalhos mais completos de associacdo de marcadores

ligados a QTL em milho para o carater tolerdncia foi realizado por Ninamango-

Cérdenas et al. (2003), onde foram identificadas cinco regides genbémicas

relacionadas ao carater. Nos graficos das populagdes F»> houve uma distor¢cao para
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uma maior freqiéncia de individuos nas classes mais suscetiveis, provavelmente
devido ao maior tempo de exposicao (48h) ao tratamento com aluminio utilizado nos
experimentos para esta geragao.

Apesar de nao haver diferencas significativas em relacao a variavel DIF entre
L10 e LO9, ficou evidente durante a realizacdo dos experimentos o diferente grau de
coloragao com hematoxilina entre as duas linhagens, o que sugere uma possivel
diferenca em relagdo ao mecanismo de tolerancia atuante. Segundo Delhaize et al.
(1993) a excrecao de acido malico, considerado um mecanismo de exclusdo em
trigo, pode dar uma explicacdo para as diferentes intensidades de coloracao
observadas em apices de raizes de plantulas de trigo com diferentes niveis de
tolerdncia ao aluminio, o que é condizente com relatos semelhantes de diversos
autores em outras culturas (Minella & Sorrells, 1992; Mbo et al.,, 1997; Jorge &
Arruda, 1997; Pineros et al., 2002; Tang et al.; 2002). A exclusdao do aluminio do
apice da raiz via exudacdo de citrato ativada pela presenca de Al**, é amplamente
reconhecida como principal mecanismo de tolerancia operando em milho (Pifieros et
al., 2005). Entretanto, alguns trabalhos tém revelado indicios da participacao de
outros mecanismos atuando em conjunto com a exudagdo de acidos organicos,
reforcando a idéia, em contraste a outras espécies semelhante ao trigo, que a
tolerancia é relativamente simples, que em milho a tolerancia ao aluminio € uma
caracteristica geneticamente e fisiologicamente complexa (Pifieros et al., 2002;
Kochian et al. 2004; Pineros et al., 2005). Piferos et al. (2005) em um estudo
fisiol6gico comparativo mostraram que a tolerancia ao aluminio em milho nao poderia

ser explicada somente pela exudacado de acidos organicos. Os autores verificaram
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que trés dos quatro gendtipos sensiveis exudavam citrato na presenca de Al em igual
ou maior quantidade que os genotipos tolerantes. Desta forma, provavelmente um
mecanismo de exclusdo deve estar relacionado a grande parte da tolerancia da
linhagem LO9, devido a menor intensidade de coloragdo com hematoxilina. Porém,
na linhagem L10 existe a possibilidade de um mecanismo de detoxificacdo interna
atuando em conjunto com um mecanismo de exclusao, e isto se refletiu no menor
valor para o coeficiente de correlacdo entre DIF e hematoxilina na analise para o
cruzamento L10xL08.

4.5. Mapeamento com marcadores moleculares

Entre os cruzamentos pré-selecionados foi escolhido L10XL08 (60 familias)
devido ao maior numero de familias obtidas em relacao ao L09xL06 (30 familias), e
pela superioridade do cruzamento em relacdo ao L09xL06 (maior capacidade
especifica de combinacdo). O tipo de marcador escolhido para as analises
moleculares foi o microssatélite, tendo em vista a expressao co-dominante e o
multialelismo. Da mesma forma, os marcadores microssatélites sdo os que possuem
o conteudo de informacgao de polimorfismo mais elevado, quando comparados com
outros marcadores que utiizam a PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Foram
testados 124 pares de primers (oligonucleotideos iniciadores), gerando 37
marcadores polimoérficos com padrao mendeliano (Tabela 8), distribuidos nos 10
cromossomos que constituem o genoma do milho, atingindo um percentual de
29,83% de polimorfismo. Este percentual é considerado baixo, visto que, este tipo de
marcador apresenta um elevado grau de polimorfismo para a espécie em estudo

(Chin etal., 1996). Entretanto, outros trabalhos de mapeamento para tolerancia,
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Tabela 8 - Informagdes sobre marcadores microssatélites polimérficos, loco,
localizagdo cromossémica do marcador (BIN), sequéncia repetitiva
(motivo) e temperatura de anelamento (T.A.). FA-UFRGS. 2005-2006.

