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ESTUDOS GENETICOS EM MILHO SOBRE O CARATER TOLERANCIA AO
ENCHARCAMENTO DO SOLO'!

Autor: Sérgio Delmar dos Anjos e Silva
Orientador: Prof. José Fernandes Barbosa Neto

RESUMO

A introducdo de culturas de sequeiro em solos de véarzea ¢ importante para o
desenvolvimento da regido sul do Brasil, uma vez que estas areas estao sub aproveitadas
com a cultura de arroz irrigado e a pecudria extensiva. O milho ¢ uma alternativa para o
melhor aproveitamento destas terras, logo o desenvolvimento de genotipos tolerantes ao
encharcamento do solo ¢ fundamental para viabilizar esta exploracdo. Neste sentido, os
objetivos deste trabalho foram estudar a genética da tolerancia ao encharcamento e
identificar marcadores de DNA associados a esse carater. O trabalho foi conduzido em
casa de vegetacdo, sendo analisados genitores, hibridos F; e populagdes segregantes
provenientes de cruzamentos entre linhagens tolerantes e sensiveis ao encharcamento do
solo. A analise molecular, através de marcadores de microssatélites, foi realizada com
uma populacdo Fs, resultante do cruzamento entre os genotipos mais contrastantes para
a tolerancia ao encharcamento. A selecdo dos marcadores obedeceu ao critério de
amostrar todos os cromossomos, com preferéncia aos que estivessem ligados a genes
pertencentes a rotas metabolicas envolvidas com a glicolise e a fermentagdo. Os
genitores demonstraram a existéncia de variabilidade genética para os caracteres matéria
seca de parte aérea (MSP) e matéria seca de raiz (MSR), sendo que os coeficientes de
herdabilidades estimados foram elevados. Ambos os caracteres revelaram complexidade
quanto ao numero de genes envolvidos, onde a analise de QTL indicou a presenca de
pelo menos trés locos envolvidos na manifestagdo da tolerancia ao encharcamento. A
acdo génica predominante foi a de dominancia e o efeito materno foi pronunciado. Trés
marcadores explicaram conjuntamente 33,3% da varia¢dao para MSP e 19,9% para MSR,
podendo ser uteis na selecdo assistida para a tolerancia ao encharcamento na fase de
planta jovem em milho. De maneira geral, a sele¢do fenotipica para MSP e MSR podera
ser uma alternativa eficiente na selecdo de gendtipos de milho com tolerancia ao
encharcamento do solo.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (71 p.). Mar¢o, 2003.
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GENETIC STUDIES IN MAIZE ON THE CHARACTER FLOODING TOLERANCE?

Author: Sérgio Delmar dos Anjos e Silva
Adviser: Prof. José Fernandes Barbosa Neto

ABSTRACT

The introduction of upland crops in lowland areas is important for the
development of southern Brazil, since these areas are under exploited, being lowland
rice and extensive cattle among the few existing alternatives for farmers. The maize
crop would be an important crop for better use of these lands, once flooding tolerant
genotypes become available. Therefore, the objectives of this work were to study the
genetics of flooding tolerance and to identify associated DNA markers. The work was
carried out in the greenhouse, being analyzed parents, F; hybrids and segregating
populations originated from crosses between soil flooding tolerant and sensitive inbred
lines. The molecular analysis was performed using microsatelite markers on a F;
population, resulting from crosses between the most contrasting genotypes for flooding
tolerance. The selection of markers aimed to cover all maize chromosomes, with
preference to those linked to genes belonging to the metabolic pathways involved with
the glycolysis and fermentation. The parent data indicated the existence of genetic
variability for the characters shoot dry matter (SDM) and root dry matter (RDM), and
the estimated heritabilities are high. Both characters revealed complexity regarding the
number of genes involved, where the QTL analysis indicated the presence of at least
three loci involved in the flooding tolerance. The predominant gene action was
dominance but a maternal effect was also evident. A set of three markers explained
together 33.3% and 19.9% of the variation for SDM and RDM, respectively, and could
be useful in the selection for flooding tolerance in young maize plants. In general, the
phenotype selection for SDM and RDM can be an efficient alternative in the selection
of maize genotypes with flooding tolerance.

? Doctoral Thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (71 p.) March, 2003.
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INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea Mays L.) é uma espécie amplamente difundida, sendo
cultivado nas Américas e em, praticamente, todas as regidoes de mundo. O maior
produtor mundial é os Estados Unidos, com o Brasil ocupando o terceiro lugar na
produ¢do de milho; entretanto, sem atender a demanda nacional pelo griao (Bisotto,
2001). As importagdes crescentes desse cereal nos ultimos anos levam a crer que novas
alternativas, aliadas a melhores produtividades, devem ser perseguidas pelos programas
de melhoramento desta espécie.

O aumento na produgdo de graos de milho é uma demanda de alta
importancia, principalmente para os estados do sul do Brasil, ¢ pode ser obtido com o
incremento da produtividade ou da area plantada. O aumento na produtividade de graos
pode ser obtido através do manejo da cultura, como também por cultivares com alto
potencial de rendimento de graos e bem adaptados as condi¢des edafo-climaticas. O
aumento na area de cultivo, principalmente em terras tradicionalmente de culturas de
sequeiro, ¢ mais dificil pela condicdo de concorréncia com a soja. Neste sentido, os
solos de varzeas da regido sul do Brasil, que ocupam uma area aproximada de 6.800.000
ha, aparecem como alternativa vidvel para o incremento da area cultivada com milho,
sendo que essa espécie tem mostrado potencial de produtividade em torno de 6.000

kg/ha, quando em condi¢des ambientais favoraveis.



— O MILHO

A origem do milho ainda ndo ¢ bem conhecida. Existem evidéncias de que
seu centro de origem ¢ o continente americano, mas, embora esta seja a mais aceita,
outras evidéncias indicam sua origem como asiatica (Vieira Jr., 1999). As evidéncias
arqueoldgicas para o milho primitivo na América do Sul sdo muito limitadas. O milho
primitivo na costa do Peru variava de tipos alongados de 12 a 20 fileiras de grdos, na
costa norte, a tipos de graos mais arredondados com até 28 fileiras na costa sul. Em
areas arqueoldgicas bem estudadas (no sudoeste dos Estados Unidos até a parte central
do México) sdo encontrados estagios semelhantes da evolugdo do milho. Inicialmente,
ha aproximadamente 5.000 anos A.C., os sabugos eram pequenos € pouco consistentes.
Num periodo de cerca de 3.000 anos, o milho se transformou de um tipo muito pequeno,
fragil e com oito fileiras de graos, para uma espécie muito mais produtiva, robusta e
variavel.

O milho pertence a familia Poaceae, tribo Maydeae, a qual pertencem
também o teosinto, o tripsacum e varias outras gramineas. Milho e teosinto tém um
nimero basico de dez cromossomos, enquanto o tripsacum apresenta o numero basico
de nove cromossomos. Os cromossomos basicos do milho podem ser distinguidos
através do comprimento relativo, relagdo de bragos, posicdo dos knobs, presenca de
determinados cromdmeros mais evidentes e grau de heteropicnose em regides
adjacentes aos centromeros (Aguiar-Perecin, 1987). A primeira anélise morfologica dos
cromossomos de milho feita em 1929 menciona a presenca de knobs nos cromossomos.
Os knobs sdao estruturas de natureza heterocromaticas, de tamanhos variados,
localizadas em posi¢des fixas nos cromossomos. Um determinado knobs, quando

presente em um cromossomo, representa uma caracteristica constante e sua heranca ¢



tdo precisa quanto a de um gene, sendo os knobs considerados como marcadores
citologicos (Aguiar-Perecin, 1987).

O cruzamento entre algumas espécies de tripsacum e milho € possivel,
porém, o retrocruzamento do hibrido com o milho resulta em perda de cromossomos.
No cruzamento entre teosinto e tripsacum isso também ocorre. O cruzamento
espontaneo entre milho e teosinto ocorre com relativa facilidade, sendo seus
descendentes férteis (Vieira Jr., 1999). A genética classica sugere alternativas para os
processos de evolugdo. Basicamente, ha trés hipdteses competitivas para explicar a
origem do milho e do teosinto, embora existam varias interpretacdes proprias para cada
uma delas. A “origem comum” ou hipdtese da “evolucdo divergente” sugere que o
milho, teosinto e tripsacum originaram-se de um ancestral comum. Embora ninguém,
aparentemente, esteja em desacordo com isso, opinides contundentes foram
apresentadas aos fatos subseqiientes. A hipotese da “descendéncia do teosinto”, descrita
por diversos autores, sugere que o milho originou-se direto (e unicamente) do teosinto,
por selecao feita pelo homem. A hipodtese do “milho como antepassado do teosinto”.
Esta hipotese, apresentada de inicio por Mangelsdorf e aperfeicoada mais tarde, ¢ de
que o teosinto (ou pelo menos o teosinto anual do México) pode ter se originado do
milho. Na verdade, a segunda e a terceira hipotese sdo simplesmente modificagdes da
primeira. Ambas aceitam que tripsacum divergiu logo, ao passo que o milho e teosinto
divergiram bem mais tarde.

O milho é uma planta C-4 com ampla adaptagdo a diferentes condigdes de
ambiente. Para a maxima expressdo do seu potencial produtivo, a cultura requer
temperatura entre 24 a 30°C, radiacdo solar elevada e adequada disponibilidade hidrica

no solo. Botanicamente, o grao de milho é um fruto denominado cariopse, em que o



pericarpo esta fundido com o tegumento da semente propriamente dita. O grao do milho
¢ essencialmente energético sendo o amido o seu principal componente. O teor de
proteina encontra-se entre 9 e 11% sendo deficiente em lisina e triptofano (Silva, 2001).

O ciclo de desenvolvimento do milho compreende os periodos vegetativo,
reprodutivo e formacdo e enchimento de graos. A duracdo do ciclo ¢ dependente de
cultivar, época de semeadura, regido de cultivo, fertilidade e umidade do solo. No que
se refere a tolerancia ao encharcamento em milho, o inicio da fase vegetativa ¢ o que
sofre os maiores danos (Ali, 1976; Singh & Ghildyal, 1980; Kanwar et al., 1988;
Mukhtar et al., 1990).

— SOLOS DE VARZEA

Os solos de varzea, encontrados nas planicies de rios e lagoas no Rio
Grande do Sul, apresentam como caracteristica comum a formacao, em condigdes
variadas, de deficiéncia de drenagem (hidromorfismo). Ocupam extensas areas, com
relevo variando de plano a suavemente ondulado, abrangendo aproximadamente 5,4
milhdes de hectares, o que representa 20% da érea total do Estado. S@o areas mais ou
menos continuas, mecanizaveis e facilmente irrigadas, sendo encontradas,
principalmente, nas regioes Litoral, Encosta do Sudeste, Depressao Central, Campanha
e Campanha/Missdes (Gomes et al., 2002).

Associado a ma drenagem, os solos de varzea ou hidromorficos apresentam
ainda, em sua maioria, uma densidade naturalmente eclevada, uma relac¢do
micro/macroporos muito alta e baixa capacidade de armazenamento de 4gua na camada
superficial. Outro aspecto relevante que caracteriza estes solos ¢ a fertilidade natural de
média a baixa, o que dificulta a utilizagdo de uma agricultura diversificada. Assim, em
tais condigdes, desenvolveu-se o sistema produtivo pecudria de corte extensiva e arroz

irrigado, que apresentam baixa rentabilidade (Gomes et al., 2002).



Nas condigdes do RS, a possibilidade de uso mais intensivo e racional dos
solos de varzea estd diretamente relacionada a implantacao de um sistema de rotagdo de
culturas, associada a uma cobertura permanente da superficie do solo € o manejo
eficiente da agua superficial (drenagem e irrigacdo). Em levantamento realizado por
pesquisadores da Embrapa Clima Temperado, em lavouras de 120 a 180 ha, foram
observados incrementos na produtividade do arroz de 2,67 e 2,16 t/ha, com um e dois
anos de rotacdo com o milho, respectivamente, entre as safras de 1993/94 ¢ 1996/97. O
incremento na produtividade do arroz, em termos gerais, situa-se em torno de 20 a 25%,
quando em rotagdo com a lavoura de milho, seja por um, dois ou trés anos, dependendo
do nivel de desinfestagdo do solo. Os produtores citam que as principais vantagens do
uso da rotagdo com o milho sdo: o aumento na produtividade do arroz, a visivel reducao
na infestacdo de arroz daninho na lavoura de arroz comercial subseqiiente, o decréscimo
de indculo de fungos de solo, a reducdo da necessidade de adubacdo da lavoura de
arroz, a facilidade de adogao do plantio direto para ambas as culturas e a conseqiiente

diminui¢ado dos custos de preparo do solo. (Gomes et al. 2002).

— TOLERANCIA AO ENCHARCAMENTO

Inundagdes e submergéncia, comuns em solos de varzea, levam a reducao
de trocas gasosas entre o tecido da planta e a atmosfera. O O, ¢ difundido dez mil vezes
mais lentamente em dgua do que no ar (Armstrong, 1979). O desequilibrio entre a lenta
difusdo do oxigénio e a velocidade com que o mesmo ¢ consumido por
microorganismos e raizes torna o solo inundado desprovido de oxigénio nas camadas
superiores, ficando os tecidos das raizes deficiente de oxigénio em poucas horas (Visser

et al.,, 2003). Como raizes e rizomas sdo Orgdos essencialmente aerobicos, a



conseqiiéncia pode ser fatal, porque ao cessar a respiragao aerobica, os niveis de energia
caem rapidamente, causando um dramatico declinio em absorcao e transporte de ions
(Huang et al., 2003; Vartapetian et al., 2003).

