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Apresentacao

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivado em diversas regides
do mundo. Os Estados Unidos respondem por quase 50% da producao mundial.
Outros grandes produtores sdo a China, a India, o Brasil, a Franga, a Indonésia e
a Africa do Sul. A producdo mundial foi de 693 milhdes de toneladas em 2006.
Apesar de ser considerado um constituinte basico na alimentagdo humana, o uso
primario do milho nos paises produtores é na alimentacao para animais. O Brasil
tem situacdo parecida: 65% do milho € utilizado na alimentagéo animal e 11% é
consumido pela industria, para diversos fins.

Em termos de produgdo nacional o Brasil apresentou uma safra recorde em
2002/03, de 45,8 milhdes de toneladas, tornando-se o terceiro maior produtor de
milho do mundo. Embora com decréscimo da produgdo em 2005, para 35 milhdes
de toneladas, o pais mantém sua posicdo como um dos principais produtores,
respondendo por 5% da produgéo agricola mundial deste cereal.

A sustentabilidade dos altos niveis de produtividade em lavouras de milho
depende, entre outros fatores, da disponibilidade de sementes de alta qualidade.
A qualidade de sementes é um termo bastante amplo, pois envolve diferentes
propriedades as quais podem ser categorizadas em trés grandes grupos: a
qualidade sanitaria; a qualidade fisica e a qualidade fisioldégica, sendo estes
aspectos que garantem uma germinacado e emergéncia do solo rapida até seu
estabelecimento, com vigor de planta capaz de alcancar a fase reprodutiva. O
desempenho das sementes esta relacionado ao histérico de sua producdo e
processamento, bem como as condicdes ambientais e época de cultivo.

Grande parte do dano causado as sementes durante o processamento esta
relacionada ao processo de colheita e secagem. A debulha de sementes Umidas
resulta em rachaduras e sementes quebradas, assim como na fase de secagem
forcada com aplicacdo de ar quente, praticas estas comumente adotadas no
beneficiamento de sementes de milho. Cada etapa do processamento envolve
algum movimento das sementes em sentido horizontal, elevagdo e/ou declive. A
resisténcia ao dano de processamento € um fator critico na qualidade da semente
de milho, pois danificacdes causadas pelo processamento aceleram a perda de

qualidade durante o armazenamento. A suscetibilidade ao dano depende de



fatores genéticos e ambientais. Dessa forma, é possivel incrementar a resisténcia
ao dano de processamento na fase de melhoramento e desenvolvimento das
linhagens de milho, assegurando assim o potencial de qualidade das sementes
dos futuros hibridos.

Com a disponibilidade de ferramentas moleculares, é possivel identificar
regides gendmicas em milho associadas aos aspectos de qualidade de sementes
e assim efetuar a selecdo de linhagens superiores de forma rapida, e néo-
destrutiva. Estas regides gendmicas associadas a caracteristicas quantitativas, ou
QTLs (Quantitative Trait Loci), uma vez definidas, podem ser usadas como
referéncia na selegcdo em nivel molecular de linhagens que apresentem melhores
perfis de qualidade de sementes. Além disso, estas informagdes podem servir
como ponto inicial na elucidagcédo de genes envolvidos nos diferentes aspectos da
qualidade de sementes.

Esta tese apresenta dois capitulos, sendo o primeiro referente a
fundamentacgao tedrica de aspectos genéticos da qualidade da semente de milho
e outro sobre o estudo de identificacdo de QTLs associados a qualidade de

sementes de milho.



Capitulo | - Fundamentacao Tedrica sobre Aspectos Genéticos da qualidade
da Semente de Milho

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivado em diversas regides
do mundo. Em termos de producgao nacional, o Brasil mantém sua posicao como
um dos principais produtores, respondendo por 5% da producéo agricola mundial
deste cereal (CONAB, 2008).

Parte do sucesso na produtividade nacional de milho deve-se a utilizacao
de sementes de boa qualidade na instalagdo das lavouras, o que reflete
diretamente na uniformidade da populacdo, na baixa incidéncia de doencas
transmitidas pela semente, no elevado vigor de plantas e em altos rendimentos.
Nesse sentido, a qualidade da semente é fator a ser considerado em programas
de producao agricola, considerando que o controle de qualidade € fundamental
para o produtor de sementes. Grande parte do dano causado as sementes
durante o processamento esta relacionada ao processo de colheita e secagem. A
debulha de sementes Umidas resulta em rachaduras e sementes quebradas,
assim como na fase de secagem forcada com aplicagdo de ar quente, praticas
estas comumente adotadas no beneficiamento de sementes de milho. Cada etapa
do processamento envolve algum movimento das sementes em sentido horizontal,
elevacao e/ou declive. A resisténcia ao dano de processamento € um fator critico
na qualidade da semente de milho, pois danificagbes causadas pelo
processamento aceleram a perda de qualidade durante o armazenamento. Essa
qualidade deve ser garantida e mantida durante os processos de producédo, no
campo e na usina de beneficiamento de sementes. Contudo, ela é grandemente
influenciada por fatores genéticos e, dessa forma, & possivel incrementar a
resisténcia ao dano de processamento na fase de melhoramento e
desenvolvimento das linhagens de milho, assegurando assim o potencial de
qualidade das sementes dos futuros hibridos.

Os programas de melhoramento de plantas s&o, normalmente,
direcionados para a obtencdo de cultivares de elevado padrdo, no que se
relaciona ao rendimento, a resisténcia as doengas e pragas e a adaptabilidade

ambiental. Contudo, ainda sdo bastante incipientes em relagdo a alguns



parametros especiais, tais como a qualidade de semente (Krzyzanowski, 1998).
Existe a necessidade de avaliar a qualidade das sementes nos programas de
melhoramento de plantas, assegurando a producdo de sementes de alta
qualidade. Pesquisas na area de sementes podem auxiliar no desenvolvimento de
métodos para a selecdo de gendtipos com alta qualidade de sementes com base
em testes fisiologicos, sanitarios e fisicos. Desse modo, é indiscutivel a
importdncia da avaliagdo da qualidade das sementes nos programas de
melhoramento de milho, para fins de comercializagdo e controle da qualidade no
processo produtivo.

O vigor das sementes esta relacionado a deterioragdo; na semente, como
em qualquer organismo vivo, o “envelhecimento”, & o resultado da soma dos
processos deteriorativos que, finalmente, levam a morte. A maturidade fisiolégica
da semente pode ser considerada como o ponto de maximo peso de matéria seca,
germinacdo e vigor. Nesse momento, a deterioragdo € minima e, a partir dai,
comecga 0 processo de senescéncia progressivo, inexoravel e dependente da
espécie vegetal e das condicdbes de ambiente onde a semente se encontra
(Nakagawa, 1999; Popinigis, 1977). O envelhecimento da semente é um processo
integrado de eventos degenerativos contrapostos a capacidade de detoxificacao e
reparo das sementes (Coolbear, 1995). Além disso, caracteristicas como umidade,
localizacdo na espiga, forma, tamanho e espessura do pericarpo assim como
estrutura e posicao do embrido tem implicacdo na suscetibilidade ao dano durante
o processamento (Moore, 1972). Sementes de milho grandes e achatadas tendem
a ter um processo degenerativo mais lento do que sementes redondas e
pequenas, durante o armazenamento. Estudos sobre o efeito do dano de
processamento e armazenamento sobre sementes de milho de diferentes
posicdes na espiga indicaram que as provenientes do meio da espiga foram
menos danificadas do que aquelas provenientes do apice e da base da espiga por
serem mais uniformes, e consequentemente, se sobressairam melhor durante o
armazenamento em relagdo as outras categorias (Peterson et al., 1995).

O maximo vigor atingido pode depender de varios fatores: genéticos, de
formacgado (polinizagdo, microsporogénese e macrosporogénese), de maturacao,

os relacionados aos danos mecanicos, microorganismos e insetos, os decorrentes



das condi¢cdes ambientais durante o armazenamento e os relativos a densidade,
ao tamanho e a idade das sementes (Carvalho e Nakagawa, 2000).

