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Oliveira, Rayanne Pereira (MS), Universidade Federal de S&o Joao del-Rei, Margo de
2019. Variabilidade alélica do gene ZmMMATEL associada com a tolerancia ao
aluminio em um painel de linhagens tropicais de milho. Orientadora: Claudia

Teixeira Guimaraes.

RESUMO

A toxidez por aluminio (Al) € um fator limitante para a producéo agricola em
solos acidos, que estao presentes em aproximadamente 50% das areas agricultaveis
do mundo. A tolerancia ao Al é uma caracteristica complexa em milho (Zea mays L.),
onde até o momento, apenas o ZMMATEL foi caracterizado como o gene responsavel
por parte dessa tolerancia, via exsudacédo de citrato nos apices radiculares. A forma
alélica do gene ZmMMATEL, que confere tolerancia ao Al, esta organizada em trés
copias em tandem e foi associada com os altos niveis de expressao do gene na
linhagem Cateto Al237. J4 o alelo presente na linhagem L53, altamente sensivel ao
Al, esta organizado em uma Unica coOpia, associado a baixa expressdo do gene
ZMMATEL. Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) localizado na regido
promotora do gene ZmMMATE1 foi compartilhado com um grupo restrito de linhagens
que possuiam alta expressao do gene, sendo uma evidéncia inicial da associacéo
entre o polimorfismo e a expressdo do gene. Assim, o objetivo do presente trabalho
foi investigar a frequéncia e a distribuicdo das trés copias e do SNP na regido
promotora do ZmMATEL1 em um painel de ampla diversidade de milho tropical,
visando consolidar as inferéncias sobre o efeito desses polimorfismos na expressao
do ZmMATEL e na tolerancia ao Al. O painel foi constituido por 60 linhagens de milho,
selecionadas a partir de 363 linhagens da Embrapa e 21 do CIMMYT (Centro
Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo), que foram caracterizadas quanto ao
namero de cépias, ao SNP na regido promotora e a expressado do gene ZmMATEL,
além da tolerancia ao Al em solucéo nutritiva. Trés novas linhagens contendo o gene
ZMmMATE1 em triplicata foram identificadas no painel, sendo duas originarias do Brasil
e uma da Colébmbia. Todas as linhagens com trés cépias do ZmMMATE1 apresentaram
alelo T, alta expressao do gene e tolerancia ao Al de alta a intermediaria. O alelo T foi
associado ao aumento no nivel de expressao do gene ZmMATEL, tendo sua origem
provavel no Composto Tuxpefio e no grupo filogenético compartilhado com as

linhagens derivadas da raca Cateto. Duas linhagens altamente tolerantes ao Al nado
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apresentaram o alelo superior do ZmMATE1, confirmando a existéncia de diferentes
mecanismos de tolerancia ao Al em milho. Assim, a ampla variabilidade genética e
fenotipica apresentada no painel de linhagens tropicais de milho permitiu identificar
novas combinacdes de alelos conferindo alta expressédo do gene ZmMATEL, além de
novos genes, que poderdo ser piramidados visando o desenvolvimento de cultivares

com niveis superiores de tolerancia ao Al.

Palavras-chaves: Milho; tolerancia ao Al; ZmMATEZ1; variabilidade alélica.
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2019. Allelic variability of the ZmMATE1l gene associated with aluminum
tolerance in a panel of tropical maize lines. Orientadora: Claudia Teixeira

Guimaraes.

ABSTRACT

Aluminum (Al) toxicity is a limiting factor for crop yield on acid soils, which
covers approximately 50% of the world arable lands. Al tolerance is a complex trait in
maize (Zea mays L.), where until now, only the ZmMMATE1 was characterized as a
gene responsible for part of this tolerance, via citrate exudation in root apices. The
allelic form of the ZmMATEL gene that confers Al tolerance is organized in three
tandem copies and was associated with the high levels of gene expression in Cateto
Al237. The allele present in the line L53, highly sensitive to Al, is organized in a single
copy and was associated with low expression of ZmMMATE1L. A single nucleotide
polymorphism (SNP) located in the promoter region of the ZmMMATE1 gene was shared
with a small group of lines with high expression of this gene, being a first evidence of
the association between this polymorphism and gene expression. Thus, the objective
of this study was to investigate the frequency and distribution of the three copies and
the SNP in the promoter region of ZmMMATEL in a tropical maize panel of wide diversity,
aiming to consolidate the inferences about the effect of these polymorphisms in the
expression of ZMMATEL and in the Al tolerance. The panel was composed of 60 maize
inbred lines, selected from 363 lines of Embrapa and 21 of CIMMYT (International
Center for Improvement of Maize and Wheat), which were characterized for the copy
number variation, the SNP in the promoter region and the gene expression of
ZmMATEL, in addition to the Al tolerance in nutrient solution. Three new lines
containing the ZmMMATE1 gene in triplicate were identified in the panel, of which two
were from Brazil and one from Colombia. All maize lines with three copies of
ZmMATEZ1 showed the T allele, high gene expression and tolerance to Al from high to
intermediate. The T allele was associated with an increase in the expression level of
the ZmMMATEL gene, which was originated probably in the Composto Tuxpefio and in
the phylogenetic group shared with the lines derived from Cateto landrace. Two lines
highly Al tolerant did not have the superior allele of ZmMATE1, confirming the

existence of different Al tolerance mechanisms in maize. Thus, the wide genetic and
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phenotypic variability within the tropical maize panel allowed the identification of new
combinations of alleles conferring high expression of ZmMATEL, in addition to new
genes, which may be pyramided to develop cultivars with superior levels of Al

tolerance.

Keywords: Maize; Al tolerance; ZmMATEZ; Allelic variability.
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1. INTRODUCAO

Os solos acidos correspondem a aproximadamente 50% das terras cultivaveis
de todo o planeta, sendo amplamente distribuidos em regides tropicais e subtropicais
(Von Uexkill & Mutert, 1995). No Brasil, cerca de 205 milhdes de hectares séo
compostos por solos acidos (Olmos & Camargo, 1976), incluindo o Cerrado brasileiro,
amplamente utilizado nas atividades agricolas (Fageria et al. 1999). Devido a esta
acidez, o aluminio é encontrado no solo na forma trivalente (AI3*) (Kochian, 1995),
altamente téxica e facilmente absorvida pelas plantas, inibindo o desenvolvimento
radicular e reduzindo a exploracdo de camadas mais profundas do solo (Panda et al.
2009).