Para reduzir os impactos do estresse causado por deficiéncia de oxigénio as
plantas podem desenvolver caracteristicas morfologicas e bioquimicas que sao ambas
constitutivas ou induzidas pelo evento da inundagdo. Varias respostas anatomicas
facilitam o transporte interno de oxigénio por difusdo ou, algumas vezes, por fluxo de
massa. Isto permite que 6rgdos subterraneos evitem o desenvolvimento de interiores
anaerdbicos. De particular importancia € o desenvolvimento de aerénquimas, canais que
permitem as trocas gasosas entre as partes da planta. Eles criam uma rede de baixa
resisténcia para o transporte de gases da parte aérea, bem aerada, para as raizes que se
encontram em condicao anaerobica. A efetividade do aerénquima pode ser aumentada
pela formacao de barreiras de gas, na epiderme e exoderme nas raizes, que inibem a
perda radical de oxigénio das raizes para o solo em condi¢do de hipoxia ou anoxia
(Aschi-Smiti et al., 2003; Colmer, 2003).

A maioria das espécies vegetais cultivadas tem seu desenvolvimento e
producdo prejudicados em solos mal drenados. Sem oxigénio livre, a maioria das
plantas ndo ¢ capaz de sobreviver mais do que poucas horas ou dias € ndo podem se
desenvolver suficientemente para a reprodu¢do sexuada ou assexuadamente
(Vartapetian & Jackson, 1997). Outros fatores que contribuem para o desequilibrio
fisiologico das plantas nessas condi¢des sdao: a baixa disponibilidade de agua e de
minerais, causada por um decréscimo na permeabilidade das raizes, o desequilibrio de
hormdnios relacionados com as raizes, o decréscimo de nitrogénio disponivel no solo, o
incremento de compostos toxicos no solo e na planta e o aumento de organismos
patogénicos.

Espécies diferem consideravelmente em sua suscetibilidade ao estresse. A

tolerancia pode variar de somente poucas horas para muitos dias ou semanas,



dependendo da espécie, dos orgaos diretamente afetados, estadio de desenvolvimento e
condigdes de temperatura (Vartapetian & Jackson, 1997). Estudando a reagdo de
diversas espécies vegetais, sob prolongadas condi¢des de encharcamento, Yu et al.
(1969) concluiram que, quando o solo esta saturado, a difusdo de oxigénio ¢
intensamente reduzida. Contudo, algumas plantas sdo supridas de oxigénio por aeragao
interna, através de espacos intracelulares (aerénquima). Deste modo, o suprimento de
oxigénio ¢, em parte, dependente da porosidade das raizes e, segundo os autores, esta
caracteristica estd associada a tolerancia ao excesso de agua no solo por periodos
prolongados. Depois de uma ampla revisdo sobre o assunto, Kawase (1981) concluiu
que existem claras evidéncias de que as plantas tolerantes ao encharcamento possuem
um sistema de transporte de oxigénio para as raizes bem mais desenvolvido do que as
ndo tolerantes.

Diversos fatores relacionados com a anatomia e metabolismo da planta estao
ligados a tolerdncia ao encharcamento. Nas raizes, o acumulo de etileno e o
metabolismo anaerdbico sao os principais fatores. O acumulo de etileno ocorre devido a
sua baixa difusdo em agua e promove uma sériec de modificacdes morfologicas nas
raizes, como inibi¢do do crescimento e indug¢do a formacdo de esclerénquima
(Armstrong et al., 1994). A tolerancia a anoxia estd relacionada com a acao coordenada
de adaptagdes morfoldgicas, anatdomicas e bioquimicas (Bucher & Kuhlemeier, 1993).
Foi estabelecido que o estresse anaerobico induz mudangas no padrio protéico em
varias espécies. Isto ocorre porque a sintese de proteinas ¢ alterada devido a dissociagdo
dos poliribossomos, impossibilitando a tradu¢do do mRNA e afetando o metabolismo e

o nivel energético celular (Kennedy et al., 1992).



Ao nivel metabdlico, a baixa disponibilidade de oxigénio induz alteracdes
na expressao de genes nas plantas. Um grupo de 20 polipeptidios anaerdbicos (ANP’s)
foram seletivamente sintetizados em raizes primarias de milho apds cinco horas de
anoxia (Sachs et al., 1980). No mesmo tempo, a sintese de proteinas aerobica foi na sua
maioria reprimida. Esses polipeptidios anaerdbicos t€ém sido bastante estudados em
milho e, de maneira geral, estdo envolvidos na glicdlise e fermentagdo, tais como alcool
desidrogenase (Sachs & Freeling, 1978; Russel & Sachs, 1992; Andrews et al., 1993),
lactato desidrogenase (Kennedy et al., 1992), piruvato descarboxilase (Wignarajah &
Greenway, 1976; Lazlo & Lawrence, 1983) e frutose-1,6 bifosfato aldose (Kennedy et
al, 1992). Crawford (1992) citou que o fendmeno mais associado com o déficit de
oxigénio ¢ a inducdo da sintese e da atividade da enzima alcool desidrogenase,
confirmando os dados de Sachs & Freeling (1978), onde esta enzima era o principal
polipeptidio anaerobico sintetizado no milho em condi¢des de baixa disponibilidade de
oxigénio.

Em milho, a enzima alcool desidrogenase (ADH) apresenta dois locos (Adh-
1 e Adh-2) que se expressam durante os primeiros estadios do desenvolvimento da
semente, cuja atividade enzimatica decresce durante a germinacao da semente. Estes
locos sao muito estudados, sob o aspecto de regulacdo génica porque tém uma fungao
definida sob condigdes anaerobicas, as quais ocorrem em conseqiliéncia do excesso de
retengdo de agua no solo apds chuvas pesadas (Schwartz, 1969; Scandalios, 1974;
Freeling, 1983).

Schwartz (1969) mostrou que o loco Adh-1 ndo tinha uma fungao essencial
no desenvolvimento da planta ou do pélen, entretanto, através de mutagdes induzidas no

loco Adh-1, observou que sementes homozigotas mutantes ndo eram capazes de



sobreviver sob condi¢des de encharcamento. As sementes com Adh-1 ativo tinham
maior capacidade para se desenvolver em condi¢des anaerdbicas do que as com Adh-1
nulo. A interpretacao do autor foi de que, embora o gene nao fosse importante para o
desenvolvimento da planta sob condicdes normais, era essencial para a sua
sobrevivéncia em condi¢des adversas. Uma possivel explicacdo para o mecanismo de
aumento de atividade de Adh-1 em condi¢des anaerdbicas ¢ que, com o bloqueio do
ciclo de Krebs (metabolismo aerobico), h& um acumulo de piruvato, que ¢
descarboxilado para formar acetaldeido, o qual atua como um substrato para induzir a
atividade da ADH. Este mecanismo ¢ interessante porque a atividade de Adh-1 favorece
o reverso da reacdo normal em condigdes aerdbicas, trazendo vantagens em termos de
respiragcdo anaerobia e resisténcia ao encharcamento (Scandalios, 1974).

Quando o experimento foi estendido para o loco Adh-2, usando-se mutacoes
que inativavam simultaneamente ambos os genes Adh-1 e Adh-2 em plantulas de trés
dias, Freeling (1983) observou que tais plantas eram extremamente sensiveis ao
encharcamento e apresentavam desenvolvimento fraco, tanto em condi¢des aerdbicas
como anaerobicas. Isto fez com que se concluisse que ambos os locos contribuiam para
a sobrevivéncia em termos de resisténcia ao encharcamento, sendo o loco Adh-1 o mais
importante.

Durante o estresse de encharcamento a planta fica sujeita a uma situagdo de
hipoxia, na qual necessita utilizar o metabolismo anaerdbico para suprir suas
necessidades de energia. A fermentacdo lactica ocorre nos primeiros 20 minutos de
hipoxia (Dennis et al., 1993), mas nao persiste devido a acidificacdo que provoca no
citosol. No milho, quando ocorre uma pequena queda de pH, 7,3 para 6,8, entra em agao

a fermentacao alcodlica, com a atividade das enzimas piruvato descarboxilase (PDC) e
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alcool desidrogenase (ADH), levando o piruvato proveniente da glicolise, primeiro a
aldeido acético, pela acdo da PDC e, finalmente, a etanol, pela acdo da ADH (Kennedy
et al., 1992). O etanol, produto final da fermentagdo alcodlica, ¢ potencialmente toxico
quando se acumula no interior da célula; no entanto, dificilmente chega a niveis
fitotoxicos devido as diversas possibilidades da sua eliminagdo pela planta (Armstrong
et al., 1994). Ja o aldeido acético, o intermediario entre o piruvato € o etanol, acumula-
se causando danos a célula, principalmente quando ocorre a reoxidacdo do meio ¢ a
reacdo aldeido acético = etanol reverte, ocasionando um excesso deste no citosol
(Pfister-Sieber & Brinble, 1994).

A acidose, acidificacdo do citoplasma, ¢ a principal causa de morte da
célula. Ocorre devido ao colapso do gradiente de protons entre o vactiolo e o
citoplasma, que, com o tempo, perde protons (H) do vacuolo para o citoplasma,
baixando o pH (Roberts et al., 1984). As plantas tolerantes sdo aquelas que conseguem
passar mais rapidamente da fermentacdo lactica para a alcodlica e, por mais tempo, ndo
sO reter a acidificacdo, como também alcalinizar o meio (Kennedy et al., 1991). No
entanto, a morte pode ocorrer também apds o periodo de hipoxia, por lesdes causadas
aos lipidios de membrana e proteinas por radicais super 6xidos. O tecido primeiro perde
a consisténcia, logo apos, desintegra-se. Provavelmente, espécies tolerantes tenham
melhor protegdo através do aciimulo de anti-oxidantes e pela inducdo de enzimas
superoxido dismutase (SOD) (Armstrong et al., 1994).

Uma ampla revisdo sobre os efeitos do encharcamento, em culturas anuais, e
sobre as estratégias de melhoramento para supera-los foi realizada por Silva (1986).
Segundo o autor, um conjunto de praticas culturais, associadas ao uso de cultivares

tolerantes, podera proporcionar o desenvolvimento da agricultura em areas hoje
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consideradas improprias, abrindo uma fronteira agricola de elevada produtividade e
estabilidade. Em teste de campo, Ali (1976) concluiu que o encharcamento prejudicava
significativamente a producao de graos de milho e as redug¢des dependiam do tempo de
encharcamento e do estadio de desenvolvimento das plantas. Varios autores relataram
que o maior dano e reducdo de producao de milho acontecem quando o estresse ocorre
no inicio do estadio vegetativo (Joshi & Dastane, 1966; Ritter & Beer, 1969; Chaudhary
et al., 1975; Singh & Ghildyal, 1980; Kanwar et al., 1988; Mukhtar et al., 1990).

Em trabalho realizado com encharcamentos do milho na fase vegetativa, de
floragao e de enchimento do grao, por periodos que variaram de dois a oito dias, foi
evidenciado que a cultura ¢ muito sensivel ao excesso hidrico do solo, principalmente
na fase vegetativa e de floragdo, e o dano causado aumenta diretamente com a duracgao
do encharcamento (Schild et al., 1999).

Considerando que as pesquisas conduzidas a campo, para determinagdo de
tolerancia a deficiéncia de oxigénio no solo, sdo necessarias, mas de dificil execugao,
uma vez que existem fatores nas relagdes solo-agua-clima-planta que nao podem ser
quantificadas, nem controladas adequadamente, Lopes et al. (1988) sugerem métodos de
"screening" em condi¢des artificialmente controladas, para serem utilizados como
ferramentas auxiliares ao trabalho de melhoramento genético de plantas, sob condigdes
de estresse.

Para descrever os sintomas em trigo e avaliar a reagdo de diferentes
cultivares Caetano et al. (1977) e Scheeren (1990) utilizaram vasos com solo
encharcado. Os autores observaram grandes diferencas no sistema radicular de plantas
provenientes de varios cruzamentos. Houve uma correlagdo positiva entre as plantas que

apresentaram um bom desenvolvimento radicular nessas condigdes e a sua
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sobrevivéncia e producdo. Gama & Parentoni (1992), trabalhando com sele¢ao massal
em um composto de milho, apos alguns ciclos, identificaram os caracteres transpiracao,
resisténcia difusiva, porosidade de raiz e rendimento de graos como indicadores para a
selecdo de tolerancia ao encharcamento. Na Embrapa Clima Temperado, em 1988, foi
iniciado um trabalho de identificacao de genétipos de milho tolerantes as condicdes de
excesso de umidade do solo, utilizando, além dos ensaios de campo, o método de
selecdo em copos como auxiliar para a avaliacdo de plantas na fase inicial do
desenvolvimento. Foi observando, neste trabalho, que existe variabilidade na espécie
capaz de ser aproveitada em programas de melhoramento (Porto et al., 1990; Porto et
al.,, 1992). Silva et al. (1997) utilizaram, além do método dos copos, marcadores
1soenzimaticos, visando identificar padrdes para a enzima ADH, correlacionados com a
tolerancia ao encharcamento. Resultados preliminares indicam haver diferengas entre os
padrdes eletroforéticos de gendtipos tolerantes e sensiveis.

