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RESUMO

ALMEIDA, Ramon Vinicius de, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2007. Parametros genéticos e alteracdes nas frequéncias alélicas
em trés ciclos de selecdo divergente para tolerancia ao aluminio em
milho. Orientador: José Marcelo Soriano Viana. Co-orientadores: Claudia
Teixeira Guimaraes, Jurandir Vieira de Magalhdes e Cosme Dami&o Cruz.

A toxicidade ao aluminio (Al) € um dos maiores problemas para a
agricultura em solos acidos, que ocupam grandes areas agricultaveis no
mundo. Em condicdes de baixo pH associado a estes solos, o A" é
solubilizado e se torna téxico para as plantas, inibindo o crescimento de suas
raizes e comprometendo a produtividade das culturas. Gendétipos adaptados
aos solos acidos podem oferecer uma solugao sustentavel a este problema. Os
objetivos deste trabalho foram (1) estimar parametros e ganhos genéticos
obtidos ao longo de trés ciclos de selecao divergente para a tolerancia e (2)

identificar alteragdes nas freqliéncias alélicas em cinco locos préoximos a um

QTL no cromossomo 5 do milho que explica 13% da tolerancia ao Al. O indice



fenotipico empregado, foi o Crescimento Liquido Relativo (CLR) obtido a partir
do cultivo em solugdo nutritiva. Marcadores microssatélites (SSR) foram
utilizados para detectar desequilibrio de ligacdo entre as marcas e o QTL.
Ocorreu um ganho genético expressivo da populagao base a primeira geragao
de 49,15%, diminuindo drasticamente para os ciclos posteriores. Tal evidéncia
€ patente de carater de heranca oligogénica. Variagbes nas frequéncias
alélicas em 4 locos, na primeira geragao, e em todos os locos, na segunda

geragao, foram explicadas exclusivamente pela deriva genética.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Ramon Vinicius de, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, August
2007. Genetic parameters and allelic shifts in three cicles of divergent
selection to aluminum tolerance in maize. Adviser: José Marcelo Soriano
Viana. Co-Advisers: Claudia Teixeira Guimaraes, Jurandir Vieira de
Magalhaes and Cosme Damiao Cruz.

Aluminum (Al) toxicity is one of the major constraints for agriculture on
acid soils, which occupy large regions of the world’s agricultural area. At low pH
values associated with these soils AI** is solubilized into soil solution and is
toxic to plants inhibiting root growth and crop vyield. Cultivars genetically
adapted to acid soils may offer an environmental compatible solution. The aims
of this work were (1) to estimate parameters and genetics gains in three cycles
of divergent selection to aluminum tolerance and (2) to identify changes in
allelic frequencies at five loci near a QTL in chromosome 5 of maize that explain
13% of the Al tolerance. The phenotypic index employed was relative seminal
root length (CLR) obtained from nutrient solution. Simple sequence repeats

(SSR) were used to detect linkage disequilibrium between marker and QTL. An

xii



expressive genetic gain of 49,15% was observed from base population to first
generation. This evidence is characteristic from traits that have oligogenic
inheritance. Shifts in allelic frequencies in 4 loci in first generation and in all loci,

in second generation were exclusively due to effects of genetic drift.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um cereal de grande importancia econémica e
social no mundo, sendo cultivado para alimentagdo humana e animal, e mais
recentemente, como fonte de biocombustivel. A cultura do milho possui lugar
de destaque no Brasil, pais predominantemente agricola, uma vez que na safra
2005/2006, aproximadamente 12 milhdes de hectares do territério brasileiro
foram dedicados ao cultivo desta graminea, produzindo 35 milhdes de
toneladas de graos (FAO, 2007).

Em razdo da grande area plantada, tornam-se imprescindiveis o0s
estudos a respeito dos fatores bidticos e abidticos que atuam no
desenvolvimento da cultura. Dentre esses a toxicidade por aluminio € um dos
fatores mais limitantes a producado de alimentos nos solos acidos (Flaten,
1997), uma vez, que sob condi¢des de baixo pH, o aluminio assume a forma do
ion AP**, passando a ser soltvel e extremamente téxico as plantas (Kochian e
Jones, 1997). A calagem é uma pratica agronémica amplamente adotada para
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minimizar esse problema, objetivando o aumento do pH e a consequente
neutralizagdo do AIP*. No entanto, essa pratica ndo soluciona o problema em
camadas subsuperficiais e a calagem em profundidades inferiores a 20 cm
apresenta problemas operacionais e econOmicos. Assim, uma estratégia
eficiente para o aumento da produgdo agricola em solos acidos e com
problemas de toxicidade de aluminio é a utilizacdo de cultivares tolerantes
(Foy, 1984).

Os conhecimentos sobre os mecanismos de tolerancia ao aluminio e o
seu controle genético sdo fundamentais para auxiliar a obtengao de cultivares
tolerantes. O melhoramento genético associado ao conhecimento de principios
de nutricdo mineral e fisiologia vegetal tem contribuido para a exploragao de
regides até entdo consideradas marginais ao cultivo agricola (Bohnen, 1995).
No entanto, a velocidade e a eficiéncia com que novas fontes de tolerancia sao
identificadas e incorporadas aos programas de melhoramento € determinante
para a manutencdao e superacao dos patamares atuais de produtividade

agricola nas condig¢des tropicais do Brasil.

A identificagdo e a piramidacao de alelos agronomicamente superiores
podem contribuir para a melhoria continua da adaptabilidade dos cultivares as
condigdes dos solos acidos, além de ampliar os conhecimentos sobre as bases
genéticas da tolerancia ao aluminio em milho. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo estimar parametros genéticos, ganhos de selegcéo e alteragdes
nas frequéncias alélicas ao longo de trés ciclos de selegédo divergente para a
tolerancia ao aluminio em solugao nutritiva a partir de um sintético gerado pelo
cruzamento de quatro linhagens de milho com diferentes niveis de tolerancia

ao aluminio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxicidade do aluminio

O Al pode ser encontrado em varias formas iénicas no solo, sendo estas
dependentes do pH. Em valores de pH abaixo de 5,0, o Al pode ser encontrado
como um complexo octaédrico hexahidratado, Al(H.0)s**, que por convencao,
é denominado comumente como cation AP**. Embora existam as formas
parcialmente protonadas Al(OH)?*, AI(OH),*, a forma AI** parece ser aquela de
maior carater fitotéxico (Kinraide, 1991), tornando-se grande problema em
solos acidos.

Apo6s poucos minutos de exposi¢cao do sistema radicular ao Al, os
primeiros efeitos de intoxicacao sao verificados (Wenzl et al., 2001). A acao do
Al no apice radicular causa inibicdo do crescimento, podendo resultar em dano
fisico, dependo do tipo de cation, da concentracédo e do tempo de exposi¢cao ao
estresse (Ryan et al., 1993; Delhaize et al., 1995; Sivaguru e Horst, 1998;
Kollmeir et al.,, 2001). Em consequéncia, as raizes pouco desenvolvidas
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exploram menor volume de solo, o que limita a absor¢ao de agua e nutrientes,
aumenta a susceptibilidade a seca e compromete o desenvolvimento da planta
(Kochian, 1995).