Em milho (Zea mays L.), a tolerancia ao Al € uma caracteristica complexa
(Magnavaca et al. 1987), envolvendo diversos genes e mecanismos fisiolégicos
(Pandey et al. 1994). A partir de estudos de mapeamento de locos de heranca
quantitativa (QTLSs, do inglés Quantitative Trait Loci), uma regido gendmica localizada
no cromossomo 6 foi associada com a tolerancia ao Al, explicando em torno de 15%
da caracteristica em popula¢des biparentais de milho (Sibov et al. 1999; Ninamango
et al. 2003). Essa regido gendmica foi co-localizada com o gene ZmMATE1, que
codifica um transportador da familia multi-drug and compound extrusion, responsavel
pela exsudacédo de citrato no pice radicular de linhagens tolerantes ao Al (Maron et
al. 2010). Um estudo genético indicou que presenca de trés copias em tandem do
gene ZMMATEL foi associada com a alta expressao do gene e com a maior tolerancia
ao Al na linhagem Cateto Al237 (Maron et al. 2013). Posteriormente, um pequeno
conjunto de linhagens derivadas da L228-3 apresentou niveis de expressao do
ZMMATE1 compativeis com Cateto Al237 e apenas uma copia do gene (Guimaraes
et al. 2014), sugerindo a existéncia de outro mecanismo de controle da expressao do
ZMmMATEZ1, além do nimero de cépias descrito previamente em Cateto Al237 (Maron
et al. 2013). Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP, do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) localizado na regiao promotora do ZmMATEL foi compartilhado pelas
linhagens que apresentam alta expressao do gene (Cateto Al237 e a L228-3) em
comparacao com linhagens com baixa expressao do gene (Barros et al. 2016; Costa,
2017).



Esses estudos indicam a existéncia de dois polimorfismos potencialmente
associados com a expressdo do gene ZmMATEL, as trés copias e 0 SNP na regido
promotora do gene alvo. No entanto, essas evidéncias foram baseadas em um
pequeno grupo de linhagens, cuja ampliacdo pode facilitar a exploracdo da
variabilidade genética e consolidar o efeito desses polimorfismos na tolerancia ao Al

em milho.



2. OBJETIVO

Caracterizar a variabilidade alélica de dois polimorfismos no gene ZmMATEL,
0 numero de cépias e o SNP na regido promotora, e sua possivel associacdo com a
tolerancia ao Al em um painel de linhagens tropicais de milho.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O ALUMINIO E OS SOLOS ACIDOS

O aluminio (Al) é o elemento quimico mais abundante no solo, ocupando o
terceiro lugar entre os elementos presentes na crosta terrestre, ap0s 0 oxigénio e o
silicio (Pournourmohammadi et al. 2008). A disponibilidade do Al na solu¢éo do solo
depende do pH, cujos valores < 5 favorecem a formagao dos ions Al**, forma téxica e
facilmente absorvida pelas plantas. O apice radicular é o principal tecido afetado pelo
Al toxico, cujos efeitos tém inicio em segundos, comec¢ando com a inibicdo da
elongacéo das raizes (Kochian et al. 2004), tornando-as grossas, com raizes laterais
e apices espessos, curtos, escuros e sem ramificacdes (Foy et al. 1978). Ocorre
também a reducdo do tamanho da coifa e o desarranjo do tecido meristematico
(Peixoto et al. 2007). Assim, os danos causados nas raizes limitam a absorcédo de
nutrientes e de agua (Degenhardt et al. 1998), culminando na reducdo do seu
desenvolvimento vegetativo (Ryan et al. 1993; Jones & Kochian, 1995).

Os solos é&cidos estdo presentes em aproximadamente 50% das terras
agricultaveis do mundo (Von Uexkull & Mutert, 1995) e ocupam 205 milhdes de
hectares no Brasil, dos quais 112 milhdes sédo considerados aptos para a agricultura
(Olmos & Camargo, 1976). A acidificacdo do solo ocorre por processos naturais,
como a lavagem e a lixiviagdo dos nutrientes do solo (Santiago & Rossetto, 2005),
pela intensificacdo da agricultura (Quintal et al. 2017), que ocasiona a remocéo dos
nutrientes essenciais como o calcio, 0 magnésio e o potassio, sem a devida reposicao,
e pelo uso de fertilizantes acidos (Santiago & Rossetto, 2005).

Praticas agronémicas como a calagem e a gessagem minimizam a toxicidade
do Al, uma vez neutralizam os ions H* e AI**, respectivamente (Ferreira et al. 2006).
No entanto, tais praticas elevam os custos da producéo agricola além de terem sua
efetividade restrita, uma vez que a calagem € mais eficiente na correcdo das camadas
superficiais do solo e a gessagem pode causar a lixiviacdo de outros nutrientes para

as camadas subsuperficiais (Freitas et al. 2006).
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3.2. MECANISMOS DE TOLERANCIA DAS PLANTAS AO AL

As espécies vegetais apresentam grande variabilidade fenotipica para a
tolerancia ao Al, envolvendo diferentes mecanismos para sobrevivéncia sob tal
estresse (Echart & Molina, 2001). Os mecanismos de tolerdncia ao aluminio séo
classificados como os que impedem a entrada do AI®* nas células radiculares
(mecanismos apoplasticos) e os mecanismos de detoxificacdo interna do Al que
penetrou nas células (mecanismos simplésticos) (Kochian, 1995; Kochian et al. 2004).

O principal mecanismo de toleréncia e o mais bem caracterizado em mono e
dicotiledbneas € o de exclusao do Al mediado pela exsudacao de acidos organicos
(citrato, malato ou oxalato) na rizosfera (Kochian et al. 2015). Os acidos organicos
guelam os ions AIP*, impedindo que eles atravessem a membrana plasmatica e
atinjam o simplasto (Kochian et al. 2015).

Outra classe de mecanismos envolve a detoxificacdo interna do Al
(simplastico), onde o Al que penetra na célula tem sua fitotoxidez neutralizada por
meio da interacdo com moléculas organicas ou é translocado para o interior do
vacuolo ou para outros 6rgaos da planta onde o Al causa menores danos (Ryan et al.
2011; Miguel et al. 2010; Kochian et al. 2015). Em algumas espécies tolerantes, o Al
é translocado e acumulado nas folhas, em formas néo toxicas, como o cha-da-india
(Camelia sinensis), trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) e em horténsia
(Hydrangea macrophylla), onde o Al pode compor mais de 1% do peso seco da parte
aérea (Delhaize et al. 2009). Assim, nessas espécies 0 Al ndo causa os sintomas

adversos e pode até estimular o seu crescimento.

3.3. GENES RELACIONADOS COM A TOLERANCIA AO AL EM PLANTAS

A identificacdo de genes permite uma melhor compreensao dos aspectos
genéticos, moleculares e fisiologicos envolvidos na tolerancia ao Al, que sé&o
importantes para o desenvolvimento de cultivares tolerantes e adaptados ao cultivo

em solos 4cidos (Sade et al. 2016).
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O primeiro gene de tolerancia ao Al foi clonado em trigo (Triticum aestivum),
TaALMT1, que codifica um transportador da familia ALMT (aluminum-activated malate
transporter), responsavel pelo efluxo de malato no &pice radicular de linhagens
tolerantes ativado pelo Al (Sasaki et al. 2004). O gene TaALMT1 foi co-localizado em
o loco (Altsn), responsavel por controlar 85% da variagéao fenotipica da tolerancia ao
Al em trigo em uma populagéo biparental (Riede & Anderson, 1996). Um grande
namero de membros da familia ALMT foram implicados na exsudacdo de malato e na
tolerancia ao Al em diferentes espécies, incluindo Arabidopsis (AtALMT1; Hoekenga
et al. 2006), colza (BnALMT1 e BnALMTZ2; Ligaba et al. 2006), centeio (SCALMT1;
Collins et al. 2008) e cevada (HVALMTL; Gruber et al. 2010).