A seqiiéncia hipotética do processo deteriorativo envolve a degradacao das
membranas celulares, a reducdo das atividades respiratorias e biossintéticas, a
desaceleragdo na germinacao, a reducao do potencial de conservagao, a menor
taxa de crescimento e desenvolvimento, a menor uniformidade, a maior
sensibilidade as adversidades do ambiente, a redugcédo da emergéncia em campo,
0 aumento da ocorréncia de plantulas anormais e, finalmente, a perda do poder
germinativo (Delouche e Baskin, 1973). Assim, o uso de testes de vigor torna-se
atil no monitoramento da qualidade das sementes durante a producgéo,
processamento e armazenamento, pois a perda de vigor precede a perda de
viabilidade (Hampton, 2002; McDonald, 1999).

Uma explicagdo para o maior vigor, em plantulas hibridas de milho, é a
maior eficiéncia do sistema enzimatico envolvido no processo de germinagao. Por
meio de estudos bioquimicos, foi observado que o controle da sintese de a-
amilase e subseqlente hidrolise das reservas de sementes, apresenta uma
ligacdo entre as giberelinas e a heterose em milho (Paleg, 1965). Segundo Rood
et al. (1988 e 1990), linhagens de milho sdo menos vigorosas que seus hibridos
descendentes, em parte por causa da deficiéncia de giberelinas.

O endosperma do milho constitui a principal fonte de nutrientes para a
germinacao do embrido. A maioria do carbono e nitrogénio utilizados nos estagios
iniciais do desenvolvimento deriva de amido e de proteinas de reserva que séao
conhecidas pelo nome de zeinas. A composicao bioquimica das sementes esta
relacionada com a qualidade. Genotipos de milho com altos niveis de sacarose e
outros acgucares geralmente apresentam baixa qualidade de semente (Cobb e
Hannah, 1986). Por outro lado, Sinniah et al. (1998) observaram que em
brassicas, agucares e proteinas tém igual importadncia no desenvolvimento de
sementes de alta qualidade. Bernal-Lugo e Leopold (1992) relataram que a perda
de vigor em sementes de milho enquanto armazenadas estava associada com o
declinio de varios carboidratos sollUveis e que o esgotamento de reservas de
rafinose precede a de sacarose. Agrupamento da cromatina, degeneracado da
mitocondria e plastideos, peroxidacdo de lipideos, aumento da atividade da

amilase, do conteudo de aminoacidos e acidos graxos livres, decréscimo da



sintese de DNA, monossacarideos, rafinose e fosfolipidios sdo alguns dos
fendbmenos fisioldgicos associados com a deterioracdo de sementes de milho
(Berjak et al., 1986; Kataki et al., 1997). Além disso, a eficiéncia do sistema
enzimatico na detoxificacdo de hidroperéxidos tem um papel muito importante na
manutengéo do vigor e da viabilidade das sementes durante o armazenamento e
estagios iniciais de germinacao (Bernal-Lugo et al., 2000).

O processo de desenvolvimento bem como as alteragdes fisicas, quimicas
e fisioldgicas no embrido € no endosperma e suas interrelagdes contribuem para
a garantia de uma germinacdo e emergéncia do solo rapida até seu
estabelecimento, com vigor de planta capaz de alcancar a fase reprodutiva
(Nonogaki, 2006). Independentemente da sua gravidade, danos na semente
aceleram o envelhecimento, predispondo as sementes a infec¢des, reduzindo a
germinacgao e o vigor e assim diminuindo a produtividade final da lavoura.

Quanto ao controle genético de caracteres associados a qualidade de
sementes de milho, ndo existem muitos relatos na literatura. Véarios autores
descreveram o efeito de heterose sobre a qualidade fisiolégica de sementes em
hibridos de milho (Causse et al., 1995; Gomes et al., 2000; Hoecker et al., 2006;
José et al., 2004; Rood et al., 1990; Rood e Larsen, 1988). Ja Silva (2006) obteve
altos valores de herdabilidade para caracteres relativos a qualidade fisioldgica da
semente de milho. Regibes associadas a tolerancia a altas temperaturas de
secagem foram identificadas nos cromossomos seis e oito de milho (Salgado,
2005). Ibanez et al. (2004) concluiram que o dano decorrente do processamento
de sementes de milho depende de fatores genéticos e ambientais. Com o advento
do seqlienciamento do genoma, algumas informacdes estdo sendo obtidas em
plantas modelo, como é o caso de Arabdopsis (Silva, 2006). Diversos genes ja
foram identificados como envolvidos no processo de germinagdo de sementes
(Nonogaki, 2006; Consonni et al., 2005).

Na literatura ndo existem muitos relatos a respeito do controle genético de
caracteres associados a qualidade de sementes de milho. Com o advento do
sequenciamento do genoma, algumas informacdes estdo sendo obtidas em
plantas modelo, como é o caso de Arabdopsis. Uma revisdo a esse respeito foi

apresentada por Nonogaki (2006). Nesse trabalho, ele relaciona algumas dezenas



de genes envolvidos com o processo de germinacdo. Esses genes estéo,
principalmente, relacionados a producéo de determinados tipos de hormaonios.
Diversas técnicas de Biologia Molecular estdo hoje disponiveis para a
deteccao de variabilidade genética na sequéncia de DNA, ou seja, para a
detecgdo de polimorfismos genéticos. Essas tecnologias de analise permitiram
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
marcadores moleculares, cobrindo todo o genoma do organismo (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Tais marcadores podem ser utilizados para as mais diversas
aplicacoes, tanto no estudo de genética basica como na pratica de melhoramento.
Utilizando a informacao indireta dos marcadores € possivel construir um
mapa de QTLs. Mapeamento de QTLs ndo € apenas sua localizagéo fisica no
genoma, mediante alguma escala apropriada, mas também a quantificacdo e a
caracterizacao de seus efeitos, como interacdes alélicas de cada um. (Bearzoti,
2000). A construcdo dos mapas de ligacdo envolve a escolha de genitores
contrastantes para a caracteristica em estudo, o desenvolvimento da populacao
segregante, a identificacdo dos marcadores moleculares e andlises estatisticas
para estimar as probabilidades de ligacdo e as distancias entre marcadores.
Dependendo da espécie, do seu sistema reprodutivo, do objetivo do estudo e do
tempo disponivel, podem ser usados varios tipos de populacées segregantes
visando maximizar o desequilibrio de ligacao entre as marcas e os alelos do gene
em estudo (Tanksley et al., 1989), sendo que as mais utilizadas sdo populacdes
F2, retrocruzamentos e linhas endogamicas recombinantes (Burr et al, 1988). O
mapa é construido em duas etapas: inicialmente ha a identificacao dos grupos de
ligacdo e, posteriormente o ordenamento dos marcadores em cada grupo de
ligagédo (Coelho e Silva, 2002).
Métodos tém sido elaborados para identificar e localizar QTLs. O método
de mapeamento baseado em intervalo foi proposto inicialmente por Lander e
Botstein (1989). Neste caso, pares de marcadores genéticos ligados entre si
sdo analisados simultaneamente com respeito aos seus efeitos sobre
caracteres quantitativos. Pelo uso de marcadores ligados na analise, aumenta-
se 0 poder de deteccdo de QTLs ao longo do genoma e torna-se possivel
estimar seu efeito sobre a expressao do carater, bem como sua distancia dos
marcadores (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
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Com a disponibilidade destas ferramentas moleculares, é possivel
identificar regides gendmicas em milho associadas aos aspectos de qualidade de
sementes e assim efetuar a selecdo de linhagens superiores de forma rapida, e
ndo-destrutiva. Estas regides gendmicas associadas a caracteristicas
quantitativas, ou QTLs (Quantitative Trait Loci), uma vez definidas, podem ser
usadas como referéncia na selecdo em nivel molecular de linhagens que
apresentem melhores perfis de qualidade de sementes. Além disso, estas
informacdes podem servir como ponto inicial na elucidagao de genes envolvidos

nos diferentes aspectos da qualidade de sementes.
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Capitulo Il - Identificacao de QTLs em milho associados a qualidade de
sementes no pos-processamento