O aluminio interfere em rotas metabdlicas em que Ca?*, Mg?* e K* sdo
precursores (Rengel, 1996) e desencadeia a formagao de formas reativas de
oxigénio (Kochian et al., 2004). O Al inibe a divisdo celular (Huang et al., 1996;
Silva et al., 2000) e induz a deposicdo de calose nos canais dos
plasmodesmas, inibindo mecanicamente o transporte simplastico entre células
(Sivaguru e Horst, 1998). O processo de formagdo de calose se deve aos
polications, poliaminas e AI**, que ao se ligarem as cargas negativas da
superficie de membrana, causam um decréscimo na sua fluidez, abrindo os
canais de Ca®" (Kauss, 1990). Logo, ocorrerd aumento na concentracdo de
Ca®" citoplasmatico, o que pode ativar a sintese de calose.

Sabe-se que o Al se liga aos componentes da parede celular devido a
sua alta afinidade por doadores de oxigénio, grupos carboxila e fosfato (Dale e
Sutcliffe, 1986). Por este motivo, a parede celular perde sua estrutura,
comprometendo a sua expansao.

Ha evidéncias que o Al atravessa a membrana plasmatica da raiz,
alcangando o citoplasma (Lazof et al., 1994), inibindo grande numero de
processos metabolicos essenciais regulados por Ca (Martin, 1988). Chegando
ao nucleo celular (Matsumoto et al., 1976), o Al pode interagir com os acidos
nucléicos, alterando o DNA e RNA, e, consequentemente, comprometendo o
processo de mitose. E assim, os efeitos do aluminio na planta sdo varios,

podendo comprometer severamente o desenvolvimento vegetal.



2.2. Controle genético da tolerancia Al em gramineas

O controle genético da tolerancia ao Al tem sido bastante estudado em
gramineas, especialmente em membros da tribo Triticeae, representada pelo
trigo (Triticum aestivum L.), centeio (Secale cereale L.) e cevada (Hordeum
vulgare L.). Em alguns cultivares de trigo, muitos genes com efeitos aditivos
parecem estar envolvidos (Aniol e Gustafson, 1984; Aniol, 1991), sendo
controlada por um unico gene em outros cultivares (Aniol e Gustafson, 1984;
Fisher e Scott, 1987; Larkin, 1987). Delhaize et al. (1993) demonstraram que o
loco Alt1 explicou a maior parte das diferengas na tolerancia entre linhagens
isogénicas de trigo contrastantes para essa caracteristica, parecendo ser o
mesmo loco identificado como Alt2 por Luo e Dvorak (1996). Riede e Anderson
(1996) mapearam o gene Altgy, localizado a 1,1 cM do marcador RFLP
bcd1230 no cromossomo 4D, explicando 85% da variacado fenotipica para a
tolerancia ao Al em uma populacdo de RILs (Recombinant Inbred Lines) ou
linhagens endogémicas recombinantes, derivadas do cruzamento das
linhagens BH1146 e Anahuac. O primeiro gene de tolerancia ao Al foi clonado
em trigo, o ALMT1 (Aluminum-activated Malate Transporter), que codifica um
transportador de malato ativado por Al (Sasaki et al., 2004). Segundo estes
autores, o gene ALMT1 provavelmente corresponde ao loco Alt1 descrito
anteriormente.

Em centeio foram descritos quatro locos relacionados com a tolerancia
ao Al: Alt1, localizado no cromossomo 6RS; Alt2, localizado no cromossomo
3RS; Alt3, no cromossomo 4RL e Alt4 no cromossomo 7RS (Aniol e Gustafson,

1984; Gallego et al., 1998a; 1998b; Miftahudin et al., 2002; 2005; Matos et
5



al., 2005).

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

A tolerancia ao Al em arroz apresenta heranca complexa e QTLs
associados a essa caracteristica foram mapeados em todos os 12
cromossomos de arroz (Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2001; 2002; 2003). Ao
todo foram identificados 40 QTLs em quatro populagdes diferentes, sendo que
alguns QTLs foram consistentemente identificados em mais de uma populagéo
(Wu et al., 2000; Nguyen et al., 2001; 2002; 2003).

Em sorgo (Sorghum bicolor L.), a tolerancia ao Al é controlada por um
gene de efeito maior localizado no cromossomo 3, o gene Altsg, explicando em
torno de 80% da variagao fenotipica da tolerancia (Magalhaes et al., 2004),
embora haja evidéncias de outros genes além do Altsg controlando a tolerancia
ao aluminio em outros gendtipos de sorgo (Caniato et al., 2007).
Recentemente, o gene Altsg foi clonado, e codifica um transportador
responsavel pelo efluxo de citrato (Magalhaes et al., 2007).

A toleréncia ao Al em milho foi descrita como qualitativa (Rhue et al.,
1978; Garcia et al., 1979; Miranda et al., 1984). Rhue et al. (1978) verificaram
heranga monogénica apos observarem a tendéncia de segregagao 3:1 em uma
populagdo F, e uma segregacédo 1:1 em geragdes de retrocruzamento (RC).
Evidéncias adicionais encontradas por estes autores sugerem que a tolerancia

ao Al possa ser causada por uma seérie alélica (Rhue e Grogan, 1977).
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Trés linhagens tolerantes e duas sensiveis foram utilizadas para a obtengao de
F1, F2 e geragdes de retrocruzamento (Garcia et al., 1979). Estes autores
avaliaram o crescimento relativo das raizes e concluiram que a heranga da
tolerancia ao Al foi controlada por um gene com dominancia completa.

A natureza quantitativa da tolerancia ao Al em milho foi relatada por
Magnavaca et al. (1987a), Sawasaki e Furlani (1987), Duque-Vargas et al.
(1994), Pandey et al. (1994), Borrero et al. (1995) e Salazar et al. (1997).
Magnavaca et al. (1987a) avaliaram o crescimento relativo da raiz seminal em
seis geragdes (P4, Py, F4, F2, RC1 e RC;) derivadas do cruzamento de entre
linhagens tolerantes e sensiveis. Segundo estes autores, os efeitos aditivos
dos genes explicaram a maior parte da variagdo genética e ocorreu uma
distribuicdo continua na freqiéncia das plantas, dentro da geragdo F,. A
variancia genética aditiva foi mais relevante para produgdo em solos acidos
(Naspolini-Filho et al., 1981; Pandey et al., 1994), contudo a variancia devido
aos desvios de dominancia também foi importante (Duque-Vargas et al., 1994;
Borrero et al., 1995).

Os estudos moleculares iniciais da tolerdncia ao Al em milho
empregaram a analise de bulks segregantes ou BSA (Bulk Segregant Analysis)
(Michelmore et al., 1991), onde Brondani e Paiva (1996) e Torres et al. (1997)
confirmaram a natureza quantitativa da caracteristica. Sibov et al. (1999)
identificaram dois locos associados com a caracteristica nos cromossomos 6 e
10 de milho na linhagem Cat-100-6 e Ninamango-Cardenas et al. (2003)
mapearam cinco QTL nos cromossomos 2, 6, 8 utilizando uma populacéo F4
derivada do cruzamento de duas linhagens de milho tropical: Cateto237/67 e
L53. Jardim (2007) mapeou seis QTL distribuidos nos cromossomos 3, 5, 6 e 8

do milho utilizando uma popula¢do de RILs oriunda do mesmo cruzamento
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utilizado por Ninamango-Cardenas et al. (2003).

2.3. Avaliacdo da tolerancia ao aluminio em plantas

Véarios métodos foram desenvolvidos para selecdo de gendtipos
tolerantes ao Al. O cultivo em condicbes de campo é realizado em solos com
diferentes niveis de saturagao de aluminio, sendo avaliadas as caracteristicas
de interesse agrondmico. Por avaliar de forma indireta a tolerancia ao aluminio,
esta metodologia ndo é adequada para estudos basicos de heranga, contudo é
extremamente importante em programas de melhoramento (Furlani e Clark,
1981).