Em sorgo (Sorgum bicolor), o loco Altsg explica em torno de 80% da variagao
fenotipica da tolerancia ao Al em uma populacdo de linhagens recombinantes
(Magalhaes et al. 2004). Nesse loco foi identificado o gene SbMATE que codifica um
transportador pertencente a familia MATE (multi-drug and compound extrusion),
responsavel pela exsucédo de citrato nos apices das raizes de linhagens tolerantes,
ativado na presenca do Al (Magalhaes et al. 2007). Homélogos da familia MATE
controlando tolerancia ao Al foram identificados em Arabidopsis (AtMATE; Liu et al.
2009), trigo (TaMATEL; Ryan et al. 2009), centeio (ScCFRDL2; Yokosho et al. 2010),
milho (ZmMMATEL; Maron et al. 2010) e arroz (OsFRDL4; Yokosho et al. 2011).

Outros genes tém sido associados com a tolerancia ao Al, além daqueles que
codificam transportadores de acidos organicos. Dentre eles, podemos destacar 0s
transportadores ABC (ATP binding cassete), que sdo proteinas transmembrana
presentes em procariotos e eucariotos (Henikoff et al. 1997). Esses genes foram
associados com a tolerancia ao Al em Arabidopsis (ALS3 e ALS1; Larsen et al. 2005,
2007) e arroz (STAR1 e STAR2; Huang et al. 2009). O gene ALS3 esta possivelmente
associado ao transporte do Al via floema para regiées menos sensiveis da planta e o
ALS1 esta envolvido no transporte do Al para o vacuolo (Larsen et al. 2007). Os genes
STAR1 e STAR2 codificam o dominio de ligagdo a nucleotideos e o dominio
transmembrana de um transportador ABC, respectivamente, envolvido no transporte
da UDP-glicose na parede celular, que pode estar envolvido na modificacdo da
parede, reduzindo sua capacidade de ligagdo com o Al (Huang et al. 2009; Kochian et
al. 2015; Sade et al. 2016). Outro transportador ABC do subgrupo Transportador
Associado ao Antigeno em Processamento (TAP), localizado no tonoplasto das

células de raiz de arroz, parece ser o responsavel pelo transporte do Al do citoplasma
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para o vacuolo (Huang et al. 2012). O gene OsALS1, que codifica esse transportador,
é rapidamente induzido pelo Al, sendo requerido no mecanismo de detoxificacéo
interna do Al em arroz (Huang et al. 2012).

O gene Nratl (Nramp aluminum transporter 1) de arroz codifica um
transportador de membrana especifico para Al** (Xia et al. 2010). Nratl é membro da
familia Nramp (Natural Resistance-associated Macrophage Protein) e se localiza na
membrana plasmatica das células do apice radicular, excetuando-se nas epidérmicas.
O transportador Nratl transloca o AI®* prejudicial a parede celular para dentro do
citoplasma. No entanto, esse transportador, em conjunto com transportadores do tipo
ABC, provavelmente atuardo de forma complementar para remover o Al da parede
celular e transporta-lo para o vacuolo nas células da raiz (Xia et al. 2010; Huang et al.
2012).

Genes da familia ASR (ABSCISIC ACID STRESS RIPENING), identificados
inicialmente em tomate (lusem et al. 1993), estdo envolvidos no amadurecimento de
frutos e desempenham um papel importante durante seca e salinidade em mono e
dicotiledbneas (Carrari et al. 2004). Arenhart et al. (2013) demonstraram que o gene
ASRS5 é regulado pelo Al em plantas de arroz tolerantes e ndo é responsivo em plantas
sensiveis. Adicionalmente, plantas transgénicas com RNAIi desse gene foram mais
sensiveis ao Al, sugerindo que ARS5 seja um fator transcricional que regula outros
genes que, em conjunto, protegem as células do estresse causado pelo Al. ASR5
também apresentou alta expressdo nas raizes de genotipos de arroz tolerantes sob

estresse por Al (Yang et al. 2007).

3.4. REGULACAO DA EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA
TOLERANCIA AO AL

A expressédo dos genes das familias ALMT e MATE é regulada pelos fatores
de transcricao do tipo dedo de zinco Cys2-His2, denominados STOP1 (Sensitive to
proton rhyzotoxicity 1) e ART1 (Aluminium resistance transcription factor 1) (luchi et
al. 2007). Em Arabidopsis, a expressao dos genes AtALMT e AtMATE é mediada pelo
fator de transcricdo STOP1, que age de forma independente em ambos os genes
(luchi et al. 2007).



8

O ART1 é um homodlogo do STOP1, que interage com o elemento cis
[GGN(T/g/a/C)V(C/AIg)S(C/G)] e regula a expressdo de varios genes envolvidos na
tolerancia ao Al em arroz (Yamaji et al. 2009), como STAR1 e STAR2 (Huang, 2009);
Nratl (Xia et al. 2010); OsFRDL4, representante da familia MATE em arroz (Yokosho
et al. 2011) e OsALS1 (Huang et al. 2012). J& em trigo e cevada, a expressao dos
genes TaALMT1 e HVAACT1, respectivamente, ocorre de forma constitutiva, e o
efluxo dos acidos organicos (malato e citrato) ocorre independente da exposicéo da
raiz ao Al (Liu et al. 2009).

O WRKY46 € um membro da familia de fatores de transcricdo que atua como
regulador negativo da expressao do gene AtALMT1 (Ding et al. 2013). Embora a
expressdo de ambos 0s genes seja co-localizada na raiz, respostas inversas na
expressao desses genes foram observadas presenca do Al. A regido promotora de
AtALMT1 apresenta diversos dominios WRKY putativos, alguns dos quais mostraram
estar ligados com a proteina AtWRKY46, controlando negativamente a exsudacédo de
malato (Ding et al. 2013).

Um exemplo interessante de alteracéo da funcéo de transporte via modulacéo
da expresséao génica € com o gene HVAACT1, que codifica um transportador de citrato
em cevada. A funcdo primaria desse transportador € liberar citrato no xilema
facilitando a translocacao de ferro das raizes para a parte aérea (Fuijii et al. 2012). No
entanto, a insercdo de um elemento transponivel de 1 kb na regido promotora
aumentou a expressao desse gene e alterou sua expressao para o apice radicular,
onde o maior efluxo de citrato culminou no aumento da tolerancia ao Al (Fuijii et al.
2012).

3.5. GENETICA DA TOLERANCIA AO AL EM MILHO

Estudos de mapeamento de QTLs em milho identificaram uma regiao
gendmica consistentemente associada com tolerancia ao Al no cromossomo 6 por
Sibov et al. (1999) e Ninamango et al. (2003). Tal regido foi, posteriormente, co-
localizada com o gene ZmMATEL, homologo ao SbMATE de sorgo e caracterizado
como o primeiro gene que controla a tolerancia ao Al em milho (Maron et al. 2010).



