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Resumo

RESUMO

Visando o mapeamento do cardter responsavel pela tolerancia ao Al em
milho (Zea mays L.) através de marcadores moleculares do tipo RFLP, foram utilizadas a
linhagem tolerante Cat-100-6 ¢ a linhagefn sensivel S1587-17, derivada de um variante
somaclonal obtido através da cultura de tecidos da linhagem Cat-100-6. Estudos
genéticos preliminares da tolerancia/sensibilidade ao Al na linhagem original Cat-100-6 ¢
na linhagem S1587-17, indicaram que o cariter tolerdncia ao Al seria provavelmente
condicionado por um gene dominante. A partir da populagdio F2 obtida pela
autofecundacgio do F1 entre Cat-100-6 e S1587-17, foram selecionados individuos para a
formagio de “bulks” contrastantes quanto ao fenétipo tolerancia ao Al. Cinco individuos
foraﬁl utilizados para cada “bulk”, e seu fenétipo tolerante/sensivel foi confirmado pela
andlise de suas progénies F3 .através de testes em solugdo nutritiva com Al. Membranas
contendo o DNA das linhagens parentais, do F1 e dos “bulks”, digeridos com as enzimas
EcoRl, Hindlll, BamHI e EcoRV, foram hibridizadas com sondas marcadas com
digoxigenina (Dig-dUTP). Das 158 sondas utilizadas, cobrindo o genoma do milho a
intervalos de 20 cM, 27 foram utilizadas em hibridizacdes com membranas contendo o
DNA de 56 individuos F2. Apés andlise de ligacdo empregando-se o programa
MAPMAKER, os resultados obtidos nestas hibridizagdes indicaram a cossegregagio de
10 marcadores com o cariter de tolerancia ao Al. Estes marcadores estavam divididos em
dois grupos de ligagdo, indicando a ocorréncia de dois locos envolvidos com a toleréancia

ao Al. O primeiro grupo de ligagdo, formado por 6 sondas foi mapeado no brago curto do

12



Resumo

cromossomo 6. O outro grupo de ligacdo, formado por 4 sondas, foi mapeado no brago

curto do cromossomo 10.
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Summary

SUMMARY

A high percentage of Brazilian soil displays an acid character with a high
Al concentration, hindering seriously its agricultural exploitation. A possible solution is
the development of Al tolerant genotypes,.and this approach is particularly interesting for
maize, where Al tolerance genetic variability exists. In consequence, the identification of
molecular markers related to the Al tolerance genes will represent a very important
progress in order to perform the tolerant plant selection process.

Previous genetic analysis of Al tolerance in Cat-100-6, a tolerant inbred
line, indicated that this trait is probably controlled by a single dominant gene. The aim of
this work was to map the gene involved in aluminum tolerance in Cat-100-6 by means of
RFLP markers. A segregating population (F2) was developed by selfing of Fl
generation, obtained by crossing of Cat-100-6 (tolerant) X S1587-17 (sensitive) parents.
The last one is an inbred line originated by somaclonal variation from calli type I of Cat-
100-6 line. We have used bulked segregant analysis (BSA) to identify loci linked to Al
tolerance in the inbred line Cat-100-6. Two bulks of individuals displaying a contrasting
Al tolerance trait were generated from the segregating population: DNA from five F2
plants were selected from each bulk (sensitive or tolerant). The F2 genotypes were
checked by analysis of the corresponding F3 progeny grown in nutrient solution in the
presénce of 4.5 mg/l of Al. Genomic DNA of Cat-100-6, S1587-17, F1 and the two
contrasting bulks were individualiy digested with EcoRl, Hindlll, BamHI, and EcoRV,
and subsequently southern blot analysis was performed using digoxigenin labeled probes.

A total of 158 probes were used to identify 18 RFLP markers showing polymorphism

14



Summary

between parents and bulks. These 18 markers were hybridized with 56 individuals from
the F2 population and the segregation results were analyzed by MAPMAKER software.
Ten (10) markers co-segregating with the Al tolerance trait were found and they were
located in two linkage groups indicating that two loci are involved in this trait in Cat-100-
6 line. The linkage groups were composeii of 6 and 4 markers, and they were mapped on

the short arm of chromosomes 6 and 10, respectively.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial despertard um esforco proporcional
para satisfazer as necessidades de dgua, moradia, emprego, educagdo e, sobretudo,
alimentacdo. Esta necessidade por alimiento é muito mais acentuada nos paises em
desenvolvimento, onde a taxa de crescimento populacional € mais elevada. H4 dois
caminhos para se aumentar a produgdo agricola: elevar a produgdo por unidade de 4rea,
usando o solo de modo mais eficiente, ou expandir as 4reas de terras cultivadas. A
escassez de recursos e de conhecimento adequado nos paises em desenvolvimento, limita
a adog¢do de novas tecnologias agricolas ou o uso de melhores sementes. Para um grande
contingente de pessoas, a procura por novas fronteiras agricolas torna-se a dinica opgao.

No entanto, a maioria destas terras potencialmente vidveis localizam-se na
regido tropical e sdo constituidas principalmente por oxissolos e ultissolos. Estes tipos de
solos geralmente apresentam boas propriedades fisicas, mas possuem limitagdes de
fertilidade decorrentes de sua elevada acidez. Nestas condigdes, um grande nimero de
fatores interferem na produgio agricola, sendo o mais importante deles a presenga de
elevados niveis de Al trocavel. Os solos sob vegetagio de cerrado no Brasil representam
um bom exemplo deste caso (Foy et al., 1978; Rao et al., 1993; Borlaug & Dowswell,
1996).

| A toxicidade do Al € particularmente severa em condi¢Ges de solo com pH
abaixo de 5,0, onde ele toma—sé solivel e assimildvel pelas plantas. O sintoma mais

caracteristico da toxicidade do Al é a inibicdo do crescimento radicular deixando as
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plantas mais suscetiveis 4 seca e incapazes de utilizarem adequadamente os nutrientes
disponiveis no solo.

A corregdo da toxidez de Al pode ser efetuada através da aplicacdo de
calcario no solo, elevando o pH deste. Entretanto, este processo nido € economicamente
vidvel para muitos produtores, além de cé%rigir somente as camadas superficiais do solo.
Uma alternativa para contornar o problema, seria o desenvolvimento de genétipos mais
tolerantes a toxidez de Al. No caso do milho (Zea mays L.), isto é perfeitamente vidvel,
uma.vez que existe variabilidade genética para a tolerdncia ao Al toxico (Rhue et al.,
1978; Lefebvre & Nyamangombe, 1985; Pandey & Granados, 1985; Lopes et al., 1987).

Utilizando-se a variabilidade genética existente, variedades e/ou hibridos
de milho tolerantes ao Al poderiam ser obtidos através de programas de melhoramento
empregando-se duas estratégias: selecdo recorrente para a obtengdo de linhagens
tolerantes ao Al; utilizagio’ de retrocruzamentos para a introdug¢do da caracteristica
desejada em linhagens elites. Contudo, em muitos casos, os efeitos ambientais mascaram
o genétipo, de modo que a discriminagdo entre plantas tolerantes e sensiveis torna-se
dificil.

Uma alternativa para a identificacio e manipulag@o de genes de interesse
em programas de melhoramento, surgiu com o desenvolvimento e utilizagdo de
marcadores moleculares (Beckmann & Soller, 1983; Tanksley et al., 1989; Lee, 1995).
Desta forma, a detec¢do de marcadores moleculares ligados a tolerancia ao Al permitiria a
sele¢do monitorada por marcas rﬁolecularcs das plantas tolerantes ao Al, sem influéncia
de efeitos ambientais. As plantas desejaveis seriam entdo identificadas, contribuindo para

-uma maior eficiéncia e rapidez em programas de melhoramento.

17



Introdugdo

Os marcadores moleculares mais utilizados em milho sdo aqueles que
detectam polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrigdo do DNA, denominados de
marcadores do tipo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Tanksley et al.,
1989; Zehr et al., 1992). Um marcador molecular do tipo RFLP € representado por uma
sonda molecular (fragmento de DNA) cofrespondendo, na maior parte dos casos, 2 uma
sequéncia lnica. Esta sonda ¢ utilizada em hibridizacdes com DNA gendmico digerido
por uma enzima de restricio e impresso em membranas. Assim, a associagdo
sonda/enzima define um marcador molecular e, a0 mesmo tempo, um loco cromossémico
(Botstein et al., 1980).

Atualmente existem mapas genéticos do milho totalmente construidos com
marcadores moleculares do tipo RFLP. AssociagOes entre a segregacdo de uma
caracteristica e dos marcadores RFLP que possuem posi¢des conhecidas nos
cromossomos do milho, peﬁnitem que locos importantes possam ser localizados no
genoma. Desta forma, existe potencial para efetuar-se a selegdo baseada em marcadores
moleculares (Helentjaris et al., 1986a; Hoisington, 1986; Burr et al., 1988).

O mapeamento da tolerncia ao Al tem interesse tanto para estudos bdsicos
quanto aplicados. A identificacdo de um marcador molecular ligado ao gene que confere
tolerancia ao Al pode facilitar o processo de selegdo das plantas tolerantes, em programas
de melhoramento. Além disso, através de sua localizagdo genética pode-se definir
estratégias para a clonagem do gene.

Neste ambito, o presente trabalho se propds a mapear, através de
marcadores moleculares, o cardter tolerincia ao Al em milho. A identificagdo de

marcadores moleculares ligados a6 caréter tolerdncia ao Al foi realizada através de
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estudos de ligacdo genética. Estes estudos foram efetuados na geracdo segregante F2,
obtida do cruzamento entre dois genétipos contrastantes para a tolerdncia ao Al: as
linhagens Cat-100-6 (tolerante) e S1587-17 (sensivel), disponiveis no Departamento de

Genética e Evolugdo da UNICAMP.
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2. OBJETIVO

Mapeamento do cardter tolerdncia ao Al em milho, utilizando-se

marcadores moleculares do tipo RFLP (Re.striction Fragment Lenght Polymorphism).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Solos acidos

Os trépicos sdo regides com solos muito antigos, expostos por longo
tempo a agdo de um clima quente e Gmido. Desta forma, os tipos de solos mais
caracteristicos pela sua alta concentragdo de Al, os chamados ultissolos e oxissolos, sdo
0s rﬁais frequentemente encontrados nos trépicos (Figura 1), cobrindo extensas dreas da
América do Sul (850 milhdes de ha), da Africa Central e do Sul (600 milhdes de ha) e da
Asia Tropical (250 milhdes de ha) (Richter & Markewitz, 1995). Este fato agrava muito a
producdo de alimentos nestas regides pois, a fertilidade em solos dcidos € baixa e os
fatores que contribuem para esta baixa fertilidade sdo muito complexos.

No Brasil, ceréa de 70% das 4reas agriculturdveis apresentam solos dcidos
e alta saturagio de Al. Estas dreas encontram-se principalmente na regido amazonica e
nos cerrados. Para sua utilizacdo na produgio agricola, a regiio amazonica tem sido
preterida pela dificuldade no manejo, no escoamento da produgdo, e pela baixa fertilidade
do solo. Assim, os cerrados tornaram-s¢ importante foco de pesquisas desde a década de
40, mas somente durante os ltimos 20 anos as informagoes das pesquisas desenvolvidas
foram agregadas sob a forma de tecnologias prontas, para serem aplicadas pelos
agricultores.

Estas pesquisas proporcionaram ganhos significativos de produtividade em
vérias culturas, principalmente na produgio de soja, milho e trigo. Muitas das tecnologias

desenvolvidas para o cerrado brasileiro sdo de grande valia quando da abertura de novas
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Figura 1. Distribui¢io de solos 4cidos ao redor do mundo (adaptado de Rao et al., 1993).
Os solos acidos cobrem a maior parte de 48 paises em desenvolvimento e envolvem 1700
milhdes de ha. Em relagdo a regido tropical, aproximadamente 65% dos solos da América
do Sul, 45% dos solos na Africa, 32% dos solos da Asia e 10% dos solos da América

Central, Caribe e México sdo solos acidos.
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dreas de fronteira agricola em solos com problemas similares, como, por exemplo, as
vastas planicies do rio Orinoco, na Colémbia e na Venezuela, e em grandes extensdes de

terra na Africa Central e do Sul (Lopes, 1996; Borloug & Dowswell, 1996).

3.2. O problema da toxidez do Al

Em um solo com baixo pH, os fatores mais limitantes para o crescimento
da pianta ndo se restringem a atividade do ion hidrogénio. Também sio importantes: a
toxicidade do aluminio e do manganés; a deficiéncia de fésforo, nitrogénio, potéssio,
célcio, magnésio, enxofre, zinco, e molibdénio lixiviados pela a¢do do clima; o estresse a
seca devido a um precério desenvolvimento das raizes, € uma maior suscetibilidade a
pragas e doencas. As deficiéncias e toxicidades podem atuar independentemente ou
conjuntamente para reduzir o crescimento da planta e, a relativa importéncia destes
fatores vai depender da espécie de planta, seu genétipo, do tipo de solo, do valor do pH
do sqlo, de sua estrutura e aeragdo e das condigdes climaticas locais (Marschner, 1991;
Rao et al., 1993).

A maior parte do Al no solo estd unida a outros elementos ou ocorre em
formas néo fitot6xicas, como aluminosilicatos e precipitados. Entretanto, a medida que o
pH diminui, o Al em suas formas mais fitotéxicas € liberado, tornando-se solivel em um
pH ao redor de 5,0. No solo, a quantidade de Al varia de 1 a 33 ppm, mas raramente
excede 4 ppm. Entretanto, em muitas espécies o crescimento radicular € inibido quando o
solo apresenta uma concentragdo de 1 a 2 ppm de Al em solugdo (Marschner, 1991;

Wersuhn et al., 1994).
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A complexa quimica do Al foi uma das primeiras dificuldades no estudo
dos processos relacionando Al e plantas. Ainda é controverso afirmar qual espécie
quimica apresenta maior ou menor toxicidade. Assim, hd dividas se as espécies
mononucleares AI**, AI(OH)** ¢ AI(OH)," sdo mais ou menos téxicas que a espécie
polinuclear Al3. As condi¢Oes de equilib}io entre as varias espécies sdo extremamente
dependentes do pH, da concentragdo e da composi¢do de nutrientes em uma solugdo
nutritiva ou no solo (Kinraide, 1991; Marschner, 1991). No entanto, como muitos citions
trivalentes sdo téxicos as plantas, e como o Al hidroliza em solugdo como uma espécie

trivalente Al**

, dominante em condi¢des 4cidas (pH<S5), vérios autores sugerem que Al’*
seja a espécie toxica predominante (Kinraide, 1991; Kinraide et al., 1992).

O principal sintoma da toxidez ao Al, € a drdstica redugdo na taxa de
crescimento das raizes devido 2 destrui¢do do meristema apical. O apice caulinar ¢ as
raizes laterais tém seu creséimento inibido, resultando em um sistema radicular com
desenvolvimento superficial e ramifica¢do inadequada. Raizes danificadas pelo Al podem
explorar apenas um limitado volume de solo e tornam-se ineficazes na absor¢do de
nutrientes e dgua, provocando uma redugio no crescimento da planta (Foy, 1976; Foy et
al., 1978).

Ao nivel cglular, as células da coifa e do meristema tornam-se vacuoladas,
e mostram sequencialmente: uma perda da fungdo do complexo de Golgi, auséncia de
deseﬁvolvimento dos plastideos, alteragSes na estrutura nuclear, perda de citoplasma, e
finalmente desintegragdo (Taylor, 1988b). Células da epiderme, endoderme e do cortex

afetadas pelo Al, sofrem um processo de inchamento e rapidamente autolisam. As regides

meristemdticas da raiz primdria e das raizes laterais tornam-se desorganizadas a ponto de
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ndo haver distingdo entre as células da coifa, do meristema e dos tecidos vasculares.
Sitios de erupgdo de raizes laterais ndo conseguem se desenvolver normalmente (Taylor,
1988a; Marschner, 1991; Rao et al., 1993).

O maior aciimulo de Al ocorre no 4pice caulinar (coifa, meristema e zona
de elongagdo), sendo também esta a regiz;io que sofre os maiores danos fisicos quando
comparada aos tecidos maduros da raiz. Na verdade, somente 2 a 3 mm das raizes (coifa e
meristema), precisam ser expostos ao Al para que o crescimento radicular seja inibido.
Quando o Al é seletivamente aplicado apenas na zona de elongagdio ou em toda a
extensdo da raiz, excetuando-se o 4pice, o crescimento nio € afetado (Ryan et al., 1993a).

Os efeitos fisiolégicos do estresse ao Al parecem ser o resultado de uma
complexa interagdo de fatores, havendo grande dificuldade na distin¢do entre efeitos
primérios e sintomas secundérios (Taylor, 1988a; Kochian, 1995; Delhaize & Ryan,
1995). Ainda € incerto afinﬁar se o Al necessita penetrar no citoplasma das células do
4pice radicular para diretamente danificar o metabolismo, ou se sua a¢do poderia estar
relacionada a interagdes no apoplasto.

Interagdes com a parede celular ¢ com as membranas celulares
necessariamente precederiam qualquer transporte para o simplasto. Nestas interagoes, 0
Al poderia atuar de diferentes maneiras: ligando-se a residuos de pectina ou proteinas na
parede celular; diminuindo sua extensibilidade ou sua condutividade hidrica; removendo
outros fons de sitios criticos na parede celular ou das membranas; ligando-se a camada
bilipidica ou a proteinas intermembranas para inibir o transporte de nutrientes, ou alterar

o metabolismo intracelular a partir do apoplasto, ativando vias metabélicas através de
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mensageiros secundarios (Taylor, 1988a; Bennet & Breen, 1991; Rengel 1992a; Kochian,
1995).

A medicio do influxo de Al tem sido dificultada pela incapacidade de
separar-se as fragdes de Al do simplasto e do apoplasto. Entretanto, Lazof ef al. (1994)
utilizando fons secundarios detectou Al nb simplasto das raizes de soja (Glycine max),
apenas 30 min apés a exposi¢do ao fon. Isto demostra que a entrada de Al nas células
ocorfe antes que o crescimento das raizes seja inibido, e sugere a possibilidade da
existéncia de um sitio simpléstico ao Al. Presume-se que o Al presente no simplasto seria
mantido a uma concentra¢do muito baixa, considerando-se que o pH deste meio varia de
6,5 a 7,5 e ai existe abundéncia de elementos que poderiam se ligar ao Al. No entanto,
mesmo em pequenas concentragdes, o Al poderia causar considerdveis danos no
simplasto, devido a sua alta afinidade de ligagdo a muitos metabdlitos importantes. O Al
poderia inibir fungdes vitais> do metabdlito ao qual se ligasse (enzimas, calmodulinas,
tubulinas, ATP, GTP, DNA), ou o préprio complexo Al-metabdlito seria prejudicial a
outrc;s processos metabdlicos (Taylor, 1988a; Tice et al., 1992; Kochian, 1995).

Atualmente, tem sido muito investigada a interacdo do Al com o célcio.
Tal interagdo tem sido considerada como um processo primério na toxicidade do fon. A
concentragio de Ca** livre no citoplasma € geralmente mantida abaixo de 200 nM.
Entretanto, aumentos transitérios na concentragio de Ca® sdo vitais para o crescimento
celular, uma vez que, este elemento atua como um mensageiro secundério na inducdo e
regulacdo de diversos processos rﬁetabélicos. Desta forma, o Al poderia interromper o

metabolismo dependente de Ca mantendo sua concentragdo mais elevada que o normal,
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ou impedindo as mudangas sibitas em sua concentragdo, como ocorre nos aumentos
transitérios (Kauss, 1987; Rengel, 1992a,b; Coté & Crain, 1993).

Uma das maneiras pela qual o Al poderia interromper a homeostase do
Ca”* simpldstico, seria alterando o padrio de fluxo Ca®* através da membrana plasmatica.
Huang et al. (1992a,b) demostraram que‘ o AI** inibe o transporte de Ca®* no 4pice
radicular em um cultivar de trigo sensivel ao Al. Esta inibi¢cdo foi significativamente
maior no cultivar sensivel que no tolerante. Um padrdo de resposta similar foi encontrado

em linhagens quase isogénicas de trigo sensivel e tolerante ao Al (Ryan & Kochian,

1993b).
3.2.1. Tolerancia ao Al

O estresse a0 Al € uma for¢ca seletiva muito importante na natureza,
portanto, diferentes mecanismos de tolerdncia podem ter evoluido em diferentes espécies
de plantas (Rao et al., 1993). Virias hipdteses foram levantadas para explicar as
diferencas quanto a tolerdncia ao Al. Os mecanismos de tolerdncia, assim como os
mecanismos de toxidez, ndo sdo completamente entendidos ou claramente definidos. Da
mesma forma que para os mecanismos de toxidez as hiplteses existentes para os
meca;nismos de tolerancia, podem ser divididas em dois grupos: mecanismos de exclusdo,
os quais ocorreriam no exterior da célula, e mecanismos internos, que ocorreriam no
citoplasma da célula (Kochian, 1995).

Ha pelo menos seis diferentes hipdteses que poderiam explicar a tolerincia

por mecanismos de exclusdo. Estas incluem: imobilizacdo do AP’* 11a parede celular,
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permeabilidade seletiva da membrana plasmética, formagdo de uma barreira de pH na
rizosfera ou no apoplasto radicular, exudagdo de quelantes e/ou fosfato e efluxo de Al
Nestes mecanismos de exclusdo impede-se a entrada do Al no simplasto, evitando sua
passagem através da membrana plasmatica. Desse modo os sitios intracelulares sensiveis
ao ataque do AI** ficariam protegidos (Ra(; et al., 1993; Taylor, 1988a; Kochian, 1995).

Se estes mecanismos estiverem ausentes ou forem ineficientes, outras
quatro hipéteses poderiam explicar os mecanismos internos de tolerancia. Tais hipGteses
sdo: quelagdo no citosol, compartimentalizagdo no vaciolo, expressdo de proteinas que se
ligam ao Al e evolugdo de enzimas Al-tolerantes. Desta forma, nos mecanismos internos
de tolerancia, o Al entraria no simplasto e a tolerdncia seria alcancada pela sua
imobiliza¢do, compartimentalizagio ou detoxificagdo (Taylor, 1988a; Delhaize & Ryan
1995; Kochian, 1995).

De todos os .mecanismos propostos, a tolerincia ao Al mediada pela
exudagdo de 4cidos orgénicos € a hipétese atualmente mais aceita (Basu, 1994; Kochian,
1995; Ryan et al., 1995). Miyasaka et al. (1991) forneceram as primeiras evidéncias de
que o mecanismo da tolerncia em feijdo (Phaseolus vulgaris L.) envolve efluxo de 4cido
citrico. Mais recentemente, Delhaize et al. (1993b) mostraram que a tolerdncia ao Al,
codificada pelo gene dominante Alt] em trigo, estd correlacionada com o efluxo de
malato do 4pice radicular. Isto sugere que a excre¢do de malato protege a planta por
quelagdo e detoxificagdo do Al ao redor da regido critica da raiz. Além disso, as altas
taxas de efluxo do malato das raizes cossegregam com o loco Altl em populagdes
segregantes para a tolerancia ao Al. Pellet et al. (1995) demonstraram que um genétipo de

milho tolerante ao Al excretava varias vezes mais dcido citrico de suas raizes, em resposta
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ao Al, do que um genétipo Al-sensivel. O 4cido citrico forma um complexo forte com
AI** sendo mais eficiente que o succinato ou malato na reversio da toxidez ao Al (Ownby

& Popham, 1989).
3.2.2. Avaliacéo fenotipica da tolerﬁncia.ao Al

Viarios métodos de avaliagdo de plantas quanto a tolerancia ao Al ja foram
desenvolvidos, tanto a nivel de campo quanto em casa de vegetacdo. Estes tltimos podem
ser realizados em experimentos de vasos com solo, ou em solugdo nutritiva (Reid et al.,
1971; Howeler & Cadavid, 1976; Lefever et al., 1977; Foy et al., 1978; Garcia & Silva,
1979, Garcia et al., 1979; Lopes et al., 1987; Spehar, 1994).