Loco BIN* Motivo T.A. (°C)
p-bnig439 1,03 - 65
p-umc1397 1,03 (ATGCA)4 55-65
p-bnig1338 2,01 AG(30) 55-65
p-bnlg1297 2,02 AG(32) 55-65
p-mmc006 2,04 (CA)16(TA)6(CA)2 55-65
p-mmc0401 2,05 (GGA)2(AG)27 55-65
p-bnlg1520 2,09 AG(22) 55-65
p-bnlg1325 3,03 AG(18) 55-65
p-phi073 3,05 (AGC) 55-65
p-umc1594 3,09 (TA)10 62
p-nc004 4,03 AC 55-65
p-umc1550 4,03 (TC)6 64
p-bnlg1265 4,05 AG(33) 55-65
p-phi079 4,05 AGATG 65
p-umci1173* 4,09 (AC)7 55-65
p-bnlg1382 5,01 AG(25) 55-65
p-umc2302 5,04 (AGAAAGAA)4 55-65
p-umc1753 6,01 (CT)7 55-65
p-bnig1154 6,05 AG(27) 55-65
p-bnlg1740 6,07 AG(21) 55-65
p-bnig1521 6,08 AG(27) 55-65
p-umci1545 7,00 (AAGA)4 55-65
p-umc1799 7,06 (TG)12 55-65
p-umc1034 8,03 GA(12) 64
p-umci741 8,03 (TC)7 64
p-umc1172 8,04 (CCAY4 64
p-umc1202 8,05 (GGC)7 63
p-bnlg1724 9,01 AG(31) 55-65
p-umc2084 9,01 (CTAG)4 55-65
p-bnlg1401 9,02 AG(22) 55-65
p-umc1636 9,02 (ACTGC)4 65
p-umc1318 10,01 (GTC)5 55-65
p-bnlg1451 10,01 AG(34) 55-65
p-umc1576 10,02 (TG)6 64
p-bnlg1655 10,03 AG(21) 55-65
p-umc1506 10,05 (AACA)4 55-65

*: Localizagdo cromossdmica do marcador disponivel no site www.maizegdb.org/ssr,php.

envolvendo marcadores moleculares, tém apresentado polimorfismo inferior em

relacdo ao esperado. Ninamango-Cardenas et al. (2003), utilizando a estratégia de
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bulked segregant analysis (BSA), testaram 340 marcadores microssatélites
aleatoriamente distribuidos no genoma do milho e utilizaram para as analises de QTL
apenas 31 marcadores polimérficos (9,11%) com padrdo mendeliano. Sibov et al.
(1999) utilizando marcadores do tipo RFLP para a mesma estratégia (BSA), de 138
marcadores, apenas 21 apresentaram polimorfismo entre os bulks tolerante e
sensivel testados, para 552 combinagdes sonda-enzima.

Os dados gerados pelos 37 marcadores foram analisados no programa
Mapmaker versédo 3.0. Houve a formacao de oito grupos de ligacdo, sendo que cinco
grupos estavam constituidos por apenas dois marcadores e os outros trés grupos
eram formados por 4, 4 e 5 marcadores, todos dos cromossomos 4, 8 e 10,
respectivamente. Quatorze marcadores nao apresentaram ligacdo. Uma das razdes
para o elevado nimero de marcadores sem ligacao, pode ser o baixo polimorfismo
encontrado entre os genitores, o que reduziu o nimero de marcadores que puderam
ser utilizados na populacao. Seria necessario testar um maior niumero de locos para
obtencdo de um mapa de ligacdo ideal com 10 grupos, correspondente aos dez
cromossomos do milho. Entretanto, além de uma selegao prévia de marcadores para
cobrir o genoma da espécie em questao, na tentativa de obter novos QTL, foram
utilizados marcadores préximos a regides previamente mapeadas para o carater por
outros autores, desta forma, o trabalho ndo tinha como objetivo a formagao de um
mapa de ligagdo completo, e sim a identificacdo de regides associadas a
marcadores, visto a excelente fonte de dados encontrada em milho para obtencao do
posicionamento de tais marcadores.Para identificacdo de marcadores associados a

