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INTRODUGAO

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de milho é a
introgressao em linhagem elites de um ou mais alelos de interesse de um genitor doador. A
utilizacao de retrocruzamentos sucessivos constitui-se no método classico utilizado para
conversao de linhagens. Nos programas de melhoramento de milho QPM, a estratégia de
conversao de populacdes e linhagens de milho normal tem sido utilizada visando aproveitar
as caracteristicas desejaveis presente neste germoplasma, de forma a se obter versbes
QPM de variedades e hibridos superiores. Este processo de conversao torna-se complexo
porque requer a manipulagado simultdnea de trés sistemas genéticos: a mutagédo opaco-2, 0s
genes modificadores dos efeitos negativos desta mutagcdo e os genes que controlam o
conteudo de lisina. Visando tornar o processo de conversao de milho normal em QPM mais
eficiente, Guimaraes et al. (2000) propuseram um método modificado de retrocruzamento
que diminui o tempo necessario a recuperagcao do genoma do genitor recorrente e fornece a
oportunidade para selegcdo para caracteristicas QPM em todas geragdes MRC
(retrocruzamento modificado). Além disso, pode ser aplicado em programas de
melhoramento que utilizam estratégias convencionai ou marcadores moleculares para
identificar os gendtipos desejaveis. O presente trabalho foi realizado objetivando avaliar o
uso de marcadores moleculares e o método de retrocruzamento modificado em programas

de conversao de linhagens elites de milho normal em QPM.
MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado na area experimental e no Nucleo de Biologia Aplicada da

Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG.

No programa de conversao, a linhagem QPM L87 foi a doadora (D) do alelo opaco-2
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(02) e de alelos modificadores do endosperma e a linhagem normal L161 foi o genitor
recorrente (R). As linhagens sao originarias do programa de melhoramento da Embrapa
Milho e Sorgo. A partir das populacdes F4 iniciou-se o processo de conversio, conforme
descrito por Guimaraes et al. (2000).

O plantio das populagdes a campo foi realizado manualmente em linhas de 5 metros
com espacamento de 0,90 cm entre elas, sendo deixadas 25 plantas em cada linha apés o
desbaste. As plantas selecionadas em cada fileira da geragcdo MRC foram as utilizadas para
analises de marcadores moleculares (identificacdo de plantas heterozigotas e selecéo do
gendtipo da linhagem recorrente), sendo autofecundadas para confirmagao do gendtipo da
planta pelo fendtipo das progénies. A identificacdo das plantas RC no campo e nas
posteriores analises moleculares foi realizada de forma a identificar a geragdo de
retrocruzamento (RC) e o numero da planta (1 a 36), de forma sequencial.

A selecao utilizando marcadores moleculares foi empregada nas geragdes RC,F4 e
RCsF+ nos dois projetos de conversao estudados. A estratégia de selecao foi a seguinte
inicialmente por marcadores RFLP para as identificacdo das plantas heterozigotas (0,05).
Em seguida, as plantas heterozigotas foram avaliadas por marcadores SSRs visando a
identificacdo daquelas com maior propor¢cao de recuperagdo do gendtipo do genitor
recorrente. As trés espigas selecionadas para avango das geragbes MRC e RC
subseqlentes foram as que receberam pdélen das duas melhores plantas da geragdo RC
anterior de acordo com a informacgao dos marcadores moleculares.

O DNA gendmico de cada material foi extraido de folhas jovens segundo o método
descrito por Saghai-Maroof et al. (1984), sendo posteriormente quantificado em géis de
agarose 0,8%. As analises de RFLP, utilizando o cDNA do gene opaco-2 marcado com
digoxigenina como sonda, foram realizadas segundo por Torres et al. (1997). As reacdes de
SSR foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos por Ninamango-Cardenas
et al. (2003), empregando-se primers especificos para o genoma do milho cujas sequéncias
estao publicamente disponiveis no Maize Genome Database — MaizeDB.

Os dados dos marcadores SSRs foram codificados como A para o alelo advindo da
linhagem recorrente em homozigose e H para o loco em heterozigose. A posicdo dos
marcadores em cM ao longo do genoma do milho foi obtida de acordo com o mapa de
consenso para marcadores SSR (Maize Genome Database). Os dados moleculares foram
utilizados para a genotipagem grafica dos individuos conforme proposto por Young e

Tanksley (1989), utilizando o programa Graphical GenoTypes — GGT (Van Berloo, 1999).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizacao de marcadores RFLP para identificacao das plantas heterozigotas nas
geracoes de retrocruzamento: Os genodtipos normal, QPM e os hibridos F; foram
diferenciados pela hibridizacdo da sonda do gene opaco-2, com os DNAs gendmicos
digeridos com as enzimas EcoRI e Hindlll. A eficiéncia do marcador foi confirmada pela
autofecundacéao das plantas RC,F; e RC3F4 a partir de um exame visual das sementes em
uma caixa de luz.

Em programas de conversdes de linhagens normais para QPM utilizando o método
proposto por Guimaraes et al. (2000), a identificacdo precoce dos individuos que possuem o
alelo o, por marcadores moleculares apresenta a grande vantagem de reduzir pela metade o
numero de cruzamentos necessarios para obtengdo das proximas geragoes RC e MRC,
além de dispensar as geragbes de autofecundacdao para confirmagdo do gendtipo
heterozigoto. Outra vantagem a ser considerada é que a expressao dos modificadores do
endosperma nos graos a serem avaliados é gendtipo especifica e complexa (Vasal, 2000), o
que torna a selegao fenotipica dificil de ser realizada com eficiéncia e seguranga em

algumas populagoes.