Nas ultimas duas décadas, um grande conteudo de informacdo em nivel
molecular, bioquimico, fisioldgico, anatomico e morfoldgico tem sido acumulado sobre
respostas de plantas ao alagamento e anoxia (Kennedy et al., 1992; Vartapetian &
Jackson, 1997; Van Toai et al., 2001). No entanto, estudos sobre a genética do carater
tolerancia ao encharcamento sdo escassos. Entre os critérios usados para avaliacdo da
tolerancia ao encharcamento, ¢ possivel citar: sobrevivéncia, coloracdo da folha,
estatura de planta, biomassa de raiz e parte aérea, conteido de clorofila e rendimento de
graos (Van Toai et al., 2001). A variabilidade genética para tolerancia a anoxia ocorre
em diversas espécies, como arroz (Setter et al., 1997), soja (Van Toai et al., 1994), trigo
(Boru et al., 2001) e milho (Lemke-Keyes & Sachs, 1989; Sachs et al.,1996; Subbaiah
& Sachs, 2003). No caso do arroz, Setter et al. (1997) sugerem que um gene para um
fator de transcri¢do poderia estar envolvido na expressdo de uma cascata de multiplos
genes que conferiam a tolerancia a submergéncia. Para trigo, Boru et al. (2001) indicam
que a tolerancia ao encharcamento ¢ um carater quantitativo. Estudando os aspectos

genéticos envolvidos na tolerdncia ao encharcamento, Scheeren (1990) verificou,
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através da andlise da capacidade combinatodria entre 12 genoétipos de trigo, que os efeitos
aditivos e ndo-aditivos eram significativos. Em milho, Sachs et al.(1996) verificaram
que a acdo génica era de dominancia com poucos genes governando a manifestacdo do
carater. Segundo Subbaiah & Sachs (2003), resultados de cruzamentos entre os
genotipos tolerantes a anaerobiose com a linhagem sensivel (Mo20W) e a linhagem
(B73Ht) normal mostraram que a caracteristica tolerancia a anoxia era dominante,
apresentando segrega¢ao simples.

Até pouco tempo atras, os Unicos genes descritos em plantas, que sdo
induzidos em condi¢do de anoxia ou hipoxia, codificam enzimas do metabolismo da
glicose fosfato, principalmente glicdlise e fermentacao alcodlica (Sachs, 1993; Sachs,
1994; Sachs et al., 1996). Trabalhando com arroz, Huq & Hodges (2000) identificaram

trés sistemas de genes que parecem funcionar fora da rota glicolitica.

— MAPEAMENTO GENETICO

O uso de marcadores de microssatélites em milho tem obtido muito sucesso
e, em alguns casos, com vantagem em relagdo a outros tipos de marcadores como RFLP
e RAPD. As principais vantagens sdao o elevado conteudo de polimorfismo, a
repetibilidade, o padrido de discriminagdo, a analise mais rapida e o custo menor que do
RFLP (Katzir et al., 1996; Phelps & Buckner, 1996; Smith et al., 1997; Lubberstedt et
al., 1998).

Diversos trabalhos de mapeamento de caracteres de importancia agrondOmica
em milho t€ém sido publicados. Caracteres como rendimento de graos (Veldboom &
Lee, 1994; Ajmone et al., 1995), estatura de planta (Beavis et al., 1991; Koester et al.,
1993), ciclo (Koester et al., 1993; Ribaut et al., 1996), altura de insercdo de espiga
(Veldboom et al., 1994), qualidade de amido e proteina (Goldman et al., 1993), entre

outros, t€ém recebido atencao por parte dos pesquisadores. Nesses trabalhos t€ém sido
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identificadas regides associadas com a heranca de caracteres quantitativos (QTL) com
acdo génica de sobredominancia e a presenca de pleiotropia.

Anualmente, sdo cultivados, no RS, em torno de um milhdo de hectares com
arroz irrigado, permanecendo quase a mesma quantidade de area em pousio ou com
pecudria de baixo retorno econdmico. Se 25% desta area fosse cultivado com milho e
considerando o rendimento médio estadual de 3.200 kg/ha, seria obtido um incremento
de producdo de 800.000 toneladas, o que cobriria o déficit de milho no Estado. Deste
modo, desenvolver metodologias para identificar gendtipos de milho tolerantes ao
encharcamento do solo ¢ de fundamental importancia para o avango rapido na obtencao
de populacdes, linhagens e hibridos adaptados a condi¢ao de excesso de dgua dos solos
de vérzea de clima temperado.

Neste sentido, os objetivos deste trabalho foram determinar a heranga do
carater tolerancia ao encharcamento e identificar marcadores de DNA associados a esta
tolerancia, com base nos caracteres matéria seca da parte aérea ¢ da raiz em plantas
jovens de milho conduzidas em casa de vegetacao.

O trabalho foi dividido em trés artigos. No primeiro, intitulado “Capacidade
combinatoria para o cardter tolerancia ao encharcamento do solo em milho”, foram
avaliados quatro linhagens e seus hibridos, obtidos seguindo um esquema dialélico
completo. Os genitores utilizados foram duas linhagens tolerantes ao encharcamento do
solo (R1 e R2) e duas sensiveis (S5 e S6) selecionados do programa de melhoramento
de milho da Embrapa Clima Temperado. O segundo artigo, “Heran¢a do carater
tolerancia ao encharcamento do solo em milho”, é resultado do estudo de trés
populacdes provenientes de cruzamentos entre a linhagem tolerante (R2) e as sensiveis
(S5 e S6). O terceiro artigo, “Identificacdo de QTL para tolerdncia ao encharcamento
em milho”, foi realizado a partir de familias F; provenientes do cruzamento entre a
linhagem tolerante (R2) e a sensivel (S5). Esta populagao foi escolhida por apresentar os

dois genitores mais contrastantes para o carater tolerancia ao encharcamento do solo.
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CAPITULO 1

CAPACIDADE COMBINATORIA PARA O CARATER TOLERANCIA AO
ENCHARCAMENTO DO SOLO EM MILHO

1.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento e a producdo da maioria das espécies vegetais cultivadas
sdo prejudicados em solos mal drenados devido a falta de oxigénio livre no solo, tendo
sua sobrevivéncia e reproducdo comprometidas nestas condi¢cdes (Vartapetian &
Jackson, 1997). A falta de oxigénio afeta diretamente raizes, sementes e outros 6rgaos,
uma vez que a agua nos poros do solo impede trocas gasosas (Armstrong, 1979). O
excesso de agua no solo reduz o nivel de O, e, conseqiientemente, a taxa de difusdo
(TDO), afetando dessa forma o crescimento e o desenvolvimento das espécies de
sequeiro. O comportamento de espécies como milho, soja e sorgo ¢ varidvel em relagdo
a TDO no solo. Todavia, o crescimento das raizes da maioria das plantas ¢ limitado
quando a taxa de difusdo de O, no solo for menor que 0,2 pug cm™ min.”, ou quando o
espaco poroso do solo, ocupado com ar, for menor que 10% (Gomes et al, 2002). A
extensdo de danos decorrentes do encharcamento do solo depende de varios fatores,
incluindo a duragdo do periodo de saturacdo, o estagio de desenvolvimento da planta, a
espécie e as condigdes ambientais. Para a cultura do milho, as redugdes no rendimento

de grdos em areas encharcadas s3o mais pronunciadas quando o estresse ocorre no
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inicio do estadio vegetativo (Ali, 1976; Singh & Ghildyal, 1980; Kanwar et al., 1988;
Mukhtar et al., 1990).

No sul do Brasil existe uma grande extensdo geografica ocupada
pelas varzeas, as quais contam com infra-estrutura instalada, de irrigacao,
drenagem e facilidade de escoamento das safras (Winkler, 1986). Neste
sentido, a cultura do milho poderia ser uma alternativa para estas areas,
entretanto, o desenvolvimento de gendtipos tolerantes ao encharcamento é
condigao fundamental para viabilizar economicamente esta opg¢ao. A existéncia
de variabilidade genética na cultura do milho para tolerancia ao encharcamento
do solo foi identificada por varios autores (Lemke-Keyes & Sachs, 1989; Porto
et al.,, 1990; Sachs et al., 1996). Esses autores utilizaram diferentes técnicas,
mas os caracteres avaliados tém sido sobrevivéncia das plantas, biomassa,
atividade enzimatica, matéria seca de raiz e de parte aérea e conteudo de
clorofila na folha. A heranga desta tolerancia tem sido investigada e o tipo de
acao génica predominante € a dominancia, com poucos genes envolvidos na
manifestacao do carater (Sachs et al., 1996).

A realizagcao de uma selecao eficiente depende do entendimento da
heranca da tolerancia e da variabilidade genética existente. Um mecanismo
utilizado para estudos de heranca é a analise dialélica. Essa analise fornece
informagdes importantes, como capacidade geral e especifica de combinacao,
variancias genéticas, herdabilidades e efeitos maternos, dependendo do
método e do modelo utilizado (Griffing, 1956). A avaliagdo da capacidade
combinatéria € fundamental em programas de melhoramento de milho para a

selecdo de genitores (Vacaro, 1999; Ferreira et al., 1995; Vasal et al., 1992). A
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escolha dos genitores para a formacgao de hibridos ou populagcbes determina o
potencial genético que pode ser alcangado nos cruzamentos realizados,
influenciando na obtencdo de geracbes segregantes e hibridos com alta
freqUéncia de genes desejaveis (Fehr, 1987).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo determinar a
capacidade geral de combinacao (CGC), capacidade especifica de combinacao
(CEC) e efeito reciproco (ER) para o carater tolerancia ao encharcamento do
solo em quatro gendtipos de milho, com base nos caracteres matéria seca da
raiz (MSR) e matéria seca da parte aérea (MSP), visando a escolha de

genitores, e tipo de agado génica predominante para o carater.

1.2. MATERIAL E METODOS

A andlise foi baseada em genotipos provenientes de cruzamentos entre
quatro linhagens seguindo um esquema dialélico completo. Os genitores utilizados
foram duas linhagens tolerantes ao encharcamento do solo, linhagem CT954280 e
CT954330, e duas linhagens sensiveis CT966200 e CT966208, denominadas neste
trabalho como (R1 e R2) e (S5 e S6), respectivamente. Estas linhagens foram obtidas do
programa de melhoramento de milho da Embrapa Clima Temperado. A caracterizagao
destas linhagens quanto a tolerancia ao encharcamento foi realizada através de testes no
campo e em casa de vegetacdo com inundagdo artificial, avaliando o comportamento
dos genotipos para os caracteres coloracao das folhas, vigor, sobrevivéncia, matéria seca
de raiz e parte aérea e em laboratério foi feito a caracterizagdo através da eletroforese

para a enzima alcool desidrogenase (Silva et al., 1997).
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O trabalho experimental foi realizado durante dois anos em casa de
vegetacdo localizada na Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. O delineamento
experimental foi blocos casualizados com duas repeticdes. Foram avaliadas 14 plantas
por repeticdo de cada geragdo: genitores, F; e reciprocos.

Nos dois anos os experimentos foram conduzidos de julho a setembro,
sendo mantidas as temperaturas minimas em 25°C dentro da casa de vegetagdo. Para a
suplementagdo de luz, utilizou-se lampadas mistas, ligadas no periodo das 17 as 21
horas. Os gendtipos de milho foram semeados em copos plasticos com 10,5¢cm de altura
com capacidade para 200ml, perfurados na base e preenchidos com solo contendo 20%
esterco ¢ 80% terra. No segundo ano, visando facilitar a coleta das raizes, nao foi
utilizado esterco. Os copos foram colocados em tanques de madeira revestidos por lona
pléastica para evitar a saida da agua. Um dia antes da semeadura foi colocada uma
lamina de dgua de 4cm, ficando o nivel da agua no tanque abaixo da metade do copo.
Na semeadura empregou-se uma semente por copo, com o embrido voltado para cima, a
profundidade de 2cm, aproximadamente. Apds 11 dias da emergéncia, foi realizada a
primeira inundagcdo com uma lamina de 12cm de 4gua, deixando os copos submersos ¢
assim foram mantidos por quatro dias. Depois desse periodo de inundacao, foi drenado
todo o excesso de agua da caixa e foi realizada adubagdo de cobertura na proporcao de
120kg de N/ha. Posteriormente, por um periodo de dez dias, foi mantida uma lamina de
4cm de agua nos tanques, ao final deste periodo foi realizada a segundo inundagdo nas
mesmas condi¢des da primeira. Logo ap0s, foi retirada a 4gua dos tanques e, ao final de
sete dias, as plantas foram colhidas.

A determinag@o de varidveis para estudos de estresses abidticos nao ¢ uma

tarefa facil, uma vez que o nivel de estresse pode invalidar algumas varidveis
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relacionadas com o carater de interesse. Neste trabalho, com base em dados da literatura
(Silva, 1999; Dias-Filho & Carvalho, 2000; Vitorino et al., 2001), foram definidas como
variaveis principais para determinar o nivel de tolerancia ao encharcamento na fase de
planta jovem a matéria seca da raiz (MSR) e a matéria seca da parte aérea (MSP). Estas
variaveis representam uma medida final do comportamento de varios mecanismos
ligados indiretamente a sobrevivéncia e ao diferencial de comportamento entre
genotipos tolerantes e sensiveis. Além destes, foram avaliados outros caracteres como
estatura de planta, comprimento de raiz e contetido de clorofila na folha. Assim sendo,
0s gendtipos tolerantes foram considerados como aqueles com maiores pesos de matéria
seca da parte aérea e de raiz durante as duas inundacdes alternadas realizadas nos
primeiros 35 dias de desenvolvimento das plantulas de milho.