QTL responsaveis pela tolerancia ao aluminio em milho, foram realizadas anélises de
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regressao de duas formas. Uma tomando como variavel dependente as médias de
DIF para as 60 familias F3 do cruzamento L10xL0O8 e a outra, utilizando como
variavel dependente os valores médios de HEM para as mesmas 60 familias. Houve
significancia na associacdo entre os marcadores umci1550, bnlg1382, bnlg1154,
umc1202 e umc1318 localizados nos cromossomos 4, 5, 6, 8 e 10, respectivamente,
segundo informacgdes obtidas na base de dados especifica para a cultura do milho
MaizeGDB (www.maizegdb.org/ssr,php). Porém, os marcadores umci1550 e
bnlg1382 tiveram associacao significativa apenas para uma variavel analisada (DIF e
HEM, respectivamente), os demais marcadores tiveram associacao significante com
as duas variaveis (Tabela 9). Existem relatos de associagdo ao carater tolerancia ao
aluminio em regides localizadas em todos os outros cromossomos relacionados, com
excecao do cromossomo 4, no qual o marcador associado explicou 10% da variacao
fenotipica encontrada em DIF. Os QTL identificados explicaram 41 e 37% da
variacao para as variaveis DIF e HEM, respectivamente. Para DIF a associacdo mais
significativa foi obtida no cromossomo 10, explicando 15% da variacdo fenotipica
observada (P=0,003), enquanto para HEM a maior associacdo encontrada foi
localizada no cromossomo 5, com 12% da proporcao da variacao fenotipica
(P=0,008) (Tabela 9).

Sibov et al. (1999) mapearam dois locos associados a tolerancia ao aluminio
utilizando marcadores do tipo RFLP. Os locos se localizavam nos cromossomos 6
(loco AIm2) e 10 (loco Alm1), sendo que o segundo loco tinha um efeito trés vezes
maior do que o do cromossomo 6. Os marcadores bnlg1154 e umc1318 localizam-se

nos bins 6,05 e 10,01, enquanto as sondas de RFLP CSU70 e UMC130 associadas



64

Tabela 9 - Marcadores associados a QTL, localizacdo cromoss6mica do marcador
(BIN), probabilidade e coeficientes de correlacdo (em %) em relacéo as
variaveis analisadas. FA-UFRGS. 2005-2006.

DIF HEM
Marcador BIN* Valor P R? (%) Valor P R? (%)
umc1550 4,03 0,017 10 - -
bnlg1382 5,01 - - 0,008 12
bnig1154 6,05 0,021 9 0,019 10
umc1202 8,05 0,044 7 0,047 7
umc1318 10,01 0,003 15 0,031 8
Total 41 37

*: Localizagao cromoss6émica do marcador disponivel no site www.maizegdb.org/ssr,php.

as regides mapeadas por Sibov et al. (1999) encontram-se nos bins 6,01 e 10,03
segundo mapa consenso IBM neighbors v.2 (MaizeGDB, 2002) para os respectivos
cromossomos (Tabela 10). Bins sao posi¢cdes cromossdmicas definidas por um grupo
de marcadores centrais e sdo0 nomeados pelo numero cromossémico, seguido por
unidades decimais ao longo de cada cromossomo, iniciando da posicdo mais
telomérica do braco curto (Ninamango-Céardenas, 2003). Estas unidades decimais
correspondendo a pequenos intervalos no cromossomo sao subdivididas por
coordenadas de valores acumulativos, desde o primeiro marcador para cada
cromossomo. Somando-se a proximidade em que os marcadores foram mapeados
comparado ao trabalho de Sibov et al. (1999), principalmente em relagdo a umc1318
no cromossomo 10, neste mesmo mapa consenso localiza-se o loco csu359 (bin
10,01), obtido via sonda RFLP, com sequiéncia homdloga ao gene que codifica para

uma proteina induzida pelo aluminio em trigo (Davis et al., 1999). Esta proteina é
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codificada por wali7, um gene com sua expressao aumentada em ponta de raizes,
induzida pela exposicdo ao aluminio (Richards et al.,, 1994) (Figura 11). A
participacdo na variacdo fenotipica das variaveis avaliadas foi de 9% e 15% na
variavel DIF e 10% e 8% em HEM para os marcadores localizados nos cromossomos
6 e 10 respectivamente. Ainda em relacdo ao marcador do cromossomo 6, segundo
mapa consenso IBM neighbors v.2 (MaizeGDB, 2002), esta localizado no bin 6,05
(Tabela 10), na mesma regiao onde foi mapeado o QTL3; associado a tolerancia ao
aluminio por Ninamango-Cardenas et al. (2003). A Embrapa do Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo, de Sete Lagoas — Brasil, tem empenhado esforgcos para
identificar regides associadas ao carater tolerancia ao aluminio em milho (Brondani &
Paiva, 1996; Torres et al.,, 1997; Ninamango-Céardenas et al., 2003). Neste mesmo
trabalho realizado por Ninamango-Cardenas et al. (2003), considerado por outros
autores 0 mais completo mapeamento para tolerancia ao aluminio na espécie,
utilizando marcadores do tipo microssatélites e RFLP os autores mapearam outras
regibes associadas a tolerancia ao aluminio. Além de dois QTL detectados no
cromossomo 6, foi associada uma regido no cromossomo 5 e outros trés QTL foram
definidos por mapeamento de intervalo composto, um na regido do cromossomo 2 e
dois em regides do cromossomo 8. Em consulta ao mapa SSR concensus 1998
(MaizeGDB, 1998) o marcador bnlg1382, responsavel por 12% da variag¢ao fenotipica
em relagdo a variavel HEM, localiza-se no cromossomo 5 (bin 5,01) préximo ao
marcador umc043 (bin 5,03) da regido associada ao carater conforme Ninamango-
Cardenas (2003) (Tabela 10). O marcador associado ao cromossomo 8, segundo