O cultivo em solucao nutritiva tem sido amplamente utilizado em estudos
da tolerancia ao aluminio devido a facilidade de avaliacdo e da possibilidade de
controlar as demais variaveis, isolando o efeito da toxidez do aluminio (Moore,
1976; Rhue e Grogan, 1977; Magnavaca, 1982; Aniol, 1991; Lima et al., 1992,
Minella e Sorrells, 1992). O critério mais utilizado para medir a toxicidade ao Al
consiste na avaliagdo do crescimento liquido relativo da raiz seminal (CLR),
que representa o crescimento radicular de plantas tratadas com Al em relagao
ao seu crescimento na auséncia do Al. A quantificagdo da inibicdo do
crescimento radicular tem sido amplamente utilizada para avaliar a tolerancia
ao Al em milho (Sibov et al., 1999; Ninamango-Céardenas et al., 2003; Jardim,
2007), sorgo (Magalhaes et al., 2004; Caniato et al., 2007) e arroz (Nguyen et
al., 2001; 2002; 2003), bem como em varias outras espécies.

A coloragéo radicular com hematoxilina € outra metodologia que permite
discriminar genotipos tolerantes ao Al de forma n&o destrutiva (Polle et al.,

1978). Com esta técnica é possivel selecionar os gendtipos precocemente
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em relacdo ao crescimento radicular (Delhaize et al., 1993; Cancado et al.,

1999).

2.4. Marcadores SSR ou microssatélites

Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), os
marcadores microssatélites, também denominados de sequéncia simples
repetidas ou SSR (Single Sequence Repeats) tém mostrado um grande
potencial em estudos genéticos devido ao elevado nivel de polimorfismo
detectado (Smith et al., 1997), as possibilidades de automatizagdo (Sharon et
al., 1997) e por possuirem elevada acuracia e repetibilidade (Heckenberger et
al., 2002).

Microssatélites sdo extensdes em tandem de pequenas sequéncias
repetitivas que variam de um a seis nucleotideos, comumente repetidas de 10
a 60 vezes (Brown et al., 1996). Os microssatélites sdo flanqueados por
segmentos de DNA unicos e conservados, o que torna possivel o
desenvolvimento de primers que amplifiquem especificamente um unico loco
microssatélite. O comprimento do fragmento amplificado normalmente se
encontra entre 50 e 300 pares de base (Tautz, 1989).

A natureza altamente mutavel de locos microssatélites aumenta o
numero de variantes alélicos em cada loco. A variabilidade de microssatélites
provavelmente se origina de crossing-over desigual ou deslizamento da enzima
DNA polimerase durante a replicagdo do DNA (Tautz et al., 1986). A variacéo
no comprimento do produto amplificado € fungdo do numero de unidades de

sequéncias repetidas.



2.5. Fregiéncias alélicas

O conhecimento das frequéncias alélicas em uma populacido permite a
identificacdo de regides cromossdmicas favorecidas pela selegao e o estudo de
diversidade dentro e entre populagdes (Liu, 1998; Lynch e Walsh, 1998). Para
comparar genétipos ou populagdes diferentes, € necessaria uma medida
quantitativa da variagdo genética. A variagdo genética pode ser quantificada
utiizando os conceitos de frequéncia alélica e de frequéncia genotipica.
Enquanto as frequéncias genotipicas indicam unicamente o modo de
organizagcdo dos alelos em gendtipos, a frequéncia alélica € a medida da
variagdo genética dentro de um loco, em termos da proporgéo de cada alelo
em um grupo de individuos (Weir, 1996).

A utilizacao de desvios nas frequéncias alélicas para a identificacdo de
genes de interesse baseia-se na identificagdo do desequilibrio de ligagao entre
a marca e o gene. O desequilibrio de ligacao é relativo a ocorréncia de
gametas com frequéncias diferentes daquelas esperadas sob segregagéo
independente, sendo gerado pela deriva genética, migracédo, selecao,
endogamia ou mutagdo (Hill e Robertson, 1968; Hill, 1975 in Liu, 1998). O
desequilibrio de ligagéo, decorrente da ligagao fisica entre os locos, atinge seu
maximo nas populagcdes derivadas de cruzamentos controlados e, como
consequéncia, a capacidade de detectar a ligagdo também é maxima
(Tanksley, 1993). O desequilibrio de ligagdo também pode ser detectado em
populacdes de polinizacdo aberta, no entanto, a taxa de desequilibrio cai
rapidamente com o avango das gerag¢des devido ao acasalamento ao acaso e

a recombinagéao (Lynch e Walsh, 1998).
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Varios estudos utilizaram aloenzimas para examinar variagdes nas
frequéncias alélicas em ciclos de selecao recorrente. Frequéncias alélicas em
locos de isoenzimas foram estudadas em feijdo (Phaseolus vulgaris L.)
(Delancy e Bliss, 1991) e milho (Zea mays L.) (Brown e Allard, 1971; Stuber e
Moll, 1972; Stuber et al., 1980). Stuber et al. (1980) relataram mudangas nas
frequéncias alélicas em oito locos de isoenzimas em familias de irméaos
completos e em ciclos de selecéo recorrente reciproca em duas populacdes de
milho para produgédo, sugerindo que estes locos estejam relacionados a fatores
genéticos responsaveis por esta caracteristica.

Em uma populagao de linhagens recombinantes de aveia derivada do
cruzamento entre Kanota (Avena hyzantina L.) e Ogle (A. sativa L.) foram
identificados alguns QTLs associados a diferentes caracteristicas agrondmicas
(Siripoonwiwat, 1996). Com o objetivo de monitorar as alteracbes de
frequéncias alélicas durante a selegao recorrente em aveia, De Koeyer et al.
(2001) verificaram variagbes significativas em oito regides gendmicas, sendo
seis ligadas a produgdo de grédos e uma a altura de planta. Em ambos os
trabalhos, foram detectados no cromossomo 6, uma regido responsavel pela
producdo de grados e outras trés regides responsaveis pelo florescimento.
Desta forma, validou-se os QTLs detectados na populagdo de linhagens

recombinantes por meio de variagdes alélicas nos ciclos de selecéo recorrente.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Milho e Sorgo
localizada em Sete Lagoas, Minas Gerais, a 19°28 latitude sul, 44°15

longitude oeste de Gr\W e altitude de 732 metros.

3.1. Recursos genéticos

Foi utilizado um sintético, denominado de Sintético-Aluminio, derivado
do intercruzamento de quatro linhagens de milho: Cateto237/67, SLP181/71,
L1154 e L3, sendo que estas linhagens apresentam niveis médios a elevados
de tolerancia ao Al (Alves et al., 2004). O sintético foi submetido a trés ciclos de
selecao divergente modificada em solugao nutritiva.

As informagdes, a seguir, sobre as linhagens foram fornecidas por
Sidney Parentoni (comunicagao pessoal). A linhagem Cateto237/67 foi obtida
em 1967 no Instituto de Pesquisa Agricola do Centro-Oeste (IPEACO), atual
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Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas — MG, a partir da populagdo Cateto
Agua Limpa. Esta linhagem possui elevado nivel de tolerancia ao Al em
solucao nutritiva, sendo selecionada como o parental tolerante da populagao de
mapeamento utilizada por Ninamango-Cardenas et al. (2003) e Jardim (2007).
No entanto, essa linhagem n&o apresenta boas caracteristicas agronémicas.

