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RESUMO 
 
A toxicidade por alumínio é uma das principais limitações para produção de 

plantas em áreas cultiváveis, incluindo a cultura do milho. Existe elevada 
variabilidade genética para o caráter tolerância ao alumínio nesta espécie, porém, a 
seleção é trabalhosa devido à dificuldade de avaliação a campo. Os objetivos do 
presente trabalho foram caracterizar a tolerância à toxicidade ao alumínio em cinco 
linhagens de milho e identificar marcadores moleculares ligados aos genes que 
determinam essa tolerância. Foi realizado um experimento dialélico entre três 
linhagens tolerantes e duas sensíveis ao alumínio utilizando o método de 
recrescimento da raiz principal (DIF). Houve superioridade das populações híbridas 
em relação aos genitores e, pelo desdobramento dos efeitos de heterose, houve 
significância nos efeitos de heterose de variedade e heterose específica. As 
linhagens L06 e L09 obtiveram maior capacidade geral de combinação e o 
cruzamento L10xL08 foi a melhor combinação específica. Para fenotipagem, 
realizada em famílias F3 dos cruzamentos L09xL06 e L10xL08 foi utilizado DIF e o 
método coloração com hematoxilina (HEM). Para análise molecular foram utilizados 
marcadores SSR. Foram obtidos 37 marcadores polimórficos. A análise de regressão 
mostrou significância em marcadores localizados nos cromossomos 4, 5, 6, 8 e 10. 
Os QTLs identificados explicaram 41% e 37% da variação para as variáveis DIF e 
HEM, respectivamente. Foi encontrada associação entre os experimentos a campo e 
trabalhos realizados em solução mínima para os híbridos testemunha, entretanto não 
houve correlação nos dados gerados pelas famílias F3 dos cruzamentos estudados. 
Os resultados sugerem o envolvimento de diversos genes, tratando-se de uma 
característica de herança complexa determinada por efeitos genéticos aditivos e não-
aditivos. 

 
 

 
 
 

1Tese 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 L09 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. 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

1Doctoral 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. INTRODUÇÃO 

 

A cultura do milho (Zea mays) no Estado do Rio Grande do Sul ocupa, 

aproximadamente, 28% do total das áreas cultivadas com culturas de grãos de 

primavera-verão, possuindo importância relevante para a economia gaúcha. De 

acordo com o senso agropecuário do IBGE de 1995/96, em relação ao milho, 94% 

das propriedades rurais possuíam áreas menores do que 100 hectares e produziram 

70% do total da safra referida, refletindo o papel sócio-econômico desta cultura. 

Em solos tropicais e subtropicais úmidos, com altas precipitações 

pluviométricas, nutrientes solúveis como cálcio, magnésio, potássio e outros 

elementos básicos são lixiviados. Quando a remoção de cátions básicos é maior que 

sua taxa de liberação pelas intempéries, o pH do solo diminui. A degradação da 

matéria orgânica por microorganismos do solo resulta na liberação de nitrato e 

hidrogênio, ocasionando a redução do pH. Em pH baixo, o hidrogênio (H+) atua sobre 

os minerais liberando íons alumínio (Al3+) que ficam predominantemente retidos 

pelas cargas negativas das partículas de argila do solo, em equilíbrio com Al3+ em 

solução. Assim, a quantidade de Al3+ em solução aumenta com a acidez do solo. 

Estimativas recentes sugerem que quase 50% dos solos cultiváveis disponíveis em 

todo mundo para produção agrícola estão sujeitos à toxicidade do alumínio. O 

alumínio deprime o sistema de raízes em plantas, prejudicando a absorção de 



 2 

nutrientes, interferindo no desenvolvimento e, por conseqüência, reduzindo o 

rendimento e qualidade do cultivo. Entre as culturas afetadas destaca-se o milho, em 

que os problemas causados por alumínio podem reduzir a produtividade em níveis 

acima de 80%. Os problemas de acidez dos solos podem ser contornados com o uso 

de técnicas agronômicas como a calagem. Porém nem sempre esta prática é viável 

em regiões nas quais predominam agricultores com nível tecnológico limitado. Além 

disso, com o advento do sistema de semeadura direta a técnica da calagem tem sido 

restrita a aplicações na fase inicial do processo, sendo que aplicações posteriores 

são realizadas em linha ou na superfície do solo, determinando baixa eficiência no 

controle da acidez. 

Por estas razões, o melhoramento de plantas tem empenhado esforços na 

busca de genótipos de milho com tolerância ao alumínio, entretanto, apesar de 

diversos trabalhos demonstrarem a existência de variabilidade genética para o 

caráter, a seleção para tolerância ao alumínio em milho é trabalhosa. Entre os fatores 

que reduzem a eficiência na seleção é possível destacar a dificuldade nas avaliações 

a campo, sendo exigidas avaliações de laboratório com solução nutritiva. Da mesma 

forma, é fundamental um melhor entendimento das bases genéticas, fisiológicas e 

moleculares da tolerância ao alumínio. 

Atualmente, a identificação de genes de importância econômica é um objetivo 

atingível em plantas cultivadas e a análise genética de DNA está se tornando cada 

vez mais eficiente. Com isto, uma grande quantidade de informações sobre genomas 

está sendo gerada, abrindo inúmeras oportunidades para exploração da variabilidade 

genética existente, tanto em espécies agronômicas como no germoplasma silvestre. 
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Uma importante estratégia é a identificação de marcadores moleculares associados a 

genes ou locos controladores de caracteres quantitativos responsáveis pela 

expressão (QTL). Desta forma, esta alternativa possibilita a realização de seleção 

assistida para o caráter tolerância ao alumínio em milho, tornando o processo de 

seleção mais eficiente, dinâmico e com custo relativamente baixo.  

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram caracterizar a tolerância 

à toxicidade ao alumínio em cinco linhagens de milho, quanto aos efeitos genéticos 

que determinam o caráter e identificar novos marcadores moleculares ligados aos 

genes que determinam essa tolerância.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

A acidez do solo (com pH ��5,5) é uma limitação importante para a produção 

agrícola no mundo. Aproximadamente 30% das áreas de terra do planeta são solos 

ácidos, somando 50% das terras potencialmente aráveis do planeta (Kochian et al., 

2004). Muitas espécies de plantas são sensíveis a concentrações micromolares de 

alumínio. Considerando que a solubilização do alumínio em sua forma fitotóxica (Al3+) 

ocorre em solos com acidez, o Al3+ é o principal impedimento na produção, alterando 

o rendimento das culturas em solos nesta condição (Delhaize & Ryan, 1995). A 

toxicidade por alumínio trocável tem sido identificada como um problema em solos 

ácidos por quase 90 anos (Ruprecht,1918; citado por Barceló & Poschenrieder, 2002) 

e, apesar dos grandes avanços tecnológicos na ciência em termos de métodos de 

análise em nível celular, o total entendimento das bases fisiológicas e moleculares 

sobre os mecanismos de toxicidade do alumínio ainda permanecem incompletos e 

insatisfatórios.  

2.1. Relação alumínio-planta 

Os danos causados por alumínio as plantas, assim como os mecanismos 

ligados à tolerância deste elemento, têm sido abordados em publicações recentes, e 

evidências apontam que a tolerância está ligada a habilidade da planta em excluir 

alumínio das raízes ou destoxicar íons de alumínio da planta (Delhaize & Ryan, 1995; 
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López Búcio et al., 2000; Ryan et al., 2001; Ma et al., 2001; Barceló & Poschenrieder, 

2002; Kochian et al., 2004). Entretanto, progressos na definição e conhecimento dos 

mecanismos de tolerância ao alumínio dependem da compreensão da reação das 

plantas a este elemento em sua forma tóxica (Bennet & Breen, 1991). São vários os 

sintomas das injúrias causadas pelo Al3+ em plantas. Em algumas espécies os 

sintomas nas folhas lembram a deficiência de P2+, em outras, a deficiência de Ca2+ 

ou de Fe3+. As raízes danificadas pelo Al3+ apresentam um desenvolvimento 

característico nas extremidades, a região meristemática das raízes principais e 

laterais engrossa e tem uma coloração mais escura, sendo estas ineficientes na 

absorção de nutrientes e água (Foy et al., 1978).  

O sintoma mais facilmente perceptível de toxicidade ao alumínio é a inibição do 

crescimento das raízes. Em soluções com nutrientes simples, concentrações 

micromolares de alumínio podem inibir o crescimento de raízes em 60 minutos 

(Delhaize & Ryan, 1995), resultando em uma redução e danos no sistema radical, e 

desta forma, limitando a absorção de água e nutrientes minerais (Kochian etal., 

2004). Diferentes hipóteses para o mecanismo dessa inibição induzida por alumínio 

no crescimento das raízes têm sido discutidas por muitos autores durante estas 

últimas décadas de experimentação. Entre elas, estão relacionadas a interferência do 

alumínio no metabolismo do Ca2+, inibição da divisão celular nas raízes e a inibição 

na elongação das células das raízes (Barceló & Poschenrieder, 2002).  

Alguns autores têm levantado hipóteses e evidências à respeito do sítio 

primário de efeito tóxico do Al3+, relacionado com o deslocamento do Ca2+ do 

apoplasma por competição por ligantes na membrana plasmática (Rengel, 1992) ou 
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pela redução da entrada e transporte do Ca2+ para as células (Huang et al. 1992; 

Rengel, 1992;) que pode inclusive causar deficiência deste elemento (Foy, 1978). 

Entretanto, estas hipóteses foram rebatidas por trabalhos realizados pelo grupo de 

pesquisadores da Austrália, mostrando que a inibição do crescimento das raízes de 

genótipos sensíveis de trigo não podia ser explicada por essas razões citadas acima 

(Ryan et al., 1994; Ryan et al., 1997b). O cálcio é absorvido pelas plantas como íon 

Ca+2, sendo encontrado nas células em compostos orgânicos ou na forma iônica, e 

possui papel relevante na formação da lamela média das células e na absorção de 

nutrientes. O crescimento das raízes também é afetado. Desta forma, as raízes 

necessitam do elemento no ambiente de absorção (Bissani & Tedesco, 1995). 

Trabalhos realizados em milho por Canal & Mielniczul (1993a; 1993b) salientaram 

que para o contínuo crescimento da raiz era exigido um suprimento permanente de 

Ca2+ da solução externa. Os mesmos autores também observaram que o aumento 

do Ca2+ na solução contribuía para o aumento do comprimento da raiz, tanto o 

tratamento com Al3+, como no sem Al3+. Diversos trabalhos têm demonstrado que a 

razão Al/Ca é extremamente importante na separação de genótipos de diferentes 

reações à toxidez de Al3+ (Andrade, 1976; Nodari, 1980, Camargo, 1985). Cambria & 

Cambria, (1995) verificaram que o Al3+ na presença de Ca2+ reduzia 

significativamente o comprimento da raiz principal apenas no híbrido de milho 

sensível, no entanto, para o híbrido tolerante, a redução ocorria apenas na ausência 

de Ca2+. 

A zona do ápice da raiz (capa da raiz, meristema e zona de elongação) 

acumula mais Al3+ e atraem maiores danos físicos do que em tecidos maduros 
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localizados na raiz (Delhaize & Ryan, 1995). De fato, somente os 2 à 3mm apicais 

em raízes de milho (capa e meristema) necessitam ser expostos para o crescimento 

ser inibido. Quando o alumínio é seletivamente aplicado na zona de elongação ou 

em toda raiz, exceto o ápice, o crescimento não é afetado (Ryan et al., 1993). Bennet 

& Breen (1991) sugeriram que o Al3+ poderia inibir o crescimento da raiz 

indiretamente via uma rota sinal-resposta envolvendo capa da raiz, hormônios e 

mensageiros secundários.  Entretanto, Ryan et al. (1993) mostraram que os efeitos 

causados pelo Al3+ não eram cessados em raízes decapadas de milho comparado a 

raízes intactas, realçando, desta forma, a importância do meristema. Sendo assim, o 

sítio primário de toxicidade do Al3+ está localizado no ápice, deste modo, pesquisas 

em mecanismos de tolerância também devem ser focadas nesta região da raiz 

(Kochian et al, 2004). Existe uma série de discussões em relação aos mecanismos 

responsáveis pela inibição do crescimento da raiz, principalmente dúvidas em 

relação se a inibição é causada devido a inibição da divisão celular ou da expansão 

das células da raiz (Barceló & Poschenrieder, 2002). Outra questão é se os efeitos 

tóxicos são de maior responsabilidade do alumínio apoplástico ou simplástico 

(Delhaize & Ryan,1995;  Barceló & Poschenrieder, 2002). A inibição do crescimento 

da raiz tem sido considerada por alguns autores como o resultado de distúrbios na 

divisão celular de sua região meristemática e, por conseqüência, a interrupção da 

mitose (Nichol & Oliveira, 1995). Fiskesjö (1983) observou, em raízes de Allium cepa 