Resumo

A sustentabilidade dos altos niveis de produtividade em lavouras de milho
depende, entre outros fatores, da disponibilidade de sementes de alta qualidade.
A resisténcia ao dano de processamento € um fator critico na qualidade da
semente de milho, pois danos causados pelo processamento aceleram a perda de
qualidade durante o armazenamento. O objetivo deste trabalho foi identificar
regidbes gendmicas em milho associados a resisténcia das sementes ao dano de
processamento durante o processamento. Uma populacdo segregante de 231
familias F23, proveniente do cruzamento entre uma linhagem suscetivel e outra
resistente ao dano de processamento, foram submetidas a andlise de vigor de
semente apds simulagdo de dano que ocorre durante o processamento. Os
valores de redugéao do vigor foram utilizados na analise de QTLs com base em um
mapa molecular contendo 52 marcadores microssatélites. Foi identificado um QTL
no cromossomo 9, apresentando LOD de 6.56 e variancia fenotipica explicada de
14%. A regido gendmica que contém este QTL ja foi identificada anteriormente
como associada a caracteristicas fisicas de sementes e apresenta genes
relacionados ao processo de germinacdo. Evidéncias de efeitos epistéticos
indicam que esta caracteristica envolve varios genes atuando de forma complexa.
Da mesma forma, a possibilidade de um gene maior (considerando o modelo
também aceito de dominéncia completa) atuando em recessividade para
resisténcia ndo descarta a possibilidade de genes menores com diferentes efeitos
no grau de suscetibilidade. A analise da expressao diferencial destes genes
nestas regides gendmicas pode contribuir na elucidacao dos fatores envolvidos na
qualidade de sementes de milho apds o processamento.

Palavras-chave: microssatélites, marcadores moleculares, produgcdo sementes,

mapa molecular
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Identification of QTLs in maize associated to post-processing seed quality

Abstract

Sustainability of high yield levels on maize depends, among several factors,
on the availability of high quality seeds. Resistance to processing damage is a
critical factor on maize seed quality since damage during processing contributes
on the quality loss during storage. The objective of this study was to identify QTLs
in maize associated to seed resistance to processing damage. A 231 F,3
segregating population derived from a cross between a resistant and a susceptible
inbred to damage was screened to seed vigor after processing simulation. Levels
of reduction on vigor were applied on a QTL mapping based on a 52 SSR
molecular map. One QTL was identified on chromosome 9 as associated to
processing damage resistance, under a LOD score of 6.56 and explaining 14% of
the phenotypical variance. The genomic region identified is known as associated
to physical seed traits and as containing genes related to germination process.
Evidence of epistatic effects indicates that this trait involves multiple genes acting
in a complex way. Similarly, the possibility of a major gene (also considering the
accepted model of complete dominance) acting in recessiveness for resistance
does not discard the possibility of minor genes with different effects in the degree
of susceptibility. A further analyses based on differential expression may
contribute on the clarification of factors involved on maize seed quality after

processing.

Key-words: microsatellites, moleculares markers, seeds production, molecular

map
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Introducao

Altos niveis de produtividade em lavouras de milho dependem, entre outros
fatores, da disponibilidade de sementes de alta qualidade. A qualidade de
sementes é um termo bastante amplo, pois envolve diferentes propriedades as
quais podem ser categorizadas em trés grandes grupos: a qualidade sanitaria,
que se refere a limpeza e pureza das sementes (corpos estranhos, sementes
quebradas, infec¢des fungicas, etc); a qualidade fisica, relacionada a aparéncia
visual das sementes (como tamanho, forma, cor e densidade) e a qualidade
fisiolégica, sendo estes aspectos que garantem uma germinagado e emergéncia do
solo rapida até seu estabelecimento, com vigor de planta capaz de alcancar a
fase reprodutiva. O desempenho das sementes esta relacionado ao histérico de
sua produgao e processamento, bem como as condi¢des ambientais e época de
cultivo (Maier, 2004).

Grande parte do dano causado as sementes durante o processamento esta
relacionado ao processo de colheita e secagem. A debulha de sementes Umidas
resulta em rachaduras e sementes quebradas, assim como na fase de secagem
forcada com aplicacao de ar quente, cuja temperatura pode variar de 82 a 115° C,
praticas estas comumente adotadas no beneficiamento de sementes de milho
(Maier, 2004). Cada etapa do processamento envolve algum movimento das
sementes em sentido horizontal, elevacao e/ou declive. A resisténcia ao dano é
um fator critico na qualidade da semente de milho, pois danos causados pelo
processamento aceleram a perda de qualidade durante o armazenamento (Ajayi,
2005). A suscetibilidade ao dano depende de fatores genéticos e ambientais
(Ibafez et al., 2004). Dessa forma, € possivel incrementar a resisténcia ao dano
na fase de melhoramento e desenvolvimento das linhagens de milho,
assegurando assim o potencial de qualidade das sementes dos futuros hibridos.

Com a disponibilidade de ferramentas moleculares, é possivel identificar
regides gendmicas em milho associadas aos aspectos de qualidade de sementes
e assim efetuar a selecao de linhagens superiores de forma rapida, precisa e néo-
destrutiva. Estas regides genémicas associadas a caracteristicas quantitativas, ou
QTLs, uma vez definidas, podem ser usadas como referéncia na selecao em nivel

molecular de linhagens que apresentem melhores perfis de qualidade de
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sementes. Além disso, estas informacdes podem servir como ponto inicial na
elucidacao de genes envolvidos nos diferentes aspectos da qualidade de
sementes.

O objetivo deste trabalho foi identificar QTLs em milho associados a

resisténcia das sementes ao dano sofrido durante o processamento.
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Material e Métodos

Descricao da populacao utilizada

Uma populacao segregante de 231 familias F..3foi desenvolvida a partir do
cruzamento de duas linhagens do programa de melhoramento da Syngenta
Seeds. A linhagem NP4006, textura de grao flint, germoplasma argentino, a qual
apresenta alta suscetibilidade ao dano de processamento foi cruzada com a
linhagem NB9304, textura de grao flint, germoplasma brasileiro, a qual apresenta
boa qualidade de semente. Os cruzamentos para obtencdo de sementes F; foram
realizados na Unidade de Pesquisa da Syngenta Seeds em Santa lIsabel,
Argentina. A partir das sementes F; foi obtida a geragdo F.. Sementes de cada
planta F» autofecundada foram colhidas separadamente para originar familias Fz.
Cada familia F»3 foi plantada a campo na Unidade de Pesquisa da Syngenta
Seeds em Santa Isabel, Argentina em parcelas de 2 linhas de 5m de comprimento
e 70 cm entre linhas. Foram semeadas 28 sementes por linha, resultando em uma
densidade equivalente a 80.000 plantas/ha.

As espigas foram colhidas com umidade de aproximadamente 18% e
secadas a sombra até atingirem uma umidade de 13%. A seguir, as espigas
foram despalhadas e debulhadas manualmente e as sementes amazenadas em
camara fria sob temperatura de aproximadamente 10° C e umidade 50%.

Avaliacao fenotipica das progénies para resisténcia ao dano de
processamento

Foram preparadas duas amostras de 500 g de semente de cada familia e
de cada linhagem parental, sendo que uma das amostras foi submetida a
simulagdo de processamento a fim de ocorréncia de dano. O equipamento
utilizado para simulacdo de dano foi desenvolvido internamente pela Syngenta
Seeds, Argentina (figuras 1 e 2). O processo consiste em manter as sementes por
um determinado tempo em movimento, sofrendo a movimentagédo horizontal,
declives e elevagbes tipicas do processamento de sementes de milho. O

processo € iniciado no compartimento “A”, um tambor onde é simulado o dano
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abrasivo. O tanque tem deflectores internos, simulando o interior das torres de
classificacdo de sementes de milho no processamento real das sementes. A
seguir, as sementes caem em uma area tubular (“B”), onde um ventilador em alta
velocidade impele ar no tubo e movimenta as sementes a alta velocidade e,
finalmente, a semente bate na abertura “D”, onde recebe um dano de impacto. A
seguir, as sementes caem na tremonha e voltam ao tanque para reiniciar o
processo. Apds a simulagado do dano por cinco minutos, todas as sementes foram
armazenadas em camara fria com umidade e temperaturas constantes até a
execucgao do teste de vigor.