SLP181/71 também € uma linhagem antiga, desenvolvida no IPEACO
em 1971, a partir da populagdo San Luiz de Potosi (SLP) originaria do México,
apresentando niveis médios de tolerancia.

L1154 é uma linhagem obtida da populacdo BR105, que foi produzida
pela Embrapa Milho e Sorgo a partir de selegdo no germoplasma Suwan 1,
originario da Tailandia. Esta € uma linhagem mais moderna, com boas
caracteristicas agronémicas e boa tolerancia a Al em solucéo nutritiva.

A linhagem L3 foi desenvolvida a partir de um sintético eficiente na
utilizagao de fésforo pela Embrapa Milho e Sorgo na segunda metade dos anos
90. Esta linhagem participa de varios hibridos comerciais de milho,
apresentando alta capacidade combinatoria para producédo de grédos e
tolerancia mediana ao Al em solugéo.

As variedades de polinizagado aberta CMS036 e BR106 foram utilizadas
como testemunhas tolerante e sensivel ao aluminio, respectivamente.

Na Figura 1 esta apresentado o esquema de obtenc¢do dos sete ciclos de

selecao utilizados no presente trabalho.
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Cateto237/67
SLP181/71
L1154
L3

Co

C1- C1+

C2- C2+

C3- C3+

Figura 1 - Ciclos de selegdo divergente para a tolerancia ao Al a partir do
intercruzamento entre as linhagens Cateto 237/67, SLP181/71, L1154 e L3. As
siglas CO, C1, C2 e C3 correspondem aos ciclos 0, 1, 2 e 3, respectivamente; o
sinal (-) indica que foram selecionados os individuos menos tolerantes e o sinal
(+) indica que foram selecionados os mais tolerantes. O ciclo zero (CO) do
Sintético-Aluminio foi obtido pelo intercruzamento das quatro linhagens no ano
de 2003/2004.

No ciclo 0, 294 plantulas foram avaliadas em solugao nutritiva contendo
222 uyM de aluminio, sob condi¢cdes controladas em camara de crescimento.

Desse experimento, as 30 plantulas mais tolerantes e as 30 mais sensiveis
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foram transplantadas para um canteiro, onde todos os individuos dentro de
cada um dos grupos foram recombinados por meio de bulk de pdlen. Assim
foram obtidos os ciclos C1+ (tolerante) e C1- (sensivel) no ano agricola
2004/2005. O ciclo C1+ foi selecionado e recombinado da mesma maneira,
gerando os ciclos C2+ e C2-, em 2005/2006. No ano agricola de 2006/2007, a

partir da selecéo e recombinagao de C2+, foram gerados os ciclos C3+ e C3-.

3.2. Avaliacao da tolerancia ao aluminio em solucéo nutritiva

Sementes das linhagens parentais (L1154, L3, SLP181/71 e
Cateto237/67), dos ciclos de selegao (CO, C1+, C1-, C2+, C2-, C3+ e C3-) e
das testemunhas (CMS036 e BR106) foram germinadas em rolos de papel
umedecidos com agua deionizada. Apds quatro dias de germinagao, as
plantulas com desenvolvimento uniforme dentro de cada populagdo foram
transferidas para copos plasticos perfurados, acomodados em placas de PVC
escuras, dentro de bandejas plasticas opacas com capacidade para oito litros e
meio de solu¢do nutritiva completa contendo Ca (3527 uM), K (2354 uM), Mg
(855 uM), N-NO3 (10857 uM), NNH4 (1300 pM), P (45 uM), S (587 uM), B (25
puM), Fe (77 pM), Mn (9,1 uM), Cu (0,63 uM), Mo (0,83 uM), Zn (2,29 uM), Na
(1,74 uM), Fe-HEDTA (75 pM), CI (596 uM), como sugerido por Magnavaca et
al. (1987a). O pH inicial das solugbes foi ajustado para 4.2, ndo sendo
realizados ajustes no decorrer das avaliagdes. As bandejas foram mantidas em
camara de crescimento com temperatura diurna de 27 + 3°C, noturna de 20 +
3°C e fotoperiodo de 12 horas, sob aeragao continua.

Apo6s um dia em solugao nutritiva completa, mediu-se o Comprimento

Inicial da Raiz Seminal (CIRS) de cada plantula. Em seguida, metade
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das plantulas foi transferida para bandejas com solugao nutritiva contendo 389
UM de AP* na forma de KAI(SO,),. As demais plantulas foram mantidas em
solucdo completa sem adicdo de Al, como controle. Decorridos cinco dias,
avaliou-se o comprimento final da raiz seminal das plantulas e o Crescimento
Liquido da raiz seminal (CL) foi obtido pela diferenga entre os comprimentos
final e inicial, avaliados sob estresse de Al comprimento liquido com Al, CLcAl)
e na condi¢ao de controle (comprimento liquido sem Al, CLsAl).

O indice fenotipico utilizado para avaliar a tolerancia ao Al em cada ciclo
de selecdo foi obtido pela divisdo da média do CLcAl pela média do CLsAl,
sendo denominado Crescimento Liquido Relativo da raiz seminal dos ciclos de
selecéo (CLRc).

O Crescimento Liquido Relativo da raiz seminal ao nivel de planta

(CLRp) foi calculado pelo CLcAI/CIRS, conforme definidos como anteriormente.

3.3. Andlise de variancia para a tolerancia ao aluminio

Os tratamentos foram formados pelas quatro linhagens parentais
(Cateto237/67, L1154, SLP181/71 e L3), pelas sete popula¢des derivadas dos
ciclos de selegcdo (CO, C1-, C1+, C2-, C2+, C3- e C3+) e pelas duas
testemunhas (CMS036 e BR106). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés repeticbes. As parcelas dos ciclos de
selegdo, das testemunhas e das linhagens parentais foram representadas por
35, 21 e 18 plantas, respectivamente. O CLRc de cada material foi obtido a
partir divisdo das médias de CLcAL em cada repeticdo pela média global do

crescimento liquido da raiz seminal na condi¢g&o controle para cada gendtipo.
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A analise de variancia foi realizada pelo programa GENES (Cruz, 2007),
segundo o modelo:
Yi=H*gite
em que:
yij: observacdo do i-ésimo genotipo na repeticao j;
U : média geral;
gi : efeito do i-ésimo gendtipo (i=1, 2, ..., 13);
ej : erro associado a observagao vyj.

A pressuposigéo associada ao modelo é: ej ~ NID (0,5?).

3.4. Estimacdo das variancias fenotipica, genotipica e ambiental e da

herdabilidade em cada ciclo de selecé&o

A variancia fenotipica (52) em cada ciclo (CO, C1+, C2+ e C3+) foi
estimada baseada nos valores de CLRp dos cento e cinco individuos oriundos
das trés repetigdes de cada parcela de 35 plantas. A variancia ambiental (&5Z)

em cada ciclo foi calculada com base na média das variancias fenotipicas das
quatro linhagens, considerando-se que nao exista variagdo de natureza

genética entre plantas dentro de uma mesma linhagem. A variancia genotipica

(64 ) foi obtida pela diferenca entre a variéncia fenotipica e a ambiental.