L. expostas ao Al3+, a desintegração e extrusão do material nucleolar para o 

citoplasma em células das zonas afetadas. Morimura & Matsumoto (1978) 

propuseram que polímeros de Al3+ poderiam ligar-se a fosfatos do DNA causando 
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estabilização da dupla fita resultando em um decréscimo do desenrolamento da 

estrutura do DNA e, conseqüentemente, redução da atividade de duplicação. Os 

mesmos autores determinaram que a síntese de RNA era claramente reprimida na 

cromatina de plantas tratadas com alumínio in vivo e in vitro. Conjuntamente, foram 

realizadas análises com espectrofotômetro, onde foram observadas mudanças na 

absorção do comprimento de onda na cromatina com o aumento da concentração de 

Al3+, indicando que polímeros de alumínio ligavam-se aos grupos fosfato na dupla 

fita, resultando no agregamento das fibras da cromatina. Esta mudança estrutural da 

cromatina torna-a mais condensada, e, conseqüentemente, leva a uma menor 

atividade de transcrição (Matsumoto & Morimura, 1980). Contudo, as evidências 

apontam que o decréscimo da divisão celular não seria o mecanismo primário da 

inibição do crescimento da raiz induzida pelo alumínio. Entre os argumentos que 

reforçam contra esta hipótese, é que a rápida resposta da planta pela inibição pode 

ocorrer dentro de poucos minutos de exposição ao alumínio, e que a desorção do 

alumínio apoplástico pelo citrato, permite a recuperação da taxa de crescimento da 

raiz (Horst, 1995). Horst et al. (1999) verificaram que a rápida desorganização do 

citoesqueleto, levando a inibição do crescimento da raiz, poderia ser mediada pela 

interação do alumínio com o lado apoplástico da parede celular, membrana 

plasmática e citoesqueleto. Wallace & Anderson (1984), avaliando dois cultivares de 

trigo com diferentes graus de suscetibilidade ao Al3+, colocadas em solução nutriente 

contendo este elemento em diferentes níveis de concentrações, observaram que a 

inibição induzida por alumínio no crescimento radicular precedia qualquer efeito 

mensurável na síntese de DNA. Os autores concluíram que o alumínio teria dois 
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efeitos em cultivares suscetíveis: rápida inibição do crescimento radical, seguido pela 

inibição na síntese de DNA. Entretanto, apesar do alumínio em teoria, mesmo em 

sua forma tóxica, ser insolúvel à membrana plasmática, não só apenas ele cruza a 

membrana, mas metade do Al3+ presente no ápice da raiz encontra-se no simplasma 

(Delhaize & Ryan, 1995), Com o avanço de alguns métodos é possível medir em 

pequenas frações a entrada de alumínio no simplasma em plantas expostas em um 

curto tempo (Lazof et al., 1996). Desta forma, ambos apoplástico e simplástico 

podem estar envolvidos no sítio primário de toxicidade ao alumínio (Barceló & 

Poschenrieder, 2002). Contudo, é válido considerar que não há dúvidas que o Al3+ 

tem rápido e fácil acesso ao apoplasma e que interações com a parede celular e a 

membrana precede qualquer transporte para dentro do simplasma. Assim, qualquer 

interação é potencialmente nociva pela complexação do alumínio com elementos 

envolvidos em processos metabólicos importantes, como por exemplo, enzimas, 

calmodulinas, tubulinas, ATP, GTP e DNA (Delhaize & Ryan, 1995). 

2.2. Mecanismos de tolerância 

Existe um consenso de que a resistência ao alumínio deve ser mediada em 

nível celular. Esta conclusão tem sido freqüentemente declarada por diversos autores 

(Wheeler et al.,1992; Wagatsuma et al.,1995; Horst et al., 1997). Existem hipóteses e 

especulações sobre mecanismos de tolerância ao alumínio, que possam estar 

operando nas diferentes espécies de plantas, divididos em dois grupos. O primeiro 

grupo pode ser formado pelos mecanismos de exclusão. Neste grupo estão incluídos 

mecanismos que envolvem a exudação das raízes de ligantes orgânicos que 

complexam o alumínio (ácidos orgânicos ou compostos fenólicos), ligantes ao Al 
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contidos na mucilagem secretada pelas raízes, efluxo do alumínio acumulado e 

alteração no pH da rizosfera. No outro grupo, formado pelos mecanismos de 

destoxicação interna, estão incluídos a fixação do alumínio na parede celular, a 

complexação no simplasma via ligantes orgânicos e o seqüestro no vacúolo (Kochian 

et al., 2004). Nas últimas décadas, fortes evidências têm apontado como principal 

mecanismo de tolerância em espécies cultivadas de importância agronômica, a 

participação dos ácidos orgânicos como um mecanismo de exclusão e recentemente 

excelentes revisões tem abordado este tema (Delhaize & Ryan, 1995; López-Búcio 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. Rincón & Gonzalez (1992), avaliando 

raízes de trigo após 24h de exposição ao alumínio, observaram que o nível de 

sensibilidade ao alumínio estava correlacionado com a concentração do elemento 

nos meristemas, sugerindo que a exclusão metabólica nos meristemas era um 

mecanismo importante de tolerância nesta espécie. Trabalhos realizados no início da 

década de 90 pelo grupo de pesquisa da Austrália, liderados por Emmanuel Delhaize 

e Peter R. Ryan, culminaram na hipótese da participação de ácido málico como um 

mecanismo de exclusão em trigo. Delhaize et al (1993a) realizaram um trabalho 

detalhado sobre a absorção e distribuição do alumínio no ápice de plantas de trigo, 

de duas linhagens isogênicas de trigo, diferenciando em tolerância ao alumínio em 

um loco. Este loco foi nomeado Alt1, verificado pela análise da segregação da 

população F2 de retrocruzamento. Os autores observaram coloração diferencial por 

hematoxilina entre os genótipos contrastantes, correlacionando com o crescimento 
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relativo da raiz e acumulação de Al3+ no ápice nos 2-3mm terminais. A hematoxilina é 

um corante e possui a propriedade de tornar-se azul ao formar um complexo com o 

Al3+, desta forma, a penetração e retenção deste íon nas raízes podem ser 

visualizadas (Polle et al, 1978). A quantificação do alumínio apresentou que os 

ápices de plantas sensíveis, acumularam de 5-10 vezes mais do que em plantas 

tolerantes. Em artigo que acompanhou a mesma publicação, Delhaize et al (1993b) 

investigaram a função dos ácidos orgânicos, conferindo tolerância ao alumínio nas 

linhagens diferindo pelo loco Alt1 (ET8-tolerante e ES8-sensível) e verificaram que a 

presença do Al3+ na solução nutriente estimulava a secreção de ácido málico, sendo 

que genótipos tolerantes secretavam 5-10 vezes mais do que os sensíveis. Os 

autores constataram ainda que os 3-5mm terminais da raiz formavam a fonte 

primária do ácido orgânico secretado, havendo correlação entre tolerância e 

secreção elevada de malato na população segregante, demonstrando que Alt1 

codificaria para um mecanismo baseado na exudação de malato estimulado pelo 

Al3+. Diante destes resultados, em revisão publicada pelos autores Delhaize & Ryan 

(1995) lançaram um esquema hipotético da interação entre o alumínio e um possível 

canal de ânions de malato, codificado por Alt1, presente na membrana que 

estimularia o efluxo de malato. Desta forma, estudos para uma melhor caracterização 

do efluxo de malato foram iniciados (Ryan et al, 1995a; Ryan et al, 1995b) assim 

como para verificar a existência deste canal de ânions 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 nível celular, 

encontraram estímulos gerados pelas cargas negativas dos ânions 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 duráveis do que em ES8 (linhagem 

sensível). 

Em trabalhos recentes realizados num esforço conjunto entre o grupo 

Australiano e a Universidade Okayama no Japão, foi clonado o gene ALMT1 

(aluminum-activated malate transporter) que co-segrega com populações 

segregantes derivadas do cruzamento entre as linhagens ET8 e ES8. O ALMT1 é um 

gene expressado constitutivamente no ápice das raízes de plântulas de trigo, que 

codifica para uma proteína trans-membrana, um transportador ativado por Al3+ 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 ES8, 

respectivamente. Entretanto, a relativa tolerância ao alumínio proporcionada pelo 

gene ALMT1 foi determinada primariamente pelo nível de expressão dos seus alelos, 

superior em ET8. Esta hipótese foi confirmada pela análise de cDNAs de outros 

cultivares tolerantes que expressam somente ALMT1-2 (Chinese Spring), todavia, em 

um nível mais elevado do que em ES8 e cultivares sensíveis (Sasaki et al., 2004). No 

mesmo ano, os mesmos grupos de pesquisadores transformaram cevada com o 

gene ALMT1, a expressão do gene de trigo conferiu efluxo similar de malato ativado 

por Al e elevada tolerância em níveis tóxicos em cultura hidropônica e em solo ácido 

(Delhaize et al., 2004). 

A outra grande contribuição foi no desvendamento de mecanismos de 

destoxicação interna. Neste sentido, em estudos realizados na espécie Hydrangea 
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macrophylla, que apresenta uma variação de cores avermelhadas a azuladas de 

acordo com a variação do pH do solo, Ma et al (1997a) constataram que esta espécie 

poderia acumular até 300 mgKg-1 de matéria seca nas folhas, formando o complexo 

Al-citrato. A cor azul nas sépalas é devido à ação estabilizante do Al3+ na formação 

do complexo com outros compostos orgânicos (delphinidin 3-glucoside e 3-

caffeoylquinic acid). Em trigo mourisco, outra espécie acumuladora de alumínio, além 

de um mecanismo de exclusão pela exudação de oxalato no ápice das raízes 

induzido por alumínio (Zheng et al, 1998), sua elevada tolerância ao alumínio tóxico é 

explicada pela presença de um outro mecanismo interno operando. Ma et al (1997b, 

1998, 2000b) constataram a presença de complexos Al-oxalato nas raízes e nas 

folhas, entretanto, sua translocação no xilema das raízes para as folhas ocorre no 

complexo Al-citrato, havendo uma troca de ligantes orgânicos. Nas folhas o Al3+ é 

seqüestrado no vacúolo das células (Shen et al 2002) podendo acumular mais de 

15000 mgkg-1 de alumínio quando desenvolvido em solo ácido. 

As pesquisas em milho têm apontado para um mecanismo de exclusão 

semelhante ao trigo, com a exudação de ânions de citrato no ápice 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. Piñeros. Utilizando a técnica pach-clamp, Piñeros & Kochian (2001) 

verificaram a indução de corrente interna na presença de Al3+, seletiva a ânions, em 

protoplastos de genótipos tolerantes, extraídos das células do ápice das raízes de 

milho. Neste estudo os autores conseguiram isolar a membrana plasmática e, 

utilizando a mesma metodologia para detecção de corrente, revelaram a existência 
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de canais de ânions dependente de alumínio, indicando que a maquinaria requerida 

para ativação destes canais estava presente na membrana plasmática. Em trabalhos 

subseqüentes, Piñeros et al. (2002) sugeriram que este transportador, o canal de 

ânions presentes em protoplastos, era responsável pela liberação de citrato induzida 

por alumínio em raízes intactas. Desta forma, de acordo com o modelo proposto por 

Delhaize & Ryan (1995) das possíveis interações entre Al-célula na ativação de 

canais de ânions, a possibilidade da ativação via sinal-cascata envolvendo 

componentes do citosol é descartada, permanecendo apenas a ativação direta do 

canal ou via receptor de membrana. No entanto, a resposta através da exudação de 

citrato no cultivar de milho Cateto-Colombia (cruzamento entre as linhagens SLP 

181/71 x Cateto Colômbia 96/71) utilizado por Piñeros et al. (2002) foi 

exclusivamente dependente do Al3+, não 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 liberação 

constitutiva de citrato, apresentando uma fase lag (retardo) antes de atingir o máximo 

na liberação de citrato nas raízes. Em estudo realizado pela Universidade Estadual 

de Campinas, no Brasil, Jorge & Arruda (1997) selecionaram plantas tolerantes e 

sensíveis ao alumínio de uma variedade de milho tropical chamada Taiúba e os 

avaliaram na presença ou ausência de alumínio em concentrações fitotóxicas. 

Durante as primeiras 20 horas, a taxa de desenvolvimento de ambos, sensíveis e 

tolerantes, foi severamente inibida pela infiltração do Al3+ nas células da ponta da 

raiz. Após este período, as plantas tolerantes recuperaram as taxas similares ao 

controle, enquanto as plantas sensíveis permaneceram severamente inibidas. A 
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recuperação de plantas tolerantes coincide com a extrusão do Al3+ absorvido nas 

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

plantas tolerantes. Os investigadores concluíram que a infiltração de Al3+ nas raízes 

no início do tratamento induziu a exudação de ácidos orgânicos, excluindo o íon 

tóxico das células da ponta da raiz de plantas tolerantes. Estas evidências 

colaboraram com a afirmativa que em milho estão presentes os dois padrões de 

resposta do mecanismo de exclusão (Ma et al. 2001), indicando toda a complexidade 

do caráter tolerância nesta espécie. Em um estudo fisiológico comparativo realizado 

por Piñeros et al (2005) foi verificado que a tolerância em alumínio em milho não 

poderia ser explicada somente pela exudação de ácidos orgânicos na raiz. Os 

autores utilizaram seis genótipos (um tolerante, Cateto-Colombia, um intermediário, 

Pionner 3355, e quatro sensíveis Mol17, B73, L53, e 11x723) e verificaram que não 

houve clara correlação entre exclusão do Al3+ na ponta da raiz, baseado no conteúdo 

de Al3+ na raiz, e tolerância ao alumínio, assim como não houve correlação entre 

tolerância diferencial e liberação de citrato nas raízes, com o genótipo sensível Mo17 

apresentando a mais elevada exudação. Os autores ainda investigaram a 

possibilidade de outros mecanismos estarem envolvidos, além da exclusão nas 

raízes dos genótipos tolerantes, como outros compostos orgânicos queladores, 

alcalinização do pH da rizosfera, mudanças internas de compostos queladores na 

raiz e translocação de Al3+ por complexos com compostos orgânicos. Entretanto, 

nada foi encontrado. Os trabalhos da Universidade de Cornell abrem as portas para 

investigações de novos mecanismos de tolerância existentes em plantas e coloca o 

milho como uma incógnita em relação à tolerância ao Al3+. O trabalho realizado por 
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Kidd et al. (2001) contribui para esta afirmação. Os autores constataram uma melhor 

correlação entre diferencial tolerância ao alumínio e exudação de compostos 

fenólicos nas raízes, do que com a exudação de ácidos orgânicos em três genótipos 

de milho agindo como um mecanismo de exclusão. Os compostos fenólicos têm 

capacidade de complexar metais como o alumínio e estão envolvidos em 

mecanismos de destoxicação interna em espécies acumuladoras de alumínio 

(Matsumoto et al., 1976; Ofei-Manu et al, 2001).  