Como o desenvolvimento radicular da planta € a caracteristica mais afetada
pela toxidez ao Al, este. cardter é utilizado com frequéncia na avaliagdo da
tolerancia/sensibilidade ao Al em vérias espécies. No entanto, na literatura constata-se
que diferentes parimetros fenotipicos foram avaliados na busca daquele que melhor
refletisse o genétipo sensivel ou tolerante do material. Desta forma, avaliou-se o nimero
de raizes laterais, o peso seco ou peso fresco das rafzes e o aspecto visual do
desenvolvimento radicular.

Também foram empregados diferentes critérios de medi¢do do
comprimento radicular, tais como: o comprimento liquido (comprimento da raiz principal
no final do experimento menos o comprimento inicial) ou o comprimento relativo (o
comprimento da raiz principal da planta submetida ao estresse de Al em relagdo ao

comprimento da raiz principal de uma planta controle) (Reid et al., 1971; Garcia & Silva,
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1979.; Prioli AJ, 1987; Magnavaca, 1982; Cambraia & Cambraia, 1994; Urrea-Gomez et
al., 1996).

Uma alternativa 2 medi¢do do comprimento da raiz seria sua avalia¢do
visual. As raizes de plantas sensiveis de diferentes espécies que crescem em solugdo
nutritiva contendo Al, apresentam-se curtz.ls, engrossadas, desprovidas de raizes laterais,
tém o meristema apical destruido e muitas vezes estdo enegrecidas, enquanto que as
raizes de plantas tolerantes apresentam um desenvolvimento radicular normal. A
class.ificagio das plantas em tolerante/sensivel ao Al pela avaliagdo visual poderia ser
ainda confirmada através de métodos de coloragdo da radicula utilizando-se hematoxilina,
um corante especifico para a detecgdo do Al (Ownby, 1993). Assim, a avaliacdo visual
permitiria resultados seguros a despeito da variabilidade do material (Reid et al., 1971;
Garcia et al., 1979) além de possuir alta correlagdo com os resultados conseguidos em

experimentagdo de campo (Urrea-Gémez et al., 1996).
3.2.3. Genética da tolerancia ao Al

A calagem ¢ a principal metodologia utilizada para a corre¢do da acidez do
solo. A aplicagdo de grandes quantidades de Ca no solo, principalmente na forma de
gesso (CaSOy) ou calcirio (CaCO3), eleva o pH do solo, resultando na precipitagdo do Al,
e consequentemente, fazendo com que os niveis de Al téxico declinem. Em geral,
aplicacdes de calcdrio suficientes para a corre¢do do pH do solo sdo bastante caras. Além
disso, esta corregdio atinge apenas as camadas superficiais do solo, sendo que o subsolo

permanece 4cido. A aplicagio de calcdrio em maiores profundidades no solo ¢é
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tecnicamente dificil e economicamente invidvel. Como consequéncia, plantas cultivadas
em solos que sofreram calagem desenvolvem raizes apenas na camada superficial do solo,
onde houve corregdo do pH, sendo bastante suscetiveis ao estresse hidrico. Por estas
razdes, a melhor alternativa para contornar-se o problema de toxicidade do Al em solos
cidos, ¢ a utilizagdo de gen6tipos tolerant‘es a0 Al, aliada a correc¢do do pH do solo (Foy
et al., 1978; Rao et al., 1993).

A heranga da tolerincia ao Al tem sido estudada em diversas espécies. Em
cevada e sorgo, a heranga € monogeénica e condicionada por um alelo dominante (Minella
& Sorrells, 1992; Boye-Goni & Marcarian, 1985). Em arroz a tolerancia € controlada por
poucos locos (Howeler & Cadavid, 1976), enquanto que, em trigo, a expressdo da
tolerdncia ao Al parece ser uma caracteristica multigénica em alguns cultivares
(Berzonsky, 1992), mas em outros, uma grande propor¢do da tolerancia pode ser atribuida
a um Unico gene dominante (Camargo, 1981, 1984a; Larkin, 1987, Delhaize et al., 1993a,
b). Tal hipétese foi confirmada recentemente pelo mapeamento no cromossomo 4DL do
gene denominado Altgy no cultivar de trigo BH 1146 (Riede & Anderson, 1996). Em
milho, vérios autores estudaram a heranga do caréter através de diversas técnicas. Estes
trabalhos chegaram a conclusdes conflitantes sobre a heranga do caréter.

Rhue et al. (1978) trabalhando com populagdes F2 e retrocruzamentos
entre quatro linhagens tolerantes e sensiveis ao Al, encontraram evidéncias de que um
tinico loco com alelos miiltiplos controlava a tolerancia em milho. As avaliagdes foram
feitas em solucdo nutritiva, tendo como pardmetro de avaliagdo o crescimento radicular.
Os autores sugeriram que a variagdo nos niveis de tolerdncia ao Al em milho poderia ser

explicada por diferentes alelos.
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Garcia & Silva (1979) utilizaram geragdes F1, F2 e retrocruzamentos
desenvolvidas a partir de cruzamentos de trés linhagens tolerantes e duas sensiveis. O
parimetro adotado para a avaliagio da tolerdncia ao Al foi o comprimento radicular,
medido 7 dias apés o plantio das sementes em potes de areia irrigados com solugdo
nutritiva contendo Al. Os autores conclufram que a tolerancia ao Al era controlada por
um gene dominante, com possiveis alteragdes por modificadores.

Prioli AJ (1987) analisou a heranca da tolerdncia ao Al em milho
utilizando linhagens homozigéticas e hibridos obtidos a partir de cruzamentos entre
linhagens flints (raga Cateto) e dentadas (raca Tuxpefio). A caracterizacio fenotipica foi
estudada avaliando-se o comprimento liquido da radicula de plantas crescidas em solugio
nutritiva. O autor concluiu que um 1 a 3 locos dominantes estavam envolvidos na
expressdo da tolerdncia, fato corroborado pela alta herdabilidade constatada para o
carater. |

Magnavaca (1987) estudou seis geragdes (P1, P2, F1, BCl e BC2)
derivadas de cruzamentos entre linhagens tolerantes ¢ sensiveis ao Al. Ele utilizou
solucdo nutritiva e avaliou as plantas através do comprimento relativo da raiz principal
(corriprimento final dividido pelo comprimento inicial). O autor concluiu que a tolerancia
é uma caracteristica quantitativa, com uma tendéncia da sensibilidade ser dominante.

Sawazaki & Furlani (1986) avaliaram geragbes F1, F2 e S1 de milho,
desenvolvidas a partir de linhagens Cateto (Ip 48-5-3) cruzadas com uma raga flint da
Colémbia (Col 2-22), e sugeriram heranga quantitativa para a tolerancia. O parametro de
avaliacdo foi o comprimento liquido da raiz principal (comprimento inicial subtraido do

comprimento final).
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Miranda Filho et al. (1996) empregaram a mesma técnica de Garcia &
Silva. (1979) para estudar a heranga da tolerdncia ao Al. Eles utilizaram progénies de
autofecundacio (Sl) e progénies de irmdos germanos (Sg x So) de milho, desenvolvidas a
partir de populagdes Pirando VD-2(A) e Pirando VF-1(B). As plantas foram
caracterizadas fenotipicamente como tolerantes € sensiveis através da medida do
comprimento da radicula. A frequéncia de distribui¢dio das diferentes classes e as
estimativas da varidncia dentro de progénies, levaram os autores a concluirem que a
tolerancia ao Al foi devida ao efeito de um gene principal com agdo génica dominante
para o carater avaliado.

As diferentes conclusdes apresentadas por estes trabalhos evidenciam
portanto, que a genética da tolerdncia ao Al em milho ainda ndo foi efetivamente

elucidada.

3.3. Marcadores Moleculares

Antes da aplica¢do das técnicas moleculares, os métodos tradicionais de
estudo da variagdo genética em plantas dependiam da identificacdo de marcadores
morfoldgicos na espécie em estudo, tais como nanismo, albinismo, morfologia foliar, etc.
Embora tenham contribuido muito em programas de melhoramento e em estudos de
genética bésica, os marcadores morfolégicos possuem algumas limitagdes. Como
exemplo, podemos citar o pequeno nimero existente quando comparado ao polimorfismo

ao nivel do DNA. Além disso, marcadores morfolégicos bem conhecidos sdo disponiveis
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apenas para poucas espécies, as quais foram extensivamente estudadas do ponto de vista
genético (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

A introdugio da técnica de eletroforese de isoenzimas no inicio da década
de 60, além de iniciar a era dos marcadores moleculares, ampliou o nimero de
marcadores que poderiam ser utilizados. A técnica baseia-se em mutacées no cddigo
genético, as quais alteram a carga elétrica de algumas proteinas com fun¢do enzimatica.
Apés eletroforese das amostras de proteina, o polimorfismo € detectado através da
visualizagdo do produto enzimdtico por métodos histoquimicos. Os marcadores
isoenzimdticos podem ser obtidos de uma maneira relativamente rdpida, barata e sdo
disponiveis para praticamente todas as espécies de plantas. A utiliza¢cdo de isoenzimas
permitiu a deteccdo de polimorfismo entre plantas que ndo mostravam diferengas
morfoldgicas. Assim foi possivel uma melhor avaliagdo da variagéo genética (Torggler et
al., 1995).

O poder de detecgdo da variabilidade existente diretamente ao nivel do
DNA, sé foi alcangado com o desenvolvimento de técnicas em biologia molecular. A
primeira delas baseia-se na acdo de enzimas de restricdo, as quais reconhecem uma
sequéncia de DNA, e clivam a molécula nestes sitios especificos. Os efeitos de mutagdes
pontuais, inser¢des, delegdes e rearranjos nos sitios de clivagem, sdo detectados através
de “Southern blots” como polimorfismos no tamanho dos fragmentos de DNA ap6s
digestdo com uma enzima de restricdo. Esta variagdo encontrada entre individuos foi
denominada RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism - Botstein et al., 1980).

Com o aparecimento da reagio de polimerizacdo em cadeia (PCR - Mullis

& Faloona, 1987) permitindo a sintese enzimética de milhdes de copias de um segmento
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especifico de DNA, uma nova classe de polimorfismo, de obten¢@o mais rdpida € muita
mais sensivel que aquela baseada em RFLPs, pode ser utilizada. A técnica desenvolvida
por Williams et al. (1990) foi denominada de RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA). Esta técnica, baseia-se na amplificagdo enzimdtica diferencial de pequenos
fragmentos de DNA, utilizando-se “prirﬁers” aleatérios (oligonucleotideos geralmente
com 10 bases). O polimorfismo resulta de mudangas cromossOmicas nas regides
amplificadas ou mudangas de bases que alteram o pareamento dos “primers” com a regido
homoéloga no DNA.

Os marcadores de DNA citados acima representam somente dois exemplos
entre os vdrios existentes, tais como: VNTR - “Variable Number of Tandem Repeated”
(Wyman & White, 1980), SSR - “Simple Sequence Repeats” (Litt & Luty, 1989), AFLP -
“Amplified Fragment Lenght Polymorphism” (Zabeau, 1993), etc. Certamente o
constante desenvolvimento | da biologia molecular fard com que surjam outras
metodologias de detecgdo de polimorfismo em nivel do DNA, ainda mais poderosas e
menos laboriosas. A escolha de um ou outro tipo de marcador depende do material com o
qual se estd trabalhando, do objetivo a ser alcangado, e da estratégia adotada para
alcancar-se este objetivo.

Todos os marcadores possuem propriedades importantes em comum, tais
como: estarem dispersos no genoma, existirem em grande nimero, serem estavelmente
herdados, ndo serem afetados pelo ambiente, nem por efeitos pleiotrépicos e, sobretudo,
serem detectdveis em todos os tecidos e em qualquer estigio de desenvolvimento da

planta (Beckmann, 1991).
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3.3.1. Polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restri¢io (RFLP):

aspectos gerais

O principio envolvido na técnica de RFLP baseia-se nas mudancas de
bases do DNA que podem alterar as seqliéncias reconhecidas por enzimas de restri¢do.
Estas mudangas podem abolir ou criar novos sitios de restricdo para uma enzima em
particular. DelegGes ou transposi¢des de grandes por¢des da molécula de DNA podem
trazer mudangas simultdneas nos padrdes de restricdo de um grande niimero de enzimas.
Como resultado, um mesmo loco (representado por um segmento de DNA) em dois
cromossomos homdlogos, pode ou ndo apresentar os mesmos sitios de clivagem para uma
dada enzima. Consequentemente, para um mesmo loco, fragmentos de DNA de tamanhos
diferentes poderdo ser observados quando o DNA de um individuo heterozigoto, ou de
dois individuos homozigotos i)ara alelos diferentes, forem digeridos (Beckmann & Soller,
1986).

As diferengas no tamanho dos fragmentos se refletem em suas velocidades
de migragdo através de um gel, por eletroforese. Estas sdo visualizadas quando o gel €
transferido para uma membrana, € a mesma € hibridizada com uma sequéncia de DNA
homéloga aquela que corresponde ao loco em estudo. Tal sequéncia de DNA,
denominada “sonda”, é marcada radioativamente ou com compoétos que desencadeiam
uma reagdo de quimioluminescéncia. Apés hibridizagdo e auto-radiografia, as diferengas
no tamanho dos fragmentos sdo visualizadas pelas bandas impressas em diferentes
posicdes do filme, sendo que, cada tipo de perfil de restricdo corresponde a um alelo

diferente, do mesmo loco (Tanksley et al., 1989).
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O uso de marcadores moleculares do tipo RFLP foi inicialmente proposto
como uma fonte de marcadores genéticos em humanos pois o pequeno nimero de
marcadores fenotipicos na espécie humana, complicava e, muitas vezes, impossibilitava
as andlises genéticas (Botstein et al., 1980). Com o passar do tempo, a utilizagdo de RFLP
na genética humana tornou-se generalizadé, sendo eles aplicados atualmente na diagnose
de doencgas hereditdrias (Little et al., 1980; Philips et al., 1980; Gusella et al., 1983;
Watson, 1992).

Em plantas os marcadores moleculares representam uma ferramenta para a
resolugdo de problemas especificos. Em estudos bésicos de genética de plantas tais
marcadores podem ser usados: na andlise estrutural do genoma, na comparacdo da
orgapizagﬁo gendmica de espécies diferentes através do estudo da ordem dos genes e,
consequentemente, no estudo de processos evolutivos (Tanksley, 1983; Beckmann &
Soller, 1983, 1986; Patersbn, 1991; Goffreda et al., 1992). Em programas de
melhoramento, o uso de RFLPs pode auxiliar o processo de selegdo, na formacdo de
grupos heterdticos, na identificagio de individuos e variedades (“fingerprint”), no
acompanhamento e otimizagdo de introgressdes € no mapeamento de genes de interesse
(Beckmann & Soller, 1983; Bonierbale et al., 1988; Tanksley et al., 1989; Lee et al.,
1990; Dudley, 1993; Bernardo, 1994; Moser & Lee, 1994; Lanza, 1996).

Existe grande variabilidade detectdvel por marcadores do tipo RFLP em
plantas. Esta variabilidade foi observada em vérias espécies economicamente
importantes, tais como: arroz (McCouch et al., 1988), soja (Apuya et al., 1988), cevada
(Saghai-Maroof et al., 1984), ervilha (Polans et al., 1985), alface (Landry et al., 1987b) e

batata (Bonierbale et al., 1988) entre outras. Em milho, Rivin et al. (1983), Burr et al.
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(1985) e Helentjaris et al. (1985) encontraram grande variabilidade entre diferentes
linhagens, quando sequéncias de DNA repetitivo ou de cépia finica eram utilizadas como
sondas. A disponibilidade de um grande nimero de marcadores do tipo RFLP, dispersos
a0 acaso no genoma de muitas espécies de plantas, tornou possivel a confec¢do de mapas
de ligagéo saturados, com intimeros locos informativos (Hoisington & Coe, 1990).

Em um mapa de ligagdo cada loco ¢ definido por uma sonda. A escoiha de
uma colecio de sondas apropriadas como marcadores RFLP € um passo muito
importante. Os principais critérios para esta selegdo, incluem: 1) a capacidade da sonda
revelar claramente o polimorfismo no genoma em estudo; 2) a detecgdo de um ou poucos
locos por sonda, evitando-se assim qualquer ambiguidade na andlise de diferentes alelos.
As sondas podem ser obtidas tanto a partir de bancos de cDNA quanto de bancos
gendmicos. A maioria é andnima ou seja, ndo se conhece a sua sequéncia de bases
(Hoisington & Coe, 1990). |

Mapas de RFLPs sdo um conjunto de frequéncias de recombinagdo entre
um grande niimero de locos, cujos alelos segregam em progénies segregantes, obtidas a
partit de parentais contrastantes para tais locos. Espera-se que os marcadores sejam
codominantes e possuam heranga mendeliana simples. Em plantas, a maioria dos mapas
feitos com marcadores do tipo RFLP foram baseados na segregagao de progénies F2, mas
populagdes resultantes de retrocruzamentos, de linhagens recombinantes (“Recombinant
Inbreed Lines” - Burr et al., 1988) e de duplo-hapléides (Snape, 1988) também foram
utilizadas. Verificado o padrdo de segregagdo, a distincia entre os locos € determinada
através da medida de recombinacdo, e os marcadores ligados sdo combinados em grupos

de ligagdo (Gebhardt & Salamini, 1992).
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A designacdo de um grupo de ligagdo para determinado cromossomo €
feita através de uma série de técnicas, dependendo da espécie em questdo e da existéncia
de mapas genéticos, elaborados a partir de outros tipos de marcadores, tais como
isoenzimas e marcadores morfolégicos. Em milho, utilizaram-se linhas monossoémicas
(2n-1) (Helentjaris et al., 1986b) e tranélocagﬁes A-B (Weber & Helentjaris, 1989),
marcadores morfolégicos em Arabidopsis (Chang et al., 1988), trissdmicos (2n +1) e
locos isoenzimdticos em arroz (Young et al., 1987) e tomate (Bernatzky & Tanksley,

1986).

3.3.2. Mapeamento genético com marcadores moleculares

O mapeamento genético de um dado gene utiliza-se da porcentagem de
recombinagdo entre dois loéos para determinar a distincia relativa entre eles. Se esta
porcentagem for menor que 50%, ha uma indicagdo de que estes dois locos estdo ligados.
Este método se baseia na teoria da probabilidade e foi desenvolvido por Sturtevants em
1911. Usando Drosophila melanogaster como organismo experimental, ele estabeleceu
que a frequéncia de quiasmas entre dois genes ligados € de certa forma proporcional a
disténcia entre eles. Sturtevants também sugeriu um padrdo para a unidade de distancia
genética, sendo 1% de recombinagdo definido como um centimorgan (Sturtevant &
Beadle, 1939).

Se uma ligagdo estreita entre um marcador RFLP e a caracteristica
fenotipica for detectada, outros marcadores mapeados na mesma regido, podem ser

utilizados. Quanto maior for o nivel de saturagdo do mapa genético molecular, maior serd
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a probabilidade de identificagdo de um marcador estreitamente ligado a caracteristica em
estudo. A frequéncia de recombinagdo e a ordem dos marcadores sdo estimadas usando
equacdes de maxima verossimilhanca (Haldane, 1919; Kosambi, 1944), que constituem a
base de programas de computador desenvolvidos especialmente para analisar uma grande
quantidade de dados, como os prograrr{as LINKAGE (Lathrop & Lalouel, 1984) e
MAPMAKER (Lander at al., 1987).

Exemplos da identificagdo de marcadores RFLP ligados a caracteristicas
monégénicas sdo encontrados para resisténcia a diferentes espécies de patdgenos, tais
como: virus (McMullen & Louie, 1989; Ritter et al., 1991; Yu et al., 1994), fungos
(Sarfatti et al., 1991; Young et al., 1992; Hartl et al., 1993; Kilian et al., 1994), e
nematoéides (Kleinlankhorst et al., 1991; Weisemann et al., 1992; Williams et al., 1994),
além de inimeros outros exemplos para caracteristicas mais especificas tais como:
controle da androgénese em >mi1ho (Cowen et al., 1992), desenvolvimento embrionério
em Arabidopsis (Patton et al., 1995), formagdo de nédulos em raizes de soja (Landauellis
et al., 1994), regulacdo da expressdo de zefnas em milho (Chaudhuri & Messing, 1995),
entre outros.

No entanto, o uso de marcadores RFLP ndo se restringe ao mapeamento de
caracteristicas qualitativas. Inimeros trabalhos demostram a possibilidade do uso desta
ferramenta para a localizagdo e andlise de locos envolvidos com caracteristicas
poligénicas. Estudos avaliando periodo de florescimento em cevada (Laurie et al., 1995);
acimulo de 6leo e proteina em soja (Diers et al., 1992); heterose em milho (Stuber et al.,

1992) e em arroz (Xiao et al., 1995); altura da planta, peso do grao e contetido protéico da

40



Revisdo Bibliogréafica

semente em milho (Schon et al., 1994) e tolerancia a salinidade em tomate (Foolad &

Jones, 1993), sdo apenas alguns exemplos.

3.3.3. Utiliza¢io de “bulks” contrastantes no mapeamento genético com marcadores

moleculares

No mapeamento de genes com marcadores moleculares, a busca de uma
marcador estreitamente ligado a caracteristica de interesse requer a avaliagdo de muitos
genGtipos com uma série de marcadores. Para simplificar e reduzir o trabalho envolvido
nesta etapa, foi desenvolvida uma estratégia onde efetua-se a analise da segregacdo dos
alelos utilizando-se dois conjuntos de individuos contrastantes, ao invés de toda a
populacdo segregante. Esta estratégia desenvolvida por Milchelmore et al. (1991) foi
denominada de BSA (BulkedSegregant Analysis).

A estratégia estd baseada na comparagdo de dois conjuntos de DNA,
denominados “bulks”, formados a partir de individuos selecionados da populacdo
segregante para uma determinada caracteristica. Em cada “bulk” os individuos sdo
selecionados, de forma que, todos apresentem uma dada caracteristica em comum. Isto
significa que pelo menos um loco serd idéntico em todos os individuos de um “bulk”. No
entanto, todos os outros locos segregardo aleatoriamente, uma vez que ndo sofreram
selegdo. A caracteristica selecionada serd aquela que se quer mapear. Desta forma, sempre
ha dois “bulks”, um constituido por individuos que apresentam a caracteristica, e outro
formado por aqueles que ndo a apresentam. Como nos dois “bulks” ndo houve sele¢do

para outras caracteristicas, considera-se que estas irdio segregar aleatoridmente em ambos
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os casos. Assim, pode-se dizer que a tnica diferenga entre os “bulks” estard na regido
cromossdmica onde encontra-se o gene responsavel pela caracteristica em estudo (Figura
2).

Os “bulks” devem ser homozigotos para a caracteristica. Assim, no caso do
fenétipo dominante, antes de formar-se o.“bulk” correspondente, € necessério avaliar-se
as progénies F3. Apenas individuos com fenétipo dominante e homozigotos, fardo parte
do “bulk”.

“Bulks” segregantes podem ser feitos para qualquer loco ou regido
gendmica, desde que uma populagdo segregante para o carater tenha sido desenvolvida.
Os dois “bulks” sdo formados a partir de quantidades equivalentes de DNA isolado de, no
minimo, 5 individuos selecionados da populagdo segregante. Embora poucos individuos
por “bulk” sejam requeridos, é importante ressaltar que quanto menor for a amostra
utilizada, maior ser4 a frequéncia de sondas que, ap6s hibridizagao, indicardo ligagdo com
o cardter, por simples coincidéncia.

A técnica de andlise de “bulks” segregantes fornece informagdes
simuitﬁneas a respeito do polimorfismo entre as linhagens parentais para um dado
marcador, e da possivel ligagdo entre este marcador e o gene de interesse. Entretanto estas
informagdes devem ser confirmadas através da andlise individual de todos os
componentes da populagdo segregante. Porém, a andlise empregando-se todos o0s
individuos da populagdo segregante, somente € feita com aquelas sondas que foram
polimérficas entre os “bulks”.