O gene ZmMMATE1L codifica um transportador de citrato ativado pelo Al e
expresso preferencialmente no apice radicular de linhagens tolerantes (Maron et al.
2010). Um estudo sobre as bases moleculares da tolerancia ao Al demonstrou que o
gene ZMMATEL esta organizado em trés cOpias em tandem na linhagem Cateto
Al237, tolerante ao Al, e que as trés copias do ZmMATE1 conferem uma maior
expressao, resultando em uma maior tolerancia, quando comparado com uma Unica
copia do gene presente na linhagem L53 (Maron et al. 2013). O alelo superior do
ZMmMATEZ1 que confere tolerancia ao Al é raro em milho, estando presente em apenas
trés das 279 linhagens avaliadas por Maron et al. (2013).

Em um conjunto de 37 linhagens tropicais de milho, a linhagem L228-3 e suas
derivadas se destacaram pelos altos niveis de expressdao do gene ZMmMATEL,
comparaveis com a linhagem Cateto Al237, apesar de possuirem apenas uma copia
do gene ZMMATEL (Guimaraes et al. 2014). Um polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) localizado 2.499 pb antes do cédon de inicio da transcricdo do ZmMATEL foi
associado com a expressdo desse gene em um pequeno conjunto de linhagens
(Barros et al. 2015; Costa, 2017). Por meio de uma analise in silico, foi identificado
que esse SNP coincide com uma regido conservada para ligacdo de fatores de
transcricdo da familia MYB e flanqueia uma regido de ligacao de fatores de transcricéo
da familia NAC (Costa, 2017) (Figura 1), sugerindo uma possivel funcédo desse SNP
na expressao do gene alvo.

O conjunto de informacdes disponivel indica que o efeito do gene ZMMATE1
na tolerancia ao Al é modulado pela sua expressao no apice radicular. As trés copias
em tandem do gene ZmMMATEL € um dos mecanismos moleculares que controla a
expressdo desse gene na linhagem Cateto Al237, conferindo tolerancia ao Al. Ja o
SNP na regido promotora do gene precisa ser testado quanto a sua potencial
influéncia na expressédo do ZmMATEL e na tolerancia ao Al. Como tais evidéncias sao
suportadas por um numero muito pequeno de linhagens, a expansdo dessas
informacbes para um painel de ampla diversidade genética consolidara
significativamente as inferéncias genéticas e funcionais desses polimorfismos no

controle da tolerancia ao Al em milho.
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Figura 1- Distribuicdo de elementos cis regulatorios ao longo de 2710 pb da regido promotora
do gene ZMMATEL da linhagem L53. Na posi¢do -2499, indicada pelo asterisco, esta
representado o SNP T/C, que corresponde ao cédigo Y. Em A esté representada a sequéncia
de ligacdo para fatores NAC flanqueando esse SNP. Em B encontra-se o motivo de ligacéo
de proteinas MYB no alelo C da L53. Letras mailsculas dentro do motivo de ligacédo
representam a sequéncia core, definida como a mais conservada. Letras em vermelho s&o as
posicdes conservadas e de alto conteudo informativo na regido. Adaptado de Costa (2017).
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAL GENETICO

Um painel de 363 linhagens da Embrapa previamente avaliado por
Ribeiro (2015) foi genotipado com o marcador que revela o SNP T/C na regiao
promotora do gene ZMmMATEL. A partir dessa informacédo, as linhagens que
apresentaram o SNP T foram selecionadas juntamente com algumas linhagens
filogeneticamente proximas, formando subgrupos com alta similaridade e ampla
diversidade entre eles. As 363 linhagens foram agrupadas com base em 12.700 SNPs
gerados por meio da técnica de genotipagem por sequenciamento (GBS) segundo
Ribeiro (2015). Adicionalmente, o DNA de 21 linhagens do Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo (CIMMYT), Colémbia foram cedidas pelo pesquisador

Luiz Narro e utilizadas na genotipagem com o SNP alvo.

4.2. COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DO DNA

Folhas jovens de pelo menos sete plantulas, cultivadas em hidroponia, foram
utilizadas para representar cada linhagem, que foram congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80° C. O DNA gendmico foi extraido pelo método
CTAB, descrito por Saghai-Maroof et al. (1984) e quantificado no NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

4.3. GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO NA REGIAO PROMOTORA DO GENE
ZMMATEL1

A genotipagem foi realizada utilizando o ensaio KASP (Kompetitive Allele-
Specific PCR), previamente convertido e validado por Barros et al. (2015). A reacéo
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de amplificacéo foi realizada com 5 uL de KASP Master Mix, 50 ng de DNA e 0,14 uL
de KASP Assay Mix contendo os primers (LGC Genomics, Teddington, Inglaterra). Os
ciclos de amplificagéo foram 94° C por 15 minutos, seguidos por 10 ciclos a 94° C por
20 segundos, 61 °C durante 1 minuto reduzindo 0,6° C por ciclo, seguido de mais 26
ciclos de 94°C durante 20 segundos e 55°C durante 1 minuto.

A intensidade da fluorescéncia das amostras foi quantificada por meio do leitor
de microplacas FLUOstar Omega Filter-based multi-mode microplate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Alemanha) utilizando a fluorescéncia ROX na normalizacdo do
sinal. A genotipagem foi realizada utilizando o software KlusterCaller 1.1 (LGC

Genomics, Teddington, Inglaterra).

4.4. AVALIACAO DA TOLERANCIA AO AL TOXICO EM SOLUCAO NUTRITIVA

Os experimentos foram conduzidos em camara de crescimento com
temperatura a 27°C durante o dia e 21° C a noite com fotoperiodo de 12 h e 330 pymol
fotons m?2s'. As linhagens foram divididas em trés experimentos com duas
testemunhas comuns Cateto Al237 e L53, caracterizadas como tolerante e sensivel
ao Al, respectivamente. Cada experimento foi realizado em delineamento de blocos
casualizados com trés repeticbes e sete plantulas por tratamento, em bandejas
contendo solucao nutritiva descrita por Magnavaca et al. (1987) com pH 4,0 e aeracéo
constante.

As sementes foram esterilizadas em NaOCI a 5%, sob agitacdo de 150 rpm,
por 5 minutos, enxaguadas oito vezes com agua deionizada, e entdo colocadas para
germinar em folhas de papel de germinacdo umedecidas. As sementes foram
germinadas por 24 horas a 30°C em germinador e entdo mantidas por trés dias na
camara de crescimento.

As plantulas uniformes e sem danos visiveis nas raizes foram colocadas em
copos dosadores de polietileno de 10 mL contendo perfuracbes em sua base, para
acomodar suas raizes. Estes copos contendo as plantulas foram colocados em placas
plasticas encaixadas em bandejas de 8 L contendo solucao nutritiva sem Al. Apos 24
h de aclimatacdo o comprimento inicial da raiz (Cl) das plantas foi medido. Metade

das plantulas foram mantidas na solucdo sem Al e a outra metade foi transferida para
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a mesma solucdo contendo {39} uM de atividade de AI** suplementada com
KAI(SOa4)2. A atividade de APP* livre foi calculada com o programa de GEOCHEM-EZ
(Shaff et al., 2010). Apéds cinco dias, foi medido comprimento final da raiz (CF). O
crescimento liquido da raiz (CLR) foi obtido pela diferenca entre o CF e o Cl de cada
plantula nas solu¢cdes com e sem Al. O crescimento relativo da raiz (CRR) foi calculado
pela razéo entre o CLR na solucdo contendo Al e o CLR na solugéo sem Al.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados. A analise
de variancia (ANOVA) foi realizada para cada caracteristica avaliada, e as médias
foram comparadas por meio do teste Scott-Knott (p<0,05) utilizando o programa R

(The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria; http://www.r-project.org).