2.3. Genética da Tolerância 

O entendimento da natureza da herança do caráter é de extrema importância 

para a decisão dos procedimentos mais adequados a serem adotados para a seleção 

de genótipos com maior grau de tolerância.  Na cultura do trigo, alguns cultivares 

apresentam herança complexa, indicando a presença de diversos genes aditivos 

(Aniol & Gustafson, 1984). Entretanto, a grande maioria dos estudos genéticos 

aponta para uma herança 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 Alt2 na cultivar Chinese Spring (Luo & Dvorák, 1996) 

ou AltBH 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 (sensível). Este gene 

trata-se provavelmente do Alt1 em trigo identificado por Delhaize e Ryan (1993a) ou 

mais recentemente chamado de ALMT1 que codifica para um transportador de 

ânions de malato ativado por alumínio (Sazaki et al., 2004). Igualmente ao trigo, o 

gene maior de tolerância ao alumínio foi mapeado em centeio também no braço 
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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 tolerância ao alumínio está 

localizado no braço longo do cromossomo 4, o loco chamado Alp (Minella & Sorrells, 

1992; Tang et al., 2000). Diversos autores relatam a provável possibilidade dos três 

locos, AltBH, Alt3 e Alp, pertencentes aos três membros da tribo Triticeae, serem 

ortólogos, visto que marcadores em comum estão fortemente ligados a estes locos 

nas três espécies, especialmente o marcador Xbcd1230 (Magalhães et al., 2004; 

Kochian et al., 2004; Wight et al., 2006). 

Estudos de QTL para o caráter tolerância ao alumínio em arroz demonstram 

que esta espécie possui diversos genes responsáveis pelo controle desta 

característica, sendo complexa e quantitativamente herdada (Ma et al. 2002; Nguyen 

et al., 2002; 2003; Mao et al., 2004). Entre as diversas regiões cromossômicas 

apontadas por estes estudos, destaca-se o QTL encontrado no cromossomo1 que 

explica grande parte da variância encontrada no caráter. O cromossomo 3 também 

possui um QTL que é freqüentemente relatado nestes estudos. Magalhães et al 

(2004) identificaram um gene maior para sorgo, o loco AltSB. Neste mesmo estudo foi 

realizado um mapeamento comparativo utilizando sondas localizadas nos 

cromossomos 4 e próximo ao gene maior das espécies da tribo Triticeae e na região 

sintênica na cultura do sorgo, o grupo de ligação C. Entretanto, apesar da 

macrocolinearidade encontrada nestas regiões, o gene AltSB não está ligado a 

nenhum dos marcadores próximos aos locos da tribo Triticeae indicando que além do 

gene estar localizado em outra região cromossômica, não é ortólogo ao gene maior 

desta tribo. O gene AltSB foi localizado no grupo de ligação G, contido em uma porção 
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homeóloga à região do QTL localizado no cromossomo 1 em arroz, o mais 

importante desta espécie, possuindo em comum forte ligação ao marcador isu68. 

Entre o arroz e o gene maior da tribo Triticeae existe em comum a sintenia entre o 

cromossomo 3 e os cromossomos grupo 4, respectivamente, havendo a provável 

possibilidade de ortologia entre o importante QTL localizado no cromossomo 3 em 

arroz e o loco da tribo Triticeae, devido a forte ligação em comum ao marcador 

Xcdo1395 (Nguyen, 2003). 

As espécies do gênero Avena estão entre as mais tolerantes a este íon tóxico 

(Al3+). Estudos genéticos realizados em aveia hexaplóide revelaram a existência de 

um gene dominante responsável pelo fenótipo tolerância (Sánchez-Chacón et al, 

2000).  Wagner et al (2001) no cruzamento entre três genótipos hexaplóides 

encontrou que um ou dois genes contribuíam para tolerância. Num trabalho realizado 

por Wight et al. (2006) com o diplóide Avena strigosa, considerada a espécie mais 

tolerante do gênero, os autores utilizaram marcadores RFLP ligados ao caráter 

tolerância ao Al em outras espécies de cereais e comuns a regiões do genoma de A. 

strigosa, na tentativa de encontrar locos ortólogos. Foram identificados 4 QTL. Dois 

QTL foram associados entre marcadores anônimos (AFLP e SCAR) utilizados para 

proporcionar uma maior cobertura do genoma. O QTL que explicou maior parte da 

variância, cerca de 39%, é provavelmente ortólogo ao gene encontrado na tribo 

Triticeae, ao QTL menor em arroz localizado no cromossomo 3 e ao gene Alm1 em 

milho. Quanto ao quarto QTL, existe a possibilidade de ser ortólogo ao gene Alm2 

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 não estavam presentes na população investigada neste estudo 

comparativo. Os genes Alm1 e Alm2 são dois locos mapeados por Sibov et al (1999), 

e serão comentados em detalhe logo adiante neste tópico. 

Em milho, assim como para outras culturas, diversos trabalhos têm 

demonstrado a existência de elevada variabilidade genética para o caráter tolerância 

ao alumínio (Bahia Filho et al., 1978; Naspolini Filho et al., 1981; Lima et al., 1992; 

Pandey et al., 1994). O modo de herança da tolerância ao Al em milho não está bem 

definido. Existe uma série de relatos na literatura sobre estudos da herança de 

tolerância a toxicidade causada por alumínio em milho, com divergências sobre a 

natureza quantitativa ou qualitativa do caráter. Brondani & Paiva (1996) observaram 

que o caráter tolerância ao alumínio apresentava herança quantitativa, havendo 

ocorrência de interações alélicas de dominância. A existência de um gene maior 

dominante para tolerância à toxicidade ao alumínio foi relatada por Rhue et al. (1978) 

e Garcia Júnior & Silva (1979). Em estudo realizado por Magnavaca & Bahia Filho 

(1995) os autores demonstraram que a tolerância ao Al3+ era um caráter de herança 

quantitativa, ressaltando a importância de genes de efeitos aditivos, no entanto, não 

descartaram uma menor influência de efeitos de dominância. Prioli et al. (1985) 

verificaram que a capacidade geral de combinação foi o parâmetro de maior 

magnitude no estudo de cruzamentos dialélicos entre populações de milho tolerantes 

e não tolerantes à toxicidade do alumínio, sugerindo efeito de ação gênica aditiva na 

herança do caráter. Num estudo realizado sobre a genética da tolerância ao alumínio 

em milho Cateto, Sawazaki & Furlani (1987) identificaram uma linhagem altamente 

tolerante (linhagem Ip 48-5-3) e constataram que a tolerância no material estudado 
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era devido à ação gênica aditiva de genes menores. Diversos outros autores têm 

mostrado que a característica é quantitativamente herdada, com predominância de 

efeitos genéticos aditivos (Lopes et al., 1987; Pandey & Gadner, 1992; Lima et al., 

1995).  

O Brasil têm colaborado em importantes trabalhos realizados em milho, já 

citados no tópico anterior (Piñeros et al. 2002; 2005), em um esforço conjunto entre a 

Universidade de Cornell e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, Embrapa 

Milho e Sorgo, em Sete Lagoas – Brasil. Outra instituição de pesquisa no Brasil que 

realizou alguns estudos de cunho fisiológico envolvendo mecanismos de tolerância 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 caráter tolerância ao alumínio em 

análises de variabilidade genética e herança em espécies como milho (Bahia Filho et 

al., 1978; Garcia Júnior & 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 (Sánchez-Chacón et al., 2000; Wagner et al., 2001). A 

maior contribuição do Brasil, tem sido no mapeamento de genes relacionados com o 

caráter tolerância em diversos cereais. A seleção para tolerância é extremamente 

dificultada e requer um enorme esforço nos trabalhos de campo na busca de 

genótipos superiores. Uma alternativa seria a identificação de marcadores 

moleculares associados a genes ou regiões cromossômicas responsáveis pela 

expressão deste caráter, o que representaria um passo importante no processo de 
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seleção de plantas superiores (Sibov et al., 1999). O Brasil teve participação 

fundamental no mapeamento do gene AltBH 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 colaboração do Instituto Brasileiro do Paraná (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 

identificação do gene maior AltSB em Sorgo (Magalhães et al., 2004). O Brasil é 

responsável pelos dois maiores estudos de identificação de regiões cromossômicas 

associados ao caráter tolerância ao alumínio em milho. Sibov et al. (1999), pela 

Unicamp, identificaram 10 marcadores de RFLP co-segregando com a tolerância ao 

alumínio, na população gerada pelo cruzamento entre uma variante somaclonal 

fortemente sensível ao alumínio (S1587-17) e uma linhagem de milho tolerante (Cat-

100-6). Foram identificados dois locos, um no braço curto do cromossomo 6, 

chamado de Alm2, e outro no braço curto do cromossomo 10, sendo este, chamado 

Alm1, com efeito superior e responsável pela maior parte da variação fenotípica do 

caráter. O marcador cdo1395, ligado ao gene maior da tribo Triticeae Alp, está 

localizado no cromossomo 10 em milho na região do marcador umc130, ligado ao 

loco Alm1, indicando que estes genes podem ser ortólogos.  

A exemplo das comparações 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 está 

ligado ao marcador cdo1395 (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2003). Próxima a região 
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do Alm1, no cromossomo 10 de milho, está localizado o marcador csu359. A 

seqüência da sonda RFLP que origina o marcador é homóloga a um gene que 

codifica para uma proteína induzida pelo alumínio em trigo (Davis et al. 1999; Wight 

et al, 2006), o que deixa dúvida sobre a existência de um ou dois locos neste 

cromossomo. Esta proteína é codificada por wali7 que tem sua expressão 

aumentada em ponta de raízes, induzida pela exposição ao alumínio (Richards et al., 

1994). 

A Embrapa Milho e Sorgo por quase uma década, em conjunto com 

Universidades do Brasil, tem empenhado esforços na procura de genes importantes 

relacionados com tolerância (Brondani & Paiva, 1996; Torres et al., 1997 e 

Ninamango-Cárdenas et al., 2003). No último trabalho, o mais completo de 

associação de marcadores ligados a QTL em milho para o caráter tolerância, 

segundo a opinião de diversos pesquisadores da área, foram identificadas cinco 

regiões genômicas utilizando marcadores RFLP e SSR em famílias F3:4 derivadas do 

cruzamento entre as linhagens L53, sensível ao alumínio e originada da variedade de 

polinização aberta CMS11(Pool 21), e a linhagem L1327, tolerante ao alumínio e 

originada do Cateto Colômbia. Os cinco QTL localizados nos cromossomos 2, 6 e 8, 

explicaram 60% da variação fenotípica encontrada. No mesmo estudo, o marcador 

umc043, localizado no cromossomo 5, foi associado ao caráter. Porém, esta ligação 

não foi definida como QTL pelo mapeamento por intervalo, devido a impossibilidade 

de flamqueamento com outros marcadores na região identificada (Ninamango-

Cárdenas et al., 2003). Segundo os autores, este marcador (umc043) está localizado 

na mesma região do gene mdh5 que codifica para malato dehidrogenase, enquanto 
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o QTL localizado no cromossomo 8, está próximo ao loco idh1 que codifica para 

isocitrato dehidrogenase. Ambas enzimas estão presentes no ciclo de ácidos 

tricarboxílicos (TCA) e em outras reações envolvidas no metabolismo de ácidos 

orgânicos (Ryan et al. 2001). Somando-se a isto, o QTL localizado no cromossomo 6, 

está exatamente na mesma região do gene Alm2, mapeado por Sibov et al (1999). 

Os marcadores que flanqueiam esta região podem ser localizados no cromossomo 5 

em arroz, na mesma vizinhança de um QTL identificado por Nguyen et al (2001).  

Wigth et al (2006) cita alguns fatores que devem ser considerados na 

interpretação de dados relacionados a estudos de mapeamento comparativo. 