A herdabilidade (h?) em sentido amplo foi estimada pela expressao:
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3.5. Calculo dos ganhos por selecao

Neste trabalho utilizou-se uma intensidade selegdo de 10%. Os ganhos

genéticos preditos (GP) foram calculados pela seguinte expresséao:
GP=p.DS.h?

em que:
GP: ganho devido a selecgéo;
p: controle parental (p=1; unidade de selegdo igual a de recombinagdo, com
selecao antes do florescimento);
DS: diferencial de selegcdo (obtido a partir da diferengca entre a média da
populacdo melhorada e a média da original); e
h?: herdabilidade em sentido amplo.

Os ganhos genéticos realizados (GR) foram obtidos pela diferenga entre

as médias dos ciclos.

3.6. Genotipagem molecular

3.6.1. Extracao e quantificacdo de DNA gendmico

Para as linhagens parentais, o DNA gendmico foi extraido de um
conjunto de dez plantulas. A genotipagem dos trés ciclos de selegédo foi
realizada utilizando o DNA extraido individualmente de 48 plantulas de cada
um dos ciclos C0O, C1+ e C2+, sendo as mesmas plantulas fenotipadas
previamente em solucéo nutritiva.

As amostras foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -

80°C até a o isolamento de DNA, que foi realizado de acordo com método
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descrito por Saghai-Maroof et al. (1984). Aproximadamente cinco gramas das
folhas congeladas foram maceradas com nitrogénio liquido e transferidas para
microtubos de 1500 uL, aos quais foram adicionados 600 pyL de tampao CTAB
(CTAB 2%; Tris-HCI 0,2 M; NaCl 1,4 M; EDTA 0,02 M; B-Mercaptoetanol 2%).
Apos leve agitacdao manual, a mistura foi mantida a 54°C em banho-maria por
uma hora, com agitagdo a cada 10 minutos. Logo apds a retirada do banho-
maria, os tubos ficaram 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado um volume 600 yL de solugdo de cloroférmio-octanol (24:1), com
homogeneizagao constante por 10 minutos. O material foi centrifugado a 12000
rom por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para outro microtubo para
uma nova lavagem com cloroférmio-octanol (24:1). O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 800 pL
isopropanol, sendo mantidos a -20°C por uma hora. Apds uma centrifugagéo a
12000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados
ao pellet 180 uL de etanol 70%, com posterior centrifugacéo a 12000 rpm por 2
minutos. Apos a retirada do etanol, o pellet foi centrifugado a vacuo durante 3
minutos. O material foi ressuspendido em 80 pL de tampao TE (Tris-HCI 10
mM; EDTA 1 mM; pH 8,0), contendo 1 uL RNAse (0,1 mg/mL).

O DNA gendmico obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8%, em tampao TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0), com um
padrao de concentragdo conhecida para sua quantificacdo e avaliacido de
integridade. Apds uma hora de eletroforese a 100 V, o gel foi incubado por 15
minutos em solugdo de brometo de etidio (1 pg/mL), visualizado sob luz

ultravioleta e fotografado no equipamento Eagle Eye Il (Stratagene®).
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3.6.2. Marcadores microssatélites

As informagdes sobres os marcadores microssatélites foram obtidas a
partir dos dados de mapeamento de QTLs associados com a tolerancia ao
aluminio em milho obtidos por Jardim (2007).

Para as analises de freqluéncias alélicas, foram utilizados cinco
marcadores localizados ao longo do cromossomo 5, onde foi detectado um
QTL explicando em torno de 13% da variagao fenotipica para a tolerancia ao
aluminio em uma populagdo de RILs cujo parental tolerante € Cateto 237/67
(Jardim, 2007). Os marcadores selecionados foram phi113, bnig105, umc1221,
umc1537 e umc1792, localizados nos bins 5.00, 5.02, 5.04, 5.07 e 5.08,
respectivamente,cujas posigdes no cromossomo estao apresentadas na Figura
4. As sequéncias dos iniciadores estdo disponiveis no Maize Genetics and

Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php).

As reacdes de amplificagcdo foram realizadas no termociclador modelo
9600 (Applied Biosystems), em um volume final de 10 uL, contendo 30 ng de
DNA, 1,0 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 2,0 mM MgCl, 125 uM de cada um dos
dNTPs, 0,6 yM de cada um dos primers e 1 U de enzima Taq polimerase. Os
ciclos de amplificagdo consistiram de uma etapa inicial de desnaturagédo a 95°C
por dois minutos; nove ciclos de 94°C por 20 segundos, 68°C por 20 segundos
com a reducgéo de 1°C a cada ciclo e 72°C por 20 segundos; seguidos de 25
ciclos de amplificagédo a 94°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C
por 20 segundos. Finalmente, a reagcdo foi submetida a um periodo de
extensao a 72°C por cinco minutos.

Os fragmentos amplificados foram diluidos em agua de acordo com a

intensidade das fluorescéncias nas proporcdes de 1:26, 1:10 e 1:10 para
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6-FAM (azul), HEX (verde) e NED (amarelo), respectivamente. Dessa diluicéo,
3 uL foram misturados a 0,8 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems®),
0,5uL de corante (BigBlue, Applied Biosystems®) e 0,2 uL do padrao de peso
molecular GS-500 ROX (Applied Biosystems®). As amostras foram
desnaturadas a 95°C por 5 minutos e imediatamente transferidas para o gelo
até o momento da aplicagdo no gel de poliacrilamida 5%. Os alelos
amplificados foram submetidos a eletroforese, por um periodo de duas horas
em uma voltagem de 3 kV, no sequenciador automatico ABI377 (Applied
Biosystems). Apds a eletroforese os fragmentos amplificados foram analisados
com os programas GeneScan e GenoTyper (Applied Biosystems®) para a

determinacao do tamanho dos alelos de cada individuo.

3.7. Analises estatisticas dos dados moleculares

3.7.1. Estudos das frequéncias alélicas

A frequéncia dos alelos em cada loco foi calculada a partir do numero de
individuos observados que apresentam determinado alelo dividido pelo numero
total de alelos da populacdo que é igual ao numero total de individuos
multiplicado por 2..

Assim, as frequéncias alélicas foram obtidas da seguinte forma

p= Nobs/NTotaI
em que
pi : frequéncia alélica do alelo i;
Nobs : NUmMero de ocorréncia do alelo i na populagao;

Ntota : numero total de alelos na populagao.
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3.7.2. Deriva genética

O teste de contingéncia de qui-quadrado (Gomes, 1981) foi realizado

para averiguar a homogeneidade nas frequéncias alélicas entre os ciclos de

selegdo. O calculo do qui-quadrado ( x) foi feito da seguinte maneira:

g (Fo - Fe)’

e = Fe
onde
Fo : Frequéncia observada e;

Fe : Frequéncia esperada.

O valor critico para o qui-quadrado foi obtido segundo a metodologia
Waples (1989a) e foi aplicado em cada loco para verificar se as mudangas nas
frequéncias alélicas apdés um ciclo podem ser exclusivamente atribuidas a
deriva genética.

A probabilidade é dada por

P{Zz > —Q((k:_l) }

sendo Q.1) 0 valor critico de y* para K — 1 graus de liberdade, sendo K o

numero de alelos em cada loco, e

c_V(x-y)
BV
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Sendo

V(x—y)—PG:—Pizé +1_[1_2;:Ii_5%7J];

BV = PA—P)| =+ —
25, 28,

em que:

x ey : frequéncias alélicas nas amostras Sy e S;, respectivamente;

t : numero de geragdes;

BV : denota a variancia de (x-y), se € uma amostra binomial;

Ne : tamanho populacional efetivo;

P : probabilidade de se escolher um determinado alelo nos dois eventos
amostrais.