Utilizacao de marcadores SSRs para acelerar a recuperagcdao dos genoétipos
recorrentes: No programa de conversao, foram avaliadas 14 plantas com 24 marcadores
SSRs polimérficos entre os pais na geracao RC,F, e 22 plantas com 32 marcadores SSRs
na geracdo RC3F4. A proporcao de recuperacédo do genitor recorrente seguiu o padrao de
distribuicdo normal, de acordo com o teste de Shapiro-Wilk.

A proporcdo média de recuperagao do gendtipo do genitor recorrente na geragao
RC,F, foi de 86,5%, variando de 93 a 79,2%. O valor assemelha-se a estimativa média
tedrica esperada em populagdes RC,, que é de 87,5%. A geragdo RC;F4 foi obtida a partir
de sementes de trés espigas que receberam podlen da planta que apresentou 93% de
recuperacdo do gendtipo da linhagem recorrente L161. Nas representagdes graficas
genotipicas das plantas, as diferencas entre a melhor e a pior planta corresponderam a
segmentos em heterozigose nos cromossomos 5, 6, 7 € 9. Além disso, a diferencga entre as
melhores plantas da geracdo RC,F,, em relacdo as médias de recuperagao foi de 6,5%,
equivalendo ao ganho obtido com um novo ciclo de retrocruzamento, onde a média teodrica
esperada de recuperagao do gendtipo recorrente seria de 93,8%.

Este ganho, entretanto, ndao se confirmou quando foram avaliadas as médias de
recuperacao obtidas nas geracdes RC;F4, onde a propor¢ao média obtida de recuperagao
do gendtipo da linhagem recorrente foi de 94,1%. Este valor é ligeiramente superior a

percentagem meédia tedrica esperada de 93,8% para uma geragcao RCj;, nao refletindo o



ganho de 6,5% que seria esperado nesta geragéo de retrocruzamento pela selegéo da
melhor planta RC, dentre as avaliadas.

Tais resultados demonstram que, nas condi¢des estabelecidas no presente trabalho,
embora tenha sido possivel identificar plantas com diferentes proporgdes de recuperagao do
genodtipo do genitor recorrente, esta selegao nao se refletiu em ganhos para a populagao de
retrocruzamento seguinte, considerando-se as propor¢gdes de recuperagao do gendtipo
recorrente. Desta forma, os dados contradizem os disponiveis na literatura, obtidos
principalmente por simulagdo, os quais atestam que a selegcéo de plantas com as maiores
propor¢cdes de recuperagcao do gendtipo do genitor recorrente acarretam ganhos efetivos
nos programas de retrocruzamento assistidos por marcadores (Hospital et al., 1992;
Openshaw et al., 1994; Frisch et al., 1999; Hospital, 2001; Ribaut et al., 2002).

Dentre as justificativas para o resultado, pode-se considerar que o numero de
plantas genotipadas foi relativamente baixo, variando de 14 para as gerag¢does RC,F, até 22
para a geragcao RC;F;. O tamanho da populagédo analisada tem sido reportado em estudos
de simulagdo como o fator mais importante a afetar a eficiéncia da selecao assistida por
marcadores moleculares (Frisch et al., 1999). Outro aspecto a ser considerado é que o
numero de marcadores analisados em cada populagdao (média de 3 marcadores por
cromossomo), representa uma amostragem relativamente pequena do genoma. Dados da
literatura sugerem que um numero adequado de marcadores a serem utilizados neste tipo
de selecao seria entre dois (Openshaw et al., 1994) e trés (Hospital et al., 1992) para cada

100 cM do genoma.

Comparagdes entre programas de retrocruzamento convencional e assistido: A
selecdo assistida por SSR nas geracées RC,F; e RC3F1 ndo proporcionou ganhos na
propor¢cdo de recuperagcao do gendtipo recorrente para as geragoes MRC;F,, quando
comparados com a selegao fenotipica. As geracdes RC,F, selecionadas para graos QPM
(020,) se mostraram geneticamente mais proximas das geragées MRC;F, que das geracdes
RC,F, selecionadas para graos normais (0.0,). Provavelmente, na transferéncia e selecéo
do alelo 0, e de genes modificadores do endosperma, ocorreu o arraste simultaneo de
outros segmentos do gendtipo do doador devido a ligacdo (“linkage drag”). Este arraste
gendmico pode ser confirmado na avaliacdo dos gendtipos graficos, onde as plantas com
menor propor¢cdo do gendtipo recorrente apresentaram segmentos em heterozigose no
grupo de ligagao 7, onde esta localizado o gene opaco-2 (bin 7.01), e onde foram mapeados
dois genes modificadores da textura do endosperma (Lopes, 1993). Assim, a selegao
assistida por marcadores para conversdo de linhagens QPM deve considerar marcadores
que flanqueiam o alelo alvo, principalmente nas geragdes iniciais do programa de

retrocruzamento (Hospital et al., 1992).



CONCLUSOES

1. A utilizacdo da enzima EcoRI em conjunto com a sonda do cDNA do gene opaco-2 foi
eficiente para identificacao e selegcao precoce dos genétipos heterozigotos (0202) nas
geracgoes de retrocruzamento avaliadas.

2. Considerando a estratégia de selecdo e o tamanho das populacbes analisadas, a
identificacdo das plantas com maior proporcédo de recuperacdo do gendtipo do genitor
recorrente por marcadores SSRs nao representou uma vantagem significativa, quando
comparado com a selecao fenotipica convencional.

3. Foi constatada a ocorréncia de arraste devido a ligacao (“linkage drag”) com a selegao

do alelo o0, e de modificadores do endosperma nas geragdes de retrocruzamentos.
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