mapa consenso IBM neighbors v.2 (MaizeGDB, 2002) para este cromossomo
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Tabela 10 - Comparacgéo de relatos de regides cromossdmicas (BIN) associadas ao
carater tolerancia. FA-UFRGS. 2005-2006.

Marcadores  BIN** Tipo Publicacdo*** Mapa consenso**
umc139 2,06 RFLP Ninamango-Cérdenas et al. SSR consensus 1998
umc1550 4,03 SSR Conceigao et al. IBM neighbors v.2
bnlg1382 5,01 SSR Conceigéo et al. SSR consensus 1998
umc043* 5,03 RFLP Ninamango-Cardenas et al. SSR consensus 1998
bnlg238 6,00 SSR Ninamango-Cardenas et al. IBM neighbors v.2

csu70 6,01 RFLP Sibov et al. IBM neighbors v.2
mmc241 6,05 SSR Ninamango-Cérdenas et al. IBM neighbors v.2
bnlg1154 6,05 SSR Conceigéo et al. IBM neighbors v.2

csu155 8,04 RFLP Ninamango-Cardenas et al. IBM neighbors v.2
umc1202 8,05 SSR Conceicao et al. IBM neighbors v.2
bnlg1828 8,07 SSR Ninamango-Cardenas et al. IBM neighbors v.2
umci1318 10,01 SSR Conceigéo et al. IBM neighbors v.2
umc130 10,03 RFLP Sibov et al. IBM neighbors v.2

*: Marcador associado ao carater, porém, ndo descrito como QTL no trabalho citado.
**: Mapas e localizag&o cromossémica disponiveis no site www.maizegdb.org/ssr,php.
***. Conceicao et al. trata-se do presente estudo, sem publicagao.

, umc1202 localiza-se no bin 8,05 coordenada 270,38 na mesma regidao do marcador

préximo a um dos QTL mapeados neste cromossomo, o marcador CSU155 (bin 8,04,

coordenada 270,38) (Tabela 10). Este marcador (umc1202) explicou 7% da variagcao

fenotipica nas duas variaveis estudadas. Nesta regidao (bin 8,05, segundo 0 mesmo

mapa consultado) esta localizado o gene idh7 (Ninamango-Cardenas, 2003), que

codifica para isocitrato desidrogenase, uma enzima do ciclo de acidos tricarboxilicos
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(TCA) e outras reagdes envolvidas no metabolismo de acidos organicos (Ryan et al.

2001) (Figura 11).

umci1576
bnlg1451
[] bnlg1655
umci1741
umci172
umci1202
umci1034
umci318
Cromossomo 8
umc1506

Cromossomo 10

Figura 11 - Grupos referentes aos cromossomos 8 e 10 obtidos pela analise de
ligagcdo. Marcadores umc1202 e umci1318 estdo associados as
variaveis DIF e HEM e localizados no mesmo BIN de idh71 e csu359
(homdlogo a wali7), respectivamente. FA-UFRGS. 2005-2006.