Para ambas as amostras de cada familia (com e sem dano) foi
determinado o nivel de vigor das sementes, em 2 repeticdes de 100 sementes por
familia. O vigor foi determinado com base no teste de frio saturado (CoSat),
seguindo o protocolo determinado por AOSA (1983) e modificado de acordo com
procedimento utilizado no Laboratério de Qualidade da Syngenta Seeds,
Argentina. O teste foi realizado em bandeja contendo solo proveniente de area
anteriormente cultivada com milho. Apdés a semeadura, as bandejas foram
mantidas a 10® C por quatro dias e apds este periodo, transferidas para um
ambiente escuro a temperatura de 25° C por trés dias. Ap6s este prazo, foi
contado o numero de plantas normais emergidas e 0s valores expressos em
percentagem em relacao ao niumero de sementes semeadas. Para cada familia (i),
foi obtida a percentagem de reducao de vigor devido ao dano (VR), sendo:

VRi= (vigor da amostra sem dano — vigor da amostra com dano)/ vigor da
amostra sem dano x 100.

Dessa forma, quanto maior o valor de VR, mais suscetivel é a familia

segregante ao dano de processamento.
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Figura 1. Equipamento simulador de dano de processamento utilizado para

o tratamento das sementes de milho utilizadas neste estudo.

Figura 2. Esquema de equipamento simulador de dano de processamento
utilizado para o tratamento das sementes de milho utilizadas

neste estudo.
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Analises estatisticas dos dados fenotipicos

Foi utilizado o teste F (0.05) para as médias de vigor de sementes
submetidas e ndo submetidas ao dano e VR.

O modelo de heranca foi inferido com base nos valores de VR, por meio da
categorizacdo e andlise pelo teste de X2 As classes fenotipicas foram definidas
com base no valor de VR. O valor critico para rejeitar a hipétese ao nivel de 5%
com um grau de liberdade foi de 3.84 (Strickberger, 1976).

Realizou-se a andlise de varidncia no delineamento inteiramente
casualizado com duas repeticoes.

Foram obtidas as seguintes estimativas (CRUZ e CARNEIRO, 2003):

A . L 4 N MT A . o . MR

variancia fenotipica média: ;=Q ; variancia ambiental média: 02=Q ;
r r

A - ST MT — OMR - .

variancia genotipica meédia: O':=M; herdabilidade baseada na média
r
L, O - . . (100 5‘§
de familia: »* =—3-; coeficiente de variagdo genético: CV,% = ; em que
6 m
f

QMT ¢é o quadrado médio de tratamentos; QMR é o quadrado médio de residuos;

“r’ € o numero de repeticoes e “m” é a média geral.

Genotipagem por marcadores microssatélites (SSR)

Para a construgdo do mapa genético e posterior identificacdo de QTLs,
primeiramente foi realizada uma triagem com 805 marcadores tipo Microssatélites
(SSR) baseada no genétipo das linhagens parentais, para identificagdo de loci
polimorficos. Os SSR que apresentaram polimorfismo entre as linhagens
parentais foram utilizados para genotipar cada uma das 231 familias F.3. Os
marcadores SSR sao codominantes e assim foi possivel identificar familias
homozigotas para os alelos de cada um dos parentais e familias segregando para
ambos os alelos. A genotipagem, constru¢cao do mapa genético e mapeamento de
QTLs foi realizado no Laboratério de Genética Molecular da Syngenta Seeds em
Uberlandia, MG.
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Obtencao do DNA gen6émico

O DNA genémico foi obtido a partir do protocolo MINIPREP (Doyle e Doyle,
1990) com modificagdes, a partir de amostras de folhas dos parentais e de bulks
de 12 plantas de cada familia, a fim de representar o genétipo de cada familia Fz3.
A quantificacdo do DNA foi feita utilizando espectrofotémetro por meio da leitura
nas faixas de 260nm. A concentracao foi calculada a partir da formula:

[ DNA ] ng/uL = OD260 X 50 X Fator de diluigéo,

onde: OD260 é o valor da leitura da absorbancia em 260nm;

50 é o fator de conversao para DNA dupla-fita;

Fator de diluicdo € a razdo volume total /volume da amostra de DNA, sendo
neste estudo igual a 100.

O DNA estoque foi mantido a —20°C e o DNA diluido, na concentragéo de

trabalho de 20ng/uL, foi armazenado a 4°C.

Analises de SSR

Inicialmente, foram testados 805 pares de primers SSR, pertencentes ao
acervo do Laboratério de Genética molecular da Syngenta Seeds Ltda, entre as
linhagens NP4006 e NB9304, para selecionar os loci polimorficos. A partir desta
triagem os primers polimérficos foram utilizados na populagcdo F..3, para a
construcao do mapa genético.

Tanto na triagem quanto na genotipagem da populagao F», as reacdes de
amplificagdo dos SSR foram conduzidas em volume final de 10uL. Cada reagéo
foi constituida de: 3,0 uL de DNA genémico, 4,9uL de agua ultra pura, 1,0uL de
tampao de reacdao 10X (20mM de MgCl,), 0,5uL de dNTP (5mM), 0,1uL de Taq
DNA polimerase (5U/uL) e 0,5uL dos primers R (reverse) e F (forward) (10uM).

As amplificagbes foram realizadas em termocicladores programados para
uma etapa de 94°C por 2 minutos para desnaturagao inicial, seguida de 40 ciclos
de 94°C por 15 segundos e 60° por 45 segundos para amplificagdo e 72°C por 2
minutos para a extenséo final.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese horizontal em
gel de agarose de alta resolugcado a 3% preparado com TBE 0,5X e corado com
brometo de etideo (0,5uL/mL). Como referencial de pesos moleculares, foram

empregados 5uL de DNA marcador 25pb. A eletroforese foi conduzida a uma
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voltagem constante de 170V durante 90 minutos. Os fragmentos foram
visualizados em transluminador UV e as imagens digitalizadas para posterior
tabulacédo dos dados.

Como os SSR sao codominantes, foi possivel identificar os genétipos
heterozigotos e homozigotos. Os individuos da populacdo que apresentaram o
alelo igual ao do parental resistente a caracteristica estudada foram tabulados
como “A”, os que apresentaram o alelo igual ao do parental susceptivel foram
tabulados como “B” e aqueles que apresentaram os dois alelos foram tabulados
como “H”. Os dados perdidos foram representados com “-“. Uma matriz contendo
os SSR e os individuos foi elaborada com estes dados.

Construcao do mapa genético e identificacao dos QTLs

O mapa genético foi elaborado com a utilizacdo dos softwares Joinmap 3.0
(Ooijen e Voorrips, 2001) e Mapmaker/EXP (Lander et al., 1987), utilizando o LOD
score igual a 6 e distancias em centiMorgans (cM) pela funcdo Kosambi (Kosambi,
1944). A identificacdo de QTLs associados a resisténcia ao dano de
processamento foi feito por mapeamento por intervalo composto (CIM) com base
das médias do valor de VR por familia, empregando o software QTLCartographer
2.5 (Wang et al., 2000; Zeng, 1994). O intervalo de precisao foi de 1cM, com uma
distancia de 10cM para controlar a interferéncia de multiplos QTLs por meio de
modelos de regressao backward and forward. A localizacao do QTL mais provavel
foi estimada pelo valor de LOD > 4,2, determinado de acordo com analise de
1000 permutagdes para os dados fenotipicos (a=0.05), segundo Doerge e
Churchill (1996).

A acao génica do QTL detectado foi determinada por meio das estimativas
do grau de dominancia (d/[a]) e classificadas segundo o critério proposto por
Stuber et al. (1987) e Salgado (2005). Assim, aditividade se 0 < (d/[a]) < 0,2;
dominéncia parcial se 0,21< (d/[a]) < 0,80; dominéncia se 0,81 < (d/[a]) < 1,20 ou
sobredominéancia se (d/[a])> 1,20.
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Resultados e Discussao

Resultados fenotipicos

Uma das premissas basicas em estudos de mapeamento de QTLs é o
contraste entre os progenitores da populacao utilizada para o estudo da
caracteristica em questdo. Os valores de VR obtidos para as linhagens parentais
indicaram que estas duas linhagens apresentavam perfil adequado para a
geracao de uma populacdo segregante para este estudo (tabela 1). Além disso,
foi possivel observar que a diferenga entre elas foi inerente do efeito de dano de
processamento, ja que no teste CoSat sem simulacdo prévia do dano, ambas
apresentaram altos niveis de vigor de semente, sem diferenca estatisticamente
significativa (tabela 1).