A avaliacdo das caracteristicas foi realizada da seguinte maneira: matéria
seca da raiz (mg) e matéria seca da parte aérea (mg), obtidas pesando individualmente
cada planta apds a secagem em estufa por quatro dias a 65°C; estatura de planta (cm),
referente a distancia entre o nivel do solo e a ponta da ultima folha totalmente
desenvolvida; comprimento de raiz (cm), medido entre a ponta da raiz mais longa € o
ultimo n6 do qual havia emissdo de raizes; e conteudo de clorofila na folha, foi obtido
um dia antes da colheita, através da medida direta com clorofildmetro em unidades
SPAD, em trés pontos da ultima folha totalmente desenvolvida.

Os dados das variaveis em estudo foram submetidos a analise de variancia e
comparagdo de médias pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade. A analise dialélica
foi realizada conforme Griffing (1956), considerando o modelo fixo e o método I, que
estima os efeitos de capacidade geral e especifica de combinagdo e efeitos reciprocos

para p> combinagdes. O modelo de Griffing considera que:
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Y =m-+ g+ g+ s+t ek,

onde: Yj; = valor médio da combinacdo hibrida (i#j) ou do genitor (i=j); m = média
geral; g;, g; = efeitos de CGC do i-ésimo ou j-ésimo genitor (i,j = 1,2,...p); s;j = efeito de
CEC para os genitores de ordem 1 e j; rjj = efeito reciproco que mede as diferencas
proporcionadas pelo genitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no
cruzamento ij; ejjx = erro experimental ~ N (0, 6*). Neste modelo sdo considerados s;; =
Sji, Tij = -Tji e 1j; = 0.

Os componentes quadraticos para o modelo fixo adotado foram estimados
conforme Cruz & Regazzi (1997):
og = (QMG-QMR)/2p
¢s = (QMS-QMR)
¢rc = (QMRC-QMR)/2
onde:
g = componente quadratico associado a capacidade geral de combinagdo (CGC)
¢s = componente quadratico associado a capacidade especifica de combinagao (CEC)
¢rc = componente quadratico associado ao efeito reciproco (ER)
QMG = quadrado médio da CGC
QMS = quadrado médio da CEC
QMRC = quadrado médio do RC
QMR = quadrado médio do residuo

p = numero de genitores envolvidos no dialélico

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A analise de variancia apresentou significancia para os tratamentos
em todas as variaveis analisadas, sugerindo a existéncia de variabilidade
genética entre os gendtipos cruzados. Assim sendo, a soma de quadrados de
tratamentos foi decomposta em capacidade geral de combinagcao (CGC),
capacidade especifica de combinacado (CEC) e efeitos reciprocos, onde todas
também foram significativas, com exceg¢dao do efeito reciproco na variavel
conteudo de clorofila (Tabela 1.1). Estes resultados sugerem que o carater
tolerancia ao encharcamento € controlado por genes com acéo aditiva e nao
aditiva, existindo um efeito materno pronunciado. Segundo Cruz & Regazzi
(1994), os componentes quadraticos expressam a variabilidade genética do
material estudado em termos de CGC, CEC e ER. Como visto na Tabela 1.1, a
magnitude dos componentes quadraticos associados a CEC e ER, evidencia a
maior importancia dos efeitos ndo aditivos para todas as variaveis e gendétipos
estudados. Para a cultura do milho este resultado, ou seja, maior importancia
dos efeitos ndo aditivos, tem duas conseqiéncias importantes: Primeiro, em se
tratando de obtencdo de variedades hibridas de milho, a superioridade dos
efeitos nao aditivos € muito importante. Por outro lado quando se trata do
melhoramento e selegcdo de linhagem este resultado indica que a selegao é
mais eficiente quando realizada em geragdes mais avangadas quando o0s
efeitos de dominéncia sdo menos pronunciados.

O efeito materno observado pode ser devido a ocorréncia de
heranga citoplasmatica ou a genes modificadores presentes em um dos pais,
entretanto, no presente trabalho n&o foi possivel explicar esse fenémeno.

Existem relatos de que o controle do pH poderia estar relacionado com um
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mecanismo de tolerancia ao encharcamento, sendo que genes citoplasmaticos
envolvidos na manifestacdo deste carater foram descritos em feijao, milho,
ervilha e soja (Roberts et al., 1985; Roberts et al., 1992). Conforme resultados
desses autores, gendtipos tolerantes apresentam maior controle do pH, nao
permitindo a acidose citoplasmatica.

Analisando o comportamento das linhagens e hibridos para MSR e
MSP, foi verificado que as linhagens R2 e R1 apresentaram o maior valor de
matéria seca nos dois anos, sendo a linhagem R2 o melhor gendtipo para
ambos os caracteres (Tabela 1.2). As linhagens sensiveis S5 e S6 somente
diferiram significativamente para a variavel MSP no ano de 2000. Os hibridos
apresentaram valores superiores ao dos pais, revelando heterose para os
caracteres. Uma excecao foi para o hibrido entre as linhagens tolerantes (R1 x
R2), que nos dois anos de avaliagdo apresentou valor inferior ao genitor R2
para MSP e MSR, quando a linhagem R1 era utilizada como genitor feminino,
isto sugere que este gendtipo ndo possui um sistema radicular com mecanismo
eficiente de tolerancia ao encharcamento na fase de planta jovem. Os hibridos
que apresentaram melhor rendimento de matéria seca tinham como genitor
comum a linhagem tolerante R2 e os piores hibridos tinham como genitor
comum a linhagem R1. Os hibridos entre as linhagens sensiveis apresentaram
valores similares ou superiores ao melhor genitor tolerante, linhagem R2, este
forte comportamento heterético sugere que o carater é governado por mais de
um gene, os quais atuam de maneira complementar e com participagao
importante da agao génica de dominancia. Resultados similares também foram

encontrados por Sachs et al. (1996).
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TABELA 1.1. Resumo da analise de variancia, média e coeficiente de variagao (CV) para as variaveis matéria seca da parte aérea
(MSP), matéria seca da raiz (MSR), contetido de clorofila (CL), estatura de planta (EP) e comprimento de raiz (CR)
em 16 genotipos de milho conduzidos em casa de vegetagao nos anos de 2000 e 2001. UFRGS, 2003.

Quadrado médio

Causas da variacao GL MSP (mg/planta) MSR (mg/planta) CL (SPAD) EP (cm) CR (cm)
2000 2001 2000 2001 2001 2000 2000

Genotipo 15 99.201 **  119.859 **  23.170 **  21.414 ** 9,38 * 75,0 ** 37,5 **

CGC 3 60.184 **  180.295 **  14.348 **  35.056 ** 13,05 ** 80,0 ** 25,0 **

CEC 6 171.027 **  160.812 **  31.381 **  25.056 ** 13,18 ** 105,0 ** 63,0 **

Reciproco 6 46.884 **  48.687 * 19.370 **  10.949 ** 3,73 43,0 ** 18,0 **
og ! 3.713 10.539 867 2.099 0,690 4,68 1,37
s 2 85.128 74.572 15.452 11.797 5,591 49,81 29,92
dre * 11.528 9.254 4,723 2.371 0,432 9,62 3,86
Média 805 562 359 236 28,7 59,3 29,9
CV (%) 3,65 19,21 7,15 16,21 5,34 3,56 5,87

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade;

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

' Componente quadratico associado a capacidade geral de combinagio (CGC).

? Componente quadratico associado a capacidade especifica de combinagdo (CEC).
3 Componente quadratico associado ao efeito reciproco (ER).
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TABELA 1.2. Médias de matéria seca da parte aérea (MSP) e matéria seca da raiz

(MSR) em 16 gendtipos de milho conduzidos em casa de vegetacdo nos

anos de 2000 e 2001. UFRGS, 2003.

2000 2001

Gendtipo MSP MSR MSP MSR

(mg/planta) (mg/planta) (mg/planta) (mg/planta)
R1 x R2 550,00 f 289,21 hi 459,40 cde 214,34 bedef
RI1 x S5 911,43 ¢ 386,43 def 342,10 de 138,71 fgh
R1 x S6 715,00 e 342,86 efgh 617,90 bcd 230,42 bcede
R2 x R1 1.040,71 b 601,43 a 602,20 bed 271,76 bc
R2 x S5 991,43 b 375,71 ef 913,80 ab 42421 a
R2 x S6 1.029,29 b 397,14 cde 1.196,50 a 465,32 a
S5 xR1 848,57 «cd 315,00 gh 450,10 cde 168,02 efg
S5 x R2 1.106,14 a 456,14 b 643,10 bced 247,24 bcede
S5 x S6 809,05 d 384,52 def 584,50 bced 264,09 bed
S6 x R1 832,86 d 370,71 efg 539,00 cde 197,91 cdef
S6 x R2 1.033,50 b 437,50 bed 782,30 bc 294,58 b
S6 x S5 906,43 ¢ 453,57 be 489,50 cde 267,14 bed
R1 531,92 f 249,23 ij 395,40 de 181,82 defg
R2 687,15 e 332,23 fgh 486,70 cde 242,50 bcde
S5 376,15 g 151,54 204,80 e 64,23 h
S6 503,85 f 203,08 jk 290,00 de 103,80 gh

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.

O comportamento médio dos genoétipos, tanto as linhagens quanto os

hibridos, para as varidveis MSR e MSP foi diferencial conforme o ano, sendo que no

ano de 2000 o nivel de manifestagdo destas variaveis foi superior (Tabela 1.2). Contudo,

esta variagdo ndo alterou a classificacio geral dos genotipos tolerantes, ndo

determinando alteragdes importantes na andlise genética do carater. O comportamento

diferencial de ano para ano pode ser explicado pelas variagdes de ambiente,
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principalmente em relagdo a temperatura, que foi mais elevada no experimento
conduzido em 2001. Este fator ¢ muito prejudicial as plantas em condi¢ao de estresse
por encharcamento (Lemke-Keyes & Sachs, 1989). Outro fator que pode ter
influenciado na reducgdo destas variaveis em 2001 foi o emprego de solo sem esterco.

Os caracteres estatura de planta e comprimento de raiz apresentaram
correlagdo elevada com o peso de matéria seca da parte aérea e da raiz, enquanto que
este parametro foi médio para o carater teor de clorofila (Tabela 1.3). Isto sugere que
ndo seria necessario avaliar tais variaveis, uma vez que as variaveis principais
relacionadas com a producdo de matéria seca tém maior facilidade e precisdo de
avaliacdo. Analisando o comportamento dos genitores para estatura de planta, a
linhagem R2 foi mais alta do que a linhagem R1, sendo as linhagens S5 e S6 de
comportamento intermediario (Tabela 1.3). Esse carater na fase de planta jovem pode
indicar o vigor do genotipo, que neste caso pode estar correlacionado com o
comportamento de tolerancia ao estresse aplicado. Em relagdo ao comprimento de raiz
ndo houve diferenca significativa entre os genitores. Para a varidvel contetdo de
clorofila na folha, as linhagens tolerantes R1 e R2 foram significativamente superiores
as linhagens sensiveis S5 e S6. A habilidade para conservar os niveis de clorofila na
folha sob condigdes de hipoxia ou anoxia ¢ considerada um mecanismo de tolerancia ao
encharcamento em gramineas (Baruah, 1996; Sarkar et al., 1996; Dias-Filho &
Carvalho, 2000). Entre os hibridos nao houve diferen¢a significativa para contetido de
clorofila na folha, sendo que todos apresentaram comportamento semelhante aos pais

tolerantes.
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TABELA 1.3. Médias de estatura de planta (EP), comprimento de raiz (CR) e conteudo
de clorofila (CL) e suas correlacdes com matéria seca da parte aérea
(MSP) e matéria seca da raiz (MSR), em 16 genotipos de milho
conduzidos em casa de vegetacdo nos anos de 2000 e 2001. UFRGS,

2003.
2000 2001

Genotipo

EP (cm) CR (cm) CL (SPAD)
R1x R2 51,71 f 27,21 fgh 28,45 ab
R1x S5 64,57 abc 36,29 ab 28,61 ab
R1x S6 55,79 ef 26,93 fgh 29,60 a
R2 x R1 67,50 a 31,57 cde 31,64 a
R2 x S5 66,00 ab 37,57 a 28,85 ab
R2 x S6 63,07 abed 33,71 abed 30,12 a
S5x R1 64,00 abc 29,93 def 30,46 a
S5x R2 65,67 ab 34,43 abc 30,08 a
S5 x S6 60,38 cde 26,74 fgh 29,67 a
S6 x R1 58,93 de 32,86 bcd 28,63 ab
S6 x R2 61,93 bc 31,73  cdef 27,61 ab
S6 x S5 60,50 cd 28,29 efg 29,46 a
R1 46,76 g 23,19 h 30,57 a
R2 58,25 de 27,80 efg 28,19 ab
S5 52,92 f 24,19 gh 22,88 ¢
S6 51,00 fg 25,31 gh 25,03 bc
r (MSP) 0,88 0,78 0,45
r (MSR) 0,75 0,56 0,45

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste
de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.