Primeiramente diferentes estudos, aplicam diferentes métodos estatísticos na análise 

de QTL. Segundo, em relação as metodologias para avaliação da tolerância, é 

improvável que somente um simples experimento irá detectar todos os relevantes 

genes que estão segregando na população. Embora o grau de tolerância nas 

espécies seja medido por danos causados no sistema radical em plantas, diferentes 

métodos são usados para impor e acessar estes danos. Existem diversos métodos 

utilizados na avaliação de tolerância ao alumínio. Os parâmetros baseados no 

crescimento da raiz principal têm sido freqüentemente utilizados na avaliação da 

tolerância ao alumínio e são amplamente reconhecidos como os mais adequados 

índices fenotípicos para muitas espécies estudadas (Polle et al. 1978; Rhue et al., 

1978; Camargo et al., 1985; Dornelles et al., 1996). Cançado et al (1999) realizou um 

excelente estudo de comparação entre os métodos hematoxilina e parâmetros 

acessados do crescimento de raízes de plântulas desenvolvidas em solução 

contendo alumínio. Os autores verificaram que a coloração com hematoxilina revelou 
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maior capacidade para discriminar entre genótipos de milho tolerantes e sensíveis ao 

Al3+. Para análises de correlação entre os índices estudados foram utilizadas 20 

famílias S3 derivadas do cruzamento entre linhagens contrastantes para o caráter 

tolerância. Foi observada significante correlação entre hematoxilina e os demais 

parâmetros. Este método é não destrutivo para as raízes, e devido a esta peculiar 

característica, pode ser empregado em conjunto com outros métodos. Diversos 

trabalhos têm empregado esse método na avaliação da tolerância ao Al3+ em 

estudos fisiológicos (Delhaize et al., 1993b; Ryan et al., 1993; Jorge & Arruda et al., 

1997; Jorge et al., 2001; Piñeros et al., 2002), estudos de herança e seleção em 

cereais (Delhaize et al., 1993a; Moon et al., 1997). Em cevada, este método tem sido 

utilizado na fenotipagem de populações segregantes por ser reconhecidamente um 

indicador preciso de tolerância para esta espécie (Minella & Sorrells, 1992; Tang et 

al., 2000; Echart, 2001). Além da cevada, diversos autores têm empregado este 

método em conjunto com outras técnicas no mapeamento do caráter tolerância em 

outros cereais como milho (Sibov et al., 1999), trigo (Riede & Anderson, 1996) e 

sorgo (Magalhães et al., 2004). Outros métodos menos utilizados são empregados 

em estudos genéticos ou fisiológicos, como os baseados na simples visualização dos 

danos ocasionados por Al3+ no ápice das raízes (Moon et al., 1997; Sibov et al., 

1999) ou na formação de calose, um indicador de sensibilidade ao alumínio em 

plantas (Horst et al., 1997; Larsen et al., 1998). São utilizadas também algumas 

técnicas mais sofisticadas e raramente empregadas como o uso de fluorescência 

(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, são inerentes à variabilidade genética inter-específica ou 

intra-específica. Diferentes genes responsáveis pelo caráter, ou marcadores 

associados, podem não estar segregando na população a ser investigada, 

comparada a populações utilizadas em outros estudos, seja na mesma espécie ou 

em espécies diferentes (genes ortólogos). Além disso, apesar da aparente 

conservação genômica entre plantas, principalmente em relação as espécies da 

família Poaceae, eventos ocorridos durante a evolução nos genomas destas 

espécies (nível de ploidia, perda de genes, duplicações, deleções, translocações e 

etc.) podem ser um impedimento em estudos comparativos.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

 

 
3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Germoplasma 

Foram utilizadas cinco linhagens de milho comum (L20, L10, L09, L08, L06) 

cedidas pela Empresa Agropecuária Oeste (Sementes Agroeste) de Santa Catarina, 

com sede no município de Xanxerê. Três linhagens foram previamente classificadas 

como sensíveis ao alumínio, L20 (em S8), L08 (em S10) e L06 (em S9), e as duas 

linhagens restantes, L10 (em S9), L09 (em S12) como tolerantes (Mazzocato et al., 

2002). Estas linhagens foram cruzadas em um esquema dialélico na estação de 

cultivo de 2000/01 em Xanxerê, SC, sendo obtidos 10 híbridos F1. No mesmo local 

as sementes F2 foram obtidas por autofecundações realizadas na estação de cultivo 

2001/02. Como testemunha foram utilizados nos experimentos os híbridos comerciais 

DKB747, DKB350, classificados como tolerantes e o DKB205 como sensível, 

segundo informação da Empresa Monsanto que forneceu amostras dos mesmos. A 

Empresa Agroeste forneceu, além das linhagens genitoras, amostras do híbrido 

comercial AS1533, classificado como sensível segundo a própria empresa cedente, e 

do híbrido AS3466, sem uma classificação prévia. Ambos também utilizados como 

testemunhas durante a realização de alguns experimentos. 

3.2. Adequação da técnica de recrescimento da raiz principal 
 
Previamente foram realizados ensaios para  melhor  adequação  da  técnica  de  
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recrescimento da raiz principal e correta calibração das concentrações de alumínio e 

cálcio a serem utilizadas em solução. Para estes ensaios foram utilizados apenas os 

híbridos comerciais DKB 205 (sensível) e DKB747 (tolerante). Os experimentos 

foram realizados em tanque banho-maria. O delineamento utilizado foi o 

completamente casualizado com diferentes números de repetições. A melhor 

combinação de concentrações de alumínio e cálcio encontrada para identificação de 

plântulas tolerantes e sensíveis e utilizada nos experimentos foi 0,1mM de Al3+ e 

0,2mM de Ca2+.  

 3.3. Dialélico - F2 

Foram avaliadas em as gerações F2 das 10 combinações híbridas (96 

indivíduos cada) resultantes do dialélico e os genitores envolvidos nos cruzamentos 

(10 indivíduos cada) juntamente com os híbridos testemunhas (10 indivíduos de cada 

híbrido comercial, DKB205 e DKB747). Após rápida seleção pelo tamanho das 

sementes (sementes muito pequenas foram descartadas), as mesmas foram 

germinadas em placas de Petri, limpas e esterilizadas, e os indivíduos a serem 

avaliados foram rigorosamente selecionados 5-6 dias após a germinação, pelo 

comprimento inicial de raiz (~3,5cm). As plântulas permaneceram sob condições 

controladas de temperatura (25ÛC) e fotoperíodo (16h luz). Foi medido o 

comprimento inicial de todas as plantas e, imediatamente, as mesmas foram 

colocadas em solução contendo cálcio e alumínio, pH 4,5, permanecendo por 48h. 

Após 48h a solução foi substituída por outra contendo apenas cálcio, onde as plantas 

permaneceram por mais 48h. Por fim, foi medido o comprimento final. A variável 

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

Com o intuito de testar o método de hematoxilina, foram realizadas duas 

pequenas baterias, utilizando dez plântulas de cinco híbridos (DKB205, AS1533, 

DKB747, DKB350 e AS3466) e cinco plântulas das cinco linhagens (L20, L10, L09, 

L08 e L06) por 48h a 0,1mM de Al3+ e 0,2mM de Ca. Todas as raízes coraram, não  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 - As raízes foram classificadas de acordo com a intensidade e 

distribuição da coloração em 1, 2 e 3. FA-UFRGS. 2005. 

 

havendo diferenças visuais entre os genótipos, apenas uma pequena variação 

principalmente nos híbridos (dados não apresentados). Sendo assim, foram 

realizados testes variando tempo de exposição (2, 4, 6, 24, e 48h) e concentração de 

alumínio (0,06, 0,08 e 0,1mM) a serem empregados. As plântulas foram pontuadas 

conforme a intensidade e distribuição da coloração. Coloração mais intensa (3), 

coloração intermediária (2) e coloração fraca (1) (Figura 1). Para esta técnica em 

especial, foram utilizados apenas os híbridos comerciais DKB747, DKB350, DKB205, 

AS1533 e AS3466 (~9 plântulas por combinação tempo/concentração), devido à 

escassez de sementes de linhagens. Após o tratamento com alumínio as raízes 

  1                 2                 3 
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foram lavadas duas vezes (cinco minutos e 2,5 litros de água destilada a cada 

lavada). Em seguida as plântulas foram imersas em 1000mL de uma solução 

contendo 0,2% (w/v) de hematoxilina e 0,02% (w/v) de KIO3 por 40 minutos. 

Novamente as plântulas foram lavadas três vezes seguindo o procedimento de 

lavagem conforme o primeiro passo, em seguida eram realizadas as avaliações 

conforme classificação citada acima.  

3.5. Fenotipagem - F3 

Após a avaliação do dialélico, foram escolhidas duas populações com base na 

capacidade geral de combinação (CGC), capacidade específica de combinação 

(CEC), desempenho dos genitores e variabilidade genética para tolerância ao 

alumínio. A fenotipagem foi realizada para dois cruzamentos L10xL08, em 60 famílias 

F3, e L09xL06, para 30 famílias. A técnica utilizada foi o recrescimento da raiz 

principal, com o tempo de exposição ao alumínio de 24h. Após a exposição ao 

alumínio a outra técnica utilizada para fenotipagem nos cruzamentos trabalhados foi 

a coloração com hematoxilina, realizada após as 24h de exposição antes da troca da 

solução por cálcio, seguindo o procedimento descrito no tópico anterior conforme 

Polle et al. (1978) introduzidas algumas modificações. Os experimentos foram 

distribuídos em 4 baterias, com 8 plântulas das cinco linhagens em estudo e 10 

plântulas dos cinco híbridos testemunha (DKB747, DKB350, DKB205, AS1533 e 

AS3466) em cada bateria.  

3.6. Extração do DNA 

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

nitrogênio líquido em tubos de 2,0mL adicionando tampão de extração (água miliQ, 
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Tris HCl, EDTA e NaCl) contendo βmercaptoetanol e SDS e incubados por 40 

minutos. Após, foi adicionado acetato de potássio e centrifugado, o DNA contido no 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e precipitado com acetato de sódio mais 

isopropanol. Foi realizada nova centrifugação e o sobrenadante foi descartado, e o 

pellet formado sofreu uma lavagem com etanol 70% e colocado a secar por 24h a 

20ÛC na incubadora previamente limpa. Posteriormente o pellet foi incubado com TE 

0,1X contendo RNAseA por 1h a 37ÛC e novamente precipitado com acetado de 

sódio e etanol 95% e centrifugado. Após centrifugação, o pellet foi lavado novamente 

com etanol 70% deixando secar por 1h a 25ÛC. Por fim, o pellet foi diluído em água 

miliQ autoclavada onde permaneceu por 24h a 4ÛC e em seguida estocado a -20ÛC. 

3.7. Mapeamento com marcadores moleculares 

Para o mapeamento genético foram utilizados 60 bulks (misturas de DNA) de 

indivíduos das famílias F3 do cruzamento L10xL08 analisados para recrescimento da 

raiz principal e coloração com hematoxilina. Foram testados 124 locos de 

microssatélites distribuídos aleatoriamente nos 10 cromossomos que constituem o 

genoma do milho, além de marcadores próximos a regiões previamente mapeadas 

para o caráter por outros autores, em consulta a base de dados MaizeGDB. Apenas 

36 locos foram polimórficos para as linhagens genitoras, os quais foram utilizados 

para genotipagem nos 60 bulks. As amplificações foram realizadas no termociclador 

Eppendorf Mastercicler. O protocolo para reações de PCR (polymerase chain 

UHDFWLRQ��XWLOL]DGR�IRL�SDUD�XP�YROXPH�ILQDO�GH����/�SRU�DPRVWUD�FRQWHQGR��7DPSão 

10X; 1,5mM de MgCl2; 0,2mM de dNTP; 1U de Taq-'1$�3ROLPHUDVH�H� ����0�GH�
cada oligonucleotídeo iniciador (pares de primer). A programação para amplificação 
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dos fragmentos de DNA foi específica para cada par de primer, de acordo com a 

temperatura média de anelamento entre os pares, iniciando com uma desnaturação a 

96ÛC por 5 minutos, e 40 ciclos com uma etapa de 96ÛC por 30 segundos, uma etapa 

de anelamento variando de 55 a 65ÛC por 1 minuto dependendo do par de primer, e 

uma etapa de extensão 72ÛC por 1 minuto, seguido por uma extensão final a 72ÛC 

por 10 minutos e armazenamento a 10ÛC. Para alguns primers com dificuldade para 

amplificação foi elaborado um programa touchdown com decréscimo de 0,5ÛC na 

temperatura de anelamento iniciando a 65 até atingir 55ÛC em 20 ciclos, seguido 

então por 40 ciclos com a temperatura de anelamento fixada em 55ÛC, as demais 

etapas foram iguais a cada ciclo como citado anteriormente. Os produtos de 

amplificação foram separados em gel de agarose 2,5%. A visualização dos 

fragmentos amplificados foi realizada com brometo de etídio em transluminador com 

lâmpadas ultravioletas. As imagens dos géis foram capturadas com o programa 

Kodak Digital Science 1D v.3.0.1. Para marcadores onde a determinação do 

polimorfismo entre os genitores (durante o teste de polimorfismo) ou a diferenciação 

dos fragmentos amplificados (quando utilizados na população) foi dificultada pela 

proximidade dos fragmentos em tamanho, estes foram visualizados em gel de 

acrilamida.  

Os marcadores foram considerados polimórficos quando detectada presença de 

bandas com informação 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 L08 ou 

heterozigotos.  
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3.8. Experimento a campo 

Foi realizado um experimento a campo com as famílias F3 dos cruzamentos 

L09xL06 e L10xL08, com testemunhas (cinco cultivares comerciais) dispostas em um 

delineamento de blocos casualizados com duas repetições. O objetivo foi verificar se 

os dados encontrados eram condizentes aos resultados de laboratório. Cinqüenta 

dias após o florescimento foram realizadas avaliações dos caracteres rendimento da 

parcela (REND PARC), número total de espigas na parcela (N ESP), número 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 família) espaçadas por 

0,75m com 0,20m de espaçamento entre plantas. A semeadura foi realizada no dia 

10 de novembro de 2005. A emergência ocorreu seis dias depois. Foram realizados 

os seguintes tratos culturais: adubação de base com 250kg/ha de N-P-K (fórmula 12-

30-20), adubação de cobertura com 150kg/ha de uréia, duas aplicações de 

herbicidas (sanson - 0,5L/ha e atrazina - 3,0L/ha) e três de inseticidas (match – 

300mL/ha, karate – 200mL/ha e engeo – 300mL/ha). Foi realizada a análise do solo 

no local do experimento (Fundacep-Cruz Alta) na profundidade de 0,20cm. Dentre as 

relevantes determinações os valores obtidos foram: pH 4,3, argila 58%, matéria 

orgânica 3,4%, saturação de bases 8,5%, saturação de Al3+ 64,2%, cálcio trocável 

1,1cmolc/dm3 e alumínio trocável 3,6cmolc/dm3.  