Os valores semelhantes de CoSat obtidos para os progenitores, quando
sem submissdo ao dano, demonstra que a identificagdo de QTL neste estudo foi
direcionada para a caracteristica per se e nao houve influéncia de outros
parametros de qualidade de sementes. Quando dados da populagdo segregante,
sem submissao ao dano, foram submetidos a analise de QTLs, nenhuma regido
foi identificada, reforgcando a especificidade dos dados para a caracteristica de
resisténcia a esta caracteristica (dados néo apresentados).

Tabela 1. Vigor de sementes das linhagens progenitores NB9304 e

NP4006 com e sem submissao ao dano de processamento e valores de VR.

CoSat
Progenitor sem dano™ com dano* VR*
9304 89.0 63.0 29.2
NP4006 89.9 271 69.8

*: significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F; ns: ndo significativo a
5% de probabilidade pelo Teste F.

Outro requisito para o estudo de QTLs é a utilizagdo de uma populagcao

segregante para a caracteristica em questao, em geracdo F, a F,, cujos dados
fenotipicos apresentem uma distribuicdo normal. A populagcdo estudada
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apresentou um valor médio de 54,70 para VR e desvio padrdao de 21,51. A
distribuicdo das frequtiéncias de VR apresentou uma pequena assimetria em
relacdo ao padrédo normal, sendo -0.34 para assimetria e 0.97 para curtose ou
“achatamento” (figura 3). De acordo com Bradshaw et al. (1998), a utilizacao de
dados nao-normais pode influenciar na identificacdo e dimensdo da magnitude de
QTLs, uma vez que esta analise assume uma distribuicdo normal dos dados
fenotipicos. No entanto, de acordo com Silva (2004), se o coeficiente de
assimetria situa-se em um intervalo de -0.5 a +0.5, a distribuigdo normal pode ser
considerada aproximadamente simétrica. Outros autores, como Bryman e Cramer
(1997) usam valores ainda mais lenientes, considerando que com valores de

simetria no intervalo + 1 a distribuicdo ainda poderia ser considerada normal.

numero de familias

w0 NP4006
30
NB9304
20 4
10

0-10  10.01-20 20.01-30 30.01-40 40.01-50 50.01-60 60.01-70 70.01-80 80.01-90 90.01-100
VR (%)

Figura 3. Distribuicdo das frequéncias do valor de percentagem de Valor de
Reducéo (VR) entre as 231 familias da populagdo estudada. As setas
indicam os valores de VR dos parentais da populacao.

Além disso, no presente estudo, foi utilizado o mapeamento por intervalo
composto com uso do teste de permutagdo para determinacdo do nivel de
significancia para deteccao de QTL que, segundo Doerge e Churchill (1996),
minimiza a identificagdo de falsos QTLs resultantes da utilizacdo de dados
fenotipicos com distribuigdo ndo-normal em modelos estatisticos desenvolvidos

para dados com distribuicdo normal.
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Diferentes hipoteses foram testadas quanto ao modelo de segregacéao e o
numero possivel de genes envolvidos na heranca de resisténcia da semente de
milho ao processamento. A hipétese de epistasia dominante recessiva (13:3) foi
testada com base em duas classes fenotipicas definidas pelo valor de VR igual a
30, aproximadamente o observado para o parental resistente da populagdo em
estudo. Outra hip6tese testada foi a de dominancia completa (3:1), sendo neste
caso as duas classes definidas pelo valor de VR igual a 40. Este valor foi
considerado em funcao da ocorréncia de uma depressao na curva da distribuicao
normal, nessa amplitude, o que pode ser em decorréncia da agdo de um gene
dominante coordenando a resisténcia ao processamento (VR abaixo de 40%).
Ambas as hipdteses testadas (13:3 e 3:1) foram significativas (tabela 2).

O teste de X? é empregado para estimar o valor da probabilidade (P)
associado a um determinado desvio e, portanto, quanto maior o valor da
probabilidade, maior é a chance de que os desvios sejam devido ao acaso
(Ramalho et al, 1990). No modelo de epistasia dominante recessiva a
caracteristica pode se expressar em fungao da presenca de um alelo dominante
de um dos genes e da condi¢ao recessiva homozigota do outro gene. No caso da
caracteristica analisada neste estudo, a maior resisténcia ao dano durante o
processamento pode ser explicada pela presenca de um alelo dominante de um
gene e presenca de outro gene em condicdo de homozigozidade recessiva.

Considerando a existéncia de dois genes atuando no modelo de epistasia
dominante recessiva (13:3), arbitrariamente denominados aqui como mechd1 e
mechd2, é possivel inferir que o parental homozigoto resistente estaria na
condicédo alélica Mechd1 Mechd1 mechd2 mechd2, enquanto que a linhagem
homozigota suscetivel estaria na condicdo mechd1 mechd1 Mechd2 Mechd2.
Assim, para a condicdo de resisténcia ao dano as familias deveriam
obrigatoriamente apresentar pelo menos um dos alelos do gene mechdi1
dominante e o gene mechd2 em homozigozidade recessiva ((Mechd1
mechd2 mechd2).
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Tabela 2. Teste de X? para as hipéteses de tipo de heranga para o fenétipo valor

de reducéo de vigor (VR) na populagéo estudada.

Modelo de epistasia dominante recessiva (13:3)

Classe fenotipica Segregacao esperada Observado Esperado
VR até 30.0% 3 43 44
VR de 30.01 a 100% 13 188 187
X?=0,007 <3.84 (GL=1 e P=0.05)

Modelo de dominancia completa (3:1)

Classe fenotipica Segregacao esperada Observado Esperado
VR até 40.0% 1 65 57
VR de 40.01 2 100% 3 166 174
X°=1,213 <3.84 (GL=1 e P=0.05)

Modelo de epistasia recessiva dupla (9:7)

Classe fenotipica Segregacao esperada Observado Esperado
VR até 50.0% 7 90 100
VR de 50.01 a 100% 9 141 131
X*=2,140 <3.84 (GL=1 e P=0.05)

Modelo de epistasia dominante dupla (15:1)

Classe fenotipica Segregacao esperada Observado Esperado
VR até 20.0% 1 18 15
VR de 20.01 a2 100% 15 213 216
X°=0,946 <3.84 (GL=1 e P=0.05)

Efeitos epistaticos ja foram identificados no processo de desenvolvimento
de sementes. Cui et al. (2006) desenvolveram um modelo estatistico que assume
efeitos epistaticos entre genes expressos no embrido e endosperma. Este foi
validado quando aplicado no genoma do arroz, onde 0 gene waxy se enquadrou
no modelo. Este gene € expresso no embrido, porém tem efeito regulador da
biossintese de amilose no endosperma, indicando que expressdes génicas
coordenadas e reguladas entre endosperma e embrido sdo necessarias para o
desenvolvimento apropriado da semente. Embora o entendimento destas
interagdes génicas seja de grande importancia para o melhoramento genético e
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biologia do desenvolvimento de sementes, pouco foi esclarecido sobre estas co-
interacbes, pois geralmente os estudos se concentram em grupos de genes
expressos ou no tecido do embrido ou do endosperma (Cui et al., 2006).

O modelo de dominancia completa, também aceito com base no teste de
X2, na caracteristica estudada seria o de um gene que em condigdo recessiva
levaria a resisténcia ao dano no processamento. Outros modelos epistaticos,
como epistasia recessiva e dominante dupla também foram aceitos a um nivel de
p. 0.05, mas nao foram explicados pelas médias apresentadas pelos parentais
(tabela 2)

O valor estimado para herdabilidade (H?) de VR no sentido amplo foi alto
(97.29%) (tabela 3). Isso se deve ao fato de que a avaliagdo desta caracteristica
foi realizada em laboratério com ambiente controlado, sendo assim as condigdes
ambientais apresentaram pouca variagcdo. Em trabalho desenvolvido por Silva
(2006) tambem foram obtidos altos valores de herdabilidade para caracteres
relativos a qualidade fisioldégica da semente de milho.