As estimativas de CGC para ambas as variaveis MSP e MSR
evidenciaram a superioridade da linhagem R2 para o carater tolerancia ao
encharcamento (Tabela 1.4), sugerindo que esse genitor podera contribuir com
genes de acdo aditiva para o carater em programas de desenvolvimento de

populagdes ou de formagdo de variedades hibridas. As demais linhagens
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avaliadas neste trabalho apresentaram valores negativos para CGC, indicando
que esses genotipos possuem genes de acao aditiva de menor efeito no
incremento da tolerancia ao encharcamento. No entanto, é importante destacar
que essas linhagens possuem genes que contribuem para o carater, o que esta
evidenciado no comportamento heterético de seus cruzamentos.
Provavelmente, nesses gendtipos a agao génica predominante seja de

dominancia, a qual nao contribui para a estimativa de CGC.

TABELA 1.4. Efeito de capacidade geral de combinagdo para as varidveis matéria
seca da parte aérea (MSP) e matéria seca da raiz (MSR) de quatro

linhagens de milho conduzidas em casa de vegetacdo nos anos de

2000 e 2001. UFRGS, 2003.

MSP MSR
Genoétipo
2000 2001 2000 2001
R1 -59,29 -87,15 -8,63 -37,91
R2 86,08 134,01 43,55 64,30
S5 -13,92 -83,24 -24.84 -31,27
S6 -12,87 36,37 -10,08 4,88

Os resultados de CEC também demonstraram a superioridade do gendtipo
R2, sendo que todos os cruzamentos com envolvimento dessa linhagem apresentaram
CEC elevada (Tabela 1.5), com exce¢do do cruzamento R1 x R2, onde o genétipo R1
foi empregado como genitor feminino. Os efeitos reciprocos foram pronunciados, sendo
que a escolha do genitor masculino ou feminino pode variar conforme a combinagao.
Estes resultados tém implicagdo pratica no planejamento dos cruzamentos para

tolerancia ao encharcamento. O gendtipo R2 deve ter alguma contribuicdo de origem
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citoplasmatica, uma hipdtese a ser especulada seria o controle do pH citoplasméatico em
pontas de raizes, uma vez que Roberts et al. (1984) sugeriram que plantas que possuiam
uma boa regulagdo do pH citoplasmatico em pontas de raizes eram mais tolerantes ao
encharcamento, comparando com plantas que acidificavam mais rapidamente o

citoplasma.

TABELA 1.5. Efeito de capacidade especifica de combinagdo (CEC) e reciproco para as
variaveis matéria seca da parte aérea (MSP) e matéria seca da raiz (MSR)
entre as combinagdes de quatro linhagens de milho conduzidas em casa

de vegetagdo nos anos de 2000 e 2001. UFRGS, 2003.

MSP MSR

Genotipo 2000 2001 2000 2001

CEC Reciproco CEC Reciproco CEC Reciproco CEC Reciproco

R1xR2 -36,02 -245,35 -78,41 -71,38 51,25 -156,10 -19,35 -28,71
R1x S5 148,62 31,43 4,18 -53,99 25,03 35,71 -13,47 -14,65
R1 x S6 41,49 -58,93 66,89 39,46 16,36 -13,92 11,19 16,26
R2 x S5 172,04 -57,36 165,37 135,35 38,07 -40,21 66,69 88,49
R2 x S6 153,59 -2,12 256,68 207,10 24,770 -20,17 74,76 85,37
S5 x S6 79,73 -48,69 21,55 47,48 94,82 -34,52 56,00 -1,52
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1.4. CONCLUSOES

o A tolerancia ao encharcamento na fase de planta jovem em
milho, expressa em matéria seca de raiz e de parte aérea, é herdavel.

o A acao génica aditiva como a n&o aditiva sdo importantes
entre os gendtipos estudados.

o Ha variabilidade genética entre as linhagens R1, R2, S5 e S6
para o carater tolerancia ao encharcamento, sendo a linhagem R2 a mais
indicada como genitor em cruzamentos que visem aumentar a tolerancia ao
encharcamento.

o O carater tolerancia ao encharcamento apresenta efeito
materno e isto deve ser considerado na criagdo de variedades hibridas de

milho.
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CAPITULO 2

HERANCA DO CARATER TOLERANCIA AO ENCHARCAMENTO DO SOLO

EM MILHO

2.1. INTRODUCAO

Os solos de varzea do Sul do Brasil ocupam uma &rea aproximada de
6.800.000 ha e sdo cultivados, preferencialmente, com arroz irrigado. Segundo Klamt et
al. (1985), a caracteristica dominante nestes solos ¢ a ma drenagem ou hidromorfismo.
Outro aspecto relevante que caracteriza estes solos ¢ a fertilidade natural de média a
baixa, o que contribui negativamente para a introducdo de culturas de sequeiro nessas
areas (Gomes et al., 1992). Por outro lado, a necessidade de diversificagdo de culturas, a
extensdo geografica ocupada pelas varzeas, sua localizagdo e importancia econdmica, a
infra-estrutura instalada de irrigagdo, a facilidade de escoamento das safras e a
integracdo entre lavoura e pecudria sdo fatores que estdo exigindo o melhor
aproveitamento dessas areas (Winkler, 1986).

A introdugdo de culturas de sequeiro em areas com solos de varzea ¢
problemdtica, uma vez que estas espécies tém seu desenvolvimento e produgdo
prejudicados em solos mal drenados (Silva, 1986). A principal causa deste prejuizo € a
falta de oxigénio livre no solo. No entanto, as espécies vegetais diferem quanto a

resposta ao encharcamento do solo. A tolerancia pode variar de somente poucas horas a
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muitos dias ou semanas, dependendo da espécie, dos 6rgaos diretamente afetados, do
estadio de desenvolvimento e de condigdes externas de temperatura (Vartapetian &
Jackson, 1997).

Hé variabilidade na espécie Zea mays L. para tolerancia ao encharcamento
do solo (Lemke-Keyes & Sachs, 1989; Porto et al., 1990; Sachs et al., 1996). Por outro
lado, estudos sobre as bases genéticas da tolerancia ao encharcamento sdo escassos.
Estudos realizados em plantulas por Lemke-Keyes & Sachs (1989) e Sachs et al. (1996),
utilizando cruzamentos entre linhagens tolerantes e sensiveis ao encharcamento,
mostraram que o carater tolerancia a anoxia ¢ dominante e apresenta segregacao muito
simples, indicando que um ou dois genes estdo envolvidos na manifestagao do carater

Entretanto, Schild et al. (1999) mostraram que o milho ¢ muito sensivel em
condig¢des de saturagdo de agua no solo, onde o dano causado aumenta diretamente com
a duracdo do encharcamento. Assim sendo, para que a cultura do milho seja uma
alternativa para rotagdo de culturas em 4areas de varzea, ¢ indispensavel o
desenvolvimento de genotipos tolerantes ao encharcamento do solo. Este carater ¢ de
dificil avaliagdao a campo, devido a grande variagdo de ambiente. Da mesma forma, o
carater tolerancia a anoxia ¢ complexo, estando relacionado com a ag¢do coordenada de
adaptacdes morfologicas, anatdmicas e bioquimicas (Bucher & Kuhlemeier, 1993). De
maneira geral, caracteres complexos apresentam baixa herdabilidade e sdo dificeis de
selecionar diretamente. Uma metodologia que tem alcangado éxito ¢ a da selegdo
indireta (McNeal et al., 1978; Van Oosterom & Ceccarelli, 1993), a qual consiste na
selecdo para um carater que esta associado com o carater a ser melhorado. Esta técnica ¢
vantajosa quando a herdabilidade do carater indireto e a correlacdo com o carater alvo

sdo elevadas.
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A matéria seca de raiz e de parte aérea de planta sdo caracteres de facil
avaliacdo e sdo correlacionados com a tolerancia ao encharcamento (Silva, 1999; Dias-
Filho & Carvalho, 2000; Lizaso et al., 2001; Vitorino et al., 2001; Dias-Filho, 2002).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi determinar a heranca e a
herdabilidade do carater tolerancia ao encharcamento, com base nos caracteres matéria
seca da raiz e matéria seca da parte aérea, em plantas jovens de milho testadas em casa

de vegetacao.

2.2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas trés linhagens de milho do programa de
melhoramento para tolerdncia ao encharcamento da Embrapa Clima Temperado
(Pelotas, RS). Estas linhagens foram previamente selecionadas por apresentarem
comportamento diferenciado quanto a tolerancia ao encharcamento, sendo a linhagem
tolerante CT954330 denominada R2 e as linhagens sensiveis ao encharcamento do solo
CT966200 e CT966208 denominadas S5 e S6.

No ano agricola 1998/99 foram realizados cruzamentos para a obtencdo de
trés populacdes na geracao F; (R2 x S5, R2 x S6 ¢ S5 x S6) no campo experimental da
Embrapa Clima Temperado. No ano agricola 1999/2000 os genitores ¢ a F; foram
semeados no campo experimental da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul para a obtencdo da F, e dos retrocruzamentos RCF; (RC)) e
RC,F; (RC,), onde a linhagem foi utilizada como genitor feminino ¢ o F; como genitor
masculino.

A avaliagdo da tolerancia ao encharcamento foi realizada através de

experimentos conduzidos em casa de vegetagdo na Embrapa Clima Temperado nos anos
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de 2000 e 2001. O delineamento experimental foi completamente casualizado com duas
repeticoes. Foram avaliadas 15 plantas de cada geragdo fixa (genitores e F;), 150 plantas
da geracao F; e 45 plantas de cada retrocruzamento. Os genotipos foram semeados em
copos plasticos de 200ml perfurados na base e preenchidos com solo corrigido e
adubado. Os copos foram colocados em tanques de madeira, revestidos com lona
pléstica para evitar o vazamento de agua. Um dia antes da semeadura foi colocada uma
lamina de dgua de 4cm nos tanques. Nessas condigdes, a semeadura foi realizada com
uma semente por copo, com o embrido voltado para cima, a uma profundidade de 2cm,
aproximadamente. Apds 11 dias da emergéncia das plantas, foi feita a primeira
inundacdo com uma lamina de 12cm de 4gua ficando os copos submersos por quatro
dias. Depois deste periodo de inundagdo, a 4gua foi drenada da caixa e as plantas
mantidas com uma lamina de 4cm de dgua por dez dias. Em seguida, foi feita a segunda
inundacao. Apds quatro dias de inundacgao, foi retirado o excesso de agua e, ao final de
sete dias, foi colhido o experimento.

As caracteristicas avaliadas no experimento foram matéria seca da raiz
(MSR) e matéria seca da parte aérea (MSP) da planta. Na colheita, as raizes e a parte
aérea de cada planta de cada repeti¢ao foram colhidas separadamente. Apos a lavagem,
o material foi colocado em estufa a 60°C por cinco dias e, em seguida, foi realizada a
pesagem.

Os dados foram submetidos a analise de variancia considerando o modelo

Xija = p o + By + (aP)yy + (v/Bik + &ijia,

onde: Xjjq = valor observado para os caracteres MSR e MSP, p = média geral do
experimento, a;= efeito do ano 1, 3; = efeito da populagdo j, (af);; = efeito da interacdo

ano x populacdo, (y/B)x = efeito da geragdo k dentro da populagdo j e gju = erro
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experimental ~ N (0, 6°). Para o estudo da heranga dos caracteres avaliados e obtencio
das estimativas dos efeitos génicos, foram analisadas as distribui¢des de freqiiéncias e
obtidas as estimativas de médias e varidncias, assim como, de herdabilidade no sentido
amplo e restrito. As distribui¢des de freqiiéncias foram obtidas pelo agrupamento de
dados em classes, sendo os intervalos de classe estabelecidos arbitrariamente.

As variancias foram estimadas com base nas férmulas

VP = VF,,

VE = (VP +VP,+VF,)/3,

VG = VP-VE,

VA =2VF,—(VRC,F;+VRC,F)),
onde: VP, VP,, VF,, VF,, VRC F; e VRC,F, representam as variancias das geragdes
Py, Py, Fy, Fa, RCF; e RC,Fy, respectivamente (Mather & Jinks, 1982; Allard, 1999).

As estimativas de herdabilidade nos sentidos amplo (hza) ¢ restrito (hzr)
foram calculadas segundo o modelo proposto por Allard (1999): h®%,=(VF,—VE)/VE, e
h?=[2VF,—(VRCF+VRC,F))]/VF,.

Os parametros genéticos média (m), aditividade (a) e dominancia (d) foram
estimados para cada cruzamento através da analise de média de geracdes, utilizando o
método dos quadrados minimos esperados (Mather & Jinks, 1982). A estimativa foi
seguida de teste de escala conjunto, comparando as médias observadas com as

esperadas pelo teste de qui-quadrado ().