4.6. Experimento a campo

Diversos estudos relacionados a tolerancia ao AI** em milho envolvem a
utilizagdo de solucdo nutritiva contendo este elemento, onde sdo mensurados seus
efeitos fitotdxicos no desenvolvimento da raiz. Entretanto, a toxicidade do AI** em
solos &cidos, ndo € o unico fator a ser considerado no cultivo de plantas em solos

acidos (Duque—Vargas et al.,, 1994). As plantas tornam-se mais sensiveis a seca
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devido ao menor crescimento radical condicionado pelo AI**, impossibilitando a
obtencdo de agua das camadas mais profundas do solo. Além disso, o aluminio
interfere na absorcdo e movimentacao do fosforo e calcio entre outros nutrientes (Foy
et al, 1978). Nodari et al. (1982), avaliando gendtipos de trigo sensiveis e tolerantes
ao aluminio em solo acido, concluiram que a selecdo para o carater por métodos
convencionais de melhoramento poderia gerar progressos genéticos rapidos e
expressivos. Neste trabalho, os autores realizaram um total de 15 cruzamentos entre
oito gendtipos contrastantes em niveis de tolerancia. Foram realizadas observacgoes
dos sintomas tipicos da toxicidade do AI** em plantas sensiveis (crestamento em
trigo) durante o ciclo da cultura e determinado o peso seco da parte aérea e das
raizes de todas as geracOes avaliadas de cada um dos cruzamentos (genitores,
hibridos e geracdes segregantes). O estudo encontrou elevada correlacao entre as

observacdes das reacdes de plantas ao AI**

e peso seco da parte aérea e raizes.
Foram observadas diferengcas marcantes entre genoétipos tolerantes e sensiveis,
demonstrando elevada variabilidade genética para os genoétipos pesquisados. Além
disso, foram detectados elevados efeitos de aditividade na estimativa dos
componentes da variancia genética o que determinou alta herdabilidade para o
carater.

Na comparacao de médias, dos caracteres avaliados no experimento realizado
a campo, isolando apenas as testemunhas (hibridos comerciais tolerantes e
sensiveis utilizados nos experimentos de laboratério) foram encontradas diferencas

significativas apenas para o rendimento da parcela. Houve associacdo com o0s

resultados encontrados nos experimentos em solucdo contendo AI**, havendo uma
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divisdo dos gendtipos tolerantes e sensiveis. O maior rendimento encontrado foi do
hibrido DKB 350 (2,71kg) ndo havendo diferengas significavas em relagdo ao
DKB747 (2,22kg). Para os demais caracteres, apesar da separacdo entre os grupos
tolerante e sensivel na ordem de magnitude dos valores médios encontrados (com
excecao do numero de espigas por plantas), ndo houve diferencas significativas

(Tabela 11).

Tabela 11- Médias das varidveis observadas a campo rendimento da parcela
(REND PARC), numero de espigas (N ESP), nimero de espigas por
planta (N ESP PLA), peso de espiga (PES ESP) e estatura (EST).
Fundacep-Cruz Alta. 2005-20086.

] REND PES ESP N ESP N ESP PLA PES ESP EST
Genoétipo
kg kg cm
DKB350 2,71 a 19,50 a 0,86 a 0,14 a 131,67 a
DKB747 222 a b 14,50 a 1,07 a 0,15 a 146,67 a
AS3466 2,00 b 18,00 a 0,87 a 0,11 a 132,92 a
AS1533 1,28 ¢ 13,33 a 0,72 a 0,09 a 126,67 a
DKB205 1,11 ¢ 11,50 a 0,89 a 0,09 a 117,50 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferencas significativas, segundo teste de
Duncan a 5% de probablidade.

Entretanto, na analise de correlacdo entre os caracteres avaliados a campo,
dentro das mesmas familias avaliadas em condicao de laboratério dos cruzamentos
LO9xL06 e L10xL08, houve associacao significativa entre REN PARC e os demais
caracteres. As maiores associacdes encontradas foram com as variaveis N ESP e N

ESP PLA para os dois cruzamentos estudados (Tabelas 12 e 13).
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Salomon et al (2003), observando o desempenho de plantas de trigo em
solucao nutritiva e em solos acidos, afirmaram que a possibilidade de selecionar para

tolerancia ao AI**

, em condicao de laboratério, antes que sejam avaliados em campo,
torna o processo de obtencdo de linhagens tolerantes mais eficiente. Os autores
encontraram correlacdes significativas entre o comprimento da raiz, nas diferentes
concentracdes de AI* observadas em solugdo nutritiva, e as avaliagdes de
rendimento de graos e estatura de planta realizadas a campo em solo acido. Na
analise de correlacao entre as variaveis analisadas em laboratério e as variaveis

analisadas a campo no presente estudo, ndo houve associacdes significativas para

nenhum dos dois cruzamentos investigados (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12 - Correlacées entre as variaveis diferenca de crescimento da raiz
principal (DIF), coloragdo com hematoxilina (HEM), rendimento da
parcela (REND PARC) e variaveis observadas a campo para as
familias F3 do cruzamento L09xL06. Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006.