A herdabilidade ndo é apenas uma propriedade da caracteristica, mas
também da populacdo e das condigdes ambientais a que foram submetidos os
individuos. Nesse caso a avaliacao fenotipica para resisténcia ao dano por meio
do teste CoSat apresentou alta eficiéncia para selecao fenotipica, tendo em vista
o alto valor observado para H?. No entanto, o método é destrutivo e dai a
importancia de uma alternativa como o uso de selecao assistida por marcadores

moleculares.
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Tabela 3. Analise de variancia para valores de VR para a populagcao

estudada.
Andlise de Variancia

Fator de variagdo GL Soma dos quadrados Quadrados médios Teste F
tratamentos 230 213825.42 929.67 < 0.005
residuo 231 5812.07 25.16
total 461 219637.49
Média geral 54.79

CV (%) 9.15
Variancia fenotipica 464.83
Variancia ambiental 12.58
Variancia genotipica 452.25

H? 97.29

Mapeamento de QTLs

Dos 805 SSR verificados quanto ao polimorfismo entre parentais, 95
apresentaram boa amplificacdo e foram polimérficos. Estes foram utilizados na
genotipagem da populagao e destes, 77 SSR foram informativos, em virtude da
dificuldade de uma leitura acurada dos produtos de PCR para os outros 18 SSRs.
Dessa forma, em torno de 12% (95 de 805) do total de SSR testados entre as
linhagens parentais apresentaram polimorfismo. Isso pode ser explicado em
funcdo das linhagens pertencerem ao germoplasma da mesma empresa e,
portanto ndo apresentarem uma distdncia genética muito grande. No entanto,
como ja discutido anteriormente, estes gendtipos apresentam bastante diferenca
fenotipica para resisténcia ao dano durante o processamento, o que € um dos
pré-requisitos para obtencdo de uma populagdo segregante para a caracteristica
em questdo neste estudo. Outra causa possivel para o baixo numero de SSR
polimérficos seria a eficiéncia da técnica de separagédo de fragmentos em géis de
agarose, onde diferencas menores que 5pb entre os fragmentos podem tornar-se
indistinguiveis.

Dos 77 SSRs utilizados para realizagdo do mapa, 25 nao foram utilizados
por ndo apresentaram-se ligados a nenhum grupo ou por apresentarem um
desvio de X? significativo, cuja inclusdo causava alteragdo nos grupos de ligacéo.
Valores significativos para X? indicam distor¢cdo da segregacdo, que podem ser
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inerentes da populacdo ou decorrentes de erros de leitura visual de géis de
agarose. No entanto, ha relatos do uso de marcadores com distorcées
mendelianas na construcao de mapas de ligacao. Mecanismos de selecao pré ou
pbs-zigoticos explicam, normalmente, tais desvios (Conner et al., 1997; Heusden
et al., 2000, citado por Carneiro e Vieira, 2002).

Assim, foi possivel obter-se um mapa préoximo ao conhecido para o milho,
tendo os marcadores SSR agrupados conforme sua posigdo em outros mapas ja
elaborados (Maize Genetics and Genomics Database, 2005). Estes SSR foram
agrupados em 12 grupos de ligagao, representando os 10 cromossomos do milho
(figura 4). De acordo com Paterson (1996), um mapa genético pode ser
considerado completo, quando os grupos de ligacdo obtidos sejam em mesmo
namero de cromossomos gaméticos do organismo e que o0s marcadores
associados em cada grupo apresentem ligacdes entre si e nao com marcadores
de outros grupos. O mapa obtido apresenta consisténcia com o mapa de
consenso IBM (Maize Genetics and Genomics Database,2005), embora os grupos
de ligacdo correspondentes aos cromossomos cinco e sete tenham sido
representados em dois subgrupos cada (C5a e C5b; C7a e C7b) (figura 4). Do
ponto de vista biol6gico, os grupos de ligacdo sado definidos como grupos de
marcadores cujos loci estao localizados no mesmo cromossomo (Carneiro e
Vieira, 2002). Estatisticamente, um grupo de ligacao pode ser definido como um
conjunto de Joci herdados juntos (Liu, 1998). A representacdo dos cromossomos
cinco e sete em dois subgrupos de ligacdo cada um pode ser decorrente do fato
de que a distancia entre os marcadores de cada grupo tenha sido grande o
suficiente para serem considerados como né&o ligados, em decorréncia da baixa
saturacao do mapa nestas regioes.

O mapa genético obtido apresentou um tamanho de 1.088,4 cM, sendo a
média de marcadores por grupo de ligacéo obtido de 4.3, variando de dois a nove
marcadores por grupo de ligagdo. O comprimento médio dos grupos de ligagao foi
de 90.7 cM. Com base neste mapa, foi identificada uma regido associada a menor
reducao do valor de VR (figuras 5 e 6), situada em um intervalo de 15.4cM entre
os marcadores SSR N1072 e N1227, sendo o pico deste QTL situado na posi¢ao

do marcador N1072. Este QTL situado no grupo de ligacao 11, que se refere ao
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cromossomo 9, apresentou um valor de LOD de 6.56. O valor 0.14 obtido para R?
indica que este QTL corresponde por 14% da variancia fenotipica de VR (figura 6).

Em estudo de QTLs para rendimento e outras caracteristicas em milho
tropical, Lima et al. (2006) identificaram também QTLs cujas proporcées da
variancia fenotipica explicada apresentaram valores baixos e sugeriram que uma
maior saturacdo do mapa genético poderia permitir a deteccdo de regides
importantes que possam conter grupos de genes com efeitos contrarios que se
anulam e nao sao passiveis de deteccdo na analise. Uma maior saturacado do
mapa genético desta populagdo, com o uso de marcadores moleculares com
maior amplitude de polimorfismo em uma plataforma que permita a detecgéo de
diferencas menores que 5pb como marcadores SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) por exemplo, pode ser considerada para um detalhamento maior

das regidbes envolvidas com a qualidade das sementes em milho.
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Figura 4. Mapa genético representando os 12 grupos de ligagdo obtidos com 52 marcadores SSR para populagéo
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Figura 5. Mapeamento por intervalo composto, indicando a presenca de um QTL

associado a resisténcia ao dano durante o processamento no
cromossomo 9 (grupo de ligagdo 11, indicado como “Ch-11”). Os picos
representam os valores de LOD, sendo considerados significantes
aqueles iguais ou maiores que 4.2. Valores negativos de aditividade (a) e
dominéancia (d) para o QTL identificado indicam que este reduz o valor de
percentagem de valor de reducéo (VR).
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de 0,14.
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A acéo génica deste QTL pode ser definida com base no proposto por
Stuber et al. (1987) e utilizado por Salgado (2005). Assim considerando que o
valor de aditividade (a) desta regido foi de -10.5 e de dominancia (d) -2.8, o valor
de (d/[a]) é 0,26, indicando que este QTL tem efeito de dominancia parcial para a
caracteristica desejada. Os valores negativos indicam que o efeito do alelo
proveniente do parental favoravel, ou seja, do parental com resisténcia ao dano
contribuiu para a diminui¢cao do valor de VR, o que seria esperado ja que VR é o
valor de percentagem de redugdo no vigor das sementes. Assim, familias
contendo o alelo da linhagem NB9304 apresentaram menor valor de VR, ou seja,
menor redugdo no vigor quando comparado a auséncia de dano durante o
processamento.

Evidéncias de efeitos epistaticos e a identificacdo de um QTL com
dominancia parcial explicando pouco da variancia fenotipica para resisténcia ao
dano no processamento indica que esta caracteristica envolve varios genes
atuando de forma complexa. Da mesma forma, a possibilidade de um gene maior
(considerando o modelo aceito de dominancia completa) atuando em
recessividade para resisténcia ndo descarta a possibilidade de genes menores
com diferentes efeitos no grau de suscetibilidade. Tendo em vista a seqtiéncia de
eventos envolvida ao longo do desenvolvimento da semente em milho e
consequientemente na qualidade no pdés-processamento, é possivel a existéncia
de genes com diferentes efeitos, ou mesmo efeitos opostos atuando nesta
caracteristica.

