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A colheita de sementes de milho em espiga favorece a antecipacdo da mesma e
consequentemente a viabilizacdo das estruturas de beneficiamento e de secagem. Além disso,
esse método permite que as sementes sejam colhidas mais proxima ao ponto de maturidade
fisioloégica e com maxima qualidade. Porém, sementes colhidas em espigas, com altos teores
de agua, podem sofrer danos no processo de secagem. Segundo José et al. (2004b), a
susceptibilidade da semente aos danos de secagem depende dentre outros fatores do genoétipo.
Porém, o processo de tolerancia a altas temperaturas de secagem ¢ complexo e pouco
compreendido, requerendo estudos mais detalhados para possibilitar a aplicacio em
programas de melhoramento.

Grande parte dos trabalhos de melhoramento genético que tem utilizado marcadores
moleculares ¢ priorizada para caracteres de heranca simples, uma vez que as variagdes
fenotipicas sdo de facil mensura¢do e analise (Lanza, 2000). Entretanto, a maioria das
caracteristicas de importancia economica em milho ¢ classificada como poligénicas ou
quantitativas (Stuber, 1995).

Ao contrario da pré-suposi¢do de que caracteristicas quantitativas sdo influenciadas
por muitos genes de pequeno efeito, Lande (1981) sugeriu que poucos genes poderiam
explicar uma propor¢do relativamente grande da variacdo genética para caracteristicas
quantitativas. Tais genes de efeito maior, sdo conhecidos como QTL (Quantitative Trait Loci
- caracteres de heranga quantitativa) e, algumas vezes ndo podem ser localizados
individualmente. Porém, ¢ possivel a localizacdo da regido do genoma em que estes locos
podem estar presentes, bem como estimar o quanto tais locos contribuem para a variagao total
do fenotipo.

Um grande nimero de genes com um efeito potencial tanto na termotolerancia quanto
na tolerancia de plantas e sementes a estresse hidrico tém sido descritos, sendo que um maior
entendimento das respostas moleculares a esses estresses tem sido obtido por meio da
avaliagdo de tais genes. Além disso, as regides gendmicas onde se encontram os locos
controladores dessas caracteristicas vém sendo alvo de diversos estudos, visando o
conhecimento da magnitude dos efeitos e as interacdes desses genes ou QTLs.

Procurou-se nessa pesquisa identificar QTLs, bem como a agdo genética e
quantificagdo dos efeitos dessas regides na variacdo fenotipica da tolerancia de sementes a
alta temperatura de secagem.

A presente pesquisa foi desenvolvida na area experimental e no Laboratdrio de Andlise
de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG
e no Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.



As linhagens de milho LE12 e LES, com sementes intolerantes e tolerantes a secagem
a alta temperatura, respectivamente, foram cruzadas para a obten¢do de uma populacio F2:3.
Cada planta individual foi identificada e foram coletadas folhas que ficaram armazenadas a -
80 °C . As sementes foram colhidas quando apresentavam teor de dgua de 35% e secadas a 45
°C, usando um secador de acordo com o modelo descrito por Rosa (2000).

Apoés a secagem as sementes foram avaliadas quanto a tolerancia a dessecagdo pelo
teste de envelhecimento acelerado de acordo com o trabalho de José et al. (2004a). Os ensaios
para a avaliacdo de microssatélites e as andlises de ligacdo dos marcadores foram descritos
por Salgado et al. (2005). O mesmo mapa de ligagdo foi usado no presente trabalho. Para o
mapeamento do QTL, os dados moleculares e os resultados de vigor observados no teste de
envelhecimento acelerado foram associados por meio do modelo de regressdo simples,
utilizando o programa QTL Cartographer para Windows versdo 1,21 (Basten et al., 2000),
sendo que as associagdes foram consideradas significativas a um nivel de probabilidade P <
0,01 ¢ o coeficiente de determinagio (1*) foi interpretado como a estimativa da propor¢io da
variancia fenotipica explicada por cada marcador.

O mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994) foi realizado utilizando as
informagdes do mapa de liga¢ao e o programa QTL Cartographer para Windows versao 1,21
(Basten et al., 2000). O intervalo de precisao foi de 1 cM, com uma distancia de 10 cM para
controlar a interferéncia de multiplos QTLs por meio de modelos de regressdo backward e
forward. A localizagdo do QTL mais provavel foi estimada pela funcdo verossimilhanga,
sendo plotada uma curva em valores de LR para cada cM do genoma mapeado. O limite de
significancia foi determinado utilizando-se 1000 permutacdes ao acaso dos dados fenotipicos
(a=0,05), segundo Doerge & Churchill (1996).