REND PARC N ESP N ESP PLA PES ESP EST
Variaveis
kg kg cm
DIF 0,27 0,19 0,34 0,02 0,28
HEM -0,26 -0,18 -0,27 0,00 -0,28
REND PES ESP 1,00 0,79* 0,81* 0,55* 0,65*

*: significativo a 5% de probabilidade.

E dificil controlar este complexo mineral do solo para que determinado nivel de
aluminio seja reproduzido. Além disso, a toxicidade ao aluminio ndo é o Unico fator
limitante em solos acidos (Camargo, 1981). Diversos fatores podem ter colaborado

para a caréncia de associacdes significativas entre os trabalhos a campo e os
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Tabela 13 - Correlacées entre as variaveis diferenca de crescimento da raiz
principal (DIF), coloragcdo com hematoxilina (HEM), rendimento parcela
(REND PARC) e variaveis observadas a campo para as familias F3 do
cruzamento L10xL08. Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006.

REND PARC N ESP N ESP PLA PES ESP EST
Variaveis
kg kg cm
DIF -0,08 -0,11 -0,11 -0,13 -0,01
HEM -0,04 0,01 -0,03 0,02 -0,05
REND PES ESP 1,00 0,86* 0,84* 0,37* 0,57*

*: significativo a 5% de probabilidade.

I** no solo foi de

trabalho de laboratério. Primeiramente o nivel de saturagdo de A
64,2% a um pH de 4,3, ou seja, os trabalhos foram realizados em um solo
extremamente acido. Nos experimentos realizados em laboratério, o maior tempo de
exposicao (48h) prejudicou a expressao do real potencial das linhagens trabalhadas.
Além disso, a distribuicdo da freqiiéncia dos individuos a cada milimetro de
crescimento de raiz na populagdo segregante para os dois cruzamentos, tendeu a
suscetibilidade. O mesmo ocorreu na distribuicdo da freqiéncia das médias das
familias a cada acréscimo de 0,1kg no rendimento em peso total de espiga (Figura
12). Outro fator que pode ter colaborado para estes resultados foi a estiagem
ocorrida nos primeiros 20 dias do ciclo. Os efeitos da seca sao mais elevados em
uma condicao de solo acido. O tamanho médio de populacdo ao final do ciclo em
relacdo a densidade de semeadura, dentro das parcelas para os cruzamentos
LO9xL06 e L10xL08, foi de 59,38% e 59,22%, respectivamente. Provavelmente

muitas plantas sensiveis e tolerantes morreram no inicio do ciclo pelos fortes efeitos

da seca associados a elevada acidez, gerando assim relevante perda de informacgao.
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Distribuicdo da frequiéncia dos individuos a cada acréscimo de 0,1kg na
média das familias F3 nos valores da variavel rendimento em peso total
de espigas (REND PARC) para os cruzamentos L09xL06 (Grafico A) e
L10xL08 (Grafico B). Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006.

Em estudo realizado com progénies de irmaos inteiros de uma populagao

melhorada de milho tropical (SA-3), Duque-Vargas et al. (1994) avaliaram os efeitos

do aluminio téxico em solos com diferentes graus de saturacdo de AI**. Entre os

caracteres avaliados estavam rendimento de grdaos, numero de espigas por planta e
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estatura. Todos os caracteres foram afetados quando avaliados em ambiente acido
quando comparado ao solo em condicbes normais. Os autores indicaram que
embora houvesse uma elevada correlagcdo genético-aditiva entre rendimento de
grdos e nlmero de espigas por planta em ambientes com presenca de A** (0,84), a
selecao direta para rendimento de graos seria mais efetiva em condicées de solos
acidos.

Apesar de nao ter havido correlacdo entre as variaveis analisadas em
laboratério e os dados de experimento a campo para as familias dos cruzamentos
estudados, o grafico da distribuicdo da freqiiéncia das médias das familias a campo
sugeriu a presenca de variabilidade genética para o carater tolerdncia ao aluminio

em milho (Figura 12).



5. CONCLUSOES

O estudo da heranca para tolerancia ao aluminio indica a existéncia de
variabilidade genética para o carater nos genoétipos trabalhados e que a tolerancia é
baseada na agdo aditiva de genes complementares. Entretanto, a superioridade de
certas combinacgdes especificas evidencia a importancia de genes nao-aditivos.

Os resultados da andlise molecular sugerem o envolvimento de pelo menos
cinco regides cromossdmicas no controle da tolerancia ao aluminio, tratando-se de

um carater de heranca complexa e quantitativa.
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