A utilizacdo de “bulks” contrastantes facilitou a detec¢do de marcadores

ligados a vérias caracteristicas. Entre os exemplos existentes, podémos destacar os

42



Revisdo Bibliografica

Al Buk

Tolerante

'2°3 45

— J.0c0o sSelecionado ——

= Qualquer outro loco — U = U

a2r-at 43

Bulk
Sensivel

) Yy

F2 F2
PT PS Fi1 BT BS
S e i Provéavel ligacdo
LOC'D. do marcador com
selecionado — — m— L cavdter
Qualquer — e s sw| Marcador ndo
outro loco  |m w— mm== B ligado ao cariter

Figura 2. Uso da técnica de “bulks” contrastantes no mapeamento genético com

marcadores moleculares. A - Individuos selecionados por apresentarem determinada

caracteristica (indicada em vermelho) formam o primeiro “bulk”, enquanto o outro

“bulk” ¢ formado por individuos que ndo a apresentam (em verde). B - resultados das

hibridizagdes de duas sondas de RFLP com membranas contendo o DNA da linhagem

tolerante (PT), sensivel (PS), do F1 e dos bulks tolerante (BT) e sensivel (BS).
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trabalhos com resisténcia a fungos (Penner et al., 1993; Barua et al., 1993; Poulsen et al.,
1995), diplosporia em Tripsacum dactyloides (Leblanc et al., 1995), a identificacdo de
um fragmento de cromatina de centeio no genoma de trigo (Francis et al., 1995),
sensibilidade ao fotoperiodo em aveia (Wight & Penner, 1994) e restauracdo da

fertilidade em cevada (Delourme et al., 19§4).
3.4. Apresentacio do Trabalho

H4 vérios anos o Departamento de Genética e Evolugdo desenvolve
trabalhos relacionados a tolerdncia ao Al em milho, abordando os aspectos genético,
molecular e bioquimico desta caracteristica.

O presente trabalho foi realizado utilizando duas linhagens de milho
desenvolvidas anteriormenté, sendo elas Cat-100-6 e S1587-17. No experimento
realizado por Moon et al. (1997) com plantulas destas duas linhagens, crescidas em
solugio com e sem Al, observou-se que o Al apresentou efeito téxico pronunciado as
raizeg das plantas da linhagem S1587-17 (Figura 3). Este efeito foi evidenciado pela
diminui¢do do crescimento da raiz principal (Fig. 3A-4), ¢ entumescimento da ponta da
raiz (Fig. 3E), resultantes da desorganizagdo estrutural do tecido. Tal efeito
provavelmente leva a perda da dominancia apical, induzindo o aparecimento de raizes
laterais, as quais também tiveram seu crescimento inibido pelo Al (Fig. 3C). Plantas da
linhagem Cat-100-6 mostraram-se tolerantes, apresentando crescimento radicular normal

(Fig. 3A-1 e 2, 3B € 3D).
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Figura 3. Efeitos do Al nas raizes de plantas tolerantes da linhagem Cat-100-6 e
sensiveis da linhagem S1587-17. As plantas cresceram em uma solu¢ao de Al na presenca
e na .auséncia de 6 mg/l de Al por 7 dias, sendo entdo analisadas quanto aos sintomas de
toxidez ao Al. A, Sistema radicular de plantas tolerantes (1,2) e sensiveis (3,4) que
cresceram em solucdo nutritiva sem Al (1,3) e com 6 mg/l de Al (2,4). B e D; detalhes
das raizes laterais e da ponta da raiz, de plantas tolerantes crescidas na presenca de 6 mg/|
de Al C e E; detalhes das raizes laterais e da ponta da raiz, de plantas sensiveis crescidas

na presenca de 6 mg/l de Al (Moon et al., 1997).
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No caso das linhagens Cat-100-6 e S1587-17, a desorganizacdo estrutural
dos tecidos pela agdo fitotéxica do Al, tornou-se evidente através do estudo de cortes
histolégicos da ponta da raiz principal de plantulas tolerantes (Fig. 4A-E) e sensiveis
(Fig. 4F - J) (Moon et al., 1995). Na Figura 4, de G a J é possivel visualizar o dano
prog;essivo induzido pela continua exposiqﬁo de raizes de plantulas sensiveis a solucdo
nutritiva contendo 6 mg/l de Al. O 4pice radicular das plantulas tolerantes, da linhagem
Cat-100-6, ndo mostrou nenhum sintoma de toxidez ao Al, mesmo apds o sexto dia de
exposi¢do ao ion (Fig. 4-E).

A concentragdo de 4,5 mg/l de Al utilizada nos testes de tolerancia/
sensibilidade em solugdo nutritiva, foi determinada por Moon et al. (1997) de acordo com
Prioli AJ (1987) que analisou com vdrias linhagens, entre elas, a linhagem Cat-100-6.
Moon et al. (1997) estabeleceram esta concentragdo analizando a resposta das plantas
tolerantes e sensiveis a um .gradiente de concentracdo de Al em solug¢do nutritiva. A
concentragio de 4,5 mg/l mostrou-se eficiente na discriminagio da
tolerancia/sensibilidade entre as linhagens parentais e o F1. Além disso, na concentragio
de 4,5 mg/l, o nivel de injiria causado pelo Al as raizes das plantulas utilizadas no teste,
ainda permitia seu desenvolvimento apds transferéncia para o campo. Os autores optaram
por expressar a concentragdo de Al na solugdo através da atividade livre do fon Al
estimada pelo programa GEOCHEM-PC (Parker et al., 1995). A concentracdo de 4,5 mg/l
de Al na solugio e pH indicados na Tabela 1 equivale a uma atividade de 30.10°® (Figura
5). |

Os efeitos causados pela toxidez ao Al na linhagem sensivel S1587-17,

como a redugdo na taxa de crescimento das raizes (Figura 3), a autolise das células da
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Figura 4. Cortes histologicos mostrando a zona de elongacao de raizes principais coradas
com Azul de Toluidina da linhagem tolerante Cat-100-6 (A-E) e da linhagem sensivel
S1587-17 (F-J). A e F; controles sem Al. As fotos restantes referem-se ao tratamento
com 6 mg/l de Al por 1 dia (B e G), 2 dias (C e H), 4 dias (D e I) e 6 dias (E e J). A seta
em E indica o desligamento das células da coifa, um sinal de crescimento da raiz; em I
indica a completa destruicdo da coifa, e em J, a aparéncia dos meristemas das raizes

laterais apos as células da coifa terem sido destruidas (Moon et al., 1995).
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Figura 5. Efeito do aumento da concentragdo de Al no comprimento relativo da raiz
principal (CRRP) das rafzes de plantas da linhagem tolerante Cat-100-6 (circulo cheio),
da linhagem sensivel S1587-17 (circulo aberto) e do F1 (quadrado aberto). Dez plantas de
cada genétipo cresceram em solugdo nutritiva contendo um gradiente de atividade do fon
AI** de 0 2 93.10°%. Apé6s sete dias o CRRP foi calculado para cada planta (Moon et al.,

1997).
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epiderme, endoderme e do cértex, além da desorganizagio das regides meristematicas da
raiz primdria e das raizes laterais (Figura 4 de G a J), apresentam um processo de
destrui¢do do meristema apical pela toxidez ao Al, amplamante documentado ndo s6 em
milho, como em outras espécies (Foy, 1976; Foy et al., 1978; Taylor, 1988a ; Marschner,
1991; Rao et al., 1993).

Estes efeitos demostram claramente que estas linhagens sdo extremamente
contrastantes para a caracteristica tolerancia ao Al, representando um excelente material
para o mapeamento do cariter responsdvel por esta caracteristica. Além disso, estudos
genéticos € moleculares desenvolvidos anteriormente no laboratério sugeriram que a
tolerancia da linhagem Cat-100-6 ao Al seria controlada por um gene dominante (Sibov et
al., 1995; Moon et al., 1995, 1997) e que, provavelmente, tal gene estaria ligado aqueles
que codificam zeinas de 22kD (Gaspar et al., 1995; Moon et al., 1997; A. P. Souza,
comunicagio pessoal). Como .a maioria dos genes que codificam esta classe de zeinas estd
localizada nos cromossomos 4 e 7, havia a hipétese de que a tolerncia ao Al pudesse
estar localizada em um destes 2 cromossomos.

Neste contexto foi iniciado este trabalho, onde, através do mapeamento
com marcadores moleculares, seria possivel localizar-se precisamente no genoma, o gene
que controla a tolerdncia ao Al. Para tanto, empregou-se a estratégia de BSA (Bulked

Segregant Analysis) e marcadores moleculares do tipo RFLP.
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4. MATERIAIS
4.1. Material Vegetal
a) Parentais: linhagens Cat-100-6 ¢ S1587-17

A linhagem endogimica de milho Cat-100-6, previamente denominada
L1922 (W. J. da Silva), foi obtida do banco de germoplasma do Departamento de Genética
e Evolugdo da Universidade Estadual de Campinas. Esta linhagem foi derivada da raca de
milho duro (flint) Cateto sendo tolerante ao Al (Prioli AJ, 1987).

Culturas de calos da linhagem Cat-100-6 foram estabelecidas a partir de
embrides imaturos (Prioli & Silva, 1989) e algumas plantas foram regeneradas a partir
destes calos. Uma destas pléntas, designada S1587, apresentou vdrias mutagdes e foi
selecionada para estudos posteriores (Targon et al, 1991). Este somaclone foi
autofecundado até a obteng¢do da geracdo RS. Uma das progénies obtidas, designada
S1587-17 apresentou elevada sensibilidade ao Al téxico quando comparada a linhagem
original Cat-100-6 (Moon et al., 1997). Por esta razdo, a linhagem S1587-17 foi

selecionada para estudos genéticos da tolerancia ao Al (Figura 6).

50



Material

RO R1 RZ2 R3 RA4 R5

AR - = -
Cultura
de Tecidos

CAT-100-6 Somaclone 5158717
Tolerante 51587 Sensivel

Figura 6. Esquema de obtengdo da linhagem S1587-17, sensivel ao Al. O somaclone
S1587 foi obtido a partir de calos gerados através da passagem da linhagem Cat-100-6
pela cultura de tecidos. Este somaclone foi autofecundado até a obtengdo da geragdo RS.
Nesta geracdo a prog€nie S1587-17 apresentou elevada sensibilidade ao Al, sendo

selecionada para estudos genéticos da tolerincia ao Al.

51




Material

b) F1 e populacio segregante F2

Para este estudo, o F1 foi obtido através do cruzamento Cat-100-6
(tolerante) x S1587-17 (sensivel). A populagdo F2 foi obtida a partir da autofecundagio

do F1.
4.2. Sondas

Utilizou-se um total de 158 marcadores de RFLP, desenvolvidos por
diversas instituicGes: Brookhaven National Laboratory (sondas BNL); University of
Missouri, Columbia (sondas UMC); Asgrow (sondas ASG); Pionner Hi-Bred
International (sondas PHP e NPI); Mycogen Plant Genetics (sondas AGR) e California
State University (sondas CS-U). As sondas utilizadas foram escolhidas de forma que
fossem distribuidas a intervalos de 10 a 30 ¢cM, cobrindo todo o genoma do milho (Coe,
1994, 1995, 1996).

Vérias das sondas foram gentilmente cedidas pelo CIMMYT - Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (sondas BNL, UMC e CSU), e as demais

pela Dra.Theresa A. Musket, da University of Missouri, Columbia.
4.3. Enzimas de Restricdo

O DNA isolado das plantas foi digerido com as enzimas de restrigdo

EcoRl, EcoRV, Hindlll e BamHI.
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5. METODOS
5.1. Andlise da tolerancia ao Al
5.1.1. Avaliacfo das linhagens parentais e das geracoes F1,F2 e F3

a) Em uma etapa anterior a este trabalho, plantas das linhagens parentais,
Cat-100-6 (tolerante) e S1587-17 (sensivel), além do cruzamento F1 (Cat-100-6 X
S1587-17), foram plantadas no campo para a manuten¢do do material de pesquisa e
autofecundagﬁo do F1. As sementes da geracdo F2 utilizadas para o teste de tolerdncia ao
Al, foram retiradas de uma mesma espiga. Apés o teste, 300 plantulas F2 foram
numeradas, transferidas para vasos com terra e apds duas semanas, as plantas
sobreviventes foram transplaﬁtadas para o campo.

b) Todas as plantas F2 transferidas para o campo foram autofecundadas
para a obteng¢do das progénies F3. De cada planta F2 avaliou-se um minimo de doze
sementes F3, no teste de tolerdncia ao Al. Foi utilizada uma amostra de doze sementes
para permitir que pelo menos dez delas pudessem gerar plantulas em condi¢Ges de serem
avaliadas ao final do experimento, pois sempre havia perdas devido a ndo germinacdo,
quebra de raizes no momento da montagem/desmontagem do experimento, etc.

c) Sementes das linhagens parentais (Cat-100-6 e S1587-17) e da geragdo
F1, também foram submetidas s mesma condi¢Ges do teste para servirem como padrao

no momento da avaliagdo.
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5.1.2. Montagem do Experimento

a) Pré-germinac¢io: as sementes foram dispostas horizontalmente sobre
papel de germinagio umedecido em 4gua destilada autoclavada. Em seguida, o papel foi
enrolado e posicionado verticalmente dentro de um recipiente plastico contendo no
interior de 2 a 3 cm de 4gua destilada autoclavada. Os rolos (dentro dos recipientes)
foram colocados na estufa & 30°C por 60 h. Devido ao menor vigor das sementes das
linhagens parentais em relagdo as sementes das geragdes F1 e F2, a germinag@o delas foi
mais lenta, tendo sido necessério permanecerem na estufa por 72 h.

b) Montagem: apds o periodo de germinagdo, as plantulas apresentando 2
a 3 cm de comprimento radicular, foram colocadas ordenadamente sobre placas de isopor
perfuradas para que as raizes entrassem em contato com a solugio nutritiva. A solugdo foi
preparada segundo Prioli Ai (1987) (Tabela 1), contendo 4,5 mg/l de Al. O pH da
solucdo foi aproximadamente 4,0 (valor necessirio para manter o Al solivel), ndo
necessitando de corre¢des posteriores. As plantulas permaneceram na solugdo nutritiva
contendo Al téxico por sete dias. O experimento foi realizado em cimara de crescimento,

com fotoperiodo de 16/8 claro/escuro, a 26°C +/- 1°C, sob aeragdo constante.
5.1.3. Analise fenotipica das raizes

O aspecto morfolégico da ponta da raiz principal, foi a principal
caracteristica utilizada para a classificagdo das plantas como tolerante ou sensivel. A

sensibilidade ao Al foi indicada principalmente pelo entumescimento da ponta da raiz. No
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Solugdo Nutritiva Final
Solucdo Estoque mg Elemento/l
Nome Sal g/l ml/ Cétion Anion
Etoque
Ca Ca(N 03),.4H0 270,00 3,00 | Ca=137,5 NO3-N =96,1
NH4NO; 33,80 NH4-N=17.8 NO3-N =178
K KCl 18,60 220 | K=21,5 Cl=19,5
K580, 44,00 K =435 S04-5=178
KNO; 24,60 K=21,0 NO3-N=7,5
Mg Mg(NO3),.6H,0 142,40 1,50 | Mg =203 NO3-N =234
P KH,POy4 17,60 0,25 | K=1,25 HyPO4 =10
Fe FeSOy 12,05 1,40 | Fe =6,2 S04-S=3,6
EDTA 12,55 EDTA = 17,6
Micro | MnCl,.4H,0 2,34 0,70 | Mn = 0,455 Cl=0,588
H;BO; 2,04 BO3-B = 0,250
ZnS04.7H,0 0,88 Zn = 0,140 S04-S = 0,069
CuS04.5H,0 0,20 Cu = 0,036 804-$=0,018
NayMo0Qy4.2H,0 0,26 Na =0,035 Mo0O4-Mo = 0,072
Solugdo Nutritiva Final
Composic¢ao Total
Elemento mg/1 mM
Ca** 137,500 | 3431,0
87,200 2230,0
20,300 835,0
144,800 | 10343,0
17,800 1271,0
HPO,* 1,000 31,0
21,500 672,0
BO,> 0,250 23,0
Cr 20,100 566,0
Fe’* 6,200 111,0
Mn** 0,455 8,3
Cu®* 0,036 0,6
MoQ,* 0,072 0,8
Zn* 0,140 2,2
Na* 0,350 1,5
EDTA 17,600 52,0

Tabela 1. Composi¢do da solug@o nutritiva salina usada para o desenvolvimento de

plantulas de milho (Prioli AJ, 1987). Antes da adi¢do de Al o pH da solucdo nutritiva
estabiliza-se em torno de 4,3. Com a adi¢do de KAI(SO4),.12H,0 (PM = 474,38) para

uma concentragdo final de 4,5 mg/l de Al, o pH tende a 4,0, dispensando ajuste posterior.
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entanto, outras caracteristicas também foram observadas, tais como o aparecimento de
raizes laterais na regido de elongacio e o desenvolvimento reduzido do sistema radicular.
Os padrdes fenotipicos utilizados nas avaliagdes foram as linhagens parentais Cat-100-6
(tolerante) e S1587-17 (sensivel), as quais foram submetidas as mesmas condi¢Ses do
teste.de Al. As avaliagdes foram efetuadas separadamente, por trés pessoas, sendo 0s
resultados comparados. Nos casos onde as avaliagdes foram discordantes, efetuou-se a
coloragdo das raizes com hematoxilina, para classificar a planta como tolerante ou
sensivel.

Coloracio com hematoxilina: as raizes foram lavadas por 10 min em
dgua destilada sob aera¢do. Em seguida, foram colocadas por 15 min em uma solugio

contendo hematoxilina 0,2%, KIO3 0,02% e NaOH 0,IM. Apés a coloracdo, as raizes

foram lavadas duas vezes, por 10 min com &gua destilada. A hematoxilina forma um
complexo com o Al precipitando-o. Desta forma, a raiz da planta sensivel torna-se negra,

enquanto que a tolerante permanece nio corada (Ownby, 1993).
5.1.4. Transferéncia para o campo

Todas as plantulas F2 avaliadas foram transferidas para potes plasticos
com terra, sendo diariamente umedecidas e protegidas da exposigdo direta ao sol. Este

periodo, de aproximadamente duas semanas, foi necessdrio para que as plantulas se

adaptassem as condigdes ambientais antes de serem transferidas para o campo.
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5.2. Coleta e preparo do material vegetal

Pouco antes do florescimento, foram coletadas 2 ou 3 folhas jovens e
sadias, com aproximadamente 30 a 60 cm de comprimento, de cada planta F2. As folhas
foram congeladas em nitrogénio liquido‘e armazenadas a -70°C. Posteriormente elas
foram liofilizadas (72 h, -60°C, 05 a 10 microns de Hg), moidas em moinho (Ciclotec-
1093 Sample Mill, Tecator), acondicionadas em frascos pldsticos hermeticamente
fechados e armazenadas em freezer a -20°C.

Foram coletadas individualmente folhas de 16 a 20 plantas das linhagens
~ parentais e da geragdo F1. Ap6s a moagem, foram feitos 3 “pools” de material vegetal,
sendo cada um constituido pela mistura, em quantidades iguais, de folhas moidas das
plantas das linhagens Cat-100-6, S1587-17 e geragdo F1. Assim, havia uma mistura de
material liofilizado € moido representando o conjunto de plantas referentes a linhagem
tolerante, uma mistura para a linhagem sensivel e outra para o cruzamento F1. Estas
misturas foram utilizadas posteriormente para a extracdo de DNA e confeccdo das
membranas para hibridizagdo. Tal procedimento foi adotado para evitar que possivel
polimorfismo dentro das linhagens pudesse afetar o mapeamento.

Para a formagio dos “bulks” foram selecionadas plantas da geracdo F2
com base nos resultados dos testes das progénies F3, efetuados em solugio com Al. Cinco
plantas F2 tolerantes homozigotas e outras cinco plantas F2 altamente sensiveis, de
acordo com os resultados dos testes de progénie, formaram respectivamente os “bulks”
tolerante e sensivel. Os “bulks” foram preparados através da mistura de igual quantidade

de folhas moidas de cada uma das cinco plantas.
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5.3. Preparo de sondas para hibridizacao

Todas as sondas utilizadas fazem parte do banco gendmico mantido pelo
Laboratério de Andlise Genética e Molecular do CBMEG - UNICAMP. Cada sonda
corresponde a um clone, o qual € mantido sob a forma de cultura bacteriana (E. coli) em

glicerol, 4 -70°C.
5.3.1. Transformacao de bactérias

Virios clones foram recebidos sob a forma de plasmideos liofilizados. Para
sua multiplicacfo e conservagdo foi necessdrio transformar bactérias E. coli da linhagem

DH5a.
5.3.1.1. Preparo das células competentes

Um pré-inéculo de bactérias E. coli da linhagem DHS5a foi crescido em 10
ml dé meio LB (Bacto-triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%) sob agitacdo
vigorosa, durante a noite. Um ml do pré-inéculo foi inoculado em 100 ml de meio LB e
incubado 2 37°C, sob agitagio moderada (250 rpm), até atingir a densidade de 5x10
células/ml (DOsso = 0,45-0,55). Ao atingir este valor a cultura foi mantida por 10 min no
gelo. Apés este tempo a cultura foi dividida em tubos de 50 ml e centrifugada por 15 min
a 4000 rpm (2200 g), 2 4°C. Apés a centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em 25

ml de CaCl, 50 mM gelado e incubado por 30 min no gelo. As células foram novamente
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centrifugadas por 15 min a 4000 rpm (2200 g), 4 4°C, e o precipitado ressuspendido em 1
ml de CaCl, 50 mM + Glicerol 15%, este volume foi aliquotado em tubos, contendo 100

pi cada um, e armazenados & -70°C.

5.3.1.2. Transformacio por choque térmico

Cinco a dez ng do plasmideo foram adicionados a 100 pl de suspensdo de
células competentes. A mistura foi incubada por 30 min no gelo e posteriormente
efetuou-se o choque térmico, mantendo-se o tubo por 90 s a 42°C. Imediatamente ap6s o
choque, o tubo foi colocado no gelo. Foram adicionados 700 pul de meio SOC (Bacto
Triptona 2%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 0,5%; KCl 2,5 mM; Glucose 20 mM) e a
cultura mantida a 37°C por 1 h. Em seguida, 100-150 ul das bactérias transformadas
foram espalhadas em placas de petri contendo LB-agar e ampicilina (100 pg/mi) e

inoculadas por 16-18 h 2 37°C.

5.3.1.3. Preparo do estoque de bactérias em glicerol

Apés a inoculagio das placas foi selecionada uma colonia, que foi
inoculada em 2 ml de meio liquido LB + o antibiético ampicilina (100 pg/ml). Apds
incubagdio 4 37°C durante a noite com agitagio vigorosa, uma aliquota de 750 ul da
cultura foi misturada a 250 wul de glicerol em tubo apropriado. As culturas em glicerol

foram armazenadas 4 -70°C.
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5.3.2. Extracio de DNA plasmidial

A extragdo baseou-se no protocolo de Sambrook et al. (1989), com
algumas modificagdes. Um ml e meio de cultura de células transformadas foram
centrifugados por 1 min a 10.000 rpm, 2 temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 100 pl de Solugdo I (Glucose 50 mM;
Tris-HCI pH 8,0 25 mM; EDTA pH 8,0 10 mM), Em seguida, foram adicionados 200 ul
da Solugdo II (NaOH 0,2 N; SDS 1%), e misturou-se por inversdo. Estando o material
com a consisténcia viscosa, foram adicionados 150 pl da Solucdo III (acetato de potéssio
5 M; d4cido acético 2 M). A mistura foi centrifugada por 3 min a 10.000 rpm, a
temperatura ambiente. Transferiu-se 400 pl do sobrenadante para um tubo contendo 720
ul de etanol absoluto, a solugio foi centrifugada por 1 min a 10.000 rpm, o &lcool foi
descartado e o precipitado lavado com 600 pl de etanol 70%. Nova centrifugacdo por 1
min a 10.000 rpm foi efetuada e o precipitado liofilizado e ressuspendido em 40 pul de TE
(Tris-HCI pH 8,0 10 mM; EDTA 1 mM) mais 1 i de RNAse (10 pg/ul). A concentragio
do plasmideo isolado foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
preparado em tampdo TAE 1X (Tris 40 mM; EDTA 2 mM; 4cido acético 20 mM), tendo

com6 pardmetros de concentrages, 100 ng de fragmentos de $X174 e A digeridos

respectivamente por Haelll e Hindlll, corridos no mesmo gel.
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5.3.3. Digestdo do DNA plasmidial para recuperacio do inserto

No caso do plasmideo pUC19, os fragmentos utilizados como sondas
foram nele inseridos através da clonagem no sitio da enzima PszI. Assim, para a liberagdo
do inserto, o plasmideo foi digerido com Pstl. Para cada sonda, foi feita uma reagdo de
digestdo contendo de 0,5 a 1 ug de DNA do plasmideo, tampdao apropriado, 2 unidades da

enzima e dgua esterilizada. Incubou-se a 37°C por 1 h.