Considerando a proporgao da variancia fenotipica explicada pelo QTL
identificado (14%) poderia-se inferir inicialmente que o uso de sele¢do assistida
neste caso ndo seria vantajoso no ganho genético, visto que ndo se enquadra na
premissa de sele¢do indireta, onde a correlagdo entre o marcador e a
caracteristica deve ser maior que a herdabilidade da caracteristica (h2 marcador (2) X
r12 >ha fenstipo (1)). NO entanto, na observagdo da percentagem de concordancia
entre o gendtipo e o fendtipo, a presencga do alelo do parental suscetivel ao dano
em homozigose identificaria 90% das familias com altos valores de VR (acima de
30%) (figura 7). Na prética, isto significa que a utilizagdo do marcador N1072 em
selecdo assistida por marcadores (SAM), com base nesta populacdo, seria

efetiva para eliminar familias com baixa resisténcia ao dano.
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A ocorréncia de fenétipos suscetiveis ao dano (30.1<VR<100)
apresentando o gendtipo de resisténcia (“A”), resultando em apenas 30% de
concordancia entre o genétipo e o fenétipo indica que podem existir interacdes
entre os dois genes epistaticos ou ainda falta de quebra de ligacao, resultando a
detecgédo apenas do gene mechd2 pelo marcador N1072 (figura 7 e tabela 4).
Para o caso de modelo de dominancia completa, o gene em questao, que estaria

associado a resisténcia quando em recessividade, seria 0 gene mechd2.

-4 m 30.1<VR<100
T 60
8
(]
T 40
o
£
5 20
=
0
A H B
genotipo
% concordancia
gendtipo/fenétipo 30 86 90

Figura 7. Concordancia entre o genétipo para o marcador N1072 e o fendtipo
observado. A: alelo igual ao do parental resistente; B: alelo igual ao do
parental susceptivel; H: presenca de ambos os alelos. A percentagem
de concordancia refere-se a propor¢cao do total de familias que
apresentaram o alelo do genétipo de acordo com o fenétipo observado.
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Tabela 4. Provavel genétipo epistatico em relacdo ao marcador N1072

N1072 Provavel gendtipo epistatico  Fendtipo % concordancia
gendtipo/fendtipo

A Mechd1l ___  mechd2 mechd2 R 30
mechd1 mechd1 mechd2 mechd2 S

H Mechdi __ Mechd2 mechd2 S 86
mechd1 mechd1 Mechd2 mechd2 S

B Mechdi __ Mechd2 Mechd2 S 90
mechd1 mechd1 Mechd2 Mechd2 S

A dissecacao de genes situados nesta regido genbémica identificada no
cromossomo nove também pode contribuir na elucidacdo dos componentes
envolvidos na qualidade de sementes de milho apés o processamento. Os
marcadores N1072 e N1227 que estdo na regido do QTL identificado estado
posicionados nos bins 9.02 e 9.03 do mapa de consenso IBM (Maize Genetics
and Genomics Database, 2005). A regionalizacdo dos cromossomos é baseada
no conceito de bins. Os mapas genéticos sdo divididos em 100 segmentos,
denominados bins, de aproximadamente 20cM entre dois marcadores fixos
principais (Gardiner et al., 1993). Os segmentos sao designados pelo numero do
cromossomo seguido de um decimal de dois digitos (por exemplo, 1.00, 1.01,
1.02, etc). Um bin é um intervalo que contem todos os /oci incluidos entre os dois
marcadores principais. A localizagdo de um Joci em um bin € dependente da
precisdo dos dados do mapa e a certeza aumenta a medida que ha maior numero
de marcadores ou maior tamanho da populacdo. Independentemente de a
localizagdo ser estatisticamente incerta, o “bin 1” refere-se ao inicio de uma
amplitude e o “bin 2” refere-se ao fim de uma amplitude.

A regido 9.02 possui 38 genes conhecidos e no bin 9.03 existem 47 genes
(Maize Genetics and Genomics Database, 2005), entre os quais varios estao
envolvidos em caracteristicas de sementes, como os genes da familia dek (tabela
4). Estes genes sao descritos como associados a endospermas pequenos, nao
completamente desenvolvidos com, raramente, embrides normais (Becraft et al.,
2002). Genes da classe emb (emb2 e emb8516) também sao conhecidos como

situados nesta regidao genémica do milho (tabela 5). Tratam-se de mutantes que
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exibem fendtipos que sugerem defeitos no embrido resultantes da embriogénese,

no entanto apresentam endosperma normal (Consonni et al., 2005).

Em um estudo realizado por Beavis et al. (1994) identificaram um QTL

nesta regido associado a espessura de semente, denominado gkthic3, o qual

esta ligado ao loci wx1. A regido gendmica que contem o gene waxy também foi

identificada por Cui et al (2006), em um estudo em arroz sobre a interacao de

genes expressos no embrido e endosperma e a influéncia desta expressao no

desenvolvimento da semente. O gene waxy € sabidamente importante como

regulador de uma das principais partes da biossintese de amilose no endosperma.

Tabela 5. Genes mapeados nos bins 9.02 e 9.03 do genoma do milho.

(http://www.maizegdb.org consulta realizada em 28/09/2007).

Bin 9.02

Bin 9.03

baf1 barren stalk fastigiate1
cp*-N1092A collapsedN1092A

dai dilute aleurone1

emb2 embryo specific2

g6 golden plant6

hcf113 high chlorophyll fluorescence113
16 luteus6

lag1 lowered Ac/Ds germinal reversion1
mbf1 multi-protein bridging factor homolog1
omt2 Caffeoyl CoA O-methyltransferase2
psli3 position shift locus3

skb1 suppressor of kernel blotching1
thi1 thiolase1

v*-N829A virescentN829A

w*-N1830 whiteN1830

w*-N1865 whiteN1865

w11 white seedling11

wl*-N1857 white luteusN1857

znod1 Zea nodulation homolog1

bz1 bronze1

csu471

dek12 defective kernel12

eno1 enolase1

ga8 gametophyte factor8

acp1 acid phosphatase1

bk3 brittle stalk3

cp*-N1381 collapsedN1381
csu623a

d3 dwarf plant3

dcr*-N1409 defective crownN1409
dek13 defective kernel13
dsc*-N749 discoloredN749

dzs10 delta zein structural10
emb8516 embryo specific8516
gl15 glossy15

hcf113 high chlorophyll fluorescence113
hsk1 high-sulfur keratin homolog1
knox2 knotted related homeobox2
les8 lesion8

obf2 octopine synthase binding factor2
pg*-N660A palegreenN660A

phs1 poor homologous synapsis1
rf2 restorer of fertility2

rz953

trn1 torn1

v*-N53A virescentN53A

v1 virescent1

wx1 waxy1
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Tabela 5 (continuacao). Genes mapeados nos bins 9.02 e 9.03 do genoma do

milho. (http://www.maizegdb.org consulta realizada em 28/09/2007).

Bin 9.02 Bin 9.03
hyp1 hybrid proline-rich protein1 ar1 argential
17 luteus? cdo17
lo2 lethal ovule2 csu193
mkk1 mitogen-activated protein kinase1 d*-3010 dwarf candidate3010
prc1 proteasome C9 1 da1 dilute aleurone1
sem1 semaphore1 dek12 defective kernel12
ss1 starch synthase | dek30 defective kernel30
v*-N1893 virescentN1893 dxs2 deoxy xylulose synthase 2
v31 virescent31 emb2 embryo specific2
w*-N1854 whiteN1854 et*-N357C etchedN357C
w*-N627B whiteN627B gm*-N1319B germlessN1319B
zb8 zebra crossbands8 hyp1 hybrid proline-rich protein1

lag1 lowered Ac/Ds germinal reversion1
ms2 male sterile2

pep1 phosphoenolpyruvate carboxylase1
pg12 pale green12

psl22 position shift locus22

rpo2 RNA polymerase2

sem1 semaphore1

v*-N1871 virescentN1871

v*-N806C virescentN806C

wlu4 white luteus4

O endosperma do milho constitui a principal fonte de nutrientes para a
germinacao do embrido. A maioria do carbono e nitrogénio utilizados nos estagios
iniciais do desenvolvimento deriva de amido e de proteinas de reserva que séao
conhecidas pelo nome de zeinas. Além do gene waxy, a regiao 9.03 também
apresenta 0 gene dzs10 (tabela 5). Este gene é responsavel pela expressao de
uma proteina de 10kDa rica em metionina (22.5%). Em estudo de Kirihara et al.
(1988), foi relatada a existéncia de um ou dois genes no genoma do milho que

expressam proteinas como esta.
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O gene ss1 (starch syntase |), também situado no bin 9.02 em milho,
traduz-se em uma enzima que tem efeitos especificos na estrutura do amido,
influenciando tanto no comprimento da sua cadeia quanto na sua ramificacao.