3.9. Análise estatística 

Para a análise de variância, para os trabalhos de adequação da técnica 

recrescimento da raiz principal e fenotipagem realizada na geração F3, e experimento 

à campo, foi utilizado o procedimento ANOVA com hipótese de nulidade testada pelo 
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WHVWH� )�. ������� GR� software The SAS system v.8.1 (SAS Institute, 2000) com 

complementação pelo teste Tukey e Duncan (. �������2�JUDX�GH�DVVRFLDção entre as 

variáveis DIF e HEM, nos dois cruzamentos avaliados, foi estimado através de 

correlação de Pearson (P<0,01), pelo procedimento CORR, utilizando o mesmo 

software. O mesmo procedimento foi utilizado nas análises de correlação entre as 

variáveis avaliadas a campo. 

Os dados do experimento dialélico foram submetidos à análise de variância 

conforme o modelo de Gardner & Eberhart (1966) proposto para geração F2, Yii’ = � 

�+ ½(vi+vi¶����ò��«�Ki+hi’+sii¶�����ii’�RQGH��� ���SDUD�YDULHGDGHV�H��� ���SDUD�Kíbridos; � 

é a média das variedades, vi é o efeito de variedades, que expressam a contribuição 

GRV�JHQLWRUHV�KRPR]LJRWRV��H��ii’ é o erro ~ N (0, 12). A partição do efeito de heterose 

foi distribuída nos seguintes componentes: «�� D� KHWHURVH�PpGLD�� Ki, a heterose de 

variedade, e sii, a heterose específica. As fórmulas para média (�) e efeitos de 

variedades foram as mesmas descritas por Gardner (1967) para o modelo original. 

Porém, as estimativas para os componentes da heterose («��Ki, e sii) são duas vezes 

estas obtidas, usando as fórmulas de Gardner (1967). As estimativas de efeitos de 

capacidade geral de combinação (gi) e capacidade específica de combinação (sii’) 

foram calculadas baseado nas fórmulas de acordo com método 4 apresentado por 

Griffing (1956) representadas por gi* e sii’*. Para o presente trabalho gi e sii’ foram 

obtidas por gi = ½ vi + hi, enquanto gi* = ½ vi + ½ hi, e sii’* = ½ sii’. 

Para a construção do mapa de ligação foi utilizado o programa MAPMAKER 

(Lander et al., 1987). Após a obtenção dos mapas, cada marcador foi testado 

individualmente na população de bulks F3 com o objetivo de detectar associação 
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genética entre os marcadores moleculares e a tolerância ao alumínio. A detecção de 

associação genética foi realizada através do modelo de regressão linear Yi =��0 ���1 

Xi����i, onde Yi=valor fenotípico (média de 10 indivíduos) da iésima família F3 para os 

caracteres DIF, HEM, Xi=valor genotípico do iésimo bulk F3 (mistura do material 

genético de 10 indivíduos), �0 H��1=parâmetros da análise e �i=erro experimental ~ N 

����12). Sempre que a estimativa do parâmetro foi significativa pelo teste F (. ������R�
marcador em questão foi considerado como associado ao fenótipo ou à herança do 

caráter. O coeficiente de determinação foi utilizado como indicativo da porcentagem 

da variação fenotípica total explicada por cada marcador individualmente (Draper & 

Smith, 1981). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Adequação da técnica de recrescimento da raiz principal 

Os trabalhos foram iniciados com a adequação da técnica de recrescimento da 

raiz, os quais proporcionaram embasamento aos trabalhos posteriores. Os objetivos 

principais desta fase inicial foram encontrar a melhor combinação das concentrações 

de cálcio e alumínio (nas formas CaCl2 e AlCl3) para diferenciar e identificar 

genótipos sensíveis e tolerantes e verificar qual a variável mais adequada a ser 

utilizada na continuidade do estudo. Diversos trabalhos têm demonstrado que a 

razão Al/Ca é extremamente importante na separação de genótipos de diferentes 

reações à toxidez de Al3+ (Andrade, 1976; Nodari, 1980, Camargo, 1985). Cambria & 

Cambria, (1995) verificaram que o Al3+ na presença de Ca2+ reduzia 

significativamente o comprimento da raiz principal apenas no híbrido de milho 

sensível, no entanto, para o híbrido tolerante, a redução ocorria apenas na ausência 

de Ca2+.  

Foram utilizados dois híbridos comerciais cedidos pela empresa Monsanto, 

previamente classificados como tolerante (DKB747) e sensível (DKB205), segundo 

informações da própria empresa. A primeira variável analisada foi a diferença do 

comprimento final relativo ao controle (DCFRC), onde o comprimento final da raiz 

principal dos genótipos (tolerante ou sensível) na ausência de alumínio, foi subtraído 
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pelo comprimento final dos genótipos tratados com alumínio (comprimento final sem 

alumínio – comprimento final com alumínio = DCFRC). Na análise conjunta dos 

experimentos houve diferenças significativas entre os genótipos avaliados e 

ocorrência de interação entre genótipos e experimentos (Tabela 1), entretanto, esta  

interação não foi complexa, havendo consistência da superioridade do genótipo 

tolerante com a variação das combinações testadas. Os experimentos basicamente 

variaram as concentrações de Al3+ (0,2, 0,1 e 0,05mM) e Ca2+ (0,2 e 0,1mM). Apenas 

quando foi empregada a concentração de 0,2mM de Ca2+ foi possível diferenciar o 

híbrido tolerante do sensível (Figura 2). O aumento da dose de cálcio colaborou para 

o crescimento das raízes, principalmente em relação ao genótipo tolerante, com 

exceção das combinações em que o Al3+ foi empregado na maior concentração, o 

que restringiu o crescimento de ambos genótipos. A combinação de concentrações 

0,1mM de Al3+ e 0,2mM de Ca2+ (0,1Al/0,2Ca) foi a melhor na identificação dos 

genótipos contrastantes. A combinação de concentrações 0,05Al/0,2Ca também foi 

 

Tabela 1 - Resumo da análise de variância conjunta dos experimentos para as 
variáveis diferença do comprimento final relativo ao controle (DCFRC) e 
diferença entre o comprimento final e o comprimento inicial (DIF). FA-
UFRGS. 2002.  

 Quadrados Médios 

Causas da Variação GL DCFRC DIF 

Experimentos 5 5,32* 0,19* 

Genótipos 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 combinação 0,1Al/0,2Ca foi onde o híbrido tolerante 

apresentou menor diferença em relação ao controle comparado ao híbrido sensível 

(Figura 2). A segunda variável analisada foi a diferença entre o comprimento final e o 

comprimento inicial (DIF) dentro de cada genótipo tratado com alumínio, 

desconsiderando o controle (comprimento final – comprimento inicial = DIF). Na 

análise conjunta dos experimentos além de diferenças significativas entre os 

genótipos, houve a ocorrência de interação significativa entre genótipos e 

experimentos (Tabela 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 - Diferença do comprimento final relativo ao controle (DCFRC). As barras 

brancas representam o genótipo tolerante (DKB747) e as barras pretas 
representam o genótipo sensível (DKB205). Médias seguidas pela 
mesma letra não apresentam diferenças significativas, segundo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. FA-UFRGS. 2002. 
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Figura 3 - Diferença entre o comprimento final e o comprimento inicial (DIF). As 

barras brancas representam o genótipo tolerante (DKB747) e as barras 
pretas representam o genótipo sensível (DKB205). Médias seguidas 
pela mesma letra não apresentam diferenças significativas, segundo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. FA-UFRGS. 2002. 
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ressaltando a importância do Ca2+ na elaboração de uma solução mínima. Trabalhos 

realizados em milho por Canal & Mielniczul (1993a; 1993b) salientaram que para o 

contínuo crescimento da raiz era exigido um suprimento permanente de Ca2+ da 

solução externa. Os mesmos autores também observaram que o aumento do Ca2+ 

na solução contribuía para o aumento do comprimento da raiz, tanto o tratamento 

com Al3+, como no sem Al3+, o que condiz com os resultados apresentados. 

A variável mais adequada para diferenciação entre os genótipos avaliados foi 

DIF, sendo mais eficiente na diferenciação dos genótipos (diferenças encontradas 

em quatro experimentos). Além disso, na melhor combinação Al/Ca o coeficiente de 

variação foi menor comparado à primeira variável, embora tenha se mantido, em 

média, acima dos valores encontrados dentro dos experimentos em relação à 

primeira variável (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Coeficiente de variação das variáveis analisadas, diferença do 
comprimento final relativo ao controle (DCFRC) e diferença entre o 
comprimento final e o comprimento inicial (DIF), para as seis 
combinações de concentrações (mM) de Al e Ca testadas para 
adequação 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 

0,2 Al / 0,2 Ca 24,39 20,66 

0,05 Al / 0,1 Ca 36,69 27,01 

0,1 Al / 0,1 Ca 8,38 9,05 

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

Definida a combinação de Al3+ e Ca2+ a ser utilizada, foi realizada uma análise 

dialélica envolvendo cinco genitores, sendo três linhagens tolerantes e duas 

sensíveis, juntamente com as populações F2 de todos os cruzamentos possíveis. O 

objetivo secundário era decidir por dois cruzamentos (populações) que poderiam dar 

sustentação aos trabalhos de identificação de regiões cromossômicas associadas ao 

caráter tolerância ao alumínio. No entanto, a análise dialélica tem por finalidade 

analisar o delineamento genético, provendo estimativas de parâmetros úteis à 

seleção de genitores para hibridação e no entendimento dos efeitos genéticos 

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

objetivo principal para realização desta análise.  

 

Tabela 3 - Média (cm) para recrescimento da raiz (DIF), variância (VAR), desvio 
padrão (DP), após tratamento com alumínio por 48h em cinco linhagens 
e dois híbridos testemunhas (DKB747, tolerante, e DKB205, sensível). 
FA-UFRGS. 2004. 

Genótipo 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 

Sensível        0,28     d 0,006 0,07 

L08        0,24     d 0,012 0,11 

L06        0,24     d 0,009 0,09 

Médias seguidas pela mesma letra não apresentam diferenças 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 à testemunha tolerante (DKB 747), para as linhagens L20, L10 e L09, e 

outro sensível, juntamente com a testemunha sensível (DKB 205), para as linhagens 

L08 e L06 (Tabela 3). Mazzocato et al. (2002) analisando 24 genótipos, incluindo as  

cinco linhagens em estudo, classificaram apenas L10 e L09 no grupo tolerante, 

entretanto o critério utilizado para esta classificação foi a diferença significativa de 

DIF em relação aos híbridos testemunhas (P32R21 e C929), sendo que a L20 

permaneceu no limite entre o grupo tolerante e sensível. Além disso, causas como as 

diferentes formas de alumínio utilizadas, assim como as concentrações de Al/Ca 

podem ter contribuído para estas diferenças. Apesar dos baixos valores de variância 

houve a ocorrência de alguns valores de desvio padrão elevados em relação à 

respectiva média dentro de alguns genótipos, o que refletiu em um coeficiente de 

variação de 26,21% (Tabela 3). A enorme variabilidade inerente para o crescimento 

da raiz em milho tem sido um sério problema para a obtenção de avaliações precisas 

(Polle et al., 1978). 

A análise de variância 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 gerações F2. O modelo 4 é utilizado 

quando há diferenças significativas entre os valores médios da tabela dialélica 

proporcionadas por todas as causas de variação descritas no modelo, que são: 

heterogeneidade entre variedades genitoras (no caso linhagens) e a manifestação da 

heterose tanto nos cruzamentos (ou conjunto de cruzamentos de um determinado 

genitor) quanto em cruzamentos específicos (Cruz & Regazzi, 1997). Os quadrados 
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médios, associados aos efeitos de variedade e de heterose, foram significativos, 

evidenciando que as linhagens não constituíam um grupo homogêneo e que havia 

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

 

Tabela 4 - Resumo da análise de variância 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 Variação GL QM  

Populações 14 0,1217 * 

Variedades 4 0,0818 * 

Heterose 10 0,0992 * 

          Heterose Média 1 0,7146 * 

        Het. Variedade 4 0,0264 * 

       Het.Específica 5 0,0344 * 

Erro 147 0,0089  

*: Significativo a 5% segundo teste F. 

 

dos efeitos houve a significância da heterose média, da heterose de variedade 

(equivalente à capacidade geral de combinação) e da heterose específica 

(equivalente à capacidade específica de combinação), indicando que a heterose não 

foi a mesma para todos os cruzamentos e que algumas combinações possuíam 

elevado potencial genético, evidenciando também a existência de variabilidade 

genética aditiva e não-aditiva nos genótipos avaliados. Em milho, assim como para 

outras culturas, diversos trabalhos têm demonstrado a existência de elevada 

variabilidade genética para o caráter tolerância ao alumínio (Bahia Filho et al., 1978; 
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Naspolini Filho et al., 1981; Lima et al., 1992; Pandey et al., 1994). 

Os híbridos apresentaram médias superiores em relação às linhagens genitoras 

para a variável DIF (Tabela 5). A superioridade dos híbridos em relação  

 

Tabela 5 - Média (cm) para recrescimento de raiz (DIF) após tratamento de 
alumínio em cinco linhagens (diagonal) e a geração F2 de todos os 
possíveis cruzamentos (diagonal acima). FA-UFRGS. 2004. 