5.3.4. Extracédo do inserto

O fragmento de interesse foi separado do vetor, submetendo-se o volume
total da reagdo a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), utilizando-se o tampao TAE
1X. O gel possuia BET (0,5 pg/ml). Apés a corrida o gel foi retirado da cuba de
eletroforese, e a banda a ser eluida, localizada sob UV. Com um bisturi foi feita uma
incisdo no gel, cerca de 3 mm a frente e atrds das bandas referentes ao fragmento isolado.
Com a ajuda de pingas inseriu-se nas incisdes pedagos de papel DE81 (Whatman) de
tamanho adequado, até que o mesmo tocasse o suporte onde estava o gel. O gel de
agarose foi recolocado na cuba e continuou-se a eletroforese até que todo o DNA do
inserto migrasse para o papel DE81 localizado 4 sua frente. O papel posicionado atrds da
banda serviu como uma barreira, para que nada além do fragmento isolado migrasse para
o papel onde estd o inserto. O papel foi cuidadosamente removido, com ajuda de uma
pinga, e transferido para um microtubo com 800 pl de tampdo de eluigdo (Tris-HCI pH

8,0 20 mM; EDTA 2 mM; NaCl 1,5 M), por 1 h 2 45°C. O papel foi retirado do tampéo e
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este foi centrifugado por 30 s a 10.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro
microtubo tendo sido tomado o cuidado de nfo transferir qualquer impureza. O DNA foi
precipitado com 2 volumes de etanol gelado e incubado a -20°C durante a noite. Apds
este periodo, a solug@o foi centrifugada por 20 min a 10.000 rpm, o precipitado lavado
com 500 pl de etanol 70%, sendo novaménte centrifugado por 20 min a 10.000 rpm. O
precipitado foi liofilizado por 5 min e ressuspendido em 20 pl de TE. A concentragdo do
inserto isolado foi determinada através de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), tendo
como pardmetros de concentracdes, 100 ng de fragmentos de $X174 e¢ A digeridos

respectivamente por Haelll e Hindlll, corridos no mesmo gel.
5.4. Preparo do DNA Gendmico

As metodologias utilizadas na extragdo do DNA, digestdo e andlise do
polimorfismo de restri¢do foram aquelas descritas no manual do Laboratério de Genética
Mole;cular Aplicada do CIMMYT, (Hoisington, D., Khairallah, M., Gonzélez-de-Leén, D.
1994. Laboratory Protocols: CIMMYT Applied Molecular Genetics Laboratory. Second

Edition. Mexico, D.F.: CIMMYT), com pequenas modificages.
5.4.1. Extracio de DNA

O DNA foi extraido a partir de 300 mg de tecido foliar liofilizado e moido.
O pé6 foi pesado em tubos plésticos de 15 ml onde foram adicionados 9 ml do tampdo de

extragdo CTAB (Tris-HCI pH 7,5 100 mM; NaCl 700 mM; EDTA pH 8,0 50 mM;
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BMercaptoetanol 140 mM; CTAB 1%). A mistura permaneceu por | h em banho-maria a
65°C sob agitagdo lenta. Apés este perfodo, 4,5 ml de cloroférmio/dlcool isoamilico
(24:1) foram adicionados e misturados cuidadosamente. O material foi centrifugado por
10 min a 2500 rpm, sendo a parte aquosa removida para outro tubo contendo 4,5 ml de
cloroférmio/élcool isoamilico (24:1). Apc:)s a mistura, nova centrifugacdo foi realizada
por 10 min a 2500 rpm. A parte aquosa foi removida para novo tubo. Neste, foram
adicionados 25 ul de RNAse (10 pg/ul) e o material foi mantido a temperatura ambiente
por 2 h. Em seguida, foram adicionados 6 ml de isopropanol, e a solug¢do foi invertida
cuidadosamente vérias vezes até o surgimento de um "novelo" de DNA. Este "novelo” foi
recuperado com um gancho de vidro e lavado em 2 ml da solugdo Washl (etanol 76%;
acetato de sédio 0,2M) por 20 min Apés este periodo, o "novelo” de DNA foi retirado
desta primeira solugdo, banhado rapidamente em 2 ml da solugdo Wash2 (etanol 76%;
acetato de amodnia 10 mM), ressuspendido em 1 ml de TE e quantificado em
espectrofotdbmetro. A concentragdo estimada em espectrofotdmetro foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v), preparado em TAE 1X, tendo como
parimetros de concentragdes, amostras de DNA de fago A, em concentragdes de 25, 50,

100, -150 e 200 ng corridas no mesmo gel.
5.4.2. Digestao

O DNA extraido foi digerido com quatro enzimas de restrigdo: EcoRI,
EcoRV, Hindlll € BamHI. As reagdes foram preparadas com 15 pg de DNA, 30 ul do

témpﬁo da enzima (10x); 7,5 wl de espermidina (0,1 M); 6 U de enzima de restricdo (10
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U/ul), e 4gua esterilizada para completar o volume para 300 pl. A reacdo foi incubada a
temperatura de 37°C durante a noite. Precipitou-se o DNA adicionando-se 30 pl de
acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 900 pl de etanol absoluto, por 2 h & -70°C. Centrifugou-se
por 15 min a 10.000 rpm. O precipitado foi lavado com etanol 70%, novamente

centrifugado por 10 min a 10.000 rpm, liofilizado por 5 min e ressuspendido em 30 pl de

TE.
5.4.3. Preparo do Gel

Foram utilizados géis de agarose 0.8% (p/v), preparados em tampdo TAE
1X. As amostras de DNA (15 pg) digeridas e os marcadores de pesos moleculares
¢x/HaeHI—7\./Hindl]I foram aplicados. A eletroforese foi efetuada a 20V por
aproximadamente 18 h. Em seguida o gel foi corado em banho com BET (0,5 pg/ml) por
20 min, descorado em dgua destilada e fotografado com camera Polaroid sob UV.
Colocou-se uma régua fluorescente no momento de efetuar-se a fotografia para que,
posteriormente, fosse possivel calcular o tamanho dos fragmentos reconhecidos pela

sonda (quando necessdrio).
5.5. Hibridizacdes

Foram utilizadas duas metodologias para hibridizagdo: hibridizagdo

radioativa e hibridizacdo “a frio”, ou seja, ndo radioativa. A escolha de um ou outro
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método baseou-se na disponibilidade de reagentes ¢ no tamanho do fragmento a ser

marcado. Sempre que possivel foi dada preferéncia a hibridizagao nédo radioativa.
5.5.1. Hibridizacdo Radioativa
5.5.1.1. Transferéncia do DNA

O DNA contido no gel foi transferido para membrana de Nylon (Hybond-
N* da Amershan). Inicialmente o gel foi tratado com uma solugdo de depurinagio (HCI
0,25 M) por 15 min, & temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Em seguida ele foi lavado
em agua destilada e transferido para uma solugdo de desnaturagdo (NaOH 0,5 N; NaCl
1,5 M) por 30 min. A transferéncia utilizada foi do tipo neutra. Apés a desnaturagdo, o
gel foi lavado em 4gua destilﬁda, sendo posteriormente neutralizado por 30 min, em uma
solugd@o de neutralizagdo (NaCl 1,5 M; Tris-HCI pH 7,5 1 M). O volume das solugdes de
depurinacdo, desnaturagdo e neutralizacdo foi sempre trés vezes superior ao volume do
gel a ser transferido.

Para a tranvsferéncia colocou-se uma plataforma sobre um reservatério
preenchido com aproximadamente 1 litro de solugo de transferéncia (SSC 10X). Sobre a
plataforma foram depositadas 3 folhas de papel Whatman 3MM, um pouco mais largas
que o gel, e de comprimento suficiente para que as extremidades do papel ficassem em
conte;do com a solugdo de transferéncia, formando uma ponte. O gel foi invertido e
posicionado sobre esta ponte. A membrana de nylon, pouco maior que o gel foi

depositada sobre ele. Sobre a membrana foram colocadas outras trés folhas de papel
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Whatman 3MM, do mesmo tamanho da membrana e, sobre estas, colocou-se uma pilha
de papel de germinagdo, com aproximadamente 7 cm de altura, contendo as mesmas
dimensdes do gel. Sobre a pilha de papel foi colocada uma placa de acrilico e sobre esta,
um peso de aproximadamente 800 g. A transferéncia procedeu-se por 18 a 20 h. Apds
este periodo, o sistema foi desmontado, a‘membrana retirada e lavada em SSC 2X para
eliminacdo de vestigios de agarose, seca A temperatura ambiente, fixada 2 80°C por2 he

guardada a 4°C em um envelope feito com papel de germinagao.
5.5.1.2. Marcacgao das sondas

O método empregado na marcagdo das sondas foi o de "Random-Primer"”
(Feinberg e Volgstein, 1983), empregando-se a incorporacio, no fragmento de DNA, de
nucleotideos marcados radioétivamente. Foi utilizado o “kit” de marca¢do Megaprime da
Amersham. A reagdo de marcagdo consiste na polimerizacdo do DNA por ac¢do do
fragmento Klenow da DNA polimerase I a partir de “primers” aleatérios. A reagdo foi
efetuada em um volume final de 50 pl: adicionou-se a um microtubo 25-50 ng de DNA,
agua suficiente para completar 21 pl e 5 pl da solugdo de “primers”. Esta mistura foi
aquecida & 100°C por 10 min para a desnaturacdo do DNA. Ap6s a desnaturagio, foram
adicionados 4 pl de cada um dos 3 dNTPs ndo marcados, 5 pl do tampdo da reagdo, 2 ul
da enzima e 5 pl do dNTP marcado radioativamente (o-’P[dNTP] - 10 mCi/ml). A
reacdo foi incubada por 1 h a 37°C. Ao final deste tempo foram adicionados 5 pl de

EDTA pH 8,002 M.
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5.5.1.3. Separacio dos nucleotideos nio incorporados

As moléculas de DNA marcadas com o->’P foram separadas dos
nucleotideos radioativos ndo incorporados, pela passagem da reagdo através de uma
coluna de Sephadex G-50, equilibrada em-tampﬁo STE (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; EDTA
pH 8,0 1 mM; NaCl 0,1 M).

| Esta coluna foi construida da seguinte forma: em uma seringa de 1 ml (sem
émbolo e agulha), compactou-se uma pequena quantidade de 13 de vidro siliconizada, de
forma que fosse obstruido o orificio de conexdo com a agulha. Em seguida, a seringa foi
preenchida com a resina Sephadex G50 (preparada em tampdo STE), sendo esta
compactada através de sucessivas centrifugagdes. Quando o volume da resina compactada
atingiu a marca de 0,7 ml, a minicoluna foi colocada em um tubo de polipropileno de 15
ml contendo, no fundo, um rﬁicrotubo sem tampa. Aplicou-se, sobre a coluna, o volume
da reagdo de marcagdo acrescido de 50 pl de tampdo STE e centrifugou-se o conjunto por
2 min a 5.000 rpm. Apés a centrifugacdo, os nucleotideos ndo incorporados ficaram

retidos na coluna e a sonda foi recuperada no microtubo.
5.5.1.4. Medida da incorporacio da radioatividade

Em dois pedagos de papel DE8I (1 cm?) colocou-se 1 pl da reagdo de
marcacio antes e depois de passar na coluna. Apds secarem, os papéis foram colocados
sepafadamente em frascos de vidro no suporte apropriado do cintilador. Efetuou-se a

leitura em Cherenkov (leitura de P*? no canal de tritium). A amostra que nio passou pela
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coluna indicou a radiotividade total na reagdo e a amostra que passou pela coluna, indicou
a radioatividade incorporada na sonda. A sonda marcada foi utilizada quando apresentou

um minimo de 50% de incorporagao de radioatividade.
5.5.1.5. Hibridizacao

1°) Pré-hibridizacdo: as membranas foram enroladas, com auxilio de um
bastdo de vidro, e acondicionadas em tubos de hibridizagio contendo a solugdo de pré-
hibridizag¢do (Formamida 50%; SSC 5X; Tris-HCI pH 7,5 20 mM; Denhardt's solution
10X; SDS 1%; DNA de esperma de salmdo 100 pg/ml). Para membranas de 5 x 20 cm
utilizou-se 10 ml de solugdo e para aquelas de 20 x 25 cm, utilizou-se 30 ml. Incubou-se
por 18 h 4 42°C em forno de hibridizagédo

2°) Hibridizaéﬁo: substituiu-se a solugdo de pré-hibridizacdo pela de
hibridiza¢do (Formamida 50%; SSC 5X; Tris-HC] pH 7,5 20 mM; Denhardt's 2X; SDS
1%; sulfato de dextran 5%; DNA de esperma de salméo 100 pg/ml). Utilizou-se 5 ml de
meio para membranas de 5 x 20 cm e 15 ml para membranas de 20 x 25 cm. Adicionou-
se ao tubo a sonda marcada, previamente desnaturada por 5 min 4 100°C. Incubou-se por
aproximadamente 18 h, 2 42°C em forno de hibridizagdo. Quando o meio de hibridizag¢do
contendo a sonda foi reutilizado, a desnaturacio da sonda foi efetuada aquecendo-se o
meio por 30 min & 70°C.

3°) Lavagens: ap6s a hibridizacio, as membranas foram retiradas dos
tubos e colocadas em recipientes de plastico, contendo um volume de solugio de lavagem

suficiente para encobri-las. A solugdo de hibridizagdo foi transferida para tubos de
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polipropileno de 50 ml e armazenada a -20°C. As membranas foram lavadas sob agitagdo

lenta, nas seguintes condig¢des:

a) Baixa estringéncia: duas lavagens de 15 min com SSC 2X, SDS 0,1%, a

temperatura ambiente.

b) Alta estringéncia: duas lavagens de 30 min com SSC 0,1X, SDS 0,1%, a 55-

60°C.
5.5.1.6. Auto-radiografia

Apés a lavagem, as membranas foram envolvidas em filme plastico e
expostas a filmes XARSX-Kodak, em cassetes com tela intensificadora de sinal. Os
cassetes foram armazenados a -70°C por um periodo que variou de 3 a 14 dias.

Os filmes XARS5X-Kodak foram revelados em sala escura procedendo-se
da seguinte maneira: os filmes fixos em suportes de metal foram dispostos por 3 min em
revelador GBX, lavados em 4gua corrente por 30 s, fixados em fixador GBX por 5 min e
lavados abundantemente em 4gua corrente para retirar o fixador. Apds secagem, os filmes

foram devidamente identificados.
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5.5.1.7. Remocio da sonda

Apbs a revelagio as membranas foram cuidadosamente retiradas dos
plésticos, colocadas em uma solugio de NaOH 0,4 N 4 45°C por 30 min e neutralizadas
em solugdo de SSC 0,1X, SDS 0,1%, Trié-HCl pH 7,5 0,2 M, por 15 min a 45°C. Em

seguida, a membrana foi guardada 4 -20°C envolvida em filme plastico.
5.5.2. Hibridizacao nio radioativa
5.5.2.1. Transferéncia do DNA

Procedeu-se da maneira como explicado no item 5.5.1.1, tendo sido
utilizadas as seguintes solugées: desnaturagio (NaOH 0,4 N; NaCl 0,6 N); neutralizagdo
(NaCl 1,5 M; Tris-HCl pH 7,5 0,5M); transferéncia (NaPO, pH 6,5 25mM). A
transferéncia foi realizada em membrana de nylon (MSI Magnagraph Cat. N°
NJ4HYADO10). Apés a transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 2X e fixada 4 95°C

por 2 h.
5.5.2.2. Marcagio de sondas com digoxigenina-dUTP

O método empregado na marcagio de sondas com digoxigenina-dUTP foi
a amplificagdo do inserto por PCR. As reagdes, cada uma com volume final de 100 pl,

foram preparadas em um recipiente de gelo. Para cada reagdo foram utilizados: 63,6 pl de
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dgua Milli-Q autoclavada; 10 pl de tamp@o 10X para a enzima Taq Polimerase (GIBCO-
BRL); 4 ul de MgCl, 50 mM; 1,5 ul do “mix”de dNTPs (dCTP, dATP, dGTP a 10 mM
cada); 0,48 ul de dTTP (10 mM); 0,125 pl de dig-dUTP (1 mM); 0,4 pl de enzima Tag
Polimerase (5U/ul); 10 pl de “primer” 1 (CV72 - 7,5 ng/ul); 10 pl de “primer” 2 (CV76 -
7,5 ng/ul) e 1 pl do clone glicerolado conte.ndo o inserto a ser amplificado. Os primers | e
2 correspondem aqueles indicados por Hoisington et al. (1994), para amplificacdo de
insertos a partir de plasmideos derivados de pUC.

Para facilitar o trabalho, todos os componentes, exceto o DNA, tiveram
suas quantidades calculadas e misturadas de acordo com o nimero de reagdes requeridas,
constituindo assim um “mix”. Posteriormente, este “mix” foi aliquotado em microtubos
estéreis de 0,6 pi, previamente identificados. O DNA, correspondente a cada um dos
microtubos identificados foi entdo adicionado. Cada microtubo recebeu 2 gotas de 6leo
mineral antes de ser colocado no termociclador.

Os tubos foram colocados no termociclador (Perkin Elmer-Cetus), € os
insertos foram amplificados através do seguinte programa: 1 ciclo inicial de desnaturagéo
3 94°C por 2 min e 30 s; 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 2 min, 72°C por 3 min; 1

ciclo de 72°C por 4 min para a extensdo final da fita de DNA.
5.5.2.3. Verificacdo da incorporacio de dig-dUTP e quantificaciio das sondas

As reagdes foram entdo retiradas do termociclador e receberam, cada uma,
50 ul de TE e 50 pl de cloroférmio para a retirada do 6leo. Tudo foi misturado e

centrifugado. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi recuperado, colocado em um tubo
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limpo e conservado a -20°C. O produto amplificado foi verificado e quantificado por
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), preparado em TAE 1X, tendo como pardmetro
de concentragdo, 100 ng de fragmentos de $X174 e A digeridos respectivamente por
Haelll e Hindlll, corridos no mesmo gel. O gel migrou por 1 h a 80 V, foi corado em
solucdo de BET (0,5 ug/ml), descorado em‘ dgua destilada e fotografado sob UV.

A incorporagdo de dig-dUTP foi verificada através de desnaturacio,

neutralizacio e transferéncia do gel, seguida de detec¢@o com anti-dig € CSPD.
5.5.2.4. Hibridizacio

1°) Pré-hibridiza¢do: as membranas foram incubadas por 4 h 2 65°C em
forno de hibridizagio, em uma cuba contendo um volume de solug¢do de pré-hibridizacdo
[SSC 5X, Laurylsarcosine }0,01%, SDS 0,02%, reagente bloqueador (Boehringer
Mannheim) 0,2%] suficiente para encobrir as membranas.

2°) Hibridiza¢do: As membranas molhadas com solugdo de hibridizacao
(mesma composi¢io da solugdo de pré-hibridizagdo) foram enroladas, com auxilio de um
bastéo de vidro, e colocadas em tubos de hibridizagdo. Elas foram enroladas no mesmo
sentido de rotagdo dos tubos de hibridizagio e evitou-se a formag@o de bolhas de ar entre
elas e a parede do tubo. Foram adicionados S mi ou 15 ml de solug@o de hibridizacdo por
tubo, dependendo do tamanho da membrana.

A sonda marcada foi previamente desnaturada a 95°C por 10 min, e
adicionada ao meio de hibridizagdo. Se a sonda estivesse sendo reutilizada, permaneceria

a4 95°C por 20 min para sua desnaturagdo. A quantidade de sonda marcada variou de
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acordo com o niimero de vezes que, tanto a membrana quanto a solugdo de hibridizagdo
foram utilizadas. Para a primeira hibridizacdo, a quantidade de sonda utilizada foi de 100
ng/ml. A cada reutilizagdo da membrana ou da solugdo de hibridizagio a concentragio de
sonda foi acrescida em 50 ng/ml. A hibridizagdo foi efetuada por cerca de 18 h a 65°C.

3°) Lavagens: apés a hibfidizagﬁo, as membranas foram retiradas dos
tubos e colocadas em cubas, contendo um volume de solugdo suficiente para encobri-las.
A soluc¢do de hibridizagdo foi transferida para tubos de polipropileno de 15 ml e

armazenada a -20°C podendo ser reutilizada mais duas vezes. As membranas foram

lavadas sob agitac@o lenta nas seguintes condi¢des:

SSC 0,15X; SDS 0,1% 0S5 min T.A. 2 vezes
SSC 0,15X; SDS 0,1% 15 min 65°C 2 vezes
Tampio 1 | 01 min T.A. 1 vez
Tampao 2 30 min  T.A. 1 vez
Tampdo 2 + anti-Dig (1 ul/15 mi) 30min  T.A. 1 vez
Tampdo 2 10 min  T.A. 3 vezes
Tampdo 1 10 min T.A. 3 vezes
Tampdo 3 , 05min  T.A. 1 vez

Ap6és a lavagem no Tampdo 3, as membranas foram colocadas sobre uma
folha de papel absorvente para a retirada do excesso de solugdo. Uma a uma elas foram
dispostas sobre um plastico fino, esticado sobre a bancada. As membranas foram

umedecidas com Tampdo 3 contendo CSPD (5 pl CSPD/ml). Outra folha pléstica foi
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colocada sobre a membrana, a solucdo foi espalhada homogeneamente por toda a
superficie da membrana e o seu excesso foi retirado. O plastico foi selado e
acondicionado em um cassete de vinil devidamente numerado.

Composigdo das solugdes utilizadas na revelagao.

Tampdo 1 Tris-HCI pH 7,5 0,01 M; NaCl1 0,15 M

Tampio 2 Tris-HCl pH 7,5 0,01 M; NaCl 0,15 M; Bloqueador (Boehringer

Mannheim) 0,1%
Tampao 3 Tris-HCI pH 9,5 0,01 M; NaCl1 0,10 M; MgCl, 0,05 M

Tampdo 2 + 1 pl de Anti-digoxigenina-AP (Boehringer Mannheim - 150 U/200 ul)

Anti-dig em 15 ml de Tampio 2

Tampao 3 + 5 ul de CSPD (Tropix - 25 mM) por mi de Tampéo 3

CSPD
5.5.2.5. Auto-radiografia.

Sobre as membranas foram colocados filmes XARSX-Kodak. Os cassetes,

de acordo com a sua numeracdo, foram dispostos em uma pilha que recebeu placas de
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acrilico em suas extremidades superior e inferior. Este conjunto foi fixado com grampos
laterais, evitando-se assim dobras ou curvaturas. O conjunto foi colocado na estufa a 37°C
onde permaneceu por 12 a 18 h.