45. DETERMINACAO DA VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE
ZMMATEL

A variacdo do numero de copias (CNV, do inglés Copy Number Variation) foi
analisada pelo método de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) de acordo com a
metodologia proposta por Barros et al. (2011) e Maron et al. (2013).

A PCR foi realizada com o sistema de deteccdo SYBR Green no equipamento
7500 Fast-Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). A estimativa do
nimero de cépias foi calculada utilizando a formula ACt = Ctave — Ctreferéncia  pelg
comparagao do valor de ACt de amostras desconhecidas com o ACt de uma amostra
calibradora, no caso a L53, para obtencdo do AACt. Assim, o numero de cépias é
calculado aplicando-se a equagdo 222Ct (Livak & Schmittgen, 2001), utilizada na
quantificacdo da expressao relativa. Em cada ensaio, as amostras foram analisadas
para o gene ZmMMATEL utilizando o gene actina como padrdao de copia Unica. Os
primers estdo apresentados na Tabela 1. Trés réplicas técnicas de cada amostra
foram utilizadas para o calculo das médias por ensaio e a amostra referéncia utilizada
foi L53.

As reacgdes de amplificagdo incluiram 100 ng de DNA genbmico, 5 pyL do
reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 16,6
MM de cada primer para ZmMMATEL1 e 33,3 uM de cada primer para actina (Tabela 1),

em volume final de 10 yL. As condigdes do termociclador foram: 95 °C por 20
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segundos uma vez, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 30

segundos.

Tabela 1- Sequéncias de primers para quantificar o nimero de copias do gene ZmMATEL,
sendo o gene da actina utilizado como controle de gene copia Unica.

Gene Forward (5°-3") Reverse (57-3)
ZMMATEL1l TGTGAGTTTGGCGGATGTGT TCACAATCTAGGCCAGTACAACAGA
Actina GATGATGCGCCAAGAGCTG GCCTCATCACCTACGTAGGCAT

4.6. QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DO GENE ZmMATE1

O experimento para avaliar o perfil de expressdo do ZmMATEL foi realizado
nas mesmas condi¢cOes da avaliacao da tolerancia ao Al. As linhagens Cateto Al237 e
L53 foram avaliadas em todos 0s experimentos, como controles. O material biolégico
utilizado foi 1 cm do apice radicular de plantulas submetidas por 6 horas na solucao
nutritiva contendo {39} uM de atividade de AI**. Cada amostra bioldgica foi composta
por 21 apices em cada linhagem, o material coletado foi congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a — 80° C até a extracao.

O RNA total foi extraido com o kit SV Total RNA Isolation System (Promega
Corporation), seguindo as recomendacdes do fabricante, seguido da reacdo de
transcricdo reversa. A reacao de gPCR foi realizada segundo Guimaraes et al. (2014),
utilizando os mesmos primers descritos na tabela 1, o gene da Actina como controle
enddgeno e a L53 como amostra calibradora. Os ensaios de quantificacdo foram
realizados no equipamento 7500 Fast-Real Time PCR (Applied Biosystems), seguindo
0s protocolos e recomendacdes do fabricante baseados no sistema de detecgéo por
SYBR Green. A expressdo relativa foi obtida utilizando o método 224t (Livak &
Schmittgen, 2001) com trés repeticdes técnicas por amostra.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. A analise
de variancia (ANOVA) foi realizada para cada caracteristica avaliada, e as médias
foram comparadas por meio do teste Scott-Knott (p<0,05) utilizando o programa R

(The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria; http://www.r-project.org).


http://www.r-project.org/
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5. RESULTADOS

5.1. LINHAGENS DE MILHO SELECIONADAS QUANTO AO SNP NA REGIAO
PROMOTORA DO GENE ZmMATE1L E AO AGRUPAMENTO
FILOGENETICO

A arvore filogenética apresenta a distribuicdo das 363 linhagens da Embrapa
segundo Ribeiro (2015). Algumas linhagens realgadas em amarelo apresentaram o
SNP T, e outras foram selecionadas por estarem filogeneticamente préximas,
formando os grupos elencados de 1 a 7 (Figura 2).

Adicionalmente, o DNA de 21 linhagens do CIMMYT (Colémbia) foi
genotipado com o marcador para revelar o SNP na regido promotora do ZmMATEL.
Essa genotipagem possibilitou a selecdo de duas linhagens como o SNP T, além de
outras duas aleatorias com o SNP C e com mesma classificacdo fenotipica, que estao

realcadas em negrito na Tabela 2.

Tabela 2- Linhagens de milho do CIMMYT, Colémbia descritas como tolerante ou sensivel ao
aluminio e genotipadas quanto ao SNP T/C na regido promotora do gene ZmMATE1. Em
negrito estdo as linhagens selecionadas para o presente trabalho.

. Tolerancia . Tolerancia SNP
Linhagem 20 Al SNP T/C Linhagem 20 Al TIC
SA2030-174 Tolerante CcC SA1940-1 Tolerante CcC
SA1940-2 Tolerante CcC SA2036-134 Sensivel TT
SA1940-3 Tolerante CcC SA2007-41 Sensivel CcC
SA2030-91 Tolerante CcC SA1988-9 Sensivel CcC
SA2030-131 Tolerante cC SA1972-30 Sensivel CcC
SA2030-251 Tolerante CcC SA1957-30 Sensivel CcC
SA2007-33 Tolerante cC SA2030-127 Sensivel cC
SA1866-24 Tolerante CcC SA1940-11 Sensivel CcC
SA1940-4 Tolerante cC SA2030-47 Sensivel cC
SA1940-7 Tolerante CcC SA1866-15 Sensivel CcC

SA1988-8 Tolerante TT SA2030-173  Sensivel CC
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Figura 2- Arvore filogenética incluindo as 363 linhagens de milho da Embrapa genotipadas
com base em 12.700 marcadores SNPs. Algumas linhagens realgadas em amarelo foram
selecionadas por apresentarem o SNP T e outras pela formacao de grupos filogenéticos, que
foram indicados de G1 a G7. Adaptado de Ribeiro (2015).

Assim, o conjunto final de linhagens foi composto por 56 linhagens da
Embrapa e quatro linhagens do CIMMYT. Este conjunto de linhagens foi caracterizado
guanto a origem, grupo heterotico e agrupamento filogenético (Tabela 3). As linhagens
selecionadas representam os dois grupos heteréticos do programa de melhoramento
da Embrapa, incluindo o grupo Flint e Dent, além de linhagens intermediarias, que
combinam de forma similar com ambos os grupos heteroéticos, identificadas como

intermediarias na Tabela 3. A ampla distribuicdo das linhagens selecionadas indica
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uma boa representatividade do germoplasma elite da Embrapa. Essas linhagens
foram agrupadas em sete clusters com base nas analises filogenéticas, que foram
coerentes com as informacdes de sua origem genealogica (Tabela 3). As linhagens
do CIMMYT complementaram o oitavo grupo, mas nao estdo na Figura 2 por nao
terem sido genotipadas junto com as linhagens da Embrapa.