A agdo génica de cada 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):
aditivo (A) = 0 a 0,20; dominancia parcial (DP) = 0,21 a 0,80; dominancia (D) =0,81 a 1,20 e
sobredominancia (OD) > 1,20.

Apenas os marcadores que foram mapeados nos grupos de ligacdo gerados pelo
programa Gqmol foram utilizados nesse processo de mapeamento. Os marcadores que nao se
ligaram a nenhum grupo foram excluidos dessa andlise, o que levou a utilizacdo de somente
39 marcadores na analise de intervalo composto.

Os marcadores ndo ligados puderam ser avaliados pela analise de regressao linear
simples. Desses marcadores, somente para o umc1029, localizado no bin 7.04 houve uma
associagdo significativa entre o marcador e QTL. Os demais marcadores significativamente
associados a QTLs pela andlise de regressdo linear simples se encontram agrupados nos
grupos de ligacdo que foram utilizados na andlise de intervalo composto.

Por meio do mapeamento por intervalo composto, foram mapeados trés QTLs
associados com a tolerancia de sementes de milho a alta temperatura de secagem, sendo
estimadas suas contribui¢des na variancia fenotipica, seus efeitos e acao génica.

Pela andlise de intervalo composto, os QTLs explicaram conjuntamente 39% da
variagdo fenotipica quanto a tolerancia a alta temperatura de secagem. Considerando o grau
de dominancia (d/[a]) dos trés QTLs detectados, observa-se que foram detectados efeitos
aditivos, de dominancia e de sobredominancia. Tais resultados estdo de acordo com José et al.
(2004b), que observaram efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinagdo, bem como efeitos reciprocos significativos para a tolerancia a alta temperatura
de secagem, indicando a presenca de genes de efeitos aditivos e ndo aditivos no controle
genético para essa caracteristica, tendo sido os efeitos genéticos aditivos mais importantes na
determinacao do carater.



Na posi¢do 6.05 do cromossomo 6, foi identificado um QTL ligado ao marcador
nc013, explicando 10,61% da variancia fenotipica. Esse QTL apresenta efeito dominante e o
sinal negativo do efeito aditivo indica que o alelo favoravel foi doado pelo genitor intolerante
a alta temperatura de secagem (Tabela 1). No mesmo cromossomo, mas no bin 6.08 ligado ao
marcador umc2059, foi identificado um QTL explicando 10,27% da variancia fenotipica da
caracteristica, com um efeito de dominancia para a expressao do fendtipo. O terceiro QTL foi
mapeado na posicdo 8.05, proximo ao marcador phi014. Esse QTL explicou 14,10% da
variagdo fenotipica, possuindo um efeito de sobredominancia.

TABELA 1 - Posi¢do, porcentagem de varidncia fenotipica (Vf), efeitos e agdo génica dos
QTLs associados a tolerancia de sementes de milho a alta temperatura de
secagem, por meio do mapeamento de intervalo composto e regressdo simples.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Mapeamento por intervalo composto .
Marca simples

i : ; Acao
Bin LR VF Efeitos génicos génica
Signi-  Maxi (g2 Vf
Marca ficancia ma (R%) a d (d/a) F Prob. (Rz)
* 1
605 Nc0013 1135 1179 1061 -17.62 1577 089 775 °00% 743 ?1;)::2:
0.002* )
6.08 umc2059 872 1027 1005 17.69 411 022 1026 9.97  Aditivo
8.05  phi0l4 864 970 141 1221 2364 19 627 002¢ 53¢ Sobredo-
minante

** significativo a 1% de probabilidade;

* significativo a 5% de probabilidade;

LR: razdo da verossimilhanga.

Significancia: limite determinado por 1.000 permutagdes ao acaso dos dados fenotipico para cada cromossomo.
1*: proporg¢édo da varidncia fenotipica explicada pelo QTL

a: efeito aditivo; d: efeito de dominancia; d/[a]: grau de dominéncia

Pela andlise de marcas simples, os marcadores ncO13 e umc2059, localizados no
cromossomo 6, explicaram 7,63% e 9,97% da variagdo fenotipica, respectivamente. Ja& o
marcador phi014, localizado no cromossomo 8, explicou 5,36% da variacdo fenotipica da
tolerancia (Tabela 1). Pelos resultados apresentados, observa-se que os valores da variancia
fenotipica desses marcadores obtidos pela andlise de marca simples foram mais baixos que os
observados pela analise de intervalo composto, indicando que essa tltima analise possui um
maior poder de estimativa dos efeitos dos QTLs.