Os filmes XAR5X-Kodak foram revelados como descrito no item 5.5.1.6.
As membranas foram cuidadosamente retir.adas dos plasticos e colocadas em uma solucdo

de SSC 2X.
5.5.2.6. Remocio da sonda

As membranas foram colocadas em uma cuba com uma solugdo de SSC
0,1X e SDS 0,1%. Utilizou-se um volume de solugido suficiente para que todas as
membranas pudessem flutuar livremente no recipiente. O recipiente foi colocado em
estufa a 65°C, permanecen&o nela até a solucdo alcangar 60-65°C. Em seguida as
membranas foram transferidas para outra cuba contendo a mesma solugio e volume, a 90-
95°C. O recipiente foi colocado em estufa 2 100°C por 10 min. Apés as lavagens, as
membranas foram ou colocadas em uma solugdo de SSC 2X ou secas e acondicionadas
em sacos plasticos selados. Em ambos os casos elas foram armazenadas a 4°C. Quando
colocadas em solugdo de SSC 2X, elas af permaneceram por trés dias no méximo, sendo

reutilizadas em seguida.
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5.6. Analise de polimorfismo

As sondas foram avaliadas quanto a presenga ou auséncia de polimorfismo
entre os parentais e “bulks” tolerante e sensivel. Para tanto, foram feitas membranas com
o DNA das linhagens parentais (Cat-lOO-é e S1587-17), do F1 e dos “bulks” tolerante e
sensivel. Estas 5 amostras de DNA constituiram um conjunto para andlise do
polimorfismo. Cada membrana apresentava quatro destes conjuntos, sendo cada um
diger.ido por uma enzima de restri¢do diferente: BamHI, EcoRI, EcoRV, e Hindlll. Foram
feitas vdrias destas membranas, as quais receberam o nome de “membranas-teste”.

As membranas-teste foram hibridizadas com as sondas escolhidas. A cada
hibridizagio foram anotadas as seguintes informagdes (sempre considerando-se as 4
digestdes): 1) presenga/auséncia de polimorfismo entre os parentais; 2) presenga/auséncia
de polimorfismo entre os “buiks”; 3) no caso de “bulks” polimérficos, foi observado se os
“bulks” tolerante e sensivel apresentavam os mesmos alelos presentes, respectivamente,
nos parentais tolerante € sensivel; 4) a melhor combinagdo sonda/enzima, capaz de

revelar o polimorfismo existente entre os parentais e, quando presente, entre os “bulks”.
5.6.1. Selecdo de individuos para confec¢io das membranas F2

Cinquenta e seis plantas da populagdo F2, foram utilizadas para a extragio
de DNA e posterior confecgdo das membranas-F2. Estas plantas tiveram seus fenotipos
tolerante ou sensivel ao Al, confirmados através dos resultados de suas progénies F3. Ndo

foram utilizadas plantas cujo fenétipo ndo era conhecido, que possuiam pequena
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quantidade de sementes F3 para testes, ou pouco material vegetal liofilizadado para

extracdo de DNA.
5.6.2. Seleciio de sondas para hibridiza¢io com as membranas F2

As sondas a serem hibridizadas com as membranas-F2, foram escolhidas a
partir dos resultados obtidos nas hibridizagdes com as membranas-teste. Foram escolhidas
sondas que revelaram polimorfismo, entre as linhagens parentais e entre os “bulks”
tolerante e sensivel com pelo menos uma enzima de restricdo. Também foram

selecionadas sondas que mostraram polimorfismo entre os pais e apenas um dos “bulks”.
5.6.3. Analise de segregacao

Foram analisados 56 individuos da populagdo F2 quanto a segregagio dos
alelos dos marcadores selecionados. Os resultados da segregagdo dos alelos de cada
marcador foram inicialmente avaliados pelo teste de x2 para verificar se os genétipos
segregavam mendelianamente, na propor¢do 1:2:1, esperada para marcadores
codominantes na populagio F2. Posteriormente, estes resultados foram preparados para
serem processados pelo programa MAPMAKER (Lander et al., 1987). Além dos
resultados das membranas, a classificagdo de cada individuo F2, baseada nos resultados
das anslises das sementes F3 nos testes em solugdo com Al, também foi anexada aos

dados de entrada com o nome de “loco-Al”.
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A anidlise de ligagdo e a construgdo de mapas foram feitas através do
programa MAPMAKER (Lander et al., 1987) versdo 2.0. Os locos RFLP foram primeiro
agrupados em grupos de ligagdo através de andlises de dois pontos utilizando-se um
“LOD score” minimo de 3,0 e uma frequéncia maxima de recombinac¢do de 40%. Uma
combinacdo das anélises de trés pontos e rﬁultipontos foi aplicada para encontrar a ordem
mais provdvel dos locos dentro de cada grupo. Finalmente, as frequéncias de
recombinacdo foram transformadas em centimorgans usando a fungio de Haldane (1919).
Um roteiro passo a passo das andlises efetuadas pelo MAPMAKER encontra-se descrito

nos Anexos V e V1.
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6. RESULTADOS
6.1. Avaliacdo fenotipica das plantulas a tolerincia ao Al

A alteragdo da morfologia da ponta da raiz principal, devido & destruigdo
do meristema apical pelo Al, foi o pardmetro adotado nos testes com as sementes F2. Das
300 sementes F2 germinadas, 181 plantulas foram classificadas como tolerantes, 52 como
sensiveis e 48 foram classificadas em uma categoria intermedidria. Dezenove individuos
F2 ndo foram analisados porque as sementes ndo germinaram ou as plantulas tiveram a
raiz principal danificada.

Cento e setenta e trés plantulas foram transferidas para o campo na
seguinte proporgdo: 118 tolerantes, 33 sensiveis e 22 indeterminadas. Este nimero foi
definido em fungdo das plﬁﬂtulas que sobreviveram ao primeiro transplante em vasos.
Cada planta no campo foi identificada e autofecundada para a obtengdo da geracdo F3.
Destas 173 plantas transplantadas para o campo, foram coletadas folhas de somente 118
pois muitas plantas morreram ou foram descartadas por apresentarem sinais de doengas
causadas por fungos ou virus. O rendimento de material liofilizado e moido foi de
aproximadamente 2g de tecido em média.

As sementes F3 obtidas foram utilizadas nos testes de progénie para a
confirmacdo do fenétipo das plantas F2. Das 173 plantas F2 que foram para o campo, 97
produziram sementes suficientes para testes de tolerancia ao Al. Deste total, 57 foram

confirmadas como tolerantes, 14 como sensiveis e 26 permaneceram ndo definidas pois as
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avaliagBes entre os testes ndo coincidiam. Os resultados dos testes de Al com as sementes

F3 estdo listados no Anexo I.
6.2. Sele¢iio de sondas através dos resultados com as membranas-teste

Quando nada se conhece a respeito da localizagdo cromossomica do cariter
a ser mapeado, a estratégia de mapeamento por marcadores moleculares possui
basicamente, quatro etapas: 1?) a escolha de um conjunto de marcadores moleculares
distanciados um do outro de 20 a 30 cM para permitir a andlise de todo o genoma e
detectar ligacdo; 2?) uma selecio da melhor combinagdo sonda/enzima que revele
polimorfismo entre as linhagens parentais contrastantes; 3%) selecionadas as melhores
combinacgdes sonda/enzima, as sondas sdo hibridizadas com membranas contendo o DNA
da populagdo segregante (RC ou F2 por exemplo) e os resultados analisados quanto ao
padrdo de segregacdo, na busca de marcadores que cossegregem com o carater; 4®) caso
algum marcador ligado ao cardter seja encontrado, outras sondas flanqueando este loco,
sdo selecionadas para a confirmagdo da ligagdo (Beckmann & Soller, 1986; Beckmann,
1991).

A grande variabilidade detectdvel por marcadores do tipo RFLP entre
diferentes linhagens de milho tornou possivel a confecgio de mapas de ligagdo saturados,
com um grande nimero de marcadores dispersos ao acaso no genoma (Helentjaris ef al.,
1985; Hoisington & Coe, 1990). Esta saturag@o no mapa, foi muito importante para o
mapeamento do cariter de tolerdncia ao Al, pois permitiu a escolha de marcadores

moleculares ao longo dos dez cromossomos do milho, a uma distincia média de 20 cM
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entre eles. Foram selecionados de 9 a 13 marcadores por cromossomo, totalizando 112
marcadores moleculares que foram utilizados como sondas, nas hibridiza¢des da segunda
etapa.

As sondas foram hibridizadas com membranas-teste contendo o DNA
gendmico da linhagem tolerante, da linﬁagem sensivel, da geracdo F1 e dos “bulks”
contrastantes digeridos com quatro enzimas diferentes. Estas hibridiza¢Ges tiveram por
objet.ivo, selecionar a melhor combinag@o sonda/enzima que fosse polimérfica entre os
pais e entre os dois “bulks”.

Entre as combinagdes sonda/enzima que detectaram polimorfismo entre as
linhagens Cat-100-6 e S1587-17, foram escothidas 12 sondas, cujo polimorfismo repetiu-
se ou entre os dois “bulks” contrastantes (Figura 7), ou em apenas um dos dois “bulks”
(Figura 8). Estes resultados nos “bulks” contrastantes indicavam uma possivel ligacdo da
sonda com a caracteristica de tolerancia ao Al.

A presenga do polimorfismo encontrado entre as linhagens parentais em
apenas um dos dois “bulks”, em algumas hibridizagdes (Figura 8), deveu-se
principalmente ao pequeno nimero de individuos utilizados na formagao dos “bulks”.
Entretanto, estes resultados foram considerados na escolha das sondas para a préxima
etapa, quando seriam utilizadas as membranas-F2. Estas sondas foram também escolhidas
pois imagindva-se .que o polimorfismo evidenciado por elas poderia indicar ligacdo com a
tolerancia ao Al

Os primeiros marcadores a serem utilizados para a selecdo das
combinagbes sonda/enzima polimdrficas, foram os marcadores dos cromossomos 4 € 7.

Nestes dois cromossomos foram mapeados os “clusters” de genes de zeinas de 22 kD
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CSU86 UMC39
BamHI HindII1 BamHI EcoRV
ABFTS ABFTS ABFTS ABFTS

UMCS85

EcoRI HindIII BamHI EcoRV

ABETS ABFTITS ABFIS ABETS

Figura 7. Auto-radiografias indicando o polimorfismo entre os “bulks” que possibilitou a
selecdo de sondas para a andlise da populacdo segregante. Trés das combinagdes
sonda/enzima representadas acima (CSU86/BamHI, UMC39/HindIll, UMCS85/HindIII)
foram utilizadas nas hibridiza¢des com as membranas F2. A - Cat-100-6, B - S1587-17, F

- F1, T - “bulk” tolerante, S - “bulk” sensivel.
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UMCY0

EcoRI HindIII BamHI EcoRV

ABETS ABFTS AB

FTS ABFTS

CSUs1

EcoRI HindIII BamHI EcoRV

ABFEFETS ABETS ABETS ABETS

Figura 8. Auto-radiografias indicando polimorfismo apenas em “bulks” sensiveis
(UMC90/HindII), ou em “bulks” tolerantes (UMC90/EcoRV, CSU81/EcoRI). A - Cat-

100-6, B - S1587-17, F - F1, T - “bulk™ tolerante, S - “bulk” sensivel.
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(Soave & Salamini, 1984). Este tipo de proteina de reserva de milho estava alterada na
linhagem S1587-17 (Gaspar, 1996), e havia a possibilidade de uma ligacdo entre a
tolerdncia ao Al e a alteracdo das zeinas no somaclone que deu origem a linhagem S1587-
17.

Seis sondas do cromossomé 4 ¢ uma do cromossomo 7, utilizadas para a
verificagdo da ligagio do cardter de tolerancia ao Al com as zeinas alteradas, ndo foram
testadas com os “bulks” contrastantes. Constatado o polimorfismo entre as linhagens
parentais, a sonda foi hibridizada com as membranas F2 para a andlise de ligagao.
Embora 19 novas sondas tenham sido selecionadas para os cromossomos 4 € outras 16
sondas para o cromossomo 7, poucas revelaram-se polimérficas entre as linhagens
parentais e destas novas sondas, somente 2 foram selecionas para a hibridizacdo com as
membranas-F2. Os resultados de todas as hibridizagdes com as membranas-teste estdo

listados no Anexo I1.

6.3. Analise dos resultados das hibridizaces com as membranas-F2

No final da terceira etapa do mapeamento, tinhamos o resultado da
hibridizacdo de 21 sondas com membranas contendo o DNA da populagdo F2. Somente
as sondas UMC5 e UMC23 detectaram a presenga de dois locos cada uma. Todas as
demais sondas utilizadas apresentaram padrdes de segregacdo simples, correspondendo a
apenas um loco (Figura 9).

Cada hibridizagio com as membranas F2, permitia a andlise de 56

individuos, mimero menor do que os 100 individuos indicados por Beckmam (1991) para
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UMC39/HindIII
F2

ABESMESS TETTILI T T T I TT TITY

ABFESSSSSTTTTTITITITTITTTNY

Figura 9. Padrdo de segregacdo dos alelos (bandas) obtido pela hibridizagdo da sonda
UMC39, com o DNA de individuos da populagao F2, digerido com a enzima HindIIl A -

Cat-100-6, B - S1587-17, F - F1, S - Sensivel, T - Tolerante.
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o mapeamento de um cardter monogénico, mas dentro da faixa de amostragem, entre 50 e
100 individuos, utilizada por vérios autores, no mapeamento de caracteristicas
monogéncias em diversas espécies (Klein-Lankhorst et al., 1991; Mackill ez al., 1993;
Timmerman et al., 1993; Graner & Bauer, 1993; Hartl et al., 1993; Clarke & Dean,
1994), '

Antes que estes resultados pudessem ser analisados pelo programa
MAPMAKER, os dados genotipicos dos locos estudados foram lidos (Figura 10), e a
segregacdo mendeliana na propor¢do de 1:2:1, tipica de um cardter monogénico
codominante, foi verificada entre os alelos de cada loco, por testes x2 (Anexo III). Entre
as 21 sondas testadas, somente trés: BNL6.22, CSU81 e NPI220, nd3o apresentaram a
segregacdo esperada, ndo sendo utilizadas nas andlises de ligacdo. Os mecanismos
envolvidos nestes desvios de segregagdo ainda ndo estdo bem definidos (Kahler &
Wehrhahn, 1986; Edwards ei al., 1987). Desvios causados por mistura de sementes ou
contaminagdes durante as autopolinizagdes do F1 sdo improvaveis, pois todas as outras
16 sondas apresentaram a segregacao esperada.

Ap6s sua leitura e verificagdo, os resultados foram formatados de maneira
que o MAPMAKER pudesse interpretd-los. Um arquivo tipo texto denominado
MMDATALI foi criado contendo, além dos resultados das hibridizagdes, informagoes
importantes para o programa (Anexo IV).

Os resultados da analise do arquivo MMDATAI1 pelo programa
MAPMAKER descartaram a possibilidade da ligacdo do cardter de tolerincia ao Al, com

marcadores localizados na mesma regido onde “clusters” de genes de zeinas de 22 kD

foram mapeados, nos cromossomos 4 e 7. Estes resultados também mostraram a
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F2
PIP2F

ABHBBBBHHAHAHHHAHAAAAAMHMH

Figura 10. Exemplo da leitura de uma parte dos resultados obtidos com a sonda UMC39,
utilizando uma membrana contendo DNA da populagdo F2, digerido com a enzima
HindIll. Para os dados genotipicos, os codigos padrdo utilizados com populagdes F2 sao:
a letra “A” para indicar um individuo homozigoto para o alelo a neste loco (P1/Cat-100-
6); a letra “B” para indicar um individuo homozigoto para o alelo b (P2/S1587-17), e a

letra “H” indicando um individuo heterozigoto contendo ambos os alelos a € b (F1).
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formagio de vérios grupos de ligacdo entre as sondas utilizadas. Entre eles, duas sondas: a
UMCS85 e a UMC130, localizadas nos cromossomos 6 e 10 respectivamente, formaram
um grupo de ligagdo com o cardter de tolerancia ao Al. Na verdade este grupo de ligacdo
indicava a ligagdo de cada sonda com o “loco-Al” isoladamente, pois as duas sondas nao
estav.am ligadas entre si.

Tal resultado indicou o mapeamento de dois locos distintos em dois
cromossomos diferentes. Para a verificacdo desta ligacdo, foram escolhidas novas sondas,
desta vez, flanqueando os locos mapeados pelas sondas UMC85 no cromossomo 6 €
UMC130 no cromossomo 10. As sondas escolhidas no cromossomo 6 foram: CSU70,
NPI223, NPI235, UMC39 e UMCS5S5, e as sondas do cromossomo 10 foram: CSU86,
NPI232, PHP20626 ¢ UMC64. Apés a leitura e verificagdo da segregagdo destas novas
sondas, um novo arquivo de entrada de dados foi criado: 0o MMDATAZ2 (Anexo IV).

A listagem com todos os comandos utilizados durante a andlise dos
arquivos de entrada MMDATAl e MMDATA2 pelo MAPMAKER, estd descrita e
comentada nos Anexos V e VL.

Desta segunda andlise, dois grupos de ligagdo surgiram: o primeiro com 6
sondas e o segundo com 4 sondas. Observou-se também que os marcadores moleculares
que compunham os dois grupos de ligagdo mostraram a ordem dos locos e as distincias
em cM entre si, semelhantes as publicadas por outros autores (Hoisington, 1986;
Helentjaris, 1987; Coe, 1994, 1995, 1996). Este fato possibilitou localizar o grupo de
ligagdo com 6 sondas no brago curto do cromossomo 6, préximo a regido telomérica. O
grupo de ligagdo com 4 sondas foi localizado no brago curto do cromossomo 10. Estas

hibridizagdes confirmaram a ligagdo de marcadores dos cromossomds 6 e 10 com a
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tolerancia ao Al, além de indicar que o mapa construido com as linhagens Cat-100-6 ¢
$1587-17 estava correto (Figura 11).

Os resultados totalizados na Tabela 2 mostram a grande economia de
tempo e trabalho que a adogdo da técnica de BSA proporcionou. Mesmo com o0s
problemas encontrados pelo pequeno ndmero de individuos utilizados na formacdo dos
“bulks”, o universo de escolhas entre as melhores combina¢des sonda/enzima
polimérficas, diminuiu de um total de 269 combinagdes possiveis para 74 combinagdes
nas quais o polimorfismo repetiu-se entre os dois “bulks” em 45 casos, com os “bulks”
tolerantes em 14 casos e com os “bulks” sensiveis em 15 casos. As totalizagbes de
resultados polimérficos por enzima, também confirmaram a eficiéncia das enzimas
EcoRl, Hindlll, BamHI e EcoRV na detecgdo de alto nivel de polimorfismo nas andlises
de RFLP, principalmente com as enzimas HindIll ¢ EcoRV (Evola et al., 1986; Landry et
al., 1987a). |

Das 158 sondas utilizadas, 103 apresentaram um padrdo de hibridizagao
simples. Onze sondas (10.6%) ndo revelaram polimorfismo com nenhuma das quatro
enzimas utilizadas. Outras 11 sondas (10.6%) apresentaram polimorfismo com apenas
uma ‘das enzimas testadas, 23 sondas (22,3%) foram polimoérficas com duas enzimas, 25
sondas (24,2%) com trés enzimas € 33 sondas (32%) apresentaram polimorfismo com as
quatro enzimas testadas. Do total de 103 sondas que produziram bons resultados nas
hibridizagdes, 92 sondas (89,3%) detectaram polimorfismo entre os pais com pelo menos,

uma das quatro enzimas testadas.
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CROMOSSOMO 6
Rec Dist Marker
. Frac. cM Name
Al
{154%) 185 —
rCSU 70
(3.7%) 3.8 _l_ EUMC a5
(0.0%) 0.0 UMC 39
(27%) 2.8 —J_l 1 LNPI 235
(55%) 59 UMC 59
(201%) 257 —
NPI1223

CROMOSSOMO 10

Rec
Frac.

(16.6%)

(9.4%)

(5.5%)
(2.7%)

Dist
chM

201 —

104 —

59 —

28 —

Marker
Name

Al

umc 130

UMC 64

CSU 86
NPI 232

Figura 11. Mapas de ligacdo construidos a partir da segregacdo dos alelos dos

marcadores em uma populagdo constituida por 56 individuos F2. Os grupos de ligacdo

foram determinados usando o programa MAPMAKER versdo 2.0 em um computador

Apple Macintosh. Os marcadores foram inicialmente agrupados pela andlise de dois

pontos e mapeados com a andlise de trés pontos e multipontos. Um “LOD score” minimo

de 3,0 e uma frequéncia de recombinagdo de 40% foram usados nas anélises de ligagdo.
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Tabela 2. Resumo dos resultados das 269 combinagdes sonda/enzima polimoérficas
envolvendo 92 sondas e 4 enzimas de restricdo. P/- - polimorfismo néo testado com
“bulks”; P/? - sem resultados nos “bulks” por problemas na leitura das membranas; P/NP
- sondas polimérficas nas linhagens parentais mas nio polimérficas entre os “bulks”; P/P
- polimorfismo encontrado entre as linhagens parentais, repetiu-se nos “bulks”; P/P(BT) -
polimorfismo encontrado nas linhagens parentais, repetiu-se apenas no “bulk” tolerante;
P/P(BS) - polimorfismo encontrado nas linhagens parentais, repetiu-se apenas no “bulk”

sensivel.
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7. DISCUSSAO

Como a presenca de Al é o principal fator limitante para o crescimento de
plantas em condi¢bes de solos 4cidos, uma atengdo especial tem sido dada ao estudo
genético da sua tolerancia. Existe um ‘grande nimero de espécies que apresentam
considerdvel variabilidade na tolerdncia ao Al. Esta variabilidade ¢ muito util para os
melhoristas pois é utilizada no desenvolvimento de cultivares tolerantes ao Al. Além
disso a existéncia de genétipos contrastantes constitui-se em um excelente material para
estudos da fisiologia e bioquimica da tolerancia ao Al (Foy, 1976; Taylor, 1988a; Pandey
& Gardner, 1992).

Existe grande variabilidade genética quanto a tolerancia ao Al em milho.
Isto possibilitaria a ocorréncia de diferentes mecanismos de tolerdncia, em diferentes
variedades ou ragas. No enfanto, as diferentes conclusdes sobre o nimero de genes
envolvidos com a tolerancia ao Al, encontradas pelos autores que estudaram a heranga do
cardter (Rhue et al., 1978; Garcia & Silva, 1979; Prioli AJ, 1987; Magnavaca, 1987,
Sawazaki & Furlani, 1986; Miranda Filho et al., 1996), devem-se provavelmente a
interagdo de dois fatores: 1°) diferentes genétipos analisados; 2%) diferentes métodos e
pardmetros fenotipicos adotados para a avaliagdo dos gendtipos.

O primeiro passo para o estudo da heranga de determinado cariter, € o
desenvolvimento de populagdes onde ocorra a segregacdo no loco desejado. Muitas
popu'lagc")es sdo possiveis, e a decisdo quanto ao tipo que serd utilizado estd baseada no
nivel de resolugdo a que se quer chegar e na facilidade ou possibilidade de desenvolvé-la.

Retrocruzamentos ou populagdes F2 sdo adequadas para estudo$ de heranga e
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relativamente féceis de se produzir. No entanto, um cuidado deve ser tomado quanto a
escolha das linhagens parentais. Quanto mais divergentes geneticamente forem estas
linhagens, mais complexas poderdo ser as interagcdes gé€nicas e alélicas, que poderdo
influenciar na expresséo dos genes.

Estudos genéticos efetuados. por Prioli AJ (1987) envolvendo cruzamentos
da linhagem tolerante Cat-100-6 (denominada pelo autor de L.922) com outras linhagens
sensiveis, sugeriram que a tolerancia da linhagem Cat-100-6 ao Al seria condicionada por
1 a 3 locos dominantes. Moon et al., (1997) analizando o cruzamentos entre as linhagens
Cat-100-6 e S1587-17, as quais possuem um “background” genético semelhante,
concluiram que a tolerincia seria. controlada por apenas um gene dominante.

E interessante notar que quando linhagens com “background” genéticos
nio muito divergentes entre si sdo utilizadas no estudo da heranca da tolerincia ao Al, o
caréter parece ser determinadé por um ou poucos genes. Assim, a utilizagdo de progénies
de autofecundacgdo (S1) e progénies de irmdos germanos (So X So), desenvolvidas a partir
das popula¢des Pirando VD-2(A) e Pirando VF-1(B), levaram Miranda Filho et al. (1996)
a concluir que a tolerdncia era devida ao efeito de um gene principal com agdo génica
dominante. Linhagens quase isogénicas em trigo utilizadas por Delhaize et al. (1993a e
1993b) para o estudo da tolerancia ao Al, indicaram que a tolerdncia ao ion nesta espécie
seria conferida por um tnico gene de efeito dominante.