Apenas 27 das 363 linhagens tropicais de milho apresentaram o alelo T,
representando 5,6% do painel. Apesar do alelo T ser raro, linhagens contendo esse
alelo estdo bem distribuidas na arvore filogenética e representam todos 0s grupos
heteréticos do programa de melhoramento da Embrapa.

As linhagens derivadas da L228-3 representaram metade das linhagens
avaliadas (30) e foram agrupadas nos clusters 5, 5a e 6 (Figura 2). Tal selecdo é
justificada pelo fato dessa linhagem ter sido previamente identificada com uma fonte
da alta expressdo do gene ZmMATEL, com apenas uma coépia do gene (Guimaraes
et al. 2014) e com o alelo T (Costa, 2017). A partir desse conjunto, todas as 60
linhagens foram caracterizadas quanto ao numero de coépias e expressdo do

ZMmMATEL1, além da tolerancia ao Al em solucao nutritiva.

Tabela 3- Linhagens de milho da Embrapa e do CIMMYT, incluindo informacdes de origem,
grupo heterético, agrupamento filogenético com base da Figura 1 e SNP T/C na regido
promotora do gene ZmMMATEL.

. . Grupo
N° Linhagem Origem Heterotico*  Cluster .SI_/I\C]:P
1 Catl00-6 Unicamp Interm. 1 TT
2  Cateto AI237 Instit. Agron. Interm. 1 TT
BH
3 Piracicaba04 05 ESALQ Interm. 1 CC
4 L22E CMS36 Interm. 1 CcC
5 L30E CMS36 Interm. 1 TT
6 SLP181 71 Interm. 1 CcC
7  Cateto Colébmbia 9671 Colémbia Interm. 1 CcC
8 521573 Sintético Elite Flint 2 TT
9 371056_1 Sintético Elite Flint 2 CcC
10 371060_1 Sintético Elite Flint 2 CcC
11 5100317_5 L31113-01-1-4 Flint 3 TT
12 5100318 1 Sintético Elite Flint 3 CcC
13 5100187_6 Sintético Elite Flint 3 CcC
14 541358 Sintético Elite Flint 4 TT
15 521538 Sintético Elite Flint 4 CcC
16 541350 Sintético Elite Flint 4 TT
17 482041_30 Sintético Elite Flint 4 CcC
18 C3xD1 105 3 CMS14 Flint 4 CcC
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19 580056_8 L31113-01-1-4 Flint 4 TT
20 580035_2 Sintético Elite Flint 4 CcC
21 5133302016_08 Sintético Elite Flint 4 CcC
22 5184180 04 Sintético Elite Flint 4 CcC
23 (228_3x45611)x228_3) 2_4) 228-3 Dent 5 TT
x228 3) 1 1
24 L228-3 Tuxpefio Dent 5 TT
25 (1199x228_3)228_3) 3)_ 228-3 Dent 5 CcC
1211
26 (228_3x1612841_102_2) 1 4 228-3 Dent 5 CcC
27 L56_3 228_9560 228-3 Interm. 5 CcC
28 L57330_910 228-3 Dent 5 TT
29 (106x228_3) 158_1 1 1 228-3 Dent 5 TT
30 L590074_2 228-3 Dent 5 CcC
31 521236 228-3 Dent 5 TT
32 590449 1 228-3 Dent 5 TT
33 590072_6 228-3 Dent 5 CcC
34 5702816 228-3 Dent 5 CcC
35 521237 228-3 Dent 5 TT
36 5702973 228-3 Dent 5 CcC
37 590101_3 228-3 Dent 5 TT
38 3810145_3 228-3 Dent 5 TT
39 57500_02 228-3 Interm. 5 CcC
40 514040 228-3 Interm. 5 CcC
41 (228_3x4040)_19 228-3 Dent 5 TT
42 (228_3x4040)_8 228-3 Dent 5 TT
43 211 0646_1 228-3 Dent 5 TT
44 3810227_1 228-3 Dent 5 CcC
45 221 _0606_1 228-3 Dent 5 CcC
46 (1199x228 3) 3 1.1 1 1 228-3 Dent 5 TT
47 531360 228-3 Dent 5a TT
48 521306 228-3 Dent 5a TT
49 57500_06 228-3 Interm. 5a CcC
50 (161x228_3) 1 7 228-3 Dent 6 CcC
51 L161-1 228-3 Dent 6 CcC
52 211 0417_1 228-3 Dent 6 CcC
53 L19 Tuxpefio Interm. 6 TT
54 L22 Tuxpefio Interm. 6 TT
55 L18 Tuxpefo Interm. 6 CcC
56 L53 BR111, Pool Interm. 7 CcC
21
57 SA1988-8/ CLA321 CIMMYT 8 TT
58 SA1940-1/CLA84 CIMMYT 8 CcC
59 SA2036-134 / CML451 CIMMYT 8 TT
60 SA2007-41/CML444 CIMMYT 8 CcC

*Interm. S&o as linhagens intermediarias que combinam bem com os dois grupos
heteroticos.
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5.2. VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE ZmMATE1

O numero de cépias do gene ZmMMATEL foi determinado pelo método de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR). Além das linhagens previamente descritas com o
gene em triplicata, Cateto Al237 e Cat100-6 (Maron et al. 2013), outras trés linhagens
(5100317_5, 580056_8 e CLA321) também apresentaram trés copias do ZmMATEL.
As duas primeiras linhagens séo Flint e pertencentes aos grupos 3 e 4 da Embrapa,
respectivamente, e a terceira é do CIMMYT. O polimorfismo estrutural de trés copias
do gene foi identificado em 1,03% das linhagens avaliadas e todas essas cinco
linhagens apresentaram o alelo T na regido promotora do ZmMATEL. A Figura 3
representa um sub-grupo de linhagens avaliadas quanto ao niumero de copias do gene
ZmMATEL.
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Figura 3- Estimativa do namero de cépias (CNV) do gene ZmMATE1 baseada em PCR
guantitativo em um sub-grupo de linhagens da Embrapa e do CIMMYT.
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5.3. EXPRESSAO DO GENE ZmMATE1 E TOLERANCIA AO AL NO PAINEL DE
LINHAGENS TROPICAIS DE MILHO

A expressao do gene ZmMATEL no apice radicular apds 6 horas de estresse
por Al apresentou uma distribuigdo aparentemente continua. No entanto, dois grandes
grupos podem ser verificados, um deles com baixa expresséo, incluindo os grupos i e
j pelo teste de Scott-Knott a 5% e outro com alta expressao (Figura 4). A alta
expressao do gene ZmMATEL, até entdo identificada em Cateto Al237, L228-3 e suas
derivadas, possui uma quantificacdo relativa (RQ) entre 6 e 10 (Guimaraes et al.
2014), faixa que inclui a maioria das linhagens, que fazem parte dos grupos de b a g.
na Figura 4) possui uma expressdo muito alta (RQ > 16) e duas linhagens,
L57330_910 (28) e 57500_06 (49) possuem RQ na faixa de 4 (grupo h), que podem
ser considerados padrdes de expressdo diferentes daqueles até entdo reportados
(Maron et al. 2010; Guimaraes et al. 2014). Assim, os dados dessas linhagens seréo
repetidos sendo eliminados das analises subsequentes.