Outro gene localizado na regido onde foi identificado o QTL (bin 9.03) é
relacionado ao desenvolvimento inicial da planta. O gene knox2 € membro de
uma classe de genes que expressam homeodominios de proteinas KNOX,
presentes apenas no meristema apical no desenvolvimento do milho (Consonni et
al., 2005). Sao conhecidos diversos genes que suprimem a expressao dos genes
knox nos primérdios foliares, e um deles recentemente descoberto € o
semaphore 1 (sem1). Este gene também estd mapeado na regido 9.03 e é
necessario na manutencdo da repressao transcripcional de knox durante os
estagios posteriores de desenvolvimento da planta. Especialmente em milho,
observou-se que sem1, entre outros genes, esté relacionado com deficiéncia de
transporte de auxinas no meristema. (Consonni et al., 2005)

A composicao bioquimica das sementes esta relacionada com a qualidade.
Genotipos de milho com altos niveis de sacarose e outros acucares geralmente
apresentam baixa qualidade de semente (Cobb e Hannah, 1986). Por outro lado,
Sinniah et al. (1998) observaram que em brassicas, acucares e proteinas tém
igual importancia no desenvolvimento de sementes de alta qualidade. Bernal-
Lugo e Leopold (1992) relataram que a perda de vigor em sementes de milho
enquanto armazenadas estava associada com o declinio de varios carboidratos
soluveis e que o esgotamento de reservas de rafinose precede a de sacarose.
Agrupamento da cromatina, degeneracdo da mitocondria e plastideos,
peroxidagcdo de lipideos, aumento da atividade da amilase, do conteudo de
aminoacidos e 4acidos graxos livres, decréscimo da sintese de DNA,
monossacarideos, rafinose e fosfolipidios s&o alguns dos fendmenos fisiolégicos
associados com a deterioragdo de sementes de milho (Berjak et al., 1986; Kataki
et al., 1997). Além disso, a eficiéncia do sistema enzimatico na detoxificacdo de
hidroperoxidos tem um papel muito importante na manutengcdo do vigor e da
viabilidade das sementes durante o armazenamento e estagios iniciais de
germinacao (Bernal-Lugo et al., 2000).

O processo de desenvolvimento bem como as alteragdes fisicas, quimicas

e fisiolégicas no embrido e no endosperma e suas interrelagées contribuem para
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a garantia de uma germinacdo e emergéncia do solo rapida até seu
estabelecimento, com vigor de planta capaz de alcancar a fase reprodutiva
(Nonogaki, 2006). Independentemente da sua gravidade, danos na semente
aceleram o envelhecimento, predispondo as sementes a infeccdes, reduzindo a
germinacgao e o vigor e assim diminuindo a produtividade final da lavoura.

O envelhecimento da semente é um processo integrado de eventos
degenerativos contrapostos a capacidade de detoxificacdo e reparo das
sementes (Coolbear, 1995). Além disso, caracteristicas como umidade,
localizagdo na espiga, forma, tamanho e espessura do pericarpo assim como
estrutura e posicdo do embrido tem implicagdo na suscetibilidade ao dano
durante o processamento (Moore, 1972). Sementes de milho grandes e
achatadas tendem a ter um processo degenerativo mais lento do que sementes
redondas e pequenas, durante o armazenamento. Estudos sobre o efeito do dano
de processamento e armazenamento sobre sementes de milho de diferentes
posicbes na espiga indicaram que as provenientes do meio da espiga foram
menos danificadas do que aquelas provenientes do apice e da base da espiga
por serem mais uniformes, e consequentemente, se sobressairam melhor durante
o armazenamento em relacdo as outras categorias (Peterson et al., 1995). QTLs
para tamanho e peso de sementes também foram identificados na mesma regiao
gendmica identificada no presente estudo (Austin, 1996; Bohn, 1997).

Quanto ao controle genético de caracteres associados a qualidade de
sementes de milho, ndo existem muitos relatos na literatura. Em estudo realizado
por Gomes (1999) concluiu-se que existe efeito de heterose sobre a qualidade
fisioldgica de sementes em hibridos de milho. Ja Silva (2006) obteve altos valores
de herdabilidade para caracteres relativos a qualidade fisiolégica da semente de
milho. Regides associadas a tolerancia a altas temperaturas de secagem foram
identificadas nos cromossomos seis e oito de milho (Salgado, 2005). Ibafnez et al.
(2004) concluiram que o dano decorrente do processamento de sementes de
milho depende de fatores genéticos e ambientais. Com o advento do
sequenciamento do genoma, algumas informacdes estdo sendo obtidas em
plantas modelo, como € o caso de Arabdopsis (Silva, 2006). Diversos genes ja
foram identificados como envolvidos no processo de germinacao de sementes
(Nonogaki, 2006; Consonni et al., 2005).
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Uma possibilidade para a elucidacdo dos genes envolvidos seria a
combinacao de estudos de QTL e a tecnologia de microarranjos de cDNA (DNA
microarray), permitindo assim o estudo de genes nao antes identificados, o que €
fundamental na andlise funcional da interagdo genétipo-fenétipo (Wayne et al.,
2002). Atualmente, os microarranjos tém sido utilizados amplamente em estudos
sobre classificacdo de enfermidades humanas e no esclarecimento de regulagao
de caracteristicas complexas, assim como na pesquisa na area vegetal para a
analise de expressao génica (Pérez-Enciso et al., 2003). Embora com informacao
gendmica limitada, se comparado a area humana, varias espécies vegetais de
importancia agricola tém sido estudadas por meio de microarranjos de DNA,
como arroz (Zhu et al., 2003), milho (Hunter et al., 2002) e centeio (Negishi et al.,
2002). Estudos atuais estdo relacionados com a quantificacdo, complexidade e
estabilidade de transcritos; identificacdo de novos genes e rotas metabdlicas
associadas a processos biolégicos e seus elementos regulatérios; caracterizagao
da funcdo de genes especificos e definicdo de padrdes de expressao para
predicao de desempenho bioldgico (Kawasaki et al., 2001; Zhu et al., 2001). Em
sequéncia ao estudo aqui apresentado, poderia-se estreitar a regiao
cromossbémica que esta correlacionada com a resisténcia da semente ao dano
durante o processamento a um intervalo que seja o0 menor possivel, de maneira
que sejam identificados poucos genes. A utilizacdo desta ferramenta na analise
de expressao diferencial dos genes a partir do inicio do processamento até os
primeiros estagios da germinacédo, juntamente com estudos de longevidade de
vigor da semente (“shelf life”), pode elucidar varias questbes relacionadas aos
mecanismos de expressao génica envolvidos na qualidade de sementes de milho

apos seu processamento.

44



Conclusao

As evidéncias com base neste estudo indicam que a resisténcia das
sementes de milho ao dano durante o processamento pode ser controlada por um
modelo genético de epistasia dominante recessiva ou pelo modelo de dominancia
completa. Um QTL associado a esta caracteristica foi identificado no
Cromossomo nove, regiao esta ja conhecida como relacionada a aspectos de
qualidade de sementes de milho. Estudos de expressdo diferencial de genes
localizados nesta regido gen6mica, associados a analise de “shelf-life”, podem
auxiliar no avango da elucidagdo dos mecanismos genéticos relacionados a

qualidade de sementes de milho no pos-processamento.
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