Entretanto, na comparag#o entre trabalhos envolvendo o estudo da heranga
do cardter tolerdncia ao Al, ndo apenas o genétipo utilizado deve ser considerado. Tanto o
método de avaliagdo quanto o pardmetro fenotipico ufilizado na classifica¢@o das plantas

entre tolerantes e sensiveis, podem influenciar nos resultados obtidos.
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Ainda que a presenga de Al no solo seja considerada o principal fator
limitante em solos 4cidos, experimentos realizados a nivel de campo, ou utilizando vasos
com solo em casas de vegetacio, indicam a resposta da planta em relag@o a virios fatores
envolvidos com a acidez do solo, nio somente com a tolerdncia ao Al. A heranca
quantitativa para o cariter que resulta da anilise deste tipo de experimento, reflete
portanto a resposta da planta a uma série de fatores ambientais relacionados com a acidez
do solo como um todo (S. Pandey, comunicagio pessoal).

Virios métodos de avaliagdo foram desenvolvidos para isolar e controlar
todaé as varidveis envolvidas durante o teste, com o objetivo de analisar a resposta
especifica da planta para a tolerancia ao Al. Dentre estes métodos, o que mais se difundiu
pela rapidez e eficiéncia foi a utilizagdo da solugdo nutritiva. O estudo da heranca de
linhagens de milho, submetidas ao teste de Al em solugdo nutritiva, geralmente indicam a
presenca de um ou poucos génes envolvidos com a tolerancia (Rhue et al., 1978; Prioli
Al, 1987; S. Pandey, comunicagdo pessoal).

Porém, é importante notar que a utilizagdo da solugdo nutritiva exige uma
atengiio especial em relagdo aos controles necessirios durante o experimento. Camargo
(1981) verificou que, dentro da mesma variedade de trigo, o nimero de locos
responsdveis pela tolerdncia parece variar com a concentragao de Al na solug@o nutritiva.
Na concentragdo de 6 mg/l de Al, dois locos estariam atuando, cdm um alelo dominante
para tolerancia em cada um deles. No nivel de 10 mg/l de Al a tolerancia seria controlada
pelo alelo dominante de apenas um dos locos.

No caso das linhagens Cat-100-6 e S1587-17, a concentragdo de 4,5 mg/l

além de possibilitar uma clara discriminagdo entre plantas tolerantes, sensiveis, e do Fl,
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permitiu a transferéncia para o campo das plantas utilizadas no teste com Al, com alta
porcentagem de sobrevivéncia. Concentragdes de Al maiores do que 4,5 mg/l causavam
graves lesdes nas raizes de plantas sensiveis, impedindo seu desenvolvimento no campo.
Acima de 8 mg/l as plantas apresentavam sintomas intermedidrios de
tolerancia/sensibilidade, dificultando sua E:lassificagﬁo e produzindo padrdes complexos
de segregacdo. Abaixo de 2 mg/l de Al na solugdo, o efeito do Al se invertia, causando
um estimulo ao crescimento das raizes tanto das linhagens parentais quanto do F1 (Moon
et al., 1997). Este crescimento estimulado por baixa concentragdo de Al ocorre em muitas
espécies de plantas, mas seu mecanismo de agdo ainda ndo estd bem explicado (Foy et al.,
1978; Bennet et al., 1987).

Mas ndo apenas a concentragdo de Al na solugdo nutritiva pode afetar a
resposta das plantulas durante o teste de avaliagdo. Mudangas na temperatura, pH, e na
concentragdo de nutrientes, podem levar a resultados completamente diferentes para um
mesmo material (Camargo, 1981, 1983, 1984a, 1984b, 1984c, 1985).

A solugdo nutritiva empregada por Prioli AJ (1987) ¢ utilizada neste
estudo, foi a mesma apresentada por Furlani (1981) com pequenas modificagtes. Esta
solugdo demostrou ser eficiente na avaliagio dos efeitos da toxidez do Al nas plantulas e
segura quanto a possiveis variagbes na sua composi¢do, devido ao seu balango
nitrato/amonia garantir a estabilidade do pH, sem a necessidade de correces diarias.

Ainda em relagdo ao método de avaliagdo, o pardmetro de avaliagdo
fenotipica escolhido, também pode interferir nas andlises dos resultados de plantulas

submetidas ao teste de tolerancia ao Al. O grande problema encontrado na utilizagdo de
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medidas de crescimento do sistema radicular como parametro de avaliagdo fenotipica, € a
grande variabilidade inerente ao préprio parametro avaliado (Polle at al., 1978).

Sendo o crescimento radicular um processo dependente de varios genes, e
do vigor da semente, este parimetro torna-se bastante sensivel a variagdes ambientais. O
efeito desta variacdo poderia ser diminui&o aumentando-se o nimero de repetigdes ou
tratamentos. Entretanto, esta necessidade muitas vezes limita a utilizagdo do método.
Uma alternativa a medi¢do do comprimento da raiz seria sua avaliagdo visual.

No caso das linhagens Cat-100-6 e S1587-17, a dréstica diferenca entre
elas, quanto ao efeito do Al na morfologia da ponta da raiz principal (Figuras 3 e 4),
possibilitava uma distingdo simples, rdpida e efetiva entre plantulas tolerantes e sensiveis.
Além disso, Moon et al. (1997) verificou que a avaliago visual da ponta da raiz principal
entre as linhagens Cat-100-6 e S1587-17, foi equivalente as medigdes do comprimento da
raiz .principal para a distinééo dos fenétipos tolerantes e sensiveis ao Al, quando a
concentragdo de Al utilizada na solugdo era de 4,5 mg/l.

Garcia et al. (1979) utilizando vasos com areia, irrigados com solugio
nutritiva contendo Al, e Urrea-Gémez et al. (1996) utilizando vasos com solo,
verificaram e mesma equivaléncia entre a andlise visual e a medi¢do do comprimento do
sistema radicular, apés a comparagdo entre vérios pardmetros de avaliagdo quanto a
tolerancia ao Al.

Outra vantagem da avalia¢do visual da ponta da raiz principal, seria sua
alta correlagio com os resultados de tolerdncia ao Al obtidos em experimentagdo de
campo (Urrea-Gémez et al., 1996). Fato corroborado pelos resultados obtidos pelos

melhoristas de milho da Empresa AGROCERES de Sementes S/A, que adotaram a
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avaliacdo da ponta da raiz principal apds crescimento das plantulas em solugdo nutritiva
contendo Al téxico, como metodologia para a identificagdo de plantas tolerantes e
sensiveis ao Al (M. A. Guimaraes, comunica¢ao pessoal).

Entretanto, o mapeamento de dois locos envolvidos com a tolerdncia ao Al
nas iinhagens Cat-100-6 e S1587-17, mostrou que a classificagdo da tolerdncia ao Al
como uma caracteristica discreta, embora tenha se mostrado ripida e eficaz, ndo
evidenciou a acdo de outros genes que pudessem estar envolvidos na expressdo do
cariter, mas com efeito menor sobre ele.

A proporcdo de 3:1 tolerantes/sensivel, esperada para a segregacdo de um
caréter controlado por um gene dominante, ndo foi observada entre os 300 individuos da
populacdo F2 analisados. Houve dificuldade na classificagio de 48 plantas que
apresentavam um fenétipo intermedidrio entre tolerante e sensivel, mesmo apds
reavaliacdo do fenétipo pelo tfatamento da raiz com hematoxilina.

Desta forma, assumindo esta categoria intermedidria como uma nova
classe fenotipica, a frequéncia dos fendtipos observados entre os individuos F2 se
aproximava de outra propor¢do mendeliana de 9:3:4 ()(2 = 8,48; P = 0,05-0,01; 2gl). A
interagdo génica responsdvel por este tipo de proporgio fenotipica mendeliana € chamada
epistasia recessiva. Nesta interag@o diibrida modificada, o alelo recessivo de um dos
genes, na condi¢do homozigota, mascara a expressdo do outro gene. Assim, ao invés de
um tnico gene dominante responsavel pela tolerancia ao Al, o cariter, de acordo com os
resultados obtidos na populagdo F2 & concentra¢do de 4,5 mg/l de Al, seria controlado

pela interagdo entre 2 genes. O genétipo de uma planta F2 tolerante poderia ser descrito
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como A-B-, o genétipo intermedidrio seria representado por A-bb, e as plantas sensiveis,
pelo efeito da epistasia recessiva, seriam ou aaB- ou aabb.

Os resultados obtidos nos testes de Al com as sementes F3 poderiam
confirmar tal hipStese. Porém, durante os testes as plantulas foram classificadas em
apenas duas classes fenotipicas, seguindo a metodologia estabelecida no inicio do
trabalho. Plantulas apresentando um aspecto normal no desenvolvimento do &pice
radicular, foram classificadas como tolerantes. Alteracdes na morfologia da ponta da raiz
principal ou na coloragdo da raiz ap6s tratamento com hematoxilina, foram consideradas
como um sintoma de toxidez ao Al, e as plantas classificadas como sensiveis.

Assim, uma andlise complementar das linhagens parentais e da geragdo F3
precisaria ser feita utilizando-se agora a medida de uma caracteristica tipicamente
quantitativa, como o comprimento relativo da raiz principal, associado ao aspecto
morfolégico da ponta da raii. Deste modo, possiveis interagdes génicas envolvidas no

fenétipo da tolerancia/sensibilidade poderiam ser esclarecidas.
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8. CONCLUSOES

® Dois locos ligados a tolerdncia ao Al foram mapeados na linhagem Cat-100-6.
O primeiro, localizado préximo da regido telomérica no cromossomo 6, e o

segundo, no brago curto do cromossomo 10.

Além desta conclusdo principal, vérias conclusdes metodolégicas podem ser

citadas:

® A decisdo de se utilizar um grande nimero de sementes (300 sementes F2) no
inicio do experimento mostrou ser acertada, pois garantiu um nimero suficiente
de individuos para a confec¢io de membranas e andlise de ligacdo, apesar das

perdas constantes em cada fase do processo de andlise.

® A utilizagdo de material liofilizado ¢ moido mostrou ser uma metodologia

mais eficiente na extragcdo do DNA do que o uso de material fresco.

® A melhor quantidade de DNA a ser transferida para as membranas foi de 15
pg. Esta quantidade possibilitou a reutilizacio das membranas por no minimo 4

vezes, nas hibridizagdes com sonda “fria”.

® A técnica de “hibridizagdo a frio”, utilizando sondas marcadas com

digoxigenina, demostrou ser mais rdpida, segura e eficiente 'na obten¢do dos
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resultados das hibridizagdes nas nossas condi¢des, do que a utilizagdo de sondas

marcadas radioativamente.

e O método de “Random Primer” ndo foi efetivo na marcagido de sondas com
digoxigenina. A grande quantidade de inserto isolado necesséria para a reagéo,
foi o principal problema na utilizagdo desta técnica de marcagdo de sondas ndo

radioativas.
® Mesmo sendo um processo mais demorado, o uso do espalhamento da solugdo

constituida pelo Tampao 3 + CSPD sobre as membranas, ao invés do banho em

uma cuba com tal solugio, possibilitou uma importante economia do reagente.
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9. PERSPECTIVAS

A utilizag@o de uma caracteristica discreta, para a classificagdo das plantas
em tolerantes ou sensiveis ao Al, ndo evidenciou a a¢do de outros genes de efeito menor,
que pudessem estar envolvidos na expressz:io da tolerincia. Um estudo correlacionando os
padrdes de RFLP encontrados nas membranas-F2, com as medidas de um caréter
quantitativo, como o comprimento relativo da raiz principal das progénies F3, poderia
indicar o efeito de cada um dos locos mapeados com a tolerancia ao Al

Embora os locos relacionados com o cardter de tolerdncia ao Al tenham
sido mapeados com vérios marcadores nos dois cromossomos, a distdncia em cM entre
estes marcadores e os locos mapeados ainda é grande. Outros marcadores localizados na
mesma regifio dos locos responsaveis pela tolerancia ao Al devem ser selecionados na
busca de um marcador mais éstreitamente ligado ao caréter.

Uma vez que estes marcadores RFLP estreitamente ligados aos locos
mapeados forem identificados, os genes envolvidos com a tolerancia ao Al poderiam ser
isolados. Técnicas como “chromosome walking” poderiam ser empregadas para “mover-
se” ao longo do cromossomo a partir do marcador RFLP até o gene de interesse. Com o
gene clonado, outras plantas poderiam ser transformadas e estudos envolvendo a

expressdo e a atividade génica poderiam ser realizados.
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Anexo 1

ANEXO I

Resumo dos resultados dos testes com Al em sementes F3

Resultados do teste de progénies F3 obtidas a partir dos 97 individuos F2
que foram para o campo e produziram sementes suficientes para realizagio dos testes de
tolerdncia ao Al. Dez sementes F3, no minimo, foram utilizadas em cada teste. Nas
colunas referentes a cada teste (12 Teste F3, 22 Teste F3, 3° Teste F3, Teste “bulks”)
estdo indicados: P - sementes ndo germinadas, T - individuos tolerantes, S - individuos
sensiveis. Na coluna Somatérias, encontram-se as totalizacdes dos resultados dos trés
testes de Al efetuados com as progénies F3. No caso dos individuos escolhidos para fazer
parte dos “bulks” segregantes, efetuou-se um novo teste de progénie, sendo utilizadas, no
minimo, 20 sementes de cada progénie F3, por teste (Teste “bulks”). ¥2, T1, T2, T3, Tb
e C correspondem respectivamente aos resultados da tolerancia/sensibilidade observados:
nos individuos da geracdo F2; no 1% 2% e 3° Teste F3; no teste para a formagio dos
“bulks” e na conclus@o final, baseada nos resultados dos testes anteriores. A listagem foi
ordenada de acordo com os resultados da conclusdo final. As classificacdes adotadas em
cada teste sdo: T - tolerante, S - sensivel, ? - indeterminado. As linhas em vermelho
indicam os 56 individuos utilizados para a confec¢d@o das membranas F2. As linhas com
moldura em destaque indicam os individuos selecionados para a formagdo dos “bulks”.

N* - nimero de cada individuo na listagem.
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Anexo 1

N° FIT|T|T| T|C
12 Teste F3 2° Teste F3 3° Teste F3 Teste “bulks” Somatorias | 2] 1] 2] 3| b
P T S P T S P T S P T S p T S

01 00 |04 |06 | 01 | 08 | O1 01 |12 107 |?2|-12{T|-]|?
02 00 {04 {06 |01 |06 |03 |00 J]06 | 04 01 16 | 13 [21?2|T|T|-1]7?
03 00 |03 |07 |01 [05(104 00 |07 |03 o1 |15 |14 {?21?]|?|T ?
04 02101 1071000110901 |06]03 03 {08 {19 (212121 T|-|?
05 00 05105 )05 )03 |02 05 |08 |07 [ Sj-|?2]17]-]7?
06 01 [05 104 |01 {04105 02 {09 109 |S|-12172]-17?
07 00 |05 105100 {0208 00|07 |03 00114 116 | S|?21?2|T|-17?
08 00 102 108 {01 [06 103 |00 {04 | 06 01 | 12 V1718|121 T1?2V-17
09 04 105101 11000 |00 |10 |00 |00 24 105 |0 JT|2V2172]-17?
10 05 102103 10307 )00 08 (09 |03 |T|-[?21T|-17?
11 04 104 ({02 10404 |02 08 |08 |04 [T} -|?2172]-17?
12 04 (04 102 {03 {0502 07 109 |04 [ T)-1217|-|7
13 00 |06 {04 |03 |05 02 03 ] 11 |06 | T(-|T{?2]|-{?
14 02 |03 105105 (04 |01 07 {07 |06 | T|-1217|-17?
15 00 (03 |07 {10 {00 |00 {03 |07 |00 13110107 |T]?22|T ?
16 02 104 104 |03 10601 00|07 |03 05117 |08 | T| 2?21?21 T]-|?
17 00 (02 {08 [ 10 {00 {00 | 04 | 06 | OO 14 (08 |08 | T{?1?2|T|-|?
18 00 |03 |07 101 )06 |01 01 |09 OB YT|-|?2|T|-17
19 00 |03 {07 |01 [ 08 | Ot o1 |11 |O8 | T!-12|T|-|?
20 00 102 |08 |01 08 |01 01 |10 Q9 | T]-|?|T|-|7?
21 00 {01 |09 {03 |[05/]02 00|10 |00 03 (16 |11 [T|?21?2|T|-17?
22 00 | 05 {05 |00 |08 |02 |00 10604 00 |19 |11 | T|?2|T|T|-|?
23 00 {04 |06 |00 |07 [03 {00 |07 | 03 00 |18 |12 [ T|?2|T|T}-}7?
24 01 {02 |07 103 |04 |03 [00|05105 o4 [ 11 |15 [ T2t 217]-17
25 00 [ 02 |08 |00 |06 |04 |01 |05 |04 01 {13 {16 | T|?2|T|?2|-]7?
26 00 101 |09 101 06|03 |00 |03 |07 01 |10 |19 | T|?2(T|?|-]?
27 00 {00 | 10 05 100 |15 (05({00 |25 {?|S|[-]|-|S8S}|S
28 01 |00 | 09 04 {00 |16 |05 100 |25 {?|-|S|-1S]|S
29 01 100 | 09 03 |00 |17 |04 00126 |?2IS]-]-1818S
30 00 |04 |06 | 00 | O1 | 09 00 |05 |15 S| - S1-18
31 02 | 00 | 08 04 |00 |16 |06 |00 |24 | S| S|]-]|-]|S|S
32 02 | 00 | 08 02 |00 |18 (04 {00 |26 |S|S|-[-|{S|S
33 02 | 00 | 08 02 100 |18 104 |00 |26 | S| S|-]-]S8S|S
34 00 {00 |10 00 |00 |00 02|00 |18 |02 |00 |28 |S|S|{-|-|S|S
35 00 | 01 | 09 00 [ 00 [20 [oo |01 [29]s[-]2]2[s]s
36 00 [ 00 | 10 00 |00 |20 (00 |00 |30 |S|-[S|-]|S|S
37 00 | 00 | 10 00 |00 |20 |00 [o00o [30 [S|-[S]-[sS[s
38 00 |00 | 10 00 |00 |20 00 {00 |30 |S|-{S|-|S|S
39 00 | 00 | 10 09 |06 |05]09]06 15| T|-]S]-]2]S$
40 00 100 |10 |00 02 [ OB {00 |05 | OS 00 107 |23 | TS| ?{?|-|S
41 01 109 | 00 01109 |00 |?2|T|-}-1-|T
42 00 07 |03 100 {10 {00 00 {17 103 |?2|-|T|T T
43 01 104 105170210701 {0008 ]02 03119 108 121?2|TIT|-|T
44 01 ]09 | 00 01 |09 |OO |TIT|-|-|-|T
45 00 | 10 | 00 05 | 15100 05|25 |00 |T{T|-|-|T|T
46 02 )08 | 00 04 | 06 | 00 06 |14 |00 |T|T|-|T|-|T
47 00 | 10 | 00 00 {20 |00 |00 {30 {00 ([T T|-|-|T| T
48 |00 | 10 | 00 00 1000 | T|T|-]-]-]T
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Anexo I

N° FIT|ITIT{T|IC
12 Teste F3 22 Teste F3 3% Teste F3 Teste “bulks” Somatorias | 2] 1]2]3]|Db
P T S P T S P T S p T S P T S

49 00 | 10 | 00 03 |17 10003 |27 ({00 | T|T|-[-1T T
50 00 110 | 00 00 {20 |00 |00 |30 (00 | T} -|T|-|T| T
51 01 |09 | 00 01 |09 |00 | T|-|T|-|-{T
52 01 109 | 00 01 {09 |OO {T|-|T|-|~-1T
53 02 {08 | 00 02 108 |00 | T T|{-|-| T
54 00 | 10 | 00 01 {19 /60 |01 |29 |00 |T|-|T|-|T|T
55 00 | 10 | 00 05 {15100 |05 4§25 |00 |T|-|T|-|T|T
56 01 |07 | 01 06 | 04 | 00 07 111 |OY | Ty T|-|?2|-|T
57 02107 |01 00 | 10 | 00 0211701 |T|T|-|T|-|T
58 00 | 09 | 01 00 {09 |O1 | T|T|-|-|-1T
59 07 102|101 00110 |00 07112 |01 |T|?2|T|-|-|T
60 04 106 |00 00 )09 |01 04 |15 |01 | T|?2yT|-|-|T
61 00 | 10 | 00 00 119 |01 |00 {29 |01 |[T(T{-i-|T| T
62 00 | 09 | 01 00 ({09 {01 |T|-{T|-|-|T
63 00 |} 09 | 01 0009 101 |T|-}{T}-|-|TT
64 00 {09 | 01 00109 101 |T|-|T}|-|-|T
65 00 109 |01 00 09 |01 | T|-1{T}-]-|T
66 00 | 10 | 00 02 116102102126 (02 {T[T|[-{-{T|T
67 01107 |02 04 | 06 | 00 05 13102 |T|T|-|T|-|T
68 02 | 06 | 02 00 | 10 | 00 02116 102 | T|T T -1 T
69 0110702 00 | 10 | 00 01 117102 |T|T|-|TI-|T
70 00 | 08 { 02 00 | 10 | 00 00 [18 |02 | TIT|-|T[-|T
71 00 | 08 | 02|00 | 10 | 00 00 |18 |02 | T|-|T|T|-]|T
72 01 (08 {01 [ 00 [ 09 | O1 o1 |17 |02 |T|-|T|T|-[T
73 00 |08 |02 |00 | 10 | 00 00 [ 18 |02 | T|-|T|T{-|T
74 00 | 10 | 00 01 |17 102 |01 |27 102 |T}{-|T|-|T|T
75 00 | 10 | 00 01 {17102 |01 {27 102 |T|-|T|-|T|T
76 00 | 07 | 03 00 | 10 | 00 00 117 103 | T|T|-|T|-{T
77 00 107 | 03 00 | 10 | 00 00 {17103 |T|T|-|T}-|T
78 00 | 07 | O3 00 | 10 { 00 00 |17 |03 | T|T{-|T T
79 00 (07 | 03 [ 00 [ 10 | 00 00 |17 |03 | T|-|T|T|-|T
80 01 [06 {03 [01 [ 09 § 00 02 115103 |T|-|T|T|-|T
81 00 |06 |04 |00 | 10 | OO 00 |16 |04 [ T| 2?2/ Ty-]-|T
82 00 | 10 | 00 01 (15|04 |01 |25 104 T -|T|-|T4T
83 01 |07 102 (00 |08 02 o115 |04 | T|-|T{T}-]|T
84 01 06 | 03 00 | 08 | 02 o1 |14 |05 | T T|-|T|-|T
85 00 |05 10500 )10 |00 0011505 |T|?2|T|T|-]T
86 01 ] 06 | 03 01 )07 |02 02 |13 105 |T|IT|-|T{-|T
87 01 1 06 | 03 00 | 08 | 02 01 {14 105 |T|T|-}|T|-|T
88 00 {06 |04 | 02 { 07 | O1 02 (13 105 T|-|T|T{-1T
89 01 OS5 |04 |01 |07 102 |04 |06 |00 06 |18 |06 | T|?| T T|-]|T
90 02105103100 (07 (0310270800 04 (20 |06 | T|?2|T|T}|-1T
91 00 |06 |04 |00 | 08 | 02 00114106 |T|-|T|T|~-| T
92 00 [ 07 103 |00 |07 |03 00 (14106 |T|-{T|T]-1T
03 00 104 |06 100 |09 |01 00 {13 |07 | T|?2|T|-{-|T
94 00 10510500 |07 {03 |00 10|00 00 |22 |08 1 T|?2|T|TI-|T
95 02 {04 04 100 |08 [02 {0008 |02 02 |20 |08 | TI?|T|T|-§T
96 01 |04 105|100 (07 103 ]00]09 |01 01 |20 09 | TI?|T|T]-|T
97 06 101 |03 100070300107 |03 06 15109 | T|?2|T|T|-|T
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Anexo II