O tamanho efetivo populacional foi estimado de acordo com Waples
(1989b), baseado no plano Il, onde individuos sdo amostrados antes da
reproducdo e ndo reamostrados. Considerando Sy e S; como as respectivas
amostras dos dois eventos amostrais, e F; a variancia das frequéncias alélicas,

N € dado por:

N, = t

dr (1,1
25, 25,
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A variancia das frequéncias alélicas para cada loco foi calculada como

proposto por Nei e Tajima (1981):
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises de variancia e estimacao de parametros genéticos

O indice CLRc empregado para avaliar a tolerancia ao Al foi significativo
a 1% de probabilidade pelo teste de F (Quadro 1), evidenciando a existéncia de
variabilidade genética quanto a tolerancia ao Al entre os gendtipos, incluindo as
linhagens parentais e os ciclos de selegdo. Tais resultados sugerem a
ocorréncia de alteragdes nas frequéncias alélicas dos genes que controlam a

caracteristica.
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Quadro 1 - Analise de variancia para o indice crescimento liquido relativo da
raiz seminal dos ciclos (CLRc).

FV GL QM
Populagbes 12 0.1774**
Ciclos (C) 6 0.1161**
Linhagens (L) 3 0.2316**
Testemunhas (T) 1 0.0671*
CvsT 1 0.6293**
LvsT 1 0.1864**
Residuo 26 0.0035
CVe(%) 8.55
CVg(%) 27.07
CVg/Cve 3.17

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

Parentoni et al. (2003), avaliando 36 genotipos obtidos a partir um dialelo
entre nove linhagens de milho, concluiram que o uso do crescimento radicular
em condi¢ao controle para a obtencao do indice CLR, aumenta a razdo entre
os efeitos aditivos e dominantes de 0,50 para 2,67, confirmando que é sempre
desejavel utilizar o indice CLR para avaliar a tolerancia ao Al em solugéo
nutritiva. Os coeficientes de variacao experimental (CVe) obtidos no presente
experimento foram menores que o coeficiente de variagdo genético (CVQ) e
proximos aos relatados por Magnavaca et al. (1987b), Prioli (1987),
Ninamango-Cardenas et al. (2003) e Jardim (2007).

A razdo entre os coeficientes de variagdo genético e experimental
(CVg/CVe) foi maior que 1.0, indicando que os efeitos ambientais foram
controlados apropriadamente nos experimentos, o que aumenta a

confiabilidade da avaliagdo fenotipica (Vencovsky, 1987; Cruz, 2004).

26



Quadro 2 — Médias do indice CLRc dos ciclos de selecéao, linhagens parentais
e testemunhas.

Genétipos Médias*
co 03376 9
C1+ 0.7875 2°°
c1- 0.6005 %
C2+ 0.8923 2
c2- 0708 "

ab
C3+ 0.8611

ab
C3- 0.8522
L3 0.3557 fg
L1154 06696 ¢
SLP181/71 0.3329 g
Cateto237/67 0.9158 2 f
CMS036 0.4584 ©
BR106 0.2469 9

* As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Considerando-se a magnitude do CLRc, a linhagem Cateto237/67 foi a
mais tolerante ao aluminio, seguida dos ciclos de selecdo C2+, C3+, C3- e
C1+, contudo nao diferem-se estatisticamente(Quadro 2). A linhagem L1154
apresentou niveis intermediarios de tolerancia, enquanto as linhagens
SLP181/71 e L3 juntamente com o CO e a variedade BR106 (testemunha
sensivel) foram os gendtipos que obtiveram os menores valores de CLR. Todos
os ciclos de selegcao divergente, exceto o C1-, superaram a tolerancia ao

aluminio apresentado pela variedade CMS036, considerada tolerante.

Como o objetivo do trabalho foi avaliar os ganhos genéticos advindos da
selecdo para tolerancia ao aluminio ao longo de trés ciclos de selecdo, a
avaliacdo da caracteristica foi realizada com uma concentragdo de aluminio
quase duas vezes superior (389 uM) aquela normalmente utilizada para
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avaliar a tolerancia ao Al em milho.

Tal fato pode justificar, a baixa tolerancia apresentada pela variedade
CMS036 utilizada como testemunha tolerante ao Al, assim como da linhagem
SLP181/71, considerada como tolerante segundo Alves et al. (2004). O uso
desta elevada concentragdo de Al é necessaria, pois, 0s ciclos tém como
genitores linhagens com niveis de tolerancia relevantes, logo a utilizagcdo de
concentragcdes de Al ordinarias n&o discriminaria os materiais adequadamente.
Dentro dos ciclos 1 e 2 houve diferencga significativa nas médias do CLRc entre
os individuos mais tolerantes (+) e mais sensiveis (-), 0 que nao ocorreu entre
tais individuos no ciclo 3 (Quadro 2). A inexisténcia de diferengas significativas
entre as médias de C3+ e C3- pode indicar que houve a fixagado dos genes, ou

de grande parte deles, responsaveis por este carater.

4.2. Relacado entre a tolerancia ao aluminio e o crescimento radicular sem

aluminio

A importancia relativa da utilizacdo do CLR como indice de selecéo para
tolerancia ao Al esta definida na literatura (Magnavaca et al., 1987; Prioli, 1987,
Ninamango-Cardenas et al., 2003; Parentoni et al., 2003; Jardim, 2007).
Contudo, o crescimento liquido sem aluminio deve ser considerado em uma
analise global. O CLsAl reflete o crescimento da raiz na auséncia de niveis
toxicos de aluminio, e um sistema radicular maior sugere que um maior volume

de solo sera explorado, conferindo a planta maior capacidade para absorcao de
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nutrientes e agua. Tal caracteristica é desejavel e deve ser considerada em
programas de melhoramento, para a geragao de cultivares superiores. Dentro
deste contexto, o crescimento radicular (CLsAl) e a tolerdncia ao aluminio
(CLR) foram avaliados conjuntamente, como pode ser visualizado na Figura 2.
Dentre as linhagens fundadoras do Sintético-Aluminio, a Cateto237/67
apresenta maior nivel de tolerancia ao Al e menor crescimento radicular na
auséncia de Al. No extremo oposto esta a L3 que apresenta maior crescimento
radicular, mas menor tolerancia ao aluminio téxico. De forma interessante,
todos os ciclos sob selecao apresentaram uma combinacgao favoravel de alelos
com relacao a tolerancia ao Al e ao crescimento radicular, com destaque para
os ciclos C2+ e C3+ cuja tolerancia se aproximou do parental mais tolerante

(Cateto237/67) e o crescimento radicular foi semelhante ao da linhagem L3.
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Figura 2 - Relagao entre CLR apds cinco dias de estresse de aluminio e CLsAl.
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Isso sugere que a selegao direta para a tolerancia ao Al tenha promovido
uma selecao indireta para crescimento radicular na auséncia de estresse.
Assim, os ciclos de selegcdo avangados do Sintético-Aluminio (C3+ e C2+)
apresentam grande potencial para a extragao de linhagens e compostos de

interesse para os programas de melhoramento.