Linhagens L06 L08 L09 L10 L20 

L06 0,24 0,67 1,15 0,88 0,94 

L08  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 à ação da heterose para tolerância ao 

alumínio baseada na ação aditiva de genes complementares. A heterose, é por 

definição, a superioridade da média do híbrido em comparação com o valor médio 

entre as médias dos genitores (Miranda Filho & Chaves, 1996). Segundo Allard 

(1960), híbridos entre certos genótipos podem ser muito superiores aos genitores, 

entretanto, híbridos entre outros genótipos aparentemente semelhantes aos 

primeiros podem manifestar fenótipos inferiores aos genitores. Neste contexto o 

método de análise dialélica permite justamente identificar genitores ou híbridos 

capazes de gerar uma progênie superior. Um excelente exemplo de elevada 

manifestação de heterose em cruzamentos com outras raças é o milho Cateto, uma 

raça brasileira extensivamente utilizada em programas de melhoramento de milho 
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híbrido (Sawazaki & Furlani, 1987) e provedora de genes de tolerância ao alumínio 

(Miranda et al., 1984). Furlani et al. (1986) avaliando 98 genótipos comerciais 

relataram que todos os cultivares foram menos tolerantes que um híbrido Cateto 

utilizado como testemunha. Algumas linhagens de milho originadas desta raça estão 

presentes em estudos fisiológicos e na identificação de genes relacionados ao 

caráter tolerância em importantes grupos de pesquisa do Brasil e Estados Unidos 

(Torres et al., 1997; Moon et al., 1997; Sibov et al., 1999; Piñeros et al. 2002; 

Ninamango-Cárdenas et al. 2003; Piñeros et al., 2005). 

As linhagens L20 e L10 apresentaram maior potencial de uso “per se”, no 

entanto, a reduzida capacidade geral de combinação do genitor L20 sugere que sua 

utilização em cruzamentos provavelmente não resultará em híbridos superiores 

(Tabela 6). As combinações híbridas mais heteróticas foram obtidas pelo uso dos  

 

Tabela 6 - Estimativa do efeito de variedade (vi), heterose de variedade (hi) e 
heterose específica (sij), variância (12) e capacidade geral de 
combinação (gi) no cruzamento dialélico 5x5. FA-UFRGS. 2004. 

# L06 L08 L09 L10 L20 vi hi gi* 

L06 - 0,354 0,366 0,369 0,528 -0,18  0,242  0,149 

L08 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 

���VLM��'LDJRQDO�DEDL[R��12: 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 reforçado pelos valores positivos e elevados (em 

relação aos demais) de gi (capacidade  geral  de combinação), onde a maioria dos 

cruzamentos que envolvem estes genitores mostrou que a dominância tem pouco 

efeito no controle do caráter, ou seja, que a tolerância é baseada na ação aditiva de 

genes complementares. Em relação à linhagem sensível L06 é provável que 

apresente genes distintos responsáveis por uma maior tolerância ao alumínio. O 

modo de herança da tolerância ao Al3+ em milho não está bem definido. Prioli et al. 

(1985) verificaram que a capacidade geral de combinação foi o parâmetro de maior 

magnitude no estudo de cruzamentos dialélicos entre populações de milho tolerantes 

e não tolerantes à toxicidade do alumínio, sugerindo efeito de ação gênica aditiva na 

herança do caráter. Num estudo realizado sobre a genética da tolerância ao alumínio 

em milho Cateto, Sawazaki & Furlani (1987) identificaram uma linhagem altamente 

tolerante (linhagem Ip 48-5-3) e constataram que a tolerância no genótipo estudado 

era devido à ação gênica aditiva de genes menores. Diversos outros autores têm 

mostrado que o caráter é quantitativamente herdado, com predominância de efeitos 

genéticos aditivos (Magnavaca, 1982; Lopes et al., 1987; Pandey & Gadner, 1992; 

Lima et al., 1995). Os dois cruzamentos com maior combinação específica foram 

entre L10xL08 e L09xL10 (Tabela 6). O efeito da capacidade específica de 

combinação é interpretado como o desvio do híbrido em relação ao que seria 

esperado com base na capacidade geral de combinação de seus genitores, as 

estimativas de sij (heterose específica) evidenciam a importância dos genes com 

efeitos não-aditivos. sendo estas as combinações mais promissoras para elevação 

do caráter em estudo. Brondani & Paiva (1996) observaram que o caráter tolerância 
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ao alumínio apresentava herança quantitativa, havendo ocorrência de interações 

alélicas de dominância. A existência de um gene maior dominante para tolerância à 

toxicidade ao alumínio foi relatada por Rhue et al. (1978) e Garcia Júnior & Silva 

(1979). Em estudo realizado por Magnavaca & Bahia Filho (1995) os autores 

demonstraram que a tolerância ao Al3+ era um caráter de herança quantitativa, 

ressaltando a importância de genes de efeitos aditivos, no entanto, não descartaram 

uma menor influência de efeitos de dominância. 

O primeiro passo, em geral, em trabalhos de mapeamento, relaciona-se à 

escolha de cruzamentos, de forma a maximizar a probabilidade de detectar 

polimorfismos no DNA. No contexto de mapeamento de caracteres quantitativos, a 

seleção de genitores está baseada na utilização de pais fenotipicamente 

contrastantes para o caráter de interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O objetivo 

secundário da análise dialélica foi dar subsídios para definição dos cruzamentos a 

serem possivelmente utilizados nos trabalhos de análise com marcadores 

moleculares, como dito anteriormente. Desta forma, com o intuito de mapear o 

caráter tolerância ao alumino em milho, observando a variância dos dados nos 

resultados encontrados dentro de cada cruzamento, a média de cada genitor 

envolvido, a capacidade geral de combinação e heterose específica, os cruzamentos 

L09xL06 e L10xL08 foram previamente escolhidos para este objetivo. O cruzamento 

L09xL06, por estas linhagens apresentarem elevado potencial para gerar incremento 

no caráter tolerância aos seus descendentes, e L10xL08, por ser a combinação 

específica superior entre todos os cruzamentos estudados. 
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4.3. Estabelecimento do protocolo para coloração com hematoxilina 

Identificados os cruzamentos a serem trabalhados, o próximo passo foi a 

fenotipagem das populações de famílias F3. A fenotipagem é uma etapa crítica do 

processo de mapeamento, o método a ser empregado deve imprimir um elevado 

grau de associação entre o fenótipo e o genótipo, ou seja, o erro experimental deve 

ser reduzido ao máximo possível, desta forma, as variações de fenótipo 

corresponderão a variações do genótipo e não devido ao ambiente. Neste sentido, foi 

empregada a utilização combinada de dois métodos. Somado ao recrescimento da 

raiz principal, foi utilizado também o método de coloração com hematoxilina. Quando 

uma planta sensível é desenvolvida em níveis fitotóxicos de Al3+, o primário efeito 

observado é a inibição do crescimento das raízes (Foy et al., 1978), por 

conseqüência da infiltração ocorrida no ápice (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 Al3+, desta forma, a 

penetração e retenção deste íon nas raízes podem ser visualizadas (Polle et al., 

1978; Rincón & Gonzalez, 1992; Cançado et al., 1999).  

Nos testes para estabelecer um protocolo para hematoxilina, não houve 

diferenças entre os genótipos para os períodos de 2, 4 e 6h, mesmo variando a 

concentração de Al3+. Para o período 48h não houve diferenças visuais entre os 

genótipos, apenas uma pequena variação principalmente nos híbridos. No período 

de 24h, na concentração de 0,1mM, houve uma diferença visível de coloração entre 

os híbridos sensíveis e tolerantes mesmo havendo uma variação de classes para 

hematoxilina dentro de cada híbrido (Figura 4). Entretanto, o aumento do tempo de 
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exposição contribuiu para o aumento gradual da coloração das raízes tanto nos 

genótipos tolerantes como nos genótipos sensíveis, sendo este com maior 

intensidade após 24h. Da mesma forma, este aumento da intensidade de coloração 

foi percebido em ambos os genótipos com o aumento da concentração de alumínio 

na solução para os períodos de 24 e 48h. Delhaize et al. (1993) observaram 

comportamento semelhante com o aumento da exposição ao Al3+ (0-1h), que 

proporcionou maior acúmulo do mesmo acompanhado por um gradual aumento da 

coloração. para os genótipos tolerantes. Porém, o cultivar tolerante avaliado por 

Rincón & Gonzalez (1992) apresentou uma coloração inicial do ápice das raízes após 

1h de exposição. A intensidade diminuiu com o progresso da exposição, havendo um 

decréscimo da concentração de Al3+ no ápice das raízes após uma intensidade 

máxima inicial. Em estudos realizados por Jorge & Arruda (1997) com plantas de 

milho tolerantes selecionadas da variedade de polinização aberta Taiúba, através do 

monitoramento da infiltração do Al3+ com o uso de hematoxilina, os autores 

observaram um padrão semelhante a este encontrado por Rincon & Gonzalez 

(1992), após 24h de exposição ao Al3+, ambos genótipos tolerantes e sensíveis 

apresentaram intensa coloração, após 72h apenas o genótipo sensível permaneceu 

com as raízes coradas. Para os híbridos avaliados no presente estudo, não houve 

diferença visual dentro de cada concentração testada no período de 48h (Figura 4), 

apesar das diferenças significativas constatadas em recrescimento da raiz principal 

entre o híbrido DKD747 e o híbrido DKB205, quando utilizados como testemunhas na 

realização da análise dialélica para geração F2, e genitores na fase de adequação da 

técnica de recrescimento. Houve uma intensa coloração em grande parte  das  raízes 
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Figura 4 - Teste do método coloração com hematoxilina nos híbridos testemunhas 

(DKB350, DKB747, DKB205, AS3466 e AS1533) variando a  
concentração de alumínio (0,06, 0,08 e 0,1mM de AlCl3 e tempo de 
exposição (2, 4, 6, 24, 48h). As categorias 1, 2 e 3 (Figura 2, Material e 
Métodos) estão representadas pelas cores branco, cinza e preto, 
respectivamente. Cada retângulo representa uma plântula avaliada. FA-
UFRGS. 2005. 
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das plântulas testadas nestes dois híbridos. O período de 24h de exposição ao 

alumínio na concentração de 0,1mM de Al e 0,2mM de Ca2+ foi o melhor na 

separação dos genótipos tolerantes e sensíveis para coloração com hematoxilina. O 

híbrido AS3466 permaneceu na classe tolerante. No dialélico realizado na geração F2 

o tempo de exposição utilizado para o método recrescimento da raiz principal (DIF) 

foi de 48h, segundo metodologia empregada por Mazzocato et al. (2002). Para este 

tempo de exposição os híbridos DKB747 e DKB205 atingiram os valores 0,92 e 

0,28cm para variável DIF. Para verificar qual resposta em termos de recrescimento 

da raiz principal e coloração com hematoxilina simultaneamente na separação dos 

genótipos contrastantes, empregando o tempo de exposição ao Al3+ de 24h, foi 

realizado um pequeno experimento utilizando os mesmos híbridos comerciais (entre 

eles DKB747 e DKB205, duas repetições, ~10 indivíduos de cada híbrido por 

repetição). Observando os valores da Tabela 7 os híbridos comerciais DKB747 e 

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

 

Tabela 7 - Teste realizado com os híbridos testemunhas para os métodos 
coloração com hematoxilina (HEM) e recrescimento da raiz principal 
(DIF) simultaneamente após 24h de exposição. FA-UFRGS. 2005. 

Híbridos Comerciais 

Variáveis DKB350 DKB747 AS3466 DKB205 AS1533 

DIF 3,10 a 2,81 a 2,73 a 1,41 b 1,08 b 

HEM 1,25 a 1,90 b 1,22 a   2,30 bc 2,66 c  

Médias seguidas por mesma letra não apresentam diferenças significativas, segundo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 
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destes dois híbridos, com uma maior diferenciação na magnitude dos valores de 

recrescimento comparado ao tempo de exposição de 48h, e conseqüentemente uma 

melhor separação do tolerante (DKB747) e sensível (DKB205). Além disso, houve 

uma separação dos grupos de genótipos tolerantes e sensíveis (em relação ao 

conjunto de híbridos testados) para variável DIF correspondentes aos valores médios 

para intensidade de coloração. Desta forma, com o intuito de padronizar as 

condições a serem empregadas nas duas técnicas no processo de fenotipagem, 

visando o mapeamento do caráter, foi estabelecido o tempo de exposição a ser 

utilizado de 24h. A combinação de concentrações de Al/Ca empregada foi a mesma 

identificada nos trabalhos de adequação da técnica já apresentados e discutidos 

(0,1mM de Al3+ e 0,2mM de Ca2+). 