ANEXO IT

Resultados das hibridizacdes realizadas nas membranas-teste

Resultados das hibridizagdes efetuadas com as membranas-teste. Cr -
numero do cromossomo; N® - nimero de sondas por cromossomo; ¢M - distdncias em
Centimorgans; pb - pares de bases; Sonda - nome da sonda - as sondas indicadas em
negrito indicam as primeiras 112 sondas utilizadas. As demais sondas que ndo estdo em
negrito representam outras 47 sondas utilizadas na verificacdo da ligagdo de determinada
sonda com a tolerdncia ao Al; EcoRl, HindIIl, BamHI e, EcoRV - enzimas utilizadas
para digestdo dos parentais, “bulks” e F1; F2 - as sondas que possuem o sinal “¥ ”, foram
utilizadas nas hibridizagdes com membranas contendo o DNA de individuos da
populagdo F2. As distdncias em cM referem-se a distdncia de uma sonda em relagdo a
anterior. Estas distancias foram baseadas em mapas de ligagdo em milho j& publicados
(Coe, 1994, 1995, 1996). Os resultados do polimorfismo observado foram apresentados
na ordem Parentais/“bulks” utilizando-se a seguinte simbologia: P - polimoérfica; NP -
ndo polimérfica; ? - resultados ndo conclusivos; ‘---¢ - sonda ndo hibridizada; “Smear” -
padrio de bandas muito difuso; P/P. - polimorfismo encontrado nos dois “bulks”;
P/P(BT) - polimorfismo encontrado apenas no “bulk” tolerante; P/P(BS) - polimorfismo

encontrado apenas no “bulk” sensivel.
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Anexo II

cM pb Sonda EcoRI1 Hindlll BamHI EcoRV
Parentais/ | Parentais/ | Parentais/ | Parentais/
“bulks” “bulks” “bulks” “bulks”
1 0.0 158 | TUB1
2 18.7 1220 | UMC157 NP NP NP NP
3 17.8 760 | UMC76 NP NP NP NP
4 233 350 | ASG45
5 28.6 2000 { NPI214 P/P(BS) NP NP NP
6 18.5 650 | UMCe67 ? P/NP NP NP
7 305 500 | ASG62 ? ? P/NP P/NP
8 225 740 | UMC128 NP NP P/P P/P
9 19.6 2500 | BNLS.10 ——- -— -— -
10 178 1090 | UMC107 P/P NP P/NP P/NP
11 238 700 | UMC161 NP P/P P/NP P/NP
12 17.6 900 | CSU33 P/? P/? ? P/P
13 21.1 2250 | BNL6.32 P/NP P/NP P/NP P/NP
1 0.0 2100 | BNLS8.45 P/NP P/NP P/NP P/NP
2 12.2 640 | UMCS3 NP NP NP NP
3 <30.0 1200 | NPI1287 -—- -— -— -—
4 <30.0 590 | UMCé P/? P/? P/? P/?
5 17.0 970 | UMC34 P/NP P/NP P/NP P/NP
6 18.2 810 | UMC131 -— --- -— ---
7 21.0 1050 | UMC255 P/NP P/NP NP P/NP
8 25.5 850 | UMC5 P/P(BT) P/NP P/P(BT) P/NP
9 252 550 | ASG20 NP P/? P/NP P/NP
10 17.3 630 | UMC49 P/NP P/P P/P(BT) P/P(BT)
11 21.1 900 [ CSU109 -— -—- — -
12 10.8 1400 | PHP20581 -—- -—- --- -—-
1 0.0 990 | UMC32 P/NP P/NP NP P/NP
2 19.6 500 | CSU32 - - -—- -
3 263 550 | ASG24 NP NP NP P/NP
4 26.9 2200 | BNL8.35 NP NP NP NP
5 296 1010 | UMC102 P/NP P/? P/? P/
6 23.5 2300 | BNLS.37 --- - - -—-
7 273 2450 | BNL6.16 -— --- - -
8 18.9 850 | UMC17 -—- --- -—- ---
9 1.9 730 | UMC103 NP P/NP NP P/NP
10 23.5 620 | UMC63 ? ? P/NP ?
11 17.1 1100 | CSU25 NP P/P ? P/?
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Cr. | N® cM pb Sonda EcoRI Hindlll BamHI1 EcoRV
Parentais/ | Parentais/ | Parentais/ | Parentais/
“bulks” “bulks” “bulks” “bulks”
[ 4 1 0.0 440 | UMC4 NP NP P/NP P/NP
2 2.2 600 | AGRR115 ——— - - -
3 21.7 1650 | PHP20725 - -— -— -
4 14.1 550 | UMC31 P P P P
5 0.0 900 | UMCS55 -—- - -—- -—
6 14.4 2250 | BNL5.46 -—- - - —
7 6.1 1200 | NPI386 NP P/NP P/NP P/NP
8 12.2 300 | AGRR37 - - -— -
9 <10.0 2000 | BNL12.06 - - --- -
10 <10.0 1300 | BNL15.27 - -— -—- -—
11 <10.0 670 | UMC23 P P NP ?
12 <10.0 640 | UMC42 P NP P P
13 <10.0 740 | UMC47 NP NP NP NP
14 <10.0 1030 | UMC14 P P P P
15 0.0 570 | UMCI156 P/NP P/NP P/NP P/NP
16 <10.0 ? NPI284 — - ——- -
17 <20.0 1020 | UMCe66 P P NP NP
18 4.0 670 | UMCI19 P P P P
19 0.0 740 | UMC104 P/NP P/NP NP NP
20 13.5 1210 | UMC127 - --- -—- -—-
21 <10.0 640 | UMC12 VB VB VB VB
22 <10.0 720 | UMCI133 ? P ? ?
23 4.0 750 { UMCI15 NP NP NP NP
24 9.5 780 | UMCS2 NP NP NP NP
25 <20.0 ? PHP10025 -—- - -— -—-
26 <20.0 1500 | PHP20608 - -— -— -
27 143 2500 | BNL8.23 — -— _—- -—-
28 0.0 810 | UMC111 NP NP NP NP
29 1.0 670 | UMC169 -— -—- --- -—-

5 1 0.0 660 | NPI409 P/NP P/P NP P/NP
2 252 | 1240 | UMC90 NP P/P(BS) P/P(BS) P/P(BT)
3 26.2 850 | UMC27
4 253 | 1000 | CSU36 P/NP P/NP P/NP P/NP
5 12.5 800 | CSU93 P/NP P/NP P/NP P/NP
6 24.5 670 | UMCI126 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
7 21.6 970 | UMC108 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
8 21.5 2500 | BNL5S.24 --- - -— ---

9 20.0 470 | PHP10017 NP NP P/NP P/NP
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Cr. [ N® cM pb Sonda EcoRI Hindlll BamHI EcoRV
Parentais/ | Parentais/ | Parentais/ | Parentais/
“bulks” (13 bulks” ‘6bulks” “bulks”
| 6 1 0.0 800 | CSU71
2 0.0 600 | CSU70 NP P/NP P/P P/P
3 0.0 600 | UMCS85 P/? P/P P/P P/P
4 3.0 710 | NPI235 P/P P/P P/P P/P
5 12.0 600 | CSU% “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
6 16.3 930 | UMC59 P/P(BS) P/P(BS) P/P(BS) P/P(BS)
7 <20.0 640 | UMC39 NP P/P NP NP
8 <20.0 2000 | BNL6.22 P/NP P/P P/P NP
9 <20.0 2300 | BNL6.29 — —— —— -—
10 <20.0 750 | UMCS1 P/NP P/NP NP NP
11 20.0 1200 | NPI393 - - - -—
12 16.5 650 | UMC65 P/NP P/P(BS) P/NP P/NP
13 2.5 1580 | NPI1223 P/NP P/P NP P/NP
14 4.5 630 | UMC113 P/NP P/NP NP P/NP
15 23.1 1050 | UMC21 P/NP P/NP P/NP P/NP
16 28.5 1010 | UMC38 P/NP P/NP NP ?
17 19.1 500 | UMC132 P/NP P/NP P/NP P/NP
18 23.4 550 | ASG7 P/P(BS) P/P P/P(BS) P/P(BS)
[ 7 1 0.0 820 | UMC7
2| <200 500 | ASG8 NP P/P P/P(BT) P/P(BT)
3 15.2 900 | NPI400 - --- --- -—
4 3.5 600 | CSUI13 NP P/P(BT) NP P/P(BT)
5 2.3 1350 | ASG34 NP NP P/P P/P
6 39 1950 | BNL15.40 - -—- --- -—-
7 29 1300 | CSU11 P/NP P/P(BS) P/NP P/NP
8 0.0 700 | CSUS1 P/P(BT) P/P P/P P/P(BT)
9 <10.0 850 | UMC5S P P ? ?
10 0.0 1190 | UMC98 - - — -
11 <10.0 820 | UMC136 -—- --- -—- -—-
12 <10.0 470 | UMC116 P/NP P/NP P/NP P/NP
13 09 400 | ASG49 NP P/NP P/NP P/NP
14 55 1250 | BNL15.21 -— - - -
15 <10.0 1000 | NP1394 P/NP P/NP P/NP P/P
16 <10.0 750 | UMC110 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
17 2.8 1050 | UMC254 P/NP P/NP P/NP P/NP
18 6.7 1030 | UMC125 - - ——- —-
19 0.0 2400 | BNLS.32 -—- -—- - ---
20 0.9 2200 | BNL8.21 ? NP P/P NP
21 0.9 1200 | BNL14.07 P/NP P/NP P/NP P/NP
22 38 810 | UMC137 P/NP NP P/NP P/NP
23 29 2200 | BNLS.39 P/NP ? P/NP NP
24 12.2 700 | UMC245 P/NP P/NP P/NP P/NP
25 <10.0 1400 | NPI113 NP NP NP P/NP
26 <10.0 1800 | BNL16.06 ? P/NP P/NP P/NP
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Cr. | N cM pb Sonda EcoRI Hindlll BamHI EcoRV
Parentais/ | Parentais/ | Parentais/ | Parentais/
“bulks” “bulks” “pulks” “bulks”
[ 7 27 2.8 920 | UMC45 VB VB VB VB
28 <20.0 650 | UMC35 P/NP P/NP NP NP
29 <10.0 1080 | UMC168 NP NP NP NP
8 1 0.0 400 | NPI220 P/P(BS) P/P P/NP P/NP
2 251 2400 | BNL9.11 P/NP P/NP P/NP P/NP
3 21.6 1160 | UMC124 ——— - - -—
4 19.1 2300 | BNL7.08 ? P/NP NP ?
5 0.0 600 | CSU66 P/NP P/NP NP P/NP
6 184 700 | BNL2.369 - -—- - -—
7 5.0 820 | UMC2 P/NP P/NP NP P/NP
8 222 800 | CSU31 P/NP P/P NP NP
9 216 | 670 | NPI268 P/P(BT) P/NP P/P(BT) P/NP
10 18.7 870 | NPI1414 NP NP NP NP
11 228 2000 | NPI107 P/NP NP NP P/NP
l 9 1 0.0 840 | UMC109 P/NP NP P/NP P/NP
2 20.7 1800 | UMC192 --- -—- --- ---
3 26.2 2300 | UMC25 - - - -—
4 17.8 | 2100 | BNL5.04
5 0.9 1070 | UMC114 P/P P/NP NP NP
6 19.1 680 | UMC95 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
7 24.1 500 | CSUs61 P/P P/NP NP ?
8 17.0 2300 | BNL5.09 NP P/P P/P NP
9 <20.0 1000 | CSU12 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
10 <20.0 580 | UMC94 NP P/NP P/NP P/NP
11 <20.0 1100 | CSUSO P/NP P/NP P/NP P/NP
| 10 1 0.0 710 | UMC152
2 3.0 1600 | PHP20626 ? ? NP P/NP
3 14.8 1400 | PHP20075 -—- -—- -—- -
4 0.0 2200 | BNL3.04 NP NP NP NP
5 21.0 970 | NPI285 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
6 31.0 640 | UMC130 P/P NP P/P P/P
7 17.6 710 | UMC64 P/NP p/P P/NP P/NP
8 5.0 1500 | CSU46 P/NP P/NP NP P/NP
9 9.0 500 | CSU86 P/P ? P/P P/P
10 242 410 | UMC163 P/NP P/NP NP NP
11 10 1000 | NPI303 P/NP P/NP P/NP P/NP
12 193 800 | UMC44 “Smear” “Smear” “Smear” “Smear”
13 246 | 2100 | BNL7.49
14 83 1100 | NPI232 P/P P/P NP P/P
15 6.0 2000 | CSU6 NP P/NP NP P/NP
16 7.9 1000 | CSU48 NP NP NP P/P(BS)
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ANEXO III

Cilculos do teste de * para a verificacdo da segregacio dos alelos

Apés hibridizagdo das sondas com membranas contendo DNA dos
individuos da populagdo F2. As sondas cujos nomes estdo em negrito correspondem
aquelas selecionadas entre as 112 primeiras. As sondas que nfo estio em negrito,
correspondem aquelas selecionadas entre as outras 47 sondas dos cromossomos 4, 6, 7 €
10, utilizadas na andlise de ligagcdo com a tolerincia ao Al. Foram indicados na coluna
Valores observados, o nimero de individuos: homozigotos para o alelo “a” (letra A),
homozigotos para o alelo “b” (letra B) e os heterozigotos, contendo ambos os alelos “a” e
“b” (letra H). Os valores na p_roporgio de 1:2:1, esperados na segregacdo de um carater
monogénico codominante, entre os 56 individuos da populacdo F2 utilizados na
confec¢do das membranas eram: 14 homozigotos para o alelo “a”, 14 homozigotos para o
alelo “b” e 28 heterozigotos. Os valores observados e esperados foram utilizados no
célculo “(0O-E)*/E”, onde O = observados e E = esperados. Os resultados obtidos para os
individuos homozigotos e heterozigotos foram somados, resultando no valor do xz.
Adotou-se um nivel de significancia de 5%, e para 2 graus de liberdade o valor da
probabilidade € 5,991. As sondas cujos resultados indicaram desvios significativos no

teste de % estdo indicadas em vermelho.
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Valores observados (O-E)’/E 2
N¢[Cr| Sonda A | B H A | B | H [30EYE
1] 1 [cCsu33 7 13 34 | 3500] 0,071] 1,286] 4,857436
2| 1 [umMC128 9 16 31 1,786| 0.286] 0,321] 2,392857
3] 2 [umce9 15 | 17 24 0,071| 0,643 0571| 1285714|
| 4| 3 [Csu2s 9 | 18 29 1,786| 1,142 0,036 2964857 |
5] 4 TuMC14 17 10 29 | 0643] 1,143] 0,036] 1,821429
6| 4 |[UMC19 15 14 27 | 0,071 0] 0,036] 0,107143
714 {uMC23 1 11 11 34 | 0643 0643] 1,286 2571429
8| 4 [uMC23 2 14 9 33 0] 1,786] 0,893 2,678571
9| 4 [UMC31 13 13 30 | 0,071 0,071] 0,143] 0285714
10{ 4 {UMC66 12 9 35 | 0286] 1,786 1,75| 3,821429
11] 4 |UMC133 18 13 25 1,143| 0,071] 0,321] 1535714
[12] 5 [ UMCY0 18 | 16 22 1,143] 0286] 1286] 2,714286|
13| 6 |ASG7 13 9 34 | 0071 1,786 1.286] 3,142857
14| 6 |BNL6.22 26 10 20 10,29 1,143| 2,286| 13,71429
15| 6 [CSU70 14 15 26 | 0,005| 0,114] 0,082 0,2
16| 6 [NPI223 15 13 28 | 0,071] 0,071 0] 0,142857
17| 6 |NPI235 12 14 30 [ 0,286 0] 0,143 0,428571
18| 6 [UMC39 13 12 31 0,071 0.286] 0,321] 0,678571
19] 6 [UMC59 11 13 32 | 0643 0071 0,571] 1285714
201 6 |UMCS5 13 12 31 0,071 0,286 0,321 0,678571
21| 7 |ASGS 11 15 30 | 0643 0,071 0,143] 0,857143
22| 7 | CSu81 22 10 24 | 4571 1,143] 0,571| 6285714
231 7 |UMC5b_1 17 10 29 | 0643 1,143] 0,036] 1821429
24| 7 |UMC5b_2 21 13 22 35 0,071 1,286] 4,857143
25| 8 [NPI220 4 13 35 | 7,042 0,071 1,750| 8963421
26| 8 |NPI268 12 11 33 | 0286 0643] 0,893] 1,821429
127] 9 |BNL5.09 14 | 14 | 28 0] 0] 0] 0
281 10 | CSU86 14 12 30 0] 0,286] 0,143] 0,428571
29 10 [ NPI232 14 11 31 0] 0,643] 0321 0,964286
30| 10 | PHP20626 20 13 21 3,13] 0,019] 1,333] 4,481481
31 10 |UMCé64 15 11 30 | 0071 0643] 0,143] 0,857143
32110 [UMC130 15 11 30 [ 0,071 0643 0,143 0,857143
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ANEXO IV

Listagens dos arquivos de entrada de dados para o programa MAPMAKER

No arquivo MMDATALI1 estdo listados os dados genotipicos das primeiras
20 sondas selecionadas para a andlise de ligagdo entre estes locos e a tolerancia ao Al. O
arquivo MMDATA?2 contém os dados genotipicos das 9 sondas selecionadas para a
confirmagdo da ligagdo das sondas UMCSS localizada no cromossomo 6, e UMC130
localizada no cromossomo 10, com a tolerincia ao Al.

A primeira linha dos arquivos (DATA TYPE F2 INTERCROSS) fornece
o tipo de populacdo estudada: neste caso, uma populacdo F2. Na segunda linha sdo
indicados trés valores: o numero de progénies utilizadas (56), o nimero de locos
genéticos estudados (21 no arquivo MMDATAI1 e 12 no arquivo MMDATA2) ¢ o
numero de caracteristicas quantitativas ( "0" ) presentes no conjunto de dados fornecido.
Em seguida, s@o indicados o nome do arquivo e a sequéncia das 56 progénies divididas de
cinco em cinco individuos, para facilitar a leitura e corre¢do dos dados. Na sequéncia,
foram indicados os dados genotipicos dos locos estudados.

O primeiro loco indicado (loco-Al) refere-se a caracteristica de
tolerdncia/sensibilidade de cada individuo F2. Os locos restantes, representando os
marcadores, s@o seguidos por um traco € por um numero que representa 0 Cromossomo
onde ele foi mapeado. Assim “*ASG7-06, indica os resultados com a sonda ASG7,
localizada no cromossomo 6. O “*” precedendo cada nome € uma indicagido para o

MAPMAKER considerar aquela linha, como uma linha de dados.
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DATA TYPE F2 INTERCROSS

56 21 0
# MMDATAL.TXT
# 00000 00001 11111 11112 22222 22223 33333 33334 44444 44445 55555 5
# 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 6
*loco-Al BHAAA AAHAR BBBBH HHHHB HBBBH HHHHH HHHHH BBBHH AAAAA AHHAA HHHHH H
*ASG7-06 HABHA HAAHA HHHAH AAAHB BBBBH HBHAH HHHHH HHHHH ABHAH HHHHA HBHHH H
*ASG8-07 HBAHB AHHBH HHHHA HBABH HHBBB HHHHH BHHHA BHHHB BHAHA HABAH HABAB H
*BNL509-09 BBHBA HHABH HHAAH HBHAH HBBHH BHAAA BAAHH BHHHB HHHHA HAHAH HBBBA H
*CSU25-03 BBHBH BHHHA AABBH BHHBB ABBHA HHHHH ABHHH HBHBH HHAAB HHBBH HBAHH H
*CSU33-01 HHBHB HHHHH HBHHA HBBHH BHABA ABBHH HHHHH BAH-- HAHAH BHHBB HHHHH H
*NPI268-08 HHBHA AAHHA HHBHB HHHBH HBHHA BHHBH ABHBA HHAHB HHHHH HAHAA BHHHH A
*UMC128-01 BAAHB HHHBH HBBHH AHHHH HHBBA HBBHB HHBHH HBHHH HAHAH HABAH BABHH B
*UMC130-10 BAAAA AAHAB BBHHA HHHHH HHBHH AHHHH BHHHH BHBBB HAHAH AHHAA HHABH H
*UMC133-04 BHHHB AHBAH AHAAR HBAHA HHBHA AAHHA HABHA HAHHB HHAAH BBAHB HAHBH B
*UMC14-04 BAHAH AHAAH AHBHA HHHBH HBHAH BABHH BHHHH AAAHA HBBHH AHHAB HHAHA H
*UMC19-04 BHHAB AHAAH AHAAB ABAHH BHBHH HAHBA HABHB HAHHB HHAAH BBHHB HHHBH H
*UMC231-04 HAAHB HHHBH HBBHH AAHBH HHBHA HBHHB HHBHH HHHHA BAHHH HAHAH BAHHH A
*UMC232-04 HHBHH HAHAH HBAHA ABAHH BHHHB HAAHH HABAA HHAHA HHHHH BBHHB HHHHH A
*UMC31-04 HHBHH HHHAA HHAHA ABHHH BAHHB BHBHH HAHAH BBAHA HBAHA BBHBB HHHHH A
*UMC49-02 HAAAA AAAHH HBBBH BHBBA BHHHA BAAAH BAHHH HBHHH BBHBH BHBAB HHBHA H
*UMC5b1-07 BAHAH AHAAH AHBHA HHHBH HBAHH BABHH BHHHH AAAHA HBBHH AHHAB HHAAH H
*UMC5b2-07 HHAHB AABBH AAAHH HBABH AABHH HHHAA ABHHA BBBAA HBAHA HAAHH HHABA B
*UMC66-04 HHHHA AAHHA HHBHB HHHBH HBHHA BHHBH ABHBA HHAHH HHHHH HAHAA BHHHH A
*UMC85-06 HHAAA AAHHB BBBBB AHHHB HHBBE HHHHH HHHHH HBBAA AHAHA HHHHH AHHAH H
*UMC90-05 HAHHA BAHHH ABAAA HBBHA BABBA HHBAA AAHHH BRHAH HBABA HAHBH HBBHB H
DATA TYPE F2 INTERCROSS
56 12 0
# MMDATAZ.TXT
# 00000 00001 11111 11112 22222 22223 33333 33334 44444 44445 55555 5
# 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 67890 12345 6
*1oco-Al BHAAA AAHAB BBBBH HHHHB HBBBH HHHHH HHHHH BBBHH AAAAA AHHAA HHHHH H
*CSU70-06 H-AAA AAHHB BBBBB AHHHB BBRBBB HHHHH HHHHH BBBAA AHAHA HAHHH AHHAH H
*NPI223-06 BHAAB AHHBB ABBBH HABHB HHHHA HHBHB HBAHH HABHH HHAHA HAAHH AHHAA H
*NPI235-06 BHAAH AAHHE BBBBB AHHHB HHBBB HHHHH BHHHH HBBAA AHAHA HHHHH AHHAH H
*UMC39-06 HHAAA AAHHB BBBBB AHHHBE HHBBB HHHHH HHHHH HBBAA AHAHA HHHHH AHHAH H
*UMC59-06 BHAAH AHHHB BBBBB HHHHB HHBHH HHHHB BHHHH HBBAA AHAHA HAHHH AHHAH H
*UMC85-06 HHAAA AAHHB BBBBB AHHHB HHBBB HHHHH HHHHH HBBAA AHAHA HHHEH AHHAH H
*CSU86-10 BAHAA AAHAB BBHHH HBHAH HHBHH AHHBH BHAHH BHBHB HAHAH AHHAA HHHHB H
*NPI232-10 BAHHA AAHAB BBHHH HBAAH HHBHH AHHBH BHAHH BHBHB HAHAH AHHAA HHHHH H
*PHP20626-10 HAAAA AAHBH HHHAA BABHA HHBHH AHHAB BAHHB BHABB BAAAA AHH-H -~AHBH B
*UMC64-10 BAHAA AAAAB BBHHA HHHAH HHHBH AHHBH BHHHH BHBHB HAHAH AHHAA HHHHB H
BAAAA AAHAB BBHHA HHHHH HHBHH AHHHH BHHHH BHBBB HAHAH AHHAA HHABH H

*UMC130-10
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ANEXO V

Listagem da secao de analise do arquivo MMDATALI1 pelo programa MAPMAKER

A se¢@o comentada neste anexo, refere-se as andlises do arquivo de dados
MMDATAI, que resultou no primeiro grupo de ligacdo envolvendo a
tolerncia/sensibilidade ao Al.