J& a tolerancia ao Al avaliada em solucao nutritiva com base no crescimento
relativo da raiz seminal (CRR) apresentou uma distribuicdo continua e uma ampla
variabilidade no painel de 60 linhagens tropicais de milho (Figura 5). Quatro linhagens
se destacaram com CRR acima de 100%, incluindo duas linhagens, Piracicaba 04 05
e L57330 910, além da Cateto AlI237 e da Cat100-6, ja caracterizadas como padrao
de tolerancia ao Al em milho. Outras cinco linhagens, que compdem o grupo c,
apresentaram CRR entre 90 e 80%, sendo também classificadas como tolerantes ao
Al. No outro extremo, cinco linhagens apresentaram CRR abaixo de 30% (grupo h na
Figura 4) e foram classificadas como sensiveis ao Al. As demais linhagens
apresentaram niveis intermediarios de tolerancia ao Al, sendo classificadas em quatro

grupos pelo teste de Scott-Knott (P< 0.05).
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Figura 4- Expressao relativa do gene ZmMATE1 no &pice radicular apés 6 horas de tratamento com Al em 60 linhagens tropicais de milho.

Linhagens identificadas com as mesmas letras fazem parte de grupos homogéneos de expressao relativa do gene ZmMATEL pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os niumeros de 1 a 60 no eixo x representam as linhagens do painel conforme descritas na Tabela 3. Entre parénteses

esta a descricdo do numero de copias 1/3 e o polimorfismo T/C na regido promotora do gene ZmMATEL.
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Figura 5- Tolerancia ao aluminio em linhagens de milho da Embrapa Milho e Sorgo e do CIMMYT avaliada com base no crescimento relativo da
raiz (CRR) em solucdo nutritiva. Linhagens identificadas com as mesmas letras fazem parte de grupos homogéneos de CRR pelo teste Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os nimeros de 1 a 60 no eixo X representam as linhagens do painel conforme descritas na Tabela 3. Entre parénteses
esta a descrigdo do numero de copias 1/3 e o polimorfismo T/C na regido promotora do gene ZmMATEL.
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Desconsiderando as trés linhagens com padrdao de expressdo do gene
ZMMATE1 atipicos, uma correlacao positiva entre a expressao e a tolerancia no painel
foi observada (R? = 0,21) (Figura 6). Essa correlacdo positiva indica que linhagens
com alta expressao do gene ZmMATEL tendem a ser mais tolerantes ao Al, conforme
validado em uma populacdo de linhagens recombinantes, cujo QTL contendo esse
gene explica de 16% (Maron et al. 2010) a 30% (Guimaraes et al. 2014) da tolerancia
ao Al. No entanto, algumas linhagens com baixa expressdo do ZmMATE1 foram
altamente tolerantes, indicando a presenca de outros genes e mecanismos de

tolerancia ao Al.
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Figura 6- Correlacdo entre a expressao relativa do gene ZmMATE1 e a tolerancia ao Al
avaliada com base no crescimento relativo da raiz seminal (CRR) em um painel de 57
linhagens tropicais de milho.

Quando as linhagens foram classificadas quanto a presenca do polimorfismo
C/T na regidao promotora e ao numero de copias do gene ZmMATEL, trés classes
foram obtidas conforme apresentado na Figura 7. Todas as linhagens com o alelo C
possuiam uma copia do gene, resultando em uma baixa expressdo, mas com uma
ampla faixa de tolerancia ao Al. As linhagens com o alelo T aumentaram
significativamente a expressdo do ZmMATEL, apesar de um pequeno numero de
linhagens ainda possuirem baixa expressédo, mas com tolerancia ao Al variando de
intermediaria a alta. J4, as linhagens que combinaram as trés cépias do gene e o alelo
T foram consistentes quanto a alta expressao do gene ZmMATEL e alta tolerancia ao
Al (Figura 7).
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Figura 7- Boxplot da expressao relativa do gene ZmMATEL1 e da tolerancia ao aluminio medida
em CRR no painel de linhagens de milho classificadas quanto ao polimorfismo (C/T) e ao
namero de copias (3/1) do gene ZmMMATEL.
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6. DISCUSSAO

O gene ZMMATEZ1, que codifica um transportador de citrato, € induzido pelo
Al no &pice radicular, sendo responsavel pela tolerancia ao Al em milho conferido pelo
QTL, gALT6, nas RILs derivadas da linhagem Cateto AlI237 (Maron et al. 2010;
Guimaraes et al. 2014). A presenca das trés copias em tandem desse gene foi
associada com a alta expresséo do ZmMATE1l em Cateto AI237 e,
consequentemente, com a maior tolerancia ao Al (Maron et al. 2013). A caracterizagéo
de um painel com ampla variabilidade genética confirmou que o gene ZmMATEL em
triplicata confere a super-expressao desse gene e o0s altos niveis de tolerancia ao Al.

As linhagens com o alelo C e com uma cOpia do gene ZmMATEL foram as
mais frequentes no painel, apresentando baixa expressédo do gene ZmMATEL e uma
ampla variabilidade quanto a tolerancia ao Al. Assim, é possivel sugerir que esse seria
o estado original do gene ZmMMATEL. Apesar de grande parte de essas linhagens
serem sensiveis ou com tolerancia intermediaria, duas linhagens se destacaram pelos
altos niveis de tolerancia ao Al, Piracicaba 04.05 (CRR de 112%) e L22E (CRR de
90%). Altos niveis de tolerancia ao Al foram encontrados em ragas nativas de milho
do Quénia, com baixa expressdo do gene ZmMATE1 em relacdo a Cateto Al237
(Matonyei et al. 2014), indicando a existéncia de outros mecanismos e genes que
conferem altos niveis de tolerancia ao Al em milho. De forma interessante, as duas
linhagens com alta tolerancia e baixa expressdao do ZmMATEL (Piracicaba 04.05 e
L22E) foram filogeneticamente agrupadas com as linhagens Cateto Al237 e Cat100-6
(G1), as duas principais fontes de tolerancia ao Al em milho (Maron et al. 2010;
Guimaraes et al. 2014). Tais resultados sugerem que esse agrupamento combina
linhagens com diferentes genes e mecanismos de tolerancia ao Al, além de agregar
as principais fontes do alelo superior do gene ZmMATEL. Assim, a genealogia dessas
linhagens deve ser investigada para buscar as possiveis origens dos genes que
controlam a tolerancia ao Al em milho.