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O comportamento das plantas foi variavel conforme o ano de execugdo do

experimento. Em 2000, o crescimento das plantas foi maior, resultando em aumento na
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producdo de matéria seca de raiz e de parte aérea (Tabela 2.1). Por outro lado, em 2001,
foi observado um menor desenvolvimento, com as variaveis analisadas apresentando
valores mais reduzidos. Este comportamento diferencial pode ser explicado pelas
variagcoes de ambiente, principalmente em relacdo a temperatura, que foi mais elevada
no experimento conduzido em 2001. Temperaturas acima de 27°C sdo prejudiciais as
plantas em condigdo de estresse por encharcamento (Lemke-Keyes & Sachs, 1989;
Lizaso et al., 2001). Segundo Van Toai et al. (1985), as causas do aumento da
suscetibilidade das plantas sob estresse de encharcamento sob altas temperaturas podem
ser: reduzida solubilidade do oxigénio em dgua, maiores indices metabolicos na planta,
acumulagdo de produtos toxicos provenientes do maior metabolismo, elevados indices
de expiragdo, ¢ ou aumento na atividade de patogenos. Outro fator que pode ter
influenciado na redugdo destas variaveis em 2001 foi o emprego de solo sem esterco, o

que pode ter resultado em plantas menos vigorosas € mais sensiveis ao estresse.

TABELA 2.1. Médias das linhagens genitoras para os caracteres matéria seca da parte
aérea (MSP) e matéria seca da raiz (MSR) e média geral do experimento
conduzido em casa de vegetacdao, nos anos de 2000 e 2001, Embrapa

clima Temperado, Pelotas, RS. UFRGS, 2003.

MSP(mg) MSR(mg)
Genotipo
2000 2001 2000 2001
R2 869,23 a 657,31 a 333,08 a 285,77 a
S5 406,15 ¢ 224,12 ¢ 180,38 ¢ 81,37 ¢
S6 680,37 b 382,57 b 264,81 b 158,86 b
Média geral 825,24 A 609,24 B 341,82 A 264,28 B

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula, na coluna, ou de mesma letra maiuscula, na linha, ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.
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A interacdo genotipo x ambiente detectada impediu a anélise conjunta dos
anos, sem, no entanto, alterar a ordem de comportamento dos genitores nos dois anos.
Os genitores manifestaram comportamentos bem diferenciados nos dois anos (Tabela
2.1). A linhagem R2 foi o geno6tipo com maior producdo de matéria seca, tanto da raiz,
quanto da parte aérea, confirmando a tolerancia ao estresse, a linhagem S6 apresentou
desempenho intermedidrio e a linhagem S5 demonstrou o pior comportamento com o
encharcamento do solo, revelando maior sensibilidade a esse fator.

O comportamento médio da geracao F; para o carater matéria seca de planta
foi superior ao dos genitores nas trés populacdes estudadas, sugerindo a presenca de
acdo génica de sobredominancia na manifestacdo do carater, no sentido da tolerancia
(Tabela 2.2). As variancias das geragdes segregantes foram sempre mais elevadas do
que aquelas observadas nas geragdes fixas (Tabela 2.2), indicando a presenga de
variabilidade genética para matéria seca de parte aérea nos cruzamentos analisados. De
maneira geral, as variancias observadas nos pais e na geracdo F, foram reduzidas,
sugerindo que o ambiente teve manifestagao similar em todas as geracdes. Os resultados
de média e variancia obtidos para a varidvel matéria seca da raiz foram semelhantes
(Tabela 2.3), indicando também a presencga de variabilidade genética e agdo génica de
sobredominancia nos trés cruzamentos.

A andlise de distribui¢do de freqiiéncias da populagdo R2 x S5 demonstrou
o comportamento diferencial dos genitores para a variavel matéria seca de planta
(Figura 2.1), indicando diferenga para tolerancia ao encharcamento. Os individuos da
geragdo F; ficaram localizados em classes iguais ou superiores ao genitor tolerante,
sugerindo a presenga de dominancia para o sentido de incrementar o carater. Na geragao

F, foram observadas variagdo continua e segregacdo transgressiva em relacdo aos
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genitores. Esses resultados indicam que o carater ¢ determinado por muitos genes, 0s
quais atuam de forma complementar entre os pais. Nesta geragdao também foi verificado
um deslocamento no sentido de maior conteudo de matéria seca, confirmando a agao
génica de dominancia.

Para a populagdo R2 x S6, houve uma pequena sobreposi¢ao das curvas dos
genitores, sugerindo que a linhagem S6, de comportamento intermediario, também
possui genes para tolerancia ao encharcamento (Figura 2.1). A geracdao F; confirmou a
presenca de dominancia no sentido da tolerancia e a geracdo F, manifestou
comportamento similar a populacao R2 x S5. No ano de 2001, a geracao F; apresentou
valores bem superiores quando comparadas as demais geragdes, atingindo valores acima
do maior individuo da F,, esse comportamento pode ser atribuido a efeitos da interagao
genodtipo x ambiente. A populacdo S5 x S6 representou o cruzamento entre duas
linhagens sensiveis ao encharcamento, sendo que o comportamento de todas as geragdes
confirmou os resultados anteriores e demonstrou que as linhagens possuem genes
diferenciados para o carater (Figura 2.1).

Para a varidvel MSR, as distribui¢cdes de freqiiéncias das trés populacdes
apresentaram comportamento similar aos verificados para MSP (Figura 2.2), indicando
a presen¢a de variabilidade genética entre os pais e acao génica de dominancia. No
entanto, ¢ importante destacar que este comportamento similar, observado entre as duas
variaveis medidas, ndo significa, necessariamente, que 0s mesmos genes estao

envolvidos em sua manifestagao.
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TABELA 2.2. Médias e variancias de matéria seca da parte aérea (mg/planta) para os pais e as geragoes F;, F,, RC; e RC; em trés
populacdes de milho avaliadas para tolerancia ao encharcamento do solo, nos anos de 2000 e 2001. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS. UFRGS, 2003.
R2 x S5 R2 x S6 S5 x S6
Geragao Média (mg) Variancia Média (mg) Variancia Média (mg) Variancia
2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001
P, 885,8 685,7 4.026,5 2.641,8 855,0 624,2 4.826,9  7.299,2 4354 222,6 2.626,9 5.073,8
P, 376,9 225,8 4.706,4 4.042,8 657,7 483,3 2.135,9  4.551,5 701,4 330,0 4.167,0 6.454,5
F, 1.007,3 718,8 5.078,1 7.518,3 1.023,0 1.630,4 5.201,1  7.529,4 782,4 621,7 4.199,0 7.571,0
F, 875,8 657,0 30.701,3 68.386.,9 822,8 7227 55.942,9 56.896.,9 747,0 550,0 34.494,2 38.379,1
RC, 1.205,4 1.221,2 11.026,9 32.144,3 1.202,3 628.,9 16.552,6 31.047,5 727,1 454,0 15.745,1 27.093,9
RGC, 763,1 683,1 23.973,1 62.009,2 1.091,4 480,6 17.490,1 23.680,9 855,7 530,5 19.118,7 17.154,0




TABELA 2.3. Médias e variancias de matéria seca da raiz (mg/planta) para os pais e as geragdes Fi, F2, RC; e RC; em trés populacdes

de milho avaliadas para tolerancia ao encharcamento do solo nos anos de 2000 e 2001. Embrapa Clima Temperado,

Pelotas, RS. UFRGS, 2003.

R2 x S5 R2 x S6 S5 x S6
Geragdo Média(mg) Variancia Média (mg) Variancia Meédia (mg) Variancia
2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001

P, 304,2 285,0 1.972,0 1.580,8 357,9 286,7 1.556,6  3.224,2 227,77 90,7 1.019,2 1.122,5
P, 133,1 70,8 1.023,1 999,3 264,6 150,8 1.426,9 1.226,5 265,0 163,0 1.242,3 1.767,6
F, 328.0 362,5 1.788,6 3.673.3 376,5 501,7 2.360,8  4.524,2 356,2 295.0 1.314,8 1.756,5
F, 401,3 284,6 8.882,1 13.4864 316,1 303,7 11.397,9 13.743,2 265,5 261,7 7.713,5 9.406,8
RC; 641,5 411,2 7.197,4 11.369,3 606,9 318,4 9.973,1 8.446,2 332,1 208,0 3.741,2 6.987.,8
RC, 453,8 227,6 3.175,6 5.368,9 4454 2249 3.124,9  7.300,5 4143 262,7 6.226,4 4.752,1
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FIGURA 2.1. Distribuigdes de freqiiéncias para matéria seca da parte aérea (mg) nas
geragdes Py, Py, Fy e F, dos cruzamentos R2 x S5 (a e b), R2 x S6 (c e d)
e S5 x S6 (e e f) nos anos 2000 (a, c e e) e 2001 (b, d e f). UFRGS, 2003.
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FIGURA 2.2. Distribui¢des de freqiiéncias para matéria seca da raiz (mg) nas geragoes
Py, P2, Fi e F, dos cruzamentos R2 x S5 (a e b), R2x S6 (c e d) e S5x S6
(e e f) nos anos 2000 (a, c e e) € 2001 (b, d e f). UFRGS, 2003.
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Neste sentido, Ellis et al. (1999) demonstraram a existéncia de mecanismos
adaptativos distintos para sobrevivéncia sobre hipoxia em raiz e parte aérea, indicando
que o processo de fermentagdo alcodlica ¢ essencial para as raizes, mas ndo para parte
aérea. Da mesma forma, esses autores sugeriram que o hormonio ABA induz tolerancia
somente em raizes.

Esses resultados indicam que os gendtipos estudados apresentam mais de
um gene segregando para tolerancia ao encharcamento, sendo que a acdo génica de
dominancia e a complementaridade dos genes foram aspectos importantes na
manifestagdo do carater. A literatura ndo apresenta dados referentes ao comportamento
genético para os caracteres MSP e MSR em plantas cultivadas em condigdes de estresse
anaerdbico. Entretanto, avaliando genotipos de milho para tolerancia ao estresse
anaerdbico, com base na sobrevivéncia de plantas, Sachs et al. (1996) encontraram que
o tipo de agdo génica predominante tem sido a dominancia, com poucos genes
envolvidos na manifestacdo do carater. Esse resultado estd de acordo com Boru et al.
(2001) e Setter et al. (1997).

As estimativas de variancia revelaram que as variancias genéticas foram
altas para todos os cruzamentos estudados (Tabela 2.4), refletindo um alto grau de
determinagdo genética para ambos os caracteres avaliados, conforme as estimativas de
herdabilidade no sentido amplo. A variancia aditiva, estimada a partir da relagdo da
variancia da geracdo F, e dos retrocruzamentos, também foi elevada em todos os
cruzamentos, sendo superestimada para a variavel MSP no cruzamento R2 x S6 (Tabela
2.4). As estimativas de herdabilidade no sentido restrito também foram elevadas, sendo
que esses valores podem estar inflacionados devido a ndo avaliagdo da interagdo

gendtipo x ambiente. No entanto, em ambos os anos as estimativas foram altas,
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superiores a 0,70, sugerindo que os caracteres MSP e MSR podem ser selecionados
fenotipicamente com grande probabilidade de sucesso (Tabela 2.4). No caso do
cruzamento R2 x S6, a herdabilidade no sentido restrito foi superior a unidade, este fato
pode ser devido a interagdo gendtipo x ambiente, a qual pode causar resposta
diferenciada na geragdo F, e nos retrocruzamentos, por interacdes nao alélicas ou por
erros de amostragem (Ketata et al., 1976). Cruz (2001) também encontrou estimativa de
herdabilidade no sentido restrito superior a unidade no estudo da tolerancia ao frio na
fase de germinagdo do arroz. Na literatura, dados de estimativa de herdabilidade para
matéria seca da parte aérea e da raiz em condi¢do de estresse sdao escassos. Silva et al.
(2001), trabalhando com cinco populacdes de milho para tolerancia ao encharcamento,
encontraram estimativas de herdabilidade para MSP variando de 0,55 a 0,91 e para
MSR, de 0,78 a 0,95.

As estimativas dos efeitos génicos pelo modelo de trés parametros (Mather
& Jinks, 1982) foram adequadas para o cruzamento S5 x S6, nos dois anos de avaliacao,
tanto para MSP como para MSR (Tabela 2.5). Nos demais cruzamentos o modelo nao
foi adequado para os dados de MSP em 2001 e MSR em 2000. Este comportamento esta
associado aos efeitos de epistasia e com a interagdo gendtipo x ambiente, que em
condigdes de estresse ¢ mais pronunciada. Os resultados desta analise confirmaram as
observacdes realizadas nas distribuicdes de freqii€éncia, demonstrando a participagdo

efetiva dos efeitos de dominancia (Tabela 2.5).
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TABELA 2.4. Variancia fenotipica (VP), variancia genética (VG), variancia aditiva (VA), herdabilidade ampla (h}) e herdabilidade

restrita (h2) para os caracteres matéria seca da parte aérea (MSP) e matéria seca da raiz (MSR) estimadas em trés

cruzamentos de milho nos anos de 2000 e 2001. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. UFRGS, 2003.

R2x S5

R2 x S6

S5 x S6

Parametro MSP MSR

MSP MSR

MSP MSR

2000 2001 2000 2001

2000 2001 2000 2001

2000 2001 2000 2001

VP 30.701,3 68.386,9  8.882,1 13.486,4
VG 26.097,6 63.652,6  7.287,6 11.401,9
VA 26.402,5 42.6202  7.391,2 10.234,6
h2 0,85 0,93 0,82 0,85

h? 0,86 0,62 0,83 0,76

55.942,9 56.896,9 11.397,9 13.743,2

51.888,2 50.436,8 9.616,5 10.751,6

77.843,1 59.065,3 9.697,9 11.739,7
0,93 0,89 0,84 0,78
1,39 1,04 0,85 0,85

34.494,2 38.379,1 7.713,5 9.406,8

30.829,9 32.012,7 6.521,4 7.857,9

34.124,7 32.510,4 5.459,4 17.073,7
0,89 0,83 0,85 0,84
0,99 0,85 0,71 0,75




TABELA 2.5. Média (m), aditividade (a), dominancia (d) e valor de > para os caracteres matéria seca da parte aérea (MSP) e matéria

seca da raiz (MSR) estimadas em trés cruzamentos de milho, nos anos de 2000 ¢ 2001. Embrapa Clima Temperado,

Pelotas, RS. UFRGS, 2003.