Os caracteres em negrito no estilo Courier representam o que ocorre na
tela do computador durante a andlise. Os caracteres em ifdlico indicam os comentérios e

explicagdes sobre cada comando.

hkhhkhkhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhkhhhhkhhhhhhhkihh

* Output from: Fri Feb 07 09:53:19 1997 *
* *
* ’ MAPMAKER/EXP *
* (version 3.0b) *
* *

P Y Y Yy Yy Y Y Y Y YT

1> PHOTO RELATMM1
'photo' is on: file is 'RELATMM1.OUT'

{O comando PHOTO é usado para salvar uma cépia de uma se¢do no MAPMAKER
(todas as entradas e saidas) em um arquivo texto. No comando acima, todos os
comandos utilizados e os resultados por eles produzidos, serdo arquivados em um
arquivo chamado RELATMM . A extensdo default para este arquivo é .OUT)

2> PREPARE DATA MMDATAl.TXT
preparing data from file 'MMDATAl.TXT'... ok

F2 intercross data (56 individuals, 21 loci)... ok
unable to run file 'MMDATAl.PRE'... skipping initialization
saving genotype data in file "'MMDATAl.DAT'... ok
saving map data in file 'MMDATA1.MAP'... ok

{O comando PREPARE DATA carrega os dados para a andlise no MAPMAKER. Este
comando também cria outros arquivos a partir do arquivo de dados, para facilitar sua
entrada para outros tipos de andlises utilizando o MAPMAKER/QTL por exemplo}

3> CENTIMORGAN FUNCTION HALDANE
centimorgan function: Haldane
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{O pardmetro CENTIMORGAN FUNCTION seleciona a fungcdo de mapeamento que o
MAPMAKER ird utilizar para mostrar as distancias no mapa. As duas fungoes mais
utilizadas estdo disponiveis: as funcoes de HALDANE e de KOSAMBI. A fungdo
HALDANE ¢ selecionada por default}

4> UNITS cM
the 'units' are now set to (Haldane) centimorgans.

{O pardmetro UNITS é utilizado para dizer ao MAPMAKER que tipo de unidade serd
usada no momento de mostrar as distdncias no mapa. Duas opgdes estdo disponiveis:
porcentagem de recombinagdo (0.00 até 0.50) e distancia em Centimorgans (0.50 até
999.0). Distdncia em Centimorgans é a unidade selecionada por default}

5> SEQUENCE ALL
sequence #1l= ALL

{O comando SEQUENCE seleciona quais marcadores e em que ordem eles serdo
analisados pelos proximos comandos do MAPMAKER. No caso da op¢do ALL, todos os
marcadores contidos no arquivo de entrada serdo analisados na ordem em que foram
colocados neste arquivo}

6> DEFAULT LINKAGE CRITERIA 3.0 40.0
default LOD score threshold is 3.00
default centimorgan distance threshold is 40.00

{O comando DEFAULT LINKAGE CRITERIA indica ao programa, o valor minimo do
escore LOD e o valor mdximo da distdncia entre os marcadores, que serdo utilizados
como pardmetros na andlise de ligacdo de dois pontos. No comando acima, o limite
minimo para o escore LOD foi ajustado para 3.0 e a distdncia mdxima entre os
marcadores em 40.0 cM}

7> TWO POINT
two-point data are available.

{O comando TWO POINT instrue o MAPMAKER a calcular as distéancias e os escores
LOD para todas as combinagées de pares de marcadores possiveis na sequéncia
especificada. Esta informagdo é armazenada e pode ser acessada por outros comandos

como “GROUP”, “LOD TABLE”, “BIG LODS”, e outros}

8> GROUP
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0

groupl= 1 9 20

group2= 7 19

group3= 8 13

groupdé= 10 12

group5= 11 17
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groupé= 14 15

unlinked= 2 3 4 5 6 16 18 21

{O comando GROUP exibe os possiveis grupos de ligacdo formados pela andlise de dois
pontos, a partir da sequéncia de marcadores indicada. Todo par de marcadores com uma
distdncia menor ou igual a distdncia mdxima especificada e um escore LOD maior do
que o estipulado, serd considerado ligado. No momento da formagcdo dos grupos de
ligacdo se o marcador A estd ligado a B, e B estd ligado a C, entdo A, B e C serdo
incluidos no mesmo grupo}

9> PRINT NAMES ON
‘print names' is on.

{A opgcdo PRINT NAMES quando ligada, instrue o MAPMAKER a mostrar os nomes

dos locos ao invés de seus niimeros. Estes niumeros correspondem a sequéncia dos
marcadores no arquivo de entrada}

10> GROUP
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0

groupl= loco_Al UMC130_10 UMC85_06

group2= NPI268_08 UMC66_04

group3= UMC128_01 UMC231_04

groupd= UMC133_04 UMC19_ 04

group5= UMC1l4_04 UMC5bl_07

group6= UMC232_04 UMC31_04

unlinked= ASG7_06 ASG8_07 BNL509_09 CSU25_03 CSU33_01 UMC49_02 UMC5b2_07
UMC90_05

11> SEQUENCE GROUP1
sequence #2= GROUP1

12> LOD TABLE
Bottom number is LOD score, top number is centimorgan distance:

loco_Al
UMC130_10

UMC130_10 20.2
7.00

UMC85_06 18.7 62.4
7.43 0.81

{O comando LOD TABLE mostra uma tabela com as distancias entre os marcadores e
os escores LOD para todas as possiveis combinagoes de marcadores listados na
sequéncia indicada. Pela tabela mostrada acima, podemos constatar a ligagdo entre os
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dois marcadores e o cardter de tolerdncia ao Al pelas distancias em cM. Podemos
constatar também, que estes dois marcadores ndo estdo ligados entre si, indicando a
possibilidade de dois locos distintos estarem envolvidos com a tolerdncia/sensibilidade
ao Al: um no cromossomo 6 e outro no cromossomo 10}

13> QUIT
save data before quitting? [yes] NO

.. .goodbye...
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ANEXO VI

Listagem da secdo de andlise do arquivo MMDATAZ2 pelo programa MAPMAKER

A anélise dos dados iniciais contidos no arquivo MMDATA1 (ANEXO I),
indicaram as primeiras sondas ligadas ao caréter de tolerincia ao Al. Estes dados iniciais
foram verificados e melhor analisados nesta segunda secdo de andlises, envolvendo o
arquivo MMDATA?2.

Os caracteres em negrito no estilo Courier representam o que ocorre na
tela do computador durante a andlise. Os caracteres em ifdlico indicam os comentérios e

explicagdes sobre cada comando.

khhkhkhhhhkhhkhkhhhhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhhkhhkhkhhhhhhhhhkhkhhkhkhhkhhhhkkhkhkhkhkkhkhkhhkhhhhkhkhk

* Output from: Fri Feb 07 09:56:34 1997 *
* *
* MAPMAKER/EXP *
* (version 3.0b) *
* *

hkhkhhkhhhkkhdhhkhdhhkhdhhhkhhhkhhhkhhhkhkhhkhhhhhhkhhhhhhkhhkhkhkkkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhk

'photo' is on: file is 'RELATMM2.0OUT'

2> PREPARE DATA MMDATA2.TXT
preparing data from file 'MMDATA2.TXT'... ok
F2 intercross data (56 individuals, 12 loci)... ok
map data in file 'MMDATA2.MAP' is old... not loading
unable to run file 'MMDATA2.PRE'... skipping initialization
saving genotype data in file 'MMDATA2.DAT'... ok
saving map data in file 'MMDATA2.MAP'... ok

3> CENTIMORGAN FUNCTION HALDANE
centimorgan function: Haldane

4> UNITS cM
the 'units' are now set to (Haldane) centimorgans.

5> SEQUENCE ALL
sequence #l= ALL
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6> TRANSLATE

1 loco_Al 2 CSU70_06 3 NPI223_06 4 NPI235_06 5 UMC39_06

6 UMC59_06 7 UMC85_06 8 CSU86_10 9 NPI232_10 10 PHP20626_10
11 UMCé64_10 12 UMC130_10

{O comando TRANSLATE mostra os nomes e os nimeros de todos os marcadores que
fazem parte da sequéncia que estd sendo utilizada}

7> DEFAULT LINKAGE CRITERIA 3.0 40.0
default LOD score threshold is 3.00
default centimorgan distance threshold is 40.00

8> TWO POINT
two-point data are available.

9> GROUP
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0

groupl= 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12

10> DELETE 1
sequence #2= 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

{O comando DELETE remove um ou mais marcadores da sequéncia em uso. No
comando acima, o marcador numero 1 (correspondendo ao “loco-AL”) foi removido}

11> GROUP
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0

groupl= 2 3 4 5 6 7

group2= 8 9 10 11 12

{Com a remogdo do “loco-Al”, o comando GROUP exibe agora dois grupos de ligacdo:
o primeiro formado pelas sondas do cromossomo 6 e o segundo pelas sondas do
cromossomo 10 (isto fica mais claro apés o comando PRINT NAMES, logo abaixo).
Este resultado confirma a suspeita de dois locos envolvidos com a tolerdnica ao Al, pois
apenas o loco “loco-Al” era responsdvel pela unido entre estes dois grupos}

12> PRINT NAMES ON
'print names' is on.

13> GROUP
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0

groupl= CSU70_06 NPI223_06 NPI235_06 UMC39_06 UMC59_06 UMC85_06

group2= CSU86_10 NPI232_10 PHP20626_10 UMC64_10 UMC1l30_10

14> SEQUENCE 1 2 3 4 5 6 7
sequence #3= 1 2 3 4 5 6 7
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{No comando acima, uma nova sequéncia foi selecionada, com todos os marcadores do
cromossomo 6 mais o “loco-Al”. O comando TRANSLATE, logo abaixo, indica isto

mais claramente}
15> TRANSLATE
1 loco_Al
6 UMC59_06

2 CSU70_06
7 UMC85_06

3 NPI223_06 4 NPI235_0 5 UMC39_06

16> LOD TABLE

Bottom number is LOD score, top number is centimorgan distance:

loco_Aal NPI223_06 UMC39_06
Csu70_06 NPI235_06 UMC59_06
CsU70_06 18.8
7.84
NPI223_06 57.2 49.4
1.19 1.77
NPI235_06 20.2 7.1 39.9
7.00 14.62 2.52
UMC39_06 18.7 3.9 44.3 2.8
7.43 17.84 1.88 18.99
UMC59_06 23.7 11.9 25.9 5.9 9.2
5.67 10.79 4.78 15.17 12.08
UMC85_06 18.7 3.9 44.3 2.8 0.0 9.2
7.43 17.84 1.88 18.99 24.38 12.08

{O comando LOD TABLE mostra uma tabela com as distdncias entre os marcadores e
os escores LOD para todas as possiveis combinacbes de marcadores listados na
sequéncia indicada. Pela tabela acima podemos verificar que mais quatro marcadores
estdo ligados ao “loco-Al” além do marcador UMCS8S5. Este resultado confirma a
presenga no cromossomo 6 de um loco envolvido com a tolerdncia/sensibilidade ao Al.
Uma outra forma de visualizar estas ligagdes entre os marcadores é através do comando

BIG LODS}

17> BIG LODS
Linked Marker Pairs at min LOD 3.00, max Distance 40.0

Marker-1 Marker-2 Theta LOD cM
loco_Al CcsU70_06 0.16 7.84 18.85
loco_al NPI235_06 0.17 7.00 20.19
loco_al UMC39_06 0.16 7.43 18.67
loco_Al UMC59_06 0.19 5.67 23.73
loco_Al UMC85_06 0.16 7.43 18.67
CSU70_06 NPI235_06 0.07 14.62 7.05
CSU70_06 UMC39_06 0.04 17.84 3.85
CcSU70_06 UMC59_06 0.11 10.79 11.88
CSU70_06 UMC85_06 0.04 17.84 3.85
NPI223_06 UMC59_06 0.20 4.78 25.93
NPI235_06 UMC39_06 0.03 18.99 2.80
NPI235_06 UMC59_06 0.06 15.17 5.86
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NPI235_06 UMC85_06 0.03 18.99 2.80
UMC39_06 UMCS59_06 0.08 12.08 9.25
UMC39_06 UMC85_06 0.00 24.38 0.00
UMC59_06 UMC85_06 0.08 12.08 9.25

{O comando BIG LODS mostra a distdncia em cM e o escore LOD para todos os pares
de marcadores ligados, isto é, que possuam um escore LOD maior ou igual ao minimo
especificado, além de uma distancia menor ou igual a mdxima distdncia especificada)

18> TRIPLE LINKAGE CRITERIA 3.0 40.0 3

triplet LOD score threshold is 3.00

triplet centimorgan distance threshold is 40.00
number of linkages required is 3

{O comando TRIPLE LINKAGE CRITERIA especifica os pardmetros que serdo
utilizados pelo MAPMAKER para determinar os conjuntos de trés marcadores mais
estreitamente ligados um ao outro através da andlise de trés pontos. Trés valores sdo
especificados: o escore LOD minimo, a distdncia mdxima e o nimero de ligacoes.
Quando este ultimo pardmetro é ajustado para “3”, cada loco precisa estar ligado com
os outros dois marcadores restantes para formar um “tripleto” }

19> THREE POINT
Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0
Triplet criteria: LOD 3.00, Max-Dist 40.0, #Linkages 3

'triple error detection’
counting...20 linked triplets in 1 linkage group

is off.

log-likelihood differences

count markers a-b-¢ b-a-¢ a-c-b
1: loco_Al CSU70_06 NPI235_0 0.00 -7.75 -0.97
2: loco_Al CSU70_06 UMC39_06 0.00 -10.56 -0.55
3: loco_Al CSU70_06 UMC59_06 0.00 -5.23 -2.28
4: loco_Al CSU70_06 UMC85_06 0.00 -10.56 -0.55
5: loco_Al NPI235_0 UMC39_ 06 -0.43 -11.99 0.00
6: loco_Al NPI235_0 UMC59_06 0.00 -9.50 -1.33
7: loco_Al NPI235_0 UMC85_06 -0.43 -11.99 0.00
8: loco_Al UMC39_06 UMC59_06 0.00 -6.41 -1.76
9: loco_Al UMC39_06 UMC85_06 0.00 -16.93 0.00

10: loco_Al UMC59_06 UMCS85_06 -1.76 -6.41 0.00
11: CSU70_06 NPI235_0 UMC39_06 -3.22 -4.15 0.00
12: CSU70_06 NPI235_0 UMC59_06 0.00 -4.21 -3.83
13: CSU70_06 NPI235_0 UMC85_06 -3.22 =-4.15 0.00
14: CSU70_06 UMC39_06 UMC59_06 0.00 -1.10 =-7.05
15: CSU70_06 UMC39_06 UMCS85_06 0.00 -6.28 0.00
16: CSU70_06 UMC59_06 UMC85_06 -7.05 -1.10 0.00
17: NPI235_0 UMC39_06 UMC59_06 -3.09 0.00 -6.91
18: NPI235_0 UMC39_06 UMC85_06 0.00 -5.37 0.00
19: NPI235_0 UMC59_06 UMCS85_ 06 -6.91 0.00 -3.09
20: UMC39_06 UMC59_06 UMC85_06 -12.28 0.00 0.00

{O comando THREE POINT calcula todas as probabilidades de ligacdo entre os
marcadores pela andlise de trés pontos, utilizando os critérios estabelecidos pelo
comando TRIPLE LINKAGE CRITERIA. A listagem fornecida com as probabilidades
de ligagdo entre os “tripletos”, podem fornecer mais informagées sobre a ordem correta
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dos marcadores no mapa. No entanto, a andlise multiponto é a ferramenta mais
poderosa e simples de ser utilizada para estabeler a ordem mais provdvel dos
marcadores, quando estamos trabalhando com poucos locos}

20> SEQUENCE { 1 2 3 4 5 6 7 }
sequence #4= { 1 2 3 4 5 6 7 }
{Especificando a sequéncia de marcadores entre chaves (“{“ e “}”), indicamos ao
MAPMAKER que considere qualquer mudanga na ordem dos marcadores colocados
entre as chaves. Assim o programa poderd calcular a probabilidade de ligagdo com

todas as ordens possiveis dentro do nimero de marcadores especificados na sequéncia
indicada}

21> COMPARE 10
Best 10 orders (2464 excluded by three-point analysis):

1: NPI223_0 UMCS59_06 NPI235_0 UMC85_06 UMC39_06 CSU70_06 loco_Al Like: 0.00
2: NPI223_0 UMCS59_06 NPI235_0 UMC39_06 UMC85_06 CSU70_06 loco_Al Like: 0.00
3: UMC59_06 NPI235_0 UMC85_06 UMC39_06 CSU70_06 loco_Al NPI223_0 Like: -3.58
4: UMC59_06 NPI235_0 UMC39_06 UMC85_06 CSU70_06 loco_Al NPI223_0 Like: -3.58
5: loco_Al UMC59_06 NPI235_0 UMC85_06 UMC39_06 CSU70_06 NPI223_0 Like: -5.27
6: loco_Al UMC59_06 NPI235_0 UMC39_06 UMC85_06 CSU70_06 NPI223_0 Like: -5.27
7: NPI223_0 loco_Al UMC59_06 NPI235_0 UMC85_06 UMC39_06 CSU70_06 Like: -5.90
8: NPI223_0 loco_Al UMCS59_06 NPI235_0 UMC39_06 UMC85_06 CSU70_06 Like: -5.90
9: NPI223_0 UMC59_06 UMC85_06 UMC39_06 NPI235_ 0 CSU70_06 loco_Al Like: -6.32
10:NPI223_0 UMC59_06 UMC39_06 UMC85_06 NPI235_0 CSU70_06 loco_Al Like: -6.32

orderl is set

{O comando COMPARE calcula e compara a probabilidade entre todas as possiveis
ordens de marcadores especificadas em uma determinada sequéncia. O niimero 10 que
vém depois do comando, apenas especifica o limite de sequéncias a serem mostradas na
tela no final da execugdo do camando. Resumidamente, o processo comega com a
criagdo de uma sequéncia inicial. A probabilidade desta sequéncia vai sendo comparada
com a probabilidade de outras sequéncias, que vdo sendo estabelecidas a partir da
mudanga no posicionamento de cada marcador em relagdo aos demais. No final, o
comando indica a melhor ordem possivel em relagdo aos marcadores fornecidos. Obs.: a
execugdo anterior do comando THREE POINT, embora ndo seja necessdria, torna mais
selectiva a escolha das sequéncias pelo comando COMPARE, pois este utiliza-se dos
cdlculos efetuados durante a andlise de trés pontos, para suas comparagdes}

22> SEQUENCE ORDERI1
sequence #5= ORDER1

23> MAP
-+t 1 1 11 i1t 1+ 1ttt 11 i1 i1t i1 131 11 111+t i1+ttt 1+ 11+ 1+ 11+ttt 1+t 11t 1ti
Map:
Markers Distance
3 NPI223_06 25.9 ¢cM
6 UMC59_06 5.9 cM
4 NPI235_06 2.8 cM
7 UMC85_06 0.0 cM
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5 UMC39_06 3.8 cM
2 CsU70_06 18.5 cM
1 loco_ Al = -—------—-—--

56.8 cM 7 markers log-likelihood= -83.97

{O comando MAP calcula e exibe o mapa da ordem mais provdvel, entre os marcadores
presentes na sequéncia indicada}

24> SEQUENCE 1 8 9 10 11 12
sequence #6= 1 8 9 10 11 12

{Finalizada a andlise com o grupo de ligacdo do cromossomo 6, vamos analisar agora
os marcadores do grupo de ligacdo do cromossomo 10}

25> TRANSLATE
1 loco_Al 8 CSU86_10 9 NPI232_10 10 PHP20626_10 11 UMC64_10
12 UMC130_10

26> LOD TABLE
Bottom number is LOD score, top number is centimorgan distance:

loco_Al NPI232_10 UMC64_10
CSuU86_10 PHP20626_10
CcCsuU8é6_10 23.5
5.95
NPIi32_10 25.4 2.8
5.33 18.99

PHP20626_10 74.6 60.4 68.7
0.70 1.23 0.80

UMC64_10 23.5 5.9 9.2 58.3
5.95 15.47 12.38 1.42

UMC130_10 20.2 10.4 11.7 34.7 10.4
7.00 11.66 10.71 3.74 11.66

27> DELETE 10
sequence #7= 1 8 9 11 12

{Analisando a tabela com os valores dos escores LOD e das distdncias em cM, notamos
que o marcador PHP20626 estd ligado apenas ao marcador UMC130, e mesmo assim a
34.7 cM. Assim para agilizar os calculos, decidimos elimind-lo da sequéncia}

28> THREE POINT

Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 40.0
Triplet criteria: LOD 3.00, Max-Dist 40.0, #Linkages 3
'triple error detection' is off.

counting...1l0 linked triplets in 1 linkage group

log-likelihood differences
count markers a-b-¢ b-a-¢ a-c-b
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1: loco_Al CSU86_10 NPI232_10 0.00 -13.67 -0.62
2: loco_Al CSuU86_10 UMC64_10 0.00 -9.52 0.00
3: loco_Al csu86_10 UMC130_10 -1.05 =5.72 0.00
4: loco_Al NPI232 10 UMC64_10 -0.62 -7.05 0.00
: loco_Al NPI232_10 UMC130_10 -1.67 -5.38 0.00
6: loco_Al UMC64_10 UMC130_10 -1.05 <=5.72 0.00
7: CSU86_10 NPI232 10 UMC64_10 -3.09 0.00 -6.62
: CSU86_10 NPI232_ 10 UMC130_10 -0.96 0.00 -8.29
: CSU86_10 UMC64_10 UMC130_10 0.00 0.00 -3.80
10: NPI232_10 UMC64_10 UMC130_10 0.00 -0.96 -1.67
29> SEQUENCE { 1 9 11 12
sequence #8= { 1 9 11 12
30> COMPARE 10
Best 10 orders (48 excluded by three-point analysis):
1: NPI232_10 CSU86_10 UMC64_10 UMC1l30_10 loco_Al Like: 0.00
2: . UMC64_10 CsSU86_10 NPI232_10 UMC130_10 loco_Aal Like: -0.96
3: loco_Al NPI232_10 CSU86_10 UMC64_10 UMC1l30_10 Like: -1.67
4: loco_Al UMC64_10 CSU86_10 NPI232_ 10 UMC130_10 Like: -2.01
5: UMC64_10 NPI232_10 CSU86_10 UMC130_10 loco_Al Like: -3.09
6: CsSuU86_10 NPI232_10 UMC64_10 UMC130_10 loco_Al Like: -3.09
7: loco_Al UMC64_10 NPI232_10 CSU86_10 UMC130_10 Like: -4.14
8: loco_Al CSU86_10 NPI232_10 UMC64_10 UMC130_10 Like: -4.14
9: loco_Al UMC64_10 UMC130_10 CSU86_10 NPI232_ 10 Like: -4.85
10: UMC64_10 UMC130_10 CSU86_10 NPI232_10 loco_Al Like: -5.47
orderl is set
31> SEQUENCE ORDER1
seguence #9= ORDER1
32> MAP
Map:
Markers Distance
9 NPI232_10 2.8 cM
8 CSU86_10 5.9 cM
11 UMC64_10 10.4 cM
12 UMC130_10 20.1 cM
1 loco Al = —----—-e---
39.2 cM 5 markers log-likelihood= -70.30
33> QUIT

save data before gquitting? [ves] NO

. . .goodbye...
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