4.4. Fenotipagem 

Uma estratégia adotada para redução de fontes de variação ambiental, 

aumentando a precisão da fenotipagem, é a replicação de genótipos individuais a 

serem avaliados no experimento (Ferreira & Gratapaglia, 1998), entre os tipos de 

replicações incluem, por exemplo, famílias F3. Com este objetivo, as análises de 

recrescimento da raiz principal (DIF) e coloração com hematoxilina (HEM) foram 

realizadas em 60 famílias F3 do cruzamento L10xL08 e 30 famílias do cruzamento 

09x06, onde dez indivíduos dentro de cada família foram avaliados. Os cinco híbridos 

comerciais foram utilizados como testemunhas (DKB205 e AS1533, sensíveis e 

DKB350, DKB747 e AS3466 tolerantes), assim como todas as cinco linhagens (L20, 

L10, L09, L08 e L06) também foram incluídas nos experimentos. Os híbridos 

DKB350, DKB747 e AS3466 mantiveram-se na categoria tolerante diferenciando-se 
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significativamente dos dois híbridos sensíveis, havendo uma associação visual com o 

método hematoxilina em relação à variável DIF (Figura 5). As linhagens L10 e L09 

tiveram melhor desempenho em DIF e as linhagens L08 e L06 mantiveram-se na 

classe sensível (Figura 6). Entretanto, a linhagem L20, que de acordo com a análise 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 - Médias dos valores de recrescimento para os híbridos comerciais 

testemunhas. Abaixo, cada gráfico representa a porcentagem de 
plântulas na categoria 1 (branco), 2 (cinza) e 3 (preto) para cada híbrido 
avaliado em hematoxilina após 24h de exposição ao alumínio na 
concentração de 0,1mM de AlCl3. Médias seguidas por mesma letra 
não apresentam diferenças significativas, segundo teste de Tukey a 5% 
de probabilidade. FA-UFRGS. 2005. 

 
 

dialélica realizada com as populações F2 e genitores foi superior às demais 

linhagens, permaneceu em um nível intermediário de tolerância o que concorda com 

os trabalhos realizados por Mazzocato et al. (2002). Ocorreram alterações de ordem 

e magnitude nos valores encontrados para variável DIF nos híbridos e linhagens, ao  
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Figura 6 - Médias dos valores de recrescimento para as linhagens. Abaixo, cada 

gráfico representa a porcentagem de plântulas na categoria 1 (branco), 
2 (cinza) e 3 (preto) para cada linhagem avaliada em hematoxilina após 
24h de exposição ao alumínio na concentração de 0,1mM de AlCl3. 
Médias seguidas por mesma letra não apresentam diferenças 
significativas, segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade. FA-
UFRGS. 2005. 

 

diminuir o tempo de exposição para 24h. Houve interações entre genótipos e tempo  

de exposição, interações simples isolando apenas os valores dos híbridos 

testemunha, avaliados nos dois tempos de exposição (DKB747 e DKB205), e 

interações complexas isolando o grupo de linhagens (Figura 7). Possivelmente a 
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Figura 7 - Interação genótipo x tempo de exposição ao alumínio tóxico. FA-

UFRGS. 2004-2005. 

 

superior, em relação a variável HEM, teve um comportamento intermediário. Em  

todos os genótipos (híbridos comerciais e linhagens) foi observada a presença de 

duas classes para HEM.  
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Figura 8 - Diagrama de dispersão para análise de correlação entre os valores 

médios das variáveis DIF e HEM após 24h de exposição ao Al3+ 
(0,1mM). Foram avaliadas 30 famílias F3 do cruzamento das linhagens 
L09xL06 (Gráfico A) e 60 famílias F3 do cruzamento das linhagens 
L10xL08 (Gráfico B). FA-UFRGS. 2005. 

 

al. (1999) realizaram estudos comparando a técnica hematoxilina com outras 

variáveis geradas do mensuramento do crescimento radicular de plântulas de milho 
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revelou maior capacidade para discriminar entre genótipos tolerantes e sensíveis ao 

Al3+. Os autores realizaram análises de correlação entre as variáveis estudadas 

utilizando 20 famílias S3 do cruzamento entre linhagens contrastantes em relação ao 

caráter tolerância. Houve correlação significante com os outros dois índices 

analisados, com os valores de R=-0,81 e R=-0,69 para o comprimento relativo da raiz 

seminal (RSRL) e comprimento líquido da raiz seminal (NSRL), respectivamente. 

Estudos de tolerância ao Al3+ demonstraram que o caráter era de herança 

quantitativa, mas que poderia haver a ocorrência de genes maiores (Brondani & 

Paiva, 1996). As Figuras 9 e 10 contribuem para esta afirmação. Na população do 

cruzamento L09xL06 a distribuição da freqüência dos indivíduos de acordo com os 

valores da variável DIF apresentou uma disposição próxima a bimodal com uma 

grande variação nas duas classes, claramente observado, principalmente no gráfico 

relacionado às famílias F3 do mesmo cruzamento (Figura 9, gráfico b), o que pode 

ser um indício de um gene de maior efeito atuando em conjunto com um maior 

número de genes de pequeno efeito no controle do caráter. Por outro lado, o 

cruzamento L10xL08 apresentou uma distribuição contínua, típica de caracteres de 

herança quantitativa, com uma tendência a um maior número de indivíduos 

suscetíveis, nitidamente visível nas famílias F3 (Figura 10, gráfico b). Existem relatos 

mostrando este tipo de comportamento em populações analisadas para o caráter em 

questão. Torres et al. (1997) em um estudo de marcadores RFLP ligados a QTL que 

controlam tolerância ao alumínio em milho, observaram um comportamento contínuo 

e unimodal com tendência para suscetibilidade na distribuição da freqüência dos 
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Figura 9 - Distribuição da freqüência dos indivíduos a cada acréscimo de 

milímetro (Gráfico B, média das famílias F3) e a cada 2 milímetros 
(Gráfico A, média de plântulas F2) nos valores da variável DIF para o 
cruzamento L09xL06. FA-UFRGS. 2005. 
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Figura 10 - Distribuição da freqüência dos indivíduos a cada acréscimo de 

milímetro (gráfico B, média das famílias F3) e a cada 2 milímetros 
(gráfico A, média de plântulas F2) nos valores da variável DIF para o 
cruzamento L10xL08. FA-UFRGS. 2005. 
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uma maior freqüência de indivíduos nas classes mais suscetíveis, provavelmente 

devido ao maior tempo de exposição (48h) ao tratamento com alumínio utilizado nos 

experimentos para esta geração.  

Apesar de não haver diferenças significativas em relação a variável DIF entre 

L10 e L09, ficou evidente durante a realização dos experimentos o diferente grau de 

coloração com hematoxilina entre as duas linhagens, o que sugere uma possível 

diferença em relação ao mecanismo de tolerância atuante. Segundo Delhaize et al. 

(1993) a excreção de ácido málico, considerado um mecanismo de exclusão em 

trigo, pode dar uma explicação para as diferentes intensidades de coloração 

observadas em ápices de raízes de plântulas de trigo com diferentes níveis de 

tolerância ao alumínio, o que é condizente com relatos semelhantes de diversos 

autores em outras culturas (Minella & Sorrells, 1992; Môo et al., 1997; Jorge & 

Arruda, 1997; Piñeros et al., 2002; Tang et al.; 2002). A exclusão do alumínio do 

ápice da raiz via exudação de citrato ativada pela presença de Al3+, é amplamente 

reconhecida como principal mecanismo de tolerância operando em milho (Piñeros et 

al., 2005). Entretanto, alguns trabalhos têm revelado indícios da participação de 

outros mecanismos atuando em conjunto com a exudação de ácidos orgânicos, 

reforçando a idéia, em contraste a outras espécies semelhante ao trigo, que a 

tolerância é relativamente simples, que em milho a tolerância ao alumínio é uma 

característica geneticamente e fisiologicamente complexa (Piñeros et al., 2002; 

Kochian et al. 2004; Piñeros et al., 2005). Piñeros et al. (2005) em um estudo 

fisiológico comparativo mostraram que a tolerância ao alumínio em milho não poderia 

ser explicada somente pela exudação de ácidos orgânicos. Os autores verificaram 
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que três dos quatro genótipos sensíveis exudavam citrato na presença de Al em igual 

ou maior quantidade que os genótipos tolerantes. Desta forma, provavelmente um 

mecanismo de exclusão deve estar relacionado a grande parte da tolerância da 

linhagem L09, devido a menor intensidade de coloração com hematoxilina. Porém, 

na linhagem L10 existe a possibilidade de um mecanismo de detoxificação interna 

atuando em conjunto com um mecanismo de exclusão, e isto se refletiu no menor 

valor para o coeficiente de correlação entre DIF e hematoxilina na análise para o 

cruzamento L10xL08.  

4.5. Mapeamento com marcadores moleculares 

Entre os cruzamentos pré-selecionados foi escolhido L10XL08 (60 famílias) 

devido ao maior número de famílias obtidas em relação ao L09xL06 (30 famílias), e 

pela superioridade do cruzamento em relação ao L09xL06 (maior capacidade 

específica de combinação). O tipo de marcador escolhido para as análises 

moleculares foi o microssatélite, tendo em vista a expressão co-dominante e o 

multialelismo. Da mesma forma, os marcadores microssatélites são os que possuem 

o conteúdo de informação de polimorfismo mais elevado, quando comparados com 

outros marcadores que utilizam a PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Foram 

testados 124 pares de primers (oligonucleotídeos iniciadores), gerando 37 

marcadores polimórficos com padrão mendeliano (Tabela 8), distribuídos 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  et al.,  1996).  Entretanto,  outros  trabalhos  de  mapeamento  para  tolerância, 
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Tabela 8 - Informações sobre marcadores microssatélites polimórficos, loco, 
localização cromossômica do marcador (BIN), seqüência repetitiva 
(motivo) e temperatura de anelamento (T.A.). FA-UFRGS. 2005-2006. 

Loco BIN* Motivo T.A. (°C) 
p-bnlg439 1,03  - 65 
p-umc1397  1,03 (ATGCA)4 55-65 
p-bnlg1338 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 $*����� 55-65 
p-phi079 4,05 AGATG 65 
p-umc1173* 4,09 (AC)7 55-65 
p-bnlg1382 5,01 AG(25)  55-65 
p-umc2302 5,04 (AGAAAGAA)4 55-65 
p-umc1753  6,01 (CT)7  55-65 
p-bnlg1154 6,05 AG(27) 55-65 
p-bnlg1740 6,07 AG(21) 55-65 
p-bnlg1521 6,08 AG(27)  55-65 
p-umc1545 7,00 (AAGA)4 55-65 
p-umc1799  7,06 (TG)12 55-65 
p-umc1034 8,03  GA(12) 64 
p-umc1741 8,03 (TC)7 64 
p-umc1172 8,04 �&&$��� 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 

*: Localização cromossômica do marcador disponível no site www.maizegdb.org/ssr,php. 

 

envolvendo marcadores moleculares, têm apresentado polimorfismo inferior em 

relação ao esperado. Ninamango-Cárdenas et al. (2003), utilizando a estratégia de 
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bulked segregant analysis (BSA), testaram 340 marcadores microssatélites 

aleatoriamente distribuídos no genoma do milho e utilizaram para as análises de QTL 

apenas 31 marcadores polimórficos (9,11%) com padrão 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 

sensível testados, para 552 combinações sonda-enzima. 

Os dados gerados pelos 37 marcadores foram analisados no programa 

Mapmaker versão 3.0. Houve a formação de oito grupos de ligação, sendo que cinco 

grupos estavam constituídos por apenas dois marcadores e os outros três grupos 

eram formados por 4, 4 e 5 marcadores, todos dos cromossomos 4, 8 e 10, 

respectivamente. Quatorze marcadores não apresentaram ligação. Uma das razões 

para o elevado número de marcadores sem ligação, pode ser o baixo polimorfismo 

encontrado entre os genitores, o que reduziu o número de marcadores que puderam 

ser utilizados na população. Seria necessário testar um maior número de locos para 

obtenção de um mapa de ligação ideal com 10 grupos, correspondente aos dez 

cromossomos do milho. Entretanto, além de uma seleção prévia de marcadores para 

cobrir o genoma da espécie em questão, na tentativa de obter novos QTL, foram 

utilizados marcadores próximos a regiões previamente mapeadas para o caráter por 

outros autores, desta forma, o trabalho não tinha como objetivo a formação de um 

mapa de ligação completo, e sim a identificação de regiões associadas a 

marcadores, visto a excelente fonte de dados encontrada em milho para obtenção do 

posicionamento de tais marcadores.Para identificação de marcadores associados a 

QTL responsáveis pela tolerância ao alumínio em milho, foram realizadas análises de 
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regressão de duas formas. Uma tomando como variável dependente as médias de 

DIF para as 60 famílias F3 do cruzamento L10xL08 e a outra, utilizando como 

variável dependente os valores médios de HEM para as mesmas 60 famílias. Houve 

significância na associação entre os marcadores umc1550, bnlg1382, bnlg1154, 

umc1202 e umc1318 localizados nos cromossomos 4, 5, 6, 8 e 10, respectivamente, 

segundo informações obtidas na base de dados específica para a cultura do milho 

MaizeGDB (www.maizegdb.org/ssr,php). Porém, os marcadores umc1550 e 

bnlg1382 tiveram associação significativa apenas para uma variável analisada (DIF e 

HEM, respectivamente), os demais marcadores tiveram associação significante com 

as duas variáveis (Tabela 9). Existem relatos de associação ao caráter tolerância ao 

alumínio em regiões localizadas em todos os outros cromossomos relacionados, com 

exceção do cromossomo 4, no qual o marcador associado explicou 10% da variação 

fenotípica encontrada em DIF. Os QTL identificados explicaram 41 e 37% da 

variação para as variáveis DIF e HEM, respectivamente. Para DIF a associação mais 

significativa foi obtida no cromossomo 10, explicando 15% da variação fenotípica 

observada (P=0,003), enquanto para HEM a maior associação encontrada foi 

localizada no cromossomo 5, com 12% da proporção da variação fenotípica 

(P=0,008) (Tabela 9). 

Sibov et al. (1999) mapearam dois locos associados à tolerância ao alumínio 

utilizando marcadores do tipo RFLP. Os locos se localizavam nos cromossomos 6 

(loco Alm2) e 10 (loco Alm1), sendo que o segundo loco tinha um efeito três 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 
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Tabela 9 - Marcadores associados a QTL, localização cromossômica do marcador 
(BIN), probabilidade e coeficientes de correlação (em %) em relação as 
variáveis analisadas. FA-UFRGS. 2005-2006. 