O gene ZMMATE1 tem sido alvo de varios estudos genético-moleculares pela
equipe multidisciplinar da Embrapa Milho e Sorgo por conferir ganhos significativos na
tolerdncia ao Al em linhagens isogénicas (Guimaraes et al. 2014). A correlagédo de
0.21 entre a tolerancia ao Al e a expressao do gene ZmMATEL no painel envolvendo

linhagens de milho com alta diversidade esta coerente com a variancia explicada pelo
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QTL controlado por esse gene em uma populacao de RILs, que variou de 16% (Maron
et al. 2010) a 30% (Guimaraes et al. 2014). Tais resultados indicam que a expressao
do gene ZmMMATEL1 explica em torno de 20% da tolerancia ao Al em milho, justificando
0s estudos sobre os polimorfismos associados com a expresséo desse gene.

O alelo T na regido promotora do gene foi inicialmente identificado em um
pequeno namero de linhagens com alta expressao do gene ZmMATEL (Barros et al.
2016), cuja tendéncia foi confirmada quando o polimorfismo foi avaliado no painel,
uma vez que as linhagens com o alelo T apresentaram niveis superiores de expressao
do gene ZMMATEL1 em relacdo as linhagens com o alelo C. No entanto, cinco
linhagens com o alelo T apresentaram baixa expressdao do ZmMATE1, coincidindo
com aquelas mais sensiveis ao Al téxico..

Dentre as 27 linhagens que apresentaram o alelo T, 15 sdo derivadas da
L228-3, linhagem ja caracterizada quanto a presenca de uma cépia e alta expressao
do ZmMMATEL (Guimaraes et al. 2014) e do alelo T (Costa, 2017). A L19 apresentou
esse mesmo padréao (alelo T, uma cépia e alta expressdo do ZmMATE1), estando
alocada no grupo 6, juntamente com outras linhagens derivadas da L228-3. A
proximidade filogenética é justificada, uma vez que ambas as linhagens sdo derivadas
do Composto Tuxpefio (Parentoni et al., 2001). A linhagem L30E também possui
padrdo similar ao dessas duas linhagens e € derivada da populacdo CMS36,
pertencendo ao mesmo grupo filogenético de Cateto Al237 e Catl00-6. Assim, &
plausivel sugerir que o polimorfismo T na regido promotora do ZmMATEL tenha uma
fonte no Composto Tuxpeiio e outra no grupo dos Catetos.

Além das linhagens Cateto Al237 e Catl100-6, previamente caracterizadas
com trés copias do ZmMMATEL (Maron et al. 2013), trés linhagens do painel também
apresentaram esse padrdo. As linhagens 5100317 _5 e 580056 _8 sao derivadas do
programa de melhoramento da Embrapa e, apesar de estarem em grupos
filogenéticos distintos (3 e 4), pertencem ao mesmo grupo heterético, Flint, e possuem
uma linhagem genitora em comum L31113 01 1 4. A linhagem SA1988-8 foi obtida
do CIMMYT na Colémbia, a partir de um programa de melhoramento para solos
acidos. Embora tenham sido identificadas as trés novas linhagens com o gene
ZMmMATE1L em triplicata, esse polimorfismo estrutural continua sendo raro e prevalente
no germoplasma de milho derivado da América do Sul. Anteriormente, Maron et al.

(2013) descreveram esse alelo como originado do Brasil e da Bolivia, sendo agora
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expandido para mais uma linhagem da Colémbia, paises que possuem regides com
alta incidéncia de solos &cidos.

Apesar de estudos mais aprofundados sobre a genealogia dessas linhagens
e dos grupos filogenéticos que concentram o0s genes e os alelos de interesse serem
necessarios para possibilitar inferéncias sobre a origem desses polimorfismos,
algumas hipoteses podem ser levantadas com base nos resultados aqui descritos. O
polimorfismo T/C é mais frequente no conjunto de linhagens de ampla diversidade
tropical e estd associado com niveis varidveis de expressdo do ZmMATE1, sendo
possivel sugerir que esse polimorfismo de nucleotideo Unico tenha surgido primeiro
que o polimorfismo estrutural, com uma origem provavel no Composto Tuxpefio e em
linhagens derivadas da raca Cateto. Posteriormente, ocorreu a variacado no numero
de copias do gene ZmMMATEL, cuja organizacdo em triplicata foi fixada em racas de
milho cultivadas no Brasil, predominantemente Cateto, na Bolivia e na Coldémbia,
considerando que as linhagens até entao identificadas com trés copias do ZmMATE1
sao originarias desses paises.

O Composto Tuxpeiio foi trazido do México para o Brasil e a raca Cateto foi
cultivada pelos indigenas em toda a Costa Atlantica, desde o Nordeste até o sul da
Argentina (Paterniani & Goodman, 1977). Assim, duas possibilidades podem ser
levantadas sobre a origem dessas mutacdes: surgiram no centro primario de
diversidade do milho, no México, ou surgiram no centro secundario de diversidade do
milho, nas terras baixas do sudoeste da Amazodnia, seguindo o modelo da
domesticacao estratificada do milho proposto recentemente por Kistler et al. (2018).
Esses autores identificaram uma elevada carga de mutacdo nos milhos das terras
baixas da América do Sul, sugerindo um efeito fundador nessa regido seguida de uma
pressdo seletiva persistente para adaptacdes regionais (Kistler et al., 2018). Essa
segunda hipotese seria consistente com o fato de as trés copias do gene ZmMATE1
nao terem sido identificadas no teosinto (Maron et al., 2013), ancestral do milho
originario do México. No entanto, outro ancestral que deu origem ao germoplasma
Tuxpefio pode ter sido a fonte do polimorfismo C/T. J4, a variagcdo no numero de
copias pode ter ocorrido no centro secundario de diversificacdo do milho, onde a
presséo seletiva na regido de solos acidos levou a fixacdo desses polimorfismos que
culminaram no aumento da expresséo do gene ZmMATEL, conferindo os altos niveis
de tolerancia ao Al. Como consequéncias, esses polimorfismos apresentam baixas

frequéncias na espécie e sdo prevalentes em grupos filogenéticos especificos, a
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semelhanca do alelo superior do gene SbMATE, que confere tolerancia ao Al em
sorgo, que também é raro e esta em maior frequéncia nos acessos da raga guinea
(Caniato et al. 2011).
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7. CONCLUSAO

Uma ampla variabilidade genética e fenotipica para a tolerancia ao Al foi
explorada no painel representado por linhagens de milho da Embrapa e do CIMMYT.
Novas fontes e combinacfes dos polimorfismos relacionados ao numero de cépias e
ao SNP naregido promotora do ZmMATE1 foram identificadas, consolidando algumas
das inferéncias como: (i) 0 ZmMATE1 em triplicata confere maior expresséo do gene,
maior tolerancia ao Al e trata-se de um evento raro no germoplasma de milho tropical;
(i) o alelo T na regido promotora do ZmMATEL est4 associado com aumento nos
patamares de expressdo do gene, mas ndo em todas as linhagens; e (iii) a expressao
do gene ZMMATE1 explicou em torno de 20% da tolerancia ao Al em milho, sendo
consistente com o efeito do gene em populacdes segregantes e com a existéncia de
diferentes mecanismos de tolerancia ao Al nessa espécie. Assim, as linhagens aqui
identificadas podem ser alvo para a busca por novos genes e alelos envolvidos na
tolerancia ao Al em milho e para piramidacdo de mecanismos de tolerancia em
programas de melhoramento, visando o aumento da estabilidade da produgédo em

solos acidos.
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