4.3. Ganhos genéticos preditos e realizados

Verificou-se que em todos os ciclos ocorreram ganhos genéticos
superiores aos preditos (Quadro 3), fato inesperado, pois a variancia genotipica
possui componentes que nao sao herdaveis, inflacionando as estimativas de
herdabilidade em sentido amplo e de ganho predito. A utilizagdo do indice
CLRp pode levar a inferéncias errbneas quanto a classificacdo de gendtipos
para tolerancia ao Al (Martins et al., 1999), logo a herdabilidade perde a sua
principal funcdo que é de carater preditivo (Falconer, 1987). Entre os ciclos CO
e C1+, C1+ e C2+, e C2+ e C3+ foram obtidos ganhos reais de 49,15, 6,6 e

8.24%, respectivamente (Figura 3).
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Quadro 3 — Estimativas de parametros genéticos para o indice crescimento

liquido relativo da raiz seminal ao nivel de planta (CLRp).

Ciclos
CO Cl+ C2+ C3+
U;E 0.0482 0.0640 0.0631 0.0649
= s;: 0.0080 0.0238 0.0229 0.0247
h? 16.54 37.20 36.27 38.03
i 0.4072 0.8987 0.9647 1.0471
X, 0.8616 1.3750 1.4234 1.4020
GP(ac) 0.4072 0.4824 0.6596 0.8260
GR(ac) 0.4072 0.8987 0.9647 1.0471
Linhagens
L1154 Cateto L3 SLP
i 0.0357 0.0754 0.0218 0.0280
#
*ac = acumulado
1,200
1.0000 4
0]
2 oo
b
m
% e —a— R
@ ’ —— 0GP
Z
E
W 0.9000
w
0,200
0.0000
=1 o+ o2+ o3

Cido=s

Figura 3 — Comparagao entre ganhos reais e preditos para a tolerancia ao

aluminio com base no CLR.
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Estatisticamente, nao existiu diferenca entre as médias de CLRp dos
ciclos C2+ e C3+, de onde pode ser levantada a hipétese de que grande parte
dos alelos favoraveis tenham sido fixados no segundo ciclo de selecdo. Tal
hipétese corrobora com os dados da literatura que sugerem que a tolerancia ao
aluminio em milho é controlada por um pequeno numero de genes (Prioli, 1987;

Torres et al., 1997; Ninamango-Cardenas et al., 2003; Jardim, 2007).

4.4. Estimativas das frequéncias alélicas e deriva genética

Os cinco locos SSR foram avaliados entre as quatro linhagens
fundadoras do Sintético-Aluminio e revelaram um total de 15 alelos, cujas
frequéncias alélicas foram avaliadas ao longo dos ciclos de selegéo divergente,
CO, C1+ e C2+ (Quadro 4). Uma vez que nao foram observados ganhos
genéticos significativos apos o segundo ciclo de selecdo estes n&o foram
avaliados por meio de marcadores moleculares. O teste de neutralidade de
Waples foi utilizado para avaliar se as alteragbes nas frequéncias alélicas
foram devido aos efeitos de erro de amostragem ou de deriva genética

(Waples, 1989a) (Quadro 5).
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Quadro 4 — Distribuicdo das frequéncias alélicas ao longo dos ciclos e os

respectivos alelos das linhagens.

Locos (bin) Alelos (pb) e linhagem doadora Frequiéncias alélicas

Co Cl+ C2+
phill3 119(1154. SLP e CAT) 0.5875 0.7340 0.5833
(5.00) 128(L3) 0.4125 0.2660 0.4167

Tamanho da amostra (S) 40 47 48

bnlg105 75(L3) 0.3936 0 0
(5.02) 81(SLP) 0.1915 0 0

93(1154) 0.3511 0.6702 0.8830
99(CAT) 0.0638 0.3298 0.1170

Tamanho da amostra (S) 47 47 47
umcl1221 74(CAT e 1154) 0.1548 0.2292 0.1667
(5.04) 86(1154) 0.1429 0.3542 0.2917
89(L3) 0.0238 0.0208 0.0417
92(SLP) 0.6786 0.3958 0.5000

Tamanho da amostra (S) 42 48 48
umc1537 92(CAT, SLP, e 1154) 0.3333 0.6563 0.6667
(5.07) 98(L3) 0.6667 0.3438 0.3333

Tamanho da amostra (S) 48 48 48
umc1792 121(CAT e SLP) 0.2234 0.2396 0.3750
(5.08) 124(1154) 0.5957 0.5208 0.4688
127(L3) 0.1809 0.2396 0.1563

Tamanho da amostra (S) 47 48 48
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Quadro 5 — Teste de neutralidade de Waples para mudancas nas frequéncias
alélicas ao longo dos ciclos.

Locos

phill3 bnlg105 umcl221 umc1537 Umc1792

co/C1+ ) 40 47 44 48 47
St 47 47 48 48 48
12 0.0479  0.8646* 0.1789 0.2086 0.0138
gl 1 3 3 1 2

C1+/C2+ ) 47 47 48 48 48
St 48 47 48 48 48
72 0.0505  0.1305 0.035 0.0002 0.0501
gl 1 3 3 1 2

** significativo ao nivel de 1% (p<0,01). SO: nimero de individuos amostrados na populacéo de
origem. St: numero de individuos amostrados na populagao derivada.

Os resultados obtidos pelo teste padrdao de contingéncia de qui-
quadrado, determinou que as alteragdes nas freqliéncias alélicas, em todos os
locos, nado foram significativas. Ja os resultados obtidos pelo teste de Waples
(1989a), determinaram que apenas no loco bnlg105 ocorram alteragdes
significativas nas frequéncias alélicas entre os ciclos CO e C1+ (apéndice). A
diferenca entre as duas metodologias estd no uso de um fator de corregéo
adotado por Waples, sendo este fator dependente do numero populacional
efetivo (Ne). Como o modelo deste autor considera este parametro, as
estimativas das probabilidades s&o mais acuradas, uma vez que a variacao

relacionada com a deriva genética é retirada do erro.
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Com base no teste de Waples, podemos considerar que bnig105 foi o
unico loco cujas alteracbes nas frequéncias alélicas foram significativas
(Quadro 5). O teste de Waples (1989a) considera em seu modelo apenas que o
numero efetivo populacional é influenciado por processos estocasticos, tais
como erros de amostragem ou deriva genética. Assim, a significancia do teste
indica que eventos como selecdo, mutagdo ou migragdo atuaram nas
alteragdes das frequéncias alélicas. Como a taxa de mutacdo é muito baixa e
nao houve migragao, resultados significativos para esse teste sugerem que as

alteracdes nas frequéncias alélicas foram devidas a selecéo.

Nota-se que as alteragbes nas frequéncias alélicas no loco bnlg105
ocorreram em todos os ciclos de sele¢cdo (Quadro 4). Os alelos oriundos das
linhagens menos tolerantes, L3 e SLP181/71, foram perdidos ao longo dos
ciclos de selegéo e os alelos das linhagens L1154 e Cateto237/67 tiveram suas
frequéncias aumentadas, principalmente apds o primeiro ciclo de selegcdo. O
alelo proveniente da linhagem mais tolerante ao Al (Cateto237/67) passou de
uma frequéncia de 6,38 para 32,98% entre os ciclos CO e C1+, onde ocorreu o
maior ganho genético (45%). No entanto, sua frequéncia alélica foi reduzida
para 11,7% no ciclo C2+. Ja o alelo da L1154 teve um incremento crescente
em termos de frequéncia ao longo dos ciclos CO, C1+ e C2+, passando de
35,11 para 67,02 e 88,3%, respectivamente. As alteragcdes expressivas nas
frequéncias de todos os alelos do loco bnlg105 sugerem que os desvios podem
ter sido causados pela selecdo, indicando a presenga de fatores genéticos

associados com a tolerancia ao aluminio.
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Tal resultado é corroborado pela identificagdo de um QTL explicando
proximo a 13% da variancia fenotipica para a tolerancia ao Al entre os
marcadores umc1056 - umc1935, localizado em torno de 16 cM do marcador
bnlg105 (Figura 4). O referido QTL foi mapeado em uma populagao de RILs,
cujo parental tolerante foi a linhagem Cateto 237/67 (Jardim, 2007). A grande
vantagem da abordagem com base nas frequéncias alélicas & expandir o
horizonte em termos de alelos avaliados, diferentemente do trabalho citado que
a unica fonte de tolerancia foi a linhagem Cateto 237/67. Isto explica o fato de
ter ocorrido um aumento na freqiéncia do alelo oriundo da L1154 e nao da
Cateto 237/67, sugerindo que este alelo seja mais importante para o aumento

da expressao fenotipica neste loco.
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2007). O marcador umc1792 esta localizado a 49 cM do umc1537.