MSP MSR
Parametro R2 x S5 R2 x S6 S5 x S6 R2x S5 R2x S6 S5 x S6
2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001 2000 2001
[m] 653,39 468,73 777,11 500,19 579,03 284,17 252,82 180,90 327,51 209,86 251,64 131,29
[a] 271,72 236,79 107,35 68,34 -134,28  -56,87 91,07 109,65 44,37 66,01 -20,95  -38,51
[d] 408,59 317,75 307,02 987,67 230,28 357,47 161,34 196,06 100,90 250,90 116,45 173,1
x2 5,13 8,29 * 6,68 19,83 * 1,42 0,38 24,51 * 0,61 8,70 * 1,60 2,12 0,43

* Valores significativos para o teste qui-quadrado, ao nivel de 5% de probabilidade.
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A menor magnitude para os efeitos aditivos, em todas as populacdes, deve
ser interpretada como um sinal de dispersdo de genes relacionados a manifestacao da
MSP e MSR nos genitores, fazendo com que as estimativas do efeito de aditividade
ficassem menores (Tabela 2.5). Esta hipotese de dispersdao de genes entre os pais pode
ser apoiada pela elevada varidncia aditiva observada nos cruzamentos, a qual ndo ¢
afetada pela presenga de genes que aumentam ou diminuem o carater. O sinal associado
as estimativas de aditividade e dominancia indica o genitor que concentra o maior
numero de genes para o incremento do carater, sendo convencionado o sinal positivo
para o P; e o negativo para o P, (Falconer, 1989). Assim, o sinal positivo de aditividade
nos cruzamentos R2 x S5 e R2 x S6 indica que a linhagem tolerante R2 apresenta o

maior numero de genes para tolerancia ao encharcamento do solo.

2.4. CONCLUSOES

e A herdabilidade do carater tolerancia ao encharcamento na fase de planta
jovem nos trés cruzamentos de milho estudados ¢ alta, indicando possibilidades de
ganhos genético através da selecao.

e Por outro lado, os efeitos de ndo aditivos sdo mais importantes na
determinagdo das caracteristicas matéria seca da raiz e parte aérea, indicando que a

selecdo para o carater deve ser feita em geracdes mais avangada.



CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE QTL PARA TOLERANCIA AO ENCHARCAMENTO

EM MILHO

3.1. INTRODUCAO

A tolerancia ao encharcamento esta relacionada com a acao coordenada de
adaptagdes morfologicas, anatdmicas e bioquimicas (Bucher & Kuhlemeier, 1993).
Kennedy et al. (1992) indicaram que o estresse anaerobico, determinado pelo
encharcamento do solo, induz mudangas no padrao protéico em vdrias espécies, devido
a dissociacdo dos poliribossomos, impossibilitando a tradu¢gdo do mRNA. Um grupo de
20 polipeptidios anaerdbicos (ANP’s), designado por Sachs et al. (1980), foi
seletivamente sintetizado em raizes primarias de milho apds cinco horas de anoxia. Ao
mesmo tempo, a sintese de proteinas aerobicas foi significativamente reprimida. Esses
polipeptidios anaerdbicos tém sido bastante estudados em milho e, de maneira geral,
estdo envolvidos na glicdlise e fermentacdo (Lazlo & Lawrence, 1983; Kennedy et al.,
1992; Andrews et al., 1993). Segundo Crawford (1992), o fendmeno mais associado
com o déficit de oxigénio ¢ a indugdo da sintese e da atividade da enzima ADH,
confirmando os dados de Sachs & Freeling (1978), onde esta enzima foi o principal

polipeptidio anaerdbico sintetizado.
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O estresse anaerdbico pode reduzir significativamente a sobrevivéncia € o
crescimento de plantulas em solos alagados. A maioria dos gendtipos de milho
sobrevive até trés dias de tratamento anaerdbico a 27°C (Subbaiah & Sachs, 2003). Por
outro lado, mutantes que sdo nulos para a atividade de ADH sobrevivem somente
poucas horas. Resultados de cruzamentos entre gen6tipos tolerantes e sensiveis sugerem
que o carater tolerancia a anoxia ¢ dominante e apresenta segregagao simples (Sachs et
al., 1996).

Avangos ao nivel molecular tém sido feitos através da analise de varios
cDNAs e genes envolvidos na resposta anaerobica (Sachs, 1994; Sachs et al., 1996). Até
recentemente, os Unicos genes descritos em plantas que eram induzidos em condigao de
anoxia ou hipoxia, codificam enzimas do metabolismo da glicose fosfato,
principalmente glicolise e fermentacao (Sachs, 1993; Sachs, 1994; Sachs et al., 1996).
Atualmente, Subbaiah & Sachs (2003) estdo desenvolvendo linhagens tolerantes a
anoxia para analise de genes envolvidos com este carater. Recentemente, foram
descritos trés sistemas de genes que parecem funcionar fora da rota glicolitica (Huq &
Hodges, 2000).

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites vem sendo usados com
muito sucesso em milho (Taramino & Tingey, 1996; Smith et al., 1997; Lubberstedt et
al., 1998; Pejic et al., 1998). Diversos trabalhos de mapeamento de caracteres de
importancia agronomica em milho foram publicados, como rendimento de graos (Stuber
et al., 1992; Veldboom & Lee, 1994; Ajmone et al., 1995;), estatura de planta (Beavis et
al., 1991; Koester et al., 1993), ciclo (Koester et al., 1993; Ribaut et al., 1996), altura de
inserc¢ao de espiga (Veldboom et al., 1994) e qualidade de amido e proteina (Goldman et

al., 1993). Nestes trabalhos tém sido identificadas regides associadas com a heranca de
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caracteres quantitativos (QTL) com agdo génica de sobredominancia e pleiotropia.

A dificuldade em definir os marcadores que devem ser empregados € o
efeito do ambiente na andlise de QTL tém retardado o avanco desta técnica em
programas de melhoramento de plantas. No caso do milho, muitos marcadores de

microssatélites estdo disponiveis no Maize DB (http://www.agron.missouri.edu). A

partir destes marcadores foi realizado este trabalho, que teve por objetivo identificar

QTL envolvidos na tolerancia ao encharcamento do solo em plantas jovens de milho.

3.2. MATERIAL E METODOS

A analise fenotipica e a coleta de folhas para a extragdo de DNA foram
realizadas em um experimento em casa de vegetacdo na Embrapa Clima Temperado
(Pelotas, RS) no periodo de dezembro de 2001 a janeiro de 2002. No total, foram
avaliadas 117 familias F5 provenientes de cruzamentos entre duas linhagens de milho,
uma tolerante (R2) e a outra sensivel (S5) ao encharcamento do solo. Foram avaliados
também os genitores e duas testemunhas, os hibridos triplos comerciais AG 5011 e BRS
3060. Esses dois hibridos foram escolhidos por serem testemunhas na rede de
experimentacgdo para os ensaios de milho em varzea.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com duas
repeti¢des, sendo semeadas 12 sementes por repetigdo para cada familia Fs;. A
semeadura foi realizada em copos plasticos de 200ml perfurados na base e preenchidos
com solo contendo 20% de areia. Os copos foram colocados em tanques de madeira,
revestidos com lona plastica para evitar a saida da dgua. Um dia antes da semeadura foi

colocada uma lamina de agua de 4cm. Nessas condigdes, foram semeadas trés sementes
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por copo, com o embrido voltado para cima, a uma profundidade de 2cm,
aproximadamente.

Apos oito dias da emergéncia, foi coletada uma folha de todas as plantas de
cada linha F3 e formado um bulk para representar a planta F, de origem. O DNA para a
analise molecular foi extraido desse bulk. Logo apds a coleta das folhas, foi aplicada
adubacdo de cobertura na propor¢ao de 120kg/ha de uréia. Aos 22 dias da emergéncia
das plantas foi realizada a inundagdo, a qual foi mantida por quatro dias, com lamina de
Icm de 4gua acima do nivel dos copos. Depois deste periodo de inundagao, foi drenado
o excesso de agua das caixas e as plantas foram mantidas com uma lamina de lcm de
agua por sete dias, sendo, apos, colhido o experimento. A parte aérea ¢ a raiz de cada
planta foram colhidas separadamente, sendo em seguida colocadas em estufa a 60°C por
cinco dias para a avaliacdo do peso seco. Os caracteres avaliados no experimento foram
matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca da parte aérea (MSP). Os dados de MSP e
MSR foram submetidos a analise de variancia, utilizando o modelo de efeitos aleatorios,

o qual permitiu a estimativa de variancias e da herdabilidade (Paterniani & Miranda
Filho, 1980). A variancia entre progénies F3 ¢ dada por: Gi‘f' (a GZD) + ¢, onde € ¢ 0

erro experimental (Hallauer & Miranda, 1988).

A andlise com microssatélites foi realizada no Laboratdrio de Biotecnologia
do Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia/UFRGS. A
escolha dos primers foi realizada a partir da base de dados de milho (Maize DB), sendo
testados 44 pares. A selecdo dos primers obedeceu ao critério de amostrar todos os
cromossomos, com preferéncia aos que estivessem ligados a genes pertencentes a rotas
metabolicas envolvidas com a glicolise e a fermentacao (Tabela 3.1).

A andlise genotipica foi realizada em 74 linhas F; selecionadas entre as mais
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contrastantes em relagdo as variaveis MSP e MSR. A extragao de DNA foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Edwards et al. (1991). As reagdes de PCR foram
preparadas para um volume de 25ul. Cada mistura de reacdo continha: 60ng de DNA
genomico; Tampao 10X (Gibco BRL); 1,5mM de MgCl, (Gibco BRL); 0,2mM de
dNTP (Gibco BRL); 1U de Taq-DNA Polimerase (Gibco BRL); 0,2ul de cada
oligonucleotideos iniciadores. As amplificagdes foram realizadas em termociclador
(modelo: PTC-100, MJ Research, Inc.). O programa utilizado para a amplificacao do
DNA genomico foi do tipo touchdown que consistiu de 18 ciclos de 94°C por 1 minuto
seguido de um decréscimo de 1°C a cada 2 ciclos (64°C a 55°C) e 72°C por 1 minuto e
mais 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C também por 1 minuto. Os
produtos da amplificagdo foram separados em gel de agarose 3% e a visualizacdo dos
fragmentos amplificados foi realizada com brometo de etidio em transiluminador. As
imagens dos géis foram capturadas com o programa Kodak Digital Science 1D v.3.0.1.
Os fragmentos amplificados nas progénies F; foram identificados conforme
a similaridade com os genitores, sendo consideradas homozigotos iguais ao genitor R2,
homozigotos iguais ao genitor S5 ou heterozigotos. A identificagdo de QTL foi através
da analise por ponto, a qual consiste no estabelecimento de uma relagdo estatistica entre
cada marcador e o fendtipo dos individuos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia segundo o modelo Y; = B, + B, X + &;, onde Y; = valor fenotipico da iésima
linha F3 para os caracteres MSP ou MSR, X; = valor genotipico da iésima linha F3, 3,
B, = pardmetros da anélise e & = erro experimental ~ N (0, ). Sempre que a
estimativa do parametro 3, foi significativa pelo teste de F a 5% de probabilidade o

marcador em questdo foi considerado como associado a heranga do carater.
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TABELA 3.1. Primers de microssatélites utilizados na analise molecular de linhas de

milho visando a identificacdo de QTL para tolerancia ao encharcamento

do solo. UFRGS, 2003.