Esses marcadores parecem estar efetivamente associados com a caracteristica avaliada,
uma vez que todos se encontram mapeados proximos a genes cujos produtos de expressao
vém sendo associados com a tolerancia a dessecacdo das sementes. O QTLs, que estd
localizado no bin 8.05, apresenta-se proximo a trés genes, o ncr(sod3c) que codifica para
superoxido dismutase, o actl, que codifica para actina e o tub2, cujo produto génico ¢ uma
beta tubulina (Maize Genetics and Genomics Database, 2005).

Tanto os microtubulos quanto os microfilamentos de actina compdem o citoesqueleto.
Sao os principais componentes dos fusos mitoticos e meiodticos, auxiliando o movimento dos
cromossomos durante a mitose € a meiose. A organizagdo dos microtubulos ¢ sensivel a
diferentes fatores ambientais, incluindo elevadas temperaturas (Bajer et al., 1993). Em eixos



embrionarios desidratados, essa estrutura se torna desorganizada, tanto em sementes
tolerantes quanto intolerantes a dessecacdo. Nessas ultimas, diferentemente das tolerantes, o
citoesqueleto ndo se torna novamente organizado com o processo de embebi¢do da semente,
causando, entdo, danos as sementes (Berjak & Pammenter, 2003).

Além da regido gendmica onde estd mapeado o QTLs, outro loco da superdxido
dismutase, ncr(sod3a), encontra-se localizado no bin 6.05. Segundo as informagdes
encontradas no Maize Genetics and Genomics Database (2005), o produto génico desse loco
encontra-se localizado na mitocondria. Injirias na membrana mitocondrial e nas proteinas
envolvidas na cadeia transportadora de elétrons podem resultar na geragdo de radicais livres.
Os radicais livres geralmente causam danos em acidos nucléicos, proteinas e lipideos, tendo
como primeiro alvo as membranas, o que constitui uma das causas da perda da integridade
das mesmas em organismos sensiveis a dessecacdo quando estdo sob condi¢des de estresse
hidrico (Hoekstra, 2002; Mundree et al., 2002). Dessa forma, mecanismos antioxidantes
constituem parte da adaptacdo ao estresse térmico e vém sendo fortemente correlacionados
com a aquisi¢do de termotolerancia (Maestri et al., 2002).

Os marcadores nc013 e umc2059, ligados aos QTLs 1 e 2 no cromossomo 6,
encontram-se mapeados proximo aos locos que codificam a deidrina 1 (dhnl), proteina de
choque térmico (hspl01) e a proteina LEA do grupo 3 (mlg3), além da superoxido dismutase.
Nieto-Soleto et al. (2002) mapearam o marcador umc132 ligado a uma proteina de choque
térmico em milho. Segundo os autores, a regido desse marcador, que estd localizado no bin
6.07, esta envolvida com a sensibilidade a seca e com a concentragao de ABA tanto no xilema
quanto em folhas.

LEA proteinas do grupo 3 e do grupo 2, que ¢ conhecido como deidrina, sdo
acumuladas quando ha sinal de algum estresse, sendo associadas com a maturacdo e a
tolerancia a dessecacdo de sementes (Yang et al., 1997; Baker et al., 1988; Thomann et al.
1992).

A proteina choque térmico Hspl01 foi encontrada por Kollipara et al. (2002) com
diferengas na expressao entre sementes de milho tolerantes e intolerantes a alta temperatura de
secagem, sendo que a mesma se encontra entre os locos dos marcadores nc013 ¢ umc2059,
mapeados no presente trabalho. As proteinas Hsp, cuja expressdo ¢ induzida pelos mesmos
tipos de estresse que induzem a expressdo de LEAs proteinas, t€ém sua sintese coincidente
com a aquisi¢do da tolerancia a dessecacao (Hoekstra et al., 2001).

A identificagdo desses QTLs certamente oferece contribui¢do para o entendimento da
tolerancia de sementes de milho a alta temperatura de secagem, podendo levar a identificacdao
de genes e elucidagdo dos mecanismos envolvidos na expressao da tolerancia. Considerando
que tantos os efeitos aditivos, dominantes e sobredominantes sdo importantes no controle da
tolerancia a alta temperatura de secagem, a escolha de métodos de melhoramento que
explorem todas as fontes de variabilidade para essa caracteristica em milho ¢ de fundamental
importancia.
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