Com base nos desvios nas frequéncias alélicas observadas ao longo
das geragdes, sugerindo que existe um desequilibrio de ligacdo entre o
marcador bnlg105 e o QTL. Liu (1998) afirmou que a detec¢cdo de marcadores
proximos a QTLs aumentam o desequilibrio de ligagao disponivel para selegéo,
sendo que, para ligagbes muito proximas, a selegdo para os alelos marcadores
correspondem a selegdo para os QTLs. Em espécies aldgamas, que é o caso
do milho, a tendéncia € que ao longo dos ciclos de selegdo o desequilibrio de
ligacdo tenda a desaparecer devido a recombinagéo génica. Entre os ciclos CO
e C1+ seria esperado um maior desequilibrio de ligagéo, indicando que a

marca estaria proxima ao QTL.

No loco phi113, a frequéncia do alelo oriundo das linhagens L1154,
SLP181/71 e Cateto237/67 aumentou em 14,65% do CO para C1+ e reduziu
para praticamente a mesma frequéncia original no ciclo C2+. Uma possivel
explicacdo para o fato de as frequéncias alélicas se alterarem desta forma é
que a marca esta aproximadamente 27 cM do QTL, sendo uma marca
localizada a uma distancia consideravel do QTL. Portanto, o desequilibrio de
ligacdo entre a marca e o gene tende a cair mais rapidamente. Nota-se que o
loco phi113 nao apresentou alteragdes significativas nas suas frequéncias
alélicas, apesar de estar localizado a apenas 6 cM do bnlg105, sugerindo que
essa estratégia possui uma elevada precisdo mesmo considerando a analise
de um numero de individuos relativamente reduzido dentro de cada ciclo de
selecdo. No entanto, mais marcadores precisam ser avaliados dentro do QTL
para avaliar como ocorre a queda do desequilibrio de ligagdo nessa populagao

e, consequentemente, qual a precisao em relagdo ao mapeamento de QTL.
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Nos locos umc1221, umc1537 e umc1792 as alteragdes nas freqliéncias
alélicas, ao longo de todos os ciclos, foram devido a erro de amostragem ou
deriva genética, uma vez que nao foram significativas pelo teste de Waples.
Ressalva-se que o tamanho amostral de 48 individuos foi suficiente para
detectar alelos em baixas frequéncias, com o caso do alelo originario da L3 no
loco umc1221 que foi em torno de 2% (Quadro 4), indicando que o tamanho

amostral utilizado no presente trabalho foi adequado.

Assim, segundo o teste de Waples, as alteracbes das frequéncias
alélicas nos locos phi113, umc1221, umc1537 e umc1792 foram devidas a
erros de amostragem ou deriva genética, o que pode se justificado pela
distancia em relagéo a posi¢cao do QTL determinado por Jardim (2007). Ja loco
bnlg105 apresentou variagdes significativas nas frequéncias dos seus alelos
entre o ciclo CO e C1+, coincidindo tanto com o ciclo de maior ganho genético
quanto com a proximidade do QTL de tolerancia ao aluminio identificado por

Jardim (2007).

Estudos complementares, tais como saturagdo de marcadores na regiao
do QTL e estimativa direta do desequilibrio de ligacdo, sdo necessarios para
averiguar a resolugdo do uso das alteragbes nas frequéncias alélicas para
identificar regides gendmicas associadas com caracteres de interesse em

comparagao com o mapeamento de QTLs utilizando cruzamentos biparentais.
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5. CONCLUSOES

A tolerancia ao Al avaliada por meio do CLRc apresentou variabilidade
significativa dentro e entre ciclos, sendo maior no primeiro ciclo de selecéao.
Devido ao elevado ganho genético real obtido no primeiro ciclo de selegao,
pode-se inferir que este carater esta sob controle de um numero reduzido de
genes.

A alteragao nas frequéncias alélicas no loco bnlg105 foi verificada ao
longo dos ciclos de selegdo, sendo significativa apenas entre CO e C1+,
sugerindo a presenca de desequilibrio ligagdo entre o marcador e fatores
genéticos que controlam a tolerancia ao aluminio em milho. Esse resultado
corrobora com a presenca de um QTL de tolerancia ao aluminio a 16 cM do
loco bnlg105 e com o fato do maior ganho genético ter ocorrido no primeiro
ciclo de selecao. Os desvios nas frequéncias alélicas dos demais locos foram

devidos aos erros de amostragem ou deriva genética.
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7. APENDICE

A seguir sera apresentado os calculos dos testes de contingéncia de qui-

quadrado e de Waples (1989a). Tomando como exemplo o loco phi113 e as

freqUuéncias alélicas no CO e C1+, tem-se:

Valores Observados

Ciclos Alelos
119 128 Total
co 0,5875 0,4125 1
Cil+ 0,734 0,266 1
Total 1,3215 0,6785 2
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O calculo das frequéncias esperadas é da seguinte maneira:

Fe =1,3215 (1) /2 = 0,661

De forma semelhante as demais frequéncias sao calculadas.

Valores Esperados

Ciclos Alelos
119 128 Total
co 0,661 0,339 1
Cl+ 0,661 0,339 1
Total 1,3215 0,6785 2

2 (FO— Fe)2 _ 2 2 _
7E = 30 = (0,5875-0,661)° /0,661 + .. + (0,266-0,339)°/0,339 =
e

0,0479

Os graus de liberdades para o teste é (C-1)(K-1), sendo C o numero de
ciclos e K o numero de alelos. Neste exemplo tem-se: (2-1)(2-1) = 1. O valor
critico do qui-quadrado com 1 grau de liberdade ao nivel de 5% de
probabilidade é 3,84. Como o valor de qui-quadrado calculado é menor que o
tabelado, pode-se concluir que as variagdes nas frequéncias alélicas ndo sao

significativas.
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Para o teste de Waples tem-se:

g -y,)
= 0,0936
,Zl“ x +y /2 X, Y;

N = t =71

e
25, 28,

V(x-y)=P(- P)[ 75 [1%}[1%” = 0,0928

e

BV = P(L-P) —— + | = 0,0231
25, 25

0 t

C:V(X_y)
BV

=4,0113
Pr| 4% > Quen | - 3,84/4,0113 = 0,9577
C
Como o valor calculado de qui-quadrado (0,0479) € menor que o obtido

por Waples (0,9577) diz-se que as alteragdes nas frequéncias alélicas ndo sao

significativas.
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