Primer Gene ligado ao marcador Cromossomo  Bin*
phi037 umc 128 1 1,08
umc1726 adhl — alcool desidrogenasel 1 1,10
umcl1064 fdx3 — ferrodoxina 3 1 1,11
umc1622 crrl —regulador resposta a Citocinina 2 2,0-2,01
umcl185 olel — oleosinal 2 2,03
phi029 tpi4 — triosefosfato isomerase 4 3 3,04
phi046 npi 257° 3 3,08
umcl010 plt2 — proteina fosfolopidio transferase — homologa?2 3 3,09
nc004 adh?2 — alcool desidrogenase2 4 4,03
phi021 adh?2 — élcool desidrogenase?2 4 4,03
umc1550 pdil — proteina dissulfito isomerasel 4 4,03
phi074 zp22.1 — zeina 22.1 4 4,04
nc005 gpcl — gliceraldeido3 fosfato desidrogenasel 4 4,05
phi026 gpcl — gliceraldeido3 fosfato desidrogenasel 4 4,05
phi079 gpcl — gliceraldeido3 fosfato desidrogenasel 4 4,05
umcl1466 pdhl — piruvato desidrogenasel 4 4,08
umcl173 rpd3 — histona diacetilase homologa 4 4,09
phi006 cat3 — catalase3 4 4,11
umcl197 cat3 — catalase3 4 4,11
umcl610 cpnl0 — chaperoninalQ 4 4,11
umc1056 px13 — peroxidasel3 5 5,03
phi008 rabl5 — resposta ao acido abscisico 5 5,03
umc1564 rps15 — proteina ribossomall5 5 5,03
phi085 gln4 — glutamina sintetase4 5 5,06
umc1023 fdx2 — ferrodoxina2 6 6,00
umcl018 gpc2 — gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase2 6 6,01
nc012 pdkl — piruvato ortoquinase diquinasel 6 6,05
phi081 pdkl — piruvato ortoquinase diquinasel 6 6,05
umc1341 roa2 — origem de replicacado ativador2 6 6,06
umc 1546 hsp3 — proteina tolerancia choque de calor3 7 7,00
umcl627 oec23 — complexo 23 envolvimento 02 8 8,03
umcl741 rps28 — proteina ribossomal 8 8,03
umcl172 pdcl — piruvato 8 8,04
phi060 ripl — inativador da proteinal do ribossomo 8 8,04
umc1202 ripl — inativador da proteinal do ribossomo 8 8,04
phi015 gstl — glutationa s-transferasel 8 8,08
phi065 pepl — fosfoenolpiruvato 9 9,03
phi016 susl — sacarose sintetasel 9 9,04
phi032 susl — sacarose sintetasel 9 9,04
umc1094 sod9 — superoxido dismutase9 9 9,05
umcl733 hbl —haemoglobinal 9 9,06
umcl1576 Gdcpl — glicina descarboxilasel 10 10,02
phi071 hsp90 — proteina de choque de calor 90 kda 10 10,04
umc1344 crr2 —regulador2 de resposta a citocinina 10 10,07

* Bin: medida de localizagdo do marcador dentro de cada cromossomo no mapa do milho. O
bin esta designado no lado direito, parte decimal, e o cromossomo a esquerda, parte inteira.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram a existéncia de variabilidade genética entre as
familias F; testadas para os caracteres MSP e MSR (Tabela 3.2). A linhagem R2,
classificada como tolerante ao encharcamento, ndo diferiu significativamente dos
hibridos testemunha para a varidvel MSP, mas diferiu da linhagem S5, sensivel ao
encharcamento, e da média da populagao F;. Para a variavel MSR, a linhagem S5 foi a
que produziu menos, diferindo significativamente dos demais tratamentos. Esses
resultados confirmam o comportamento contrastante entre os genitores € apdiam o uso
deste cruzamento para o mapeamento genético. Em relacdo ao comportamento das
linhagens e dos hibridos comerciais, Fausey & McDonald (1985) indicaram que
linhagens eram mais tolerantes ao encharcamento do que variedades hibridas. Por outro
lado, Lemke-Keyes & Sachs (1989) observaram que a resposta de linhagens e hibridos
parentais para tolerancia ao estresse anaerobico era similar, quando avaliada na fase de
pré-emergéncia das plantulas. Em trabalho anterior, Silva et al. (2001) demonstraram a
ocorréncia de acentuada heterose e efeito materno para a tolerancia ao encharcamento
em hibridos F;, discordando das afirmagdes daqueles autores. Provavelmente, as
combinacdes avaliadas e o genotipo empregado como genitor feminino foram decisivos
na manifestacdo da heterose.

Com base na andlise de varidncia, utilizando o quadrado médio entre
familias, foram estimadas as variancias fenotipicas e genéticas, bem como o valor de
herdabilidade para as caracteristicas MSP e MSR. A herdabilidade estimada para MSP
foi de 0,95 e para MSR foi de 0,93 (Tabela 3.3). Esses valores indicam uma reduzida

influéncia do ambiente na manifestagao de ambos os caracteres; no entanto ¢ importante
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considerar que a interacao gendtipo x ambiente ndo foi avaliada, sendo que os valores

estimados podem estar inflacionados por essa interagao.

TABELA 3.2. Média e desvio padrao de matéria seca da parte aérea (MSP) e matéria
seca da raiz (MSR), para genitores, populacio F; e testemunhas

(hibridos comerciais). Embrapa Clima Temperado, 2002. UFRGS, 2003.

MSP (mg) MSR (mg)
Genotipo
Média ' Desvio padrao Média ' Desvio padrao

R2 338,12 ab 0,884 251,25 a 1,768
S5 207,27 ¢ 0,598 97,67 b 2,203
Fs 232,17 ¢ 54,951 160,47 ab 48,740
AG 5011 423,00 a 0,661 224,15 a 0,874
BRS 3060 286,98 bc 18,470 218,52 a 4,018

' Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 3.3. Estimativas de varidncia fenotipica (c’p), varidncia genética
(6%G) e herdabilidade (h?) para matéria seca da parte aérea
(MSP) e matéria seca da raiz (MSR) das familias F;. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, RS, 2002. UFRGS, 2003.

Parametro MSP MSR
o’p 0,408 0,177
o’ 0,389 0,166
h? 0,95 0,93

O polimorfismo entre os genitores R2 e S5 para os 44 marcadores testados
foi de 72,7%. Este nivel de polimorfismo era esperado, uma vez que a escolha dos
marcadores foi direcionada para marcadores ligados a genes envolvidos na glicolise e

fermentagdo. No entanto, diversos marcadores associados a genes de importancia para
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essas rotas metabdlicas foram monomorficos entre os genitores analisados. Como
exemplo ¢ possivel citar o marcador umc1726, ligado ao gene adhl, o qual ¢ muito
importante na fermentagao alcoolica, o phi006 € o umc1197, ligados aos genes cat3, que
codificam para a enzima catalase 3, o phi065, ligado ao gene pepl, que codifica para
enzima fosfoenolpiruvato, sendo ambas as enzimas envolvidas na glicolise, e o phi016 e
o phi032, ligados ao gene susl, que codifica para a enzima sacarose sintetase 1. Este
comportamento monomorfico nao significa que estes genes apresentem o mesmo
produto final em cada genitor, uma vez que sua regulagdo pode ser diferente em cada
um, resultando em produtos finais distintos. Da mesma forma, o gene, mesmo presente,
pode nao estar ativo ou estar parcialmente ativado. De qualquer forma, esses
marcadores ndo foram considerados importantes na andlise realizada, pois nao
segregaram no cruzamento estudado.

Neste estudo foram identificados trés QTL para MSP e dois para MSR
(Tabela 3.4). Para MSP, o QTL de maior efeito foi localizado no cromossomo 5
proximo ao marcador phi085, o qual exibiu efeito génico de dominancia. Por outro lado,
este marcador nao foi significativo para a variavel MSR, sugerindo que este loco ¢
especifico para parte aérea. O segundo maior QTL para MSP foi localizado proximo ao
marcador phi074. Este QTL foi também significativo para MSR, sendo que, para as
duas varidveis, o acimulo de matéria seca estava ligado ao gendtipo do genitor
tolerante. O ultimo QTL identificado também foi significativo para ambos os caracteres,
sendo localizado proximo ao marcador phi029. Da mesma forma, para o segundo QTL,
o principal efeito génico envolvido foi o de dominancia.

O QTL identificado através do marcador phi029, localizado no cromossomo

3, explicou 14% da variagdo para matéria seca da parte aérea (MSP) e 11% da matéria
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seca da raiz (MSR). Este marcador estd ligado ao gene da triose fosfato isomerase 4,
enzima que catalisa a isomerizagao do gliceraldeido fosfato a di-hidroxiacetona fosfato,
para a formagdo de triose fosfato no ciclo de Calvin. Sua atuagdo estd localizada no
cloroplasto e no citosol tendo importancia na glicélise (Heldt, 1997). O segundo QTL,
encontrado com o marcador phi074, esta ligado ao gene zp22.1 e explicou 15% da
variacdo total para MSP e 11% da variacdo para MSR. Este QTL, localizado no
cromossomo 4, ¢ ligado com um grupo de genes de alfa-zeinas e esta a 2,5¢cM do loco
do gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 1, que ¢ um gene estrutural envolvido na
resposta ao estresse anaeroébico em milho (Subbaiah & Sachs, 2003). O ultimo QTL
identificado, phi085, explicou 16% da variagdo para MSP e apenas 2% para MSR
(Tabela 3.4). Este marcador estd ligado ao gene g/n4, também estrutural, sendo
considerado um gene que pode influenciar no rendimento de graos e,
conseqiientemente, no tamanho da semente, que tem grande importancia na eficiéncia
da germinacao. O gln4 ¢ expresso constitutivamente durante a germinagao da semente e
em tecidos vegetativos (Sakakibara et al., 1992). Um QTL localizado na mesma regiao
foi identificado para peso de mil graos, refletindo no desempenho agrondémico de
hibridos de milho (Limani et al., 2002).

Por outro lado, marcadores que foram polimorficos, ligados a genes
importantes na glicdlise e fermentagdo alcoolica, ndo foram significativos na analise de
QTL, entre esses podem ser citados: umcl622-crri, phi021-adh2, umcl1466-pdhl,
umcl056-px13, umcl546-hsp3, umcl627-oec23, umcl172-pdcl, umcl1094-sod9,
umc1733-hb1, phi071-hsp90 e umc1344-crr2. Esse comportamento também pode estar
associado a regulagdo destes genes ou a erro de amostragem que reduz a precisio

estatistica.
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TABELA 3.4. Localizagdo cromossomica de trés marcadores relacionados a QTL
para matéria seca da parte aérea (MSP) e para a matéria seca da raiz
(MSR), valor genotipico médio do genitor tolerante, hibrido e do
genitor sensivel, valor da probabilidade e do coeficiente de

determinagdo. UFRGS, 2003.

Cr/Bin  Marcador Variavel Genitor Hibrido Gen}tor Valor P R?
tolerante sensivel
) MSP 257 210 213 0,01 0,14
3,04 Phi029
MSR 180 146 138 0,03 0,11
] MSP 263 217 212 0,01 0,15
4,04 Phi074
MSR 184 147 161 0,04 0,11
] MSP 228 238 167 0,01 0,16
5,06 Phi085
MSR 158 161 140 0,60 0,02

R?= proporgio da variagdo fenotipica explicada pelo QTL.

Marcadores moleculares de DNA ndo sofrem a influéncia do ambiente;
portanto, o R? do modelo da regressdo multipla pode ser considerado como a propor¢o
da variagdo genética explicada em relacdo ao total da variagdo fenotipica observada. Por
outro lado, Anderson et al. (1993) usaram uma estimativa da propor¢cdo da variacao
genética explicada em relacdo ao total da variagdo genética presente, obtida da
herdabilidade (R*/h?). Essa estatistica é importante, do ponto de vista do melhoramento
de plantas, porque indica a confianca do modelo de locos multiplos para selecao
genotipica. Segundo Barbosa Neto et al. (2001), modelos eficientes de locos multiplos
para selecio assistida por marcadores deveriam ter altos valores para a R*/h’. Neste
trabalho, o R para a regressdo multipla foi de 31,7% para MSP e 18,6% para MSR. A
partir destes valores, foi estimado quanto da varidncia genética era explicada pelos trés
QTL identificados, que constou de 33,3% para MSP e 19,9% para MSR. Portanto, como

as herdabilidades sao altas, a propor¢ao da variagdo genética explicada pelos QTL foi
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relativamente baixa, principalmente, para a MSR. Isto indica que outros QTL de menor

valor podem também estar envolvidos na determinacao destes caracteres.

3.4, CONCLUSOES

e Foram identificados trés QTL que explicaram conjuntamente 33,3% da

varia¢do para MSP e 19,9% para MSR.

e Estes QTL podem ser uteis na selecdo assistida por marcadores
moleculares para o carater tolerancia ao encharcamento na fase de planta jovem de

milho.



CONCLUSOES FINAIS

Os trabalhos realizados possibilitaram a identificacdo de
variabilidade genética entre os quatro genitores para os caracteres MSP e
MSR, ambos relacionados com a tolerancia ao encharcamento em milho. A
heranga desses caracteres revelou complexidade quanto ao numero de genes
envolvidos. No entanto, as estimativas de herdabilidade foram elevadas,
sugerindo ganho genético através de selecgao.

A analise de QTL demonstrou a participagao de trés locos, os quais
explicaram conjuntamente 33,3% da variagéao para MSP e 19,9% para MSR.
Esses resultados indicam que outros genes de menor efeito estdo segregando
nos genitores e estdo de acordo com as analises quantitativas também
realizadas. A agao génica predominante foi a de dominancia, sendo a heterose
detectada relacionada com a atuacdo de genes complementares e com um
acentuado efeito materno.

Os resultados sugerem que a selegao fenotipica em plantas jovens
pode ser uma alternativa eficiente para a selegdo de gendtipos tolerantes ao
encharcamento do solo em milho, devido a elevada herdabilidade estimada. No
entanto, a selecdo assistida por marcadores moleculares necessita de um

maior numero de QTL identificados, uma vez que a percentagem de explicagao
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de variacdo genética, obtida com os locos encontrados € insuficiente para
justificar os custos de laboratdrio.

A exploragcao de hibridos para produzir novas variedades de milho
com tolerdncia ao encharcamento € justificada pela elevada heterose
observada, inclusive em cruzamentos entre genitores com sensibilidade ao
carater. No entanto, o pronunciado efeito materno indica que a escolha do

genitor feminino é fundamental para garantir o sucesso dos cruzamentos.
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