  DIF HEM 

Marcador BIN* Valor P R2 (%) Valor P  R2 (%) 

umc1550 4,03 0,017 10  -  - 

bnlg1382 5,01  -  - 0,008 12 

bnlg1154 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 

*: Localização cromossômica do marcador disponível no site www.maizegdb.org/ssr,php. 

 

às regiões 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 são posições cromossômicas definidas por um grupo 

de marcadores centrais e são nomeados pelo número cromossômico, seguido por 

unidades decimais ao longo de cada cromossomo, iniciando da posição mais 

telomérica do braço curto (Ninamango-Cárdenas, 2003). Estas unidades decimais 

correspondendo a pequenos intervalos no cromossomo são 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 relação a umc1318 

no cromossomo 10, neste mesmo mapa consenso localiza-se o loco csu359 (bin 

10,01), obtido via sonda RFLP, com seqüência homóloga ao gene que codifica para 

uma proteína induzida pelo alumínio em trigo (Davis et al., 1999). Esta proteína é 
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codificada por wali7, um gene com sua expressão aumentada em ponta de raízes, 

induzida pela exposição ao alumínio (Richards et al., 1994) (Figura 11). A 

participação na variação fenotípica das variáveis avaliadas foi de 9% e 15% na 

variável DIF e 10% e 8% em HEM para os marcadores localizados nos cromossomos 

6 e 10 respectivamente. Ainda em relação ao marcador do cromossomo 6, segundo 

mapa consenso IBM neighbors v.2 (MaizeGDB, 2002), está localizado no bin 6,05 

(Tabela 10), na mesma região onde foi mapeado o QTL3 associado à tolerância ao 

alumínio por Ninamango-Cárdenas et al. (2003). A Embrapa do Centro Nacional de 

Pesquisa de Milho e Sorgo, de Sete Lagoas – Brasil, tem empenhado esforços para 

identificar regiões associadas ao caráter tolerância ao alumínio em milho (Brondani & 

Paiva, 1996; Torres et al., 1997; Ninamango-Cárdenas et al., 2003). Neste mesmo 

trabalho realizado por Ninamango-Cárdenas et al. (2003), considerado por outros 

autores o mais completo mapeamento para tolerância ao alumínio na espécie, 

utilizando marcadores do tipo microssatélites e RFLP os autores mapearam outras 

regiões associadas à tolerância ao alumínio. Além de dois QTL detectados no 

cromossomo 6, foi associada uma região no cromossomo 5 e outros três QTL foram 

definidos por mapeamento de intervalo composto, um na região do cromossomo 2 e 

dois em regiões do cromossomo 8. Em consulta ao mapa SSR concensus 1998 

(MaizeGDB, 1998) o marcador bnlg1382, responsável por 12% da variação fenotípica 

em relação a variável HEM, localiza-se no cromossomo 5 (bin 5,01) próximo ao 

marcador umc043 (bin 5,03) da região associada ao caráter conforme Ninamango-

Cárdenas (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 - Comparação de relatos de regiões cromossômicas (BIN) associadas ao 
caráter tolerância. FA-UFRGS. 2005-2006. 

Marcadores BIN** Tipo Publicação*** Mapa consenso** 

umc139 2,06 RFLP Ninamango-Cárdenas et al. SSR consensus 1998 

umc1550 4,03 SSR Conceição et al. IBM neighbors v.2 

bnlg1382 5,01 SSR Conceição et al. SSR consensus 1998 

umc043* 5,03 RFLP Ninamango-Cárdenas et al. SSR consensus 1998 

bnlg238 6,00 SSR Ninamango-Cárdenas et al. IBM neighbors v.2 

csu70 6,01 RFLP Sibov et al. IBM neighbors v.2 

mmc241 6,05 SSR Ninamango-Cárdenas et al. IBM neighbors v.2 

bnlg1154 6,05 SSR Conceição et al. IBM neighbors v.2 

csu155 8,04 RFLP Ninamango-Cárdenas et al. IBM neighbors v.2 

umc1202 8,05 SSR Conceição et al. IBM neighbors v.2 

bnlg1828 8,07 SSR Ninamango-Cárdenas et al. IBM neighbors v.2 

umc1318 10,01 SSR Conceição et al. IBM neighbors v.2 

umc130 10,03 RFLP Sibov et al. IBM neighbors v.2 

*: Marcador associado ao caráter, porém, não descrito como QTL no trabalho citado. 
**: Mapas e localização cromossômica disponíveis no site www.maizegdb.org/ssr,php. 
***: Conceição et al. trata-se do presente estudo, sem publicação. 

 

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

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

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

fenotípica nas duas variáveis estudadas. Nesta região (bin 8,05, segundo o mesmo 

mapa consultado) está localizado o gene idh1 (Ninamango-Cárdenas, 2003), que 

codifica para isocitrato desidrogenase, uma enzima do ciclo de ácidos tricarboxílicos 
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(TCA) e outras reações envolvidas no metabolismo de ácidos orgânicos (Ryan et al. 

2001) (Figura 11). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 - Grupos referentes aos cromossomos 8 e 10 obtidos pela análise de 

ligação. Marcadores umc1202 e umc1318 estão associados as 
variáveis DIF e HEM e localizados no mesmo BIN de idh1 e csu359 
(homólogo a wali7), respectivamente. FA-UFRGS. 2005-2006. 

 
 

4.6. Experimento a campo 

Diversos estudos relacionados à tolerância ao Al3+ em milho envolvem a 

utilização de solução nutritiva contendo este elemento, onde são mensurados seus 

efeitos fitotóxicos no desenvolvimento da raiz. Entretanto, a toxicidade do Al3+ em 

solos ácidos, não é o único fator a ser considerado no cultivo de plantas em solos 

ácidos (Duque–Vargas et al., 1994). As plantas tornam-se mais sensíveis à seca 
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devido ao menor crescimento radical condicionado pelo Al3+, impossibilitando a 

obtenção de água das camadas mais profundas do solo. Além disso, o alumínio 

interfere na absorção e movimentação do fósforo e cálcio entre outros nutrientes (Foy 

et al, 1978). Nodari et al. (1982), avaliando genótipos de trigo sensíveis e tolerantes 

ao alumínio em solo ácido, concluíram que a seleção para o caráter por métodos 

convencionais de melhoramento poderia gerar progressos genéticos rápidos e 

expressivos. Neste trabalho, os autores realizaram um total de 15 cruzamentos entre 

oito genótipos contrastantes em níveis de tolerância. Foram realizadas observações 

dos sintomas típicos da toxicidade do Al3+ em plantas sensíveis (crestamento em 

trigo) durante o ciclo da cultura e determinado o peso seco da parte aérea e das 

raízes de todas as gerações avaliadas de cada um dos cruzamentos (genitores, 

híbridos e gerações segregantes). O estudo encontrou elevada correlação entre as 

observações das reações de plantas ao Al3+ e peso seco da parte aérea e raízes. 

Foram observadas diferenças marcantes entre genótipos tolerantes e sensíveis, 

demonstrando elevada variabilidade genética para os genótipos pesquisados. Além 

disso, foram detectados elevados efeitos de aditividade na estimativa dos 

componentes da variância genética o que determinou alta herdabilidade para o 

caráter. 

Na comparação de médias, dos caracteres avaliados no experimento realizado 

a campo, isolando apenas as testemunhas (híbridos comerciais tolerantes e 

sensíveis utilizados nos experimentos de laboratório) foram encontradas diferenças 

significativas apenas para o rendimento da parcela. Houve associação com os 

resultados encontrados nos experimentos em solução contendo Al3+, havendo uma 
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divisão dos genótipos tolerantes e sensíveis. O maior rendimento encontrado foi do 

híbrido DKB 350 (2,71kg) não havendo diferenças significavas em relação ao 

DKB747 (2,22kg). Para os demais caracteres, apesar da separação entre os grupos 

tolerante e sensível na ordem de magnitude dos valores médios encontrados (com 

exceção do número de espigas por plantas), não houve diferenças significativas 

(Tabela 11).  

 

Tabela 11- Médias das variáveis observadas a campo rendimento da parcela 
(REND PARC), número de espigas (N ESP), número de espigas por 
planta (N ESP PLA), peso de espiga (PES ESP) e estatura (EST). 
Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006.  

REND PES ESP N ESP N ESP PLA PES ESP EST 
Genótipo 

kg   kg           cm 

DKB350               2,71   a          19,50   a           0,86   a           0,14   a       131,67   a  

DKB747               2,22   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   c          13,33   a           0,72  a          0,09   a       126,67   a  

DKB205               1,11   c          11,50  a           0,89   a          0,09   a       117,50   a  

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

 

Entretanto, na análise de correlação entre os caracteres avaliados a campo, 

dentro das mesmas famílias avaliadas em condição de laboratório dos cruzamentos 

L09xL06 e L10xL08, houve associação significativa entre REN PARC e os demais 

caracteres. As maiores associações encontradas foram com as variáveis 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 

solução nutritiva e em solos ácidos, afirmaram que a possibilidade de selecionar para 

tolerância ao Al3+, em condição de laboratório, antes que sejam avaliados em campo, 

torna o processo de obtenção de linhagens tolerantes mais eficiente. Os autores 

encontraram correlações significativas entre o  comprimento  da  raiz,  nas  diferentes 

concentrações de Al3+ observadas em solução nutritiva, e as avaliações de 

rendimento de grãos e estatura de planta realizadas a campo em solo ácido. Na 

análise de correlação entre as variáveis analisadas em laboratório e as variáveis 

analisadas a campo no presente estudo, não houve associações significativas para 

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

 

Tabela 12 - Correlações entre as variáveis diferença de crescimento da raiz 
principal (DIF), coloração com hematoxilina (HEM), rendimento da 
parcela (REND PARC) e variáveis observadas a campo para as 
famílias F3 do cruzamento L09xL06. Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006.  

REND PARC N ESP N ESP PLA PES ESP EST 
Variáveis 

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. 

 

É difícil controlar este complexo mineral do solo para que determinado nível de 

alumínio seja reproduzido. Além disso, a toxicidade ao alumínio não é o único fator 

limitante em solos ácidos (Camargo, 1981). Diversos fatores podem ter colaborado 

para  a  carência  de  associações  significativas  entre  os  trabalhos  a  campo  e  os  
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Tabela 13 - Correlações entre as variáveis diferença de crescimento da raiz 
principal (DIF), coloração com hematoxilina (HEM), rendimento parcela 
(REND PARC) e variáveis observadas a campo para as famílias F3 do 
cruzamento L10xL08. Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006. 

REND PARC N ESP N ESP PLA PES ESP EST 
Variáveis 

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. 

 

trabalho de laboratório. Primeiramente o nível de saturação de Al3+ no solo foi de 

64,2% a um pH de 4,3, ou seja, os trabalhos foram realizados em um solo 

extremamente ácido.  Nos experimentos realizados em laboratório, o maior tempo de 

exposição (48h) prejudicou a expressão do real potencial das linhagens trabalhadas. 

Além disso, a distribuição da freqüência dos indivíduos a cada milímetro de 

crescimento de raiz na população segregante para os dois cruzamentos, tendeu a 

suscetibilidade. O mesmo ocorreu na distribuição da freqüência das médias das 

famílias 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 são mais elevados em 

uma condição de solo ácido. O tamanho médio de população ao final do ciclo em 

relação à densidade de semeadura, dentro das parcelas para os cruzamentos 

L09xL06 e L10xL08, foi de 59,38% e 59,22%, respectivamente. Provavelmente 

muitas plantas sensíveis e tolerantes morreram no início do ciclo pelos fortes efeitos 

da seca associados à elevada acidez, gerando assim relevante perda de informação. 
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Figura 12 - Distribuição da freqüência dos indivíduos a cada acréscimo de 0,1kg na 
média das famílias F3 nos valores da variável rendimento em peso total 
de espigas (REND PARC) para os cruzamentos L09xL06 (Gráfico A) e 
L10xL08 (Gráfico B). Fundacep-Cruz Alta. 2005-2006. 

 

Em estudo realizado com progênies de irmãos inteiros de uma população 

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

do alumínio tóxico em solos com diferentes graus de saturação de Al3+. Entre os 

caracteres avaliados estavam rendimento de grãos, número de espigas por planta e 
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estatura. Todos os caracteres foram afetados quando avaliados em ambiente ácido 

quando comparado ao solo em condições normais. Os autores indicaram que 

embora houvesse uma elevada correlação genético-aditiva entre rendimento de 

grãos e número de espigas por planta em ambientes com presença de Al3+ (0,84), a 

seleção direta para rendimento de grãos seria mais efetiva em condições de solos 

ácidos.  

Apesar de não ter havido correlação entre as variáveis analisadas em 

laboratório e os dados de experimento a campo para as famílias dos cruzamentos 

estudados, o gráfico da distribuição da freqüência das médias das famílias a campo 

sugeriu a presença de variabilidade genética para o caráter tolerância ao alumínio 

em milho (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
5. CONCLUSÕES 

 

O estudo da herança para tolerância ao alumínio indica a existência de 

variabilidade genética para o caráter nos genótipos trabalhados e que a tolerância é 

baseada na ação aditiva de genes complementares. Entretanto, a superioridade de 

certas combinações específicas evidencia a importância de genes não-aditivos.  

Os resultados da análise molecular sugerem o envolvimento de pelo menos 

cinco regiões cromossômicas no controle da tolerância ao alumínio, tratando-se de 

um caráter de herança complexa e quantitativa. 
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