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Introdução  
 

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo desde o surgimento da 

agricultura. A grande importância econômica, social e cultural do milho é caracterizada 

pela sua versatilidade no uso alimentar tanto humano quanto animal, além da sua 

adaptabilidade a diferentes condições edafoclimáticas (Garcia et al., 2008; Môro;  

Fritsche-Neto, 2015). Os principais países produtores de milho são, em ordem 

decrescente, Estados Unidos, China, Brasil e Argentina, sendo o Brasil, o terceiro maior 

produtor e o segundo maior exportador mundial do grão (Safra..., 2017). 

Apesar dos aumentos na produção de milho, o potencial de produtividade dessa 

cultura no país é limitado por fatores bióticos e abióticos, dos quais podemos ressaltar a 

toxicidade causada pelo alumínio (Al). Em solos ácidos, o Al está presente na forma de 

cátion trivalente (Al3+), que é altamente tóxica e inibe o crescimento radicular (Kochian 

et al., 2015), limitando a aquisição de nutrientes e água do solo (Wang et al., 2006). A 

utilização de genótipos tolerantes ao Al, associado com práticas agronômicas, tem sido 

uma estratégia para o cultivo agrícola em solos ácidos (Coelho, 2015). 

A tolerância ao Al em milho apresenta herança quantitativa sob controle de um 

número reduzido de genes (Magnavaca et al., 1987; Lima et al., 1995). No entanto, 

Maron et al. (2010) identificaram e caracterizaram um membro da família MATE, 

ZmMATE1, como o gene responsável por um QTL (Quantitative Trait Loci) mapeado 
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no cromossomo 6 explicando 16% da tolerância ao Al em uma população de linhagens 

recombinantes em milho.  

Essa região genômica, denominada qALT6, foi introgredida em uma linhagem 

sensível ao Al, resultando em um aumento de duas vezes na tolerância ao Al 

(Guimarães et al., 2014). Como o alelo que aumenta a tolerância ao Al é derivado de 

Cateto Al237, uma linhagem sem atributos agronômicos, é importante que o 

background genético da linhagem recorrente seja recuperado de forma rápida e 

eficiente. Para isso, o método mais recomendado é o retrocruzamento assistido por 

marcadores, que é realizado em duas etapas: uma utilizando marcadores específicos 

para o alelo de interesse e outra utilizando marcadores aleatórios no genoma.  

Assim, o objetivo do presente estudo consistiu na introgressão do gene 

ZmMATE1 em linhagens-elites de milho utilizando retrocruzamento assistido por 

marcadores, visando elevar a tolerância ao Al nessas linhagens.  

 

Material e Métodos 

Materiais genéticos 

As linhagens-elites utilizadas como recorrentes foram L3, L262841-1-4-1, 

L2841 e 521529, pertencentes ao programa de melhoramento de milho da Embrapa, 

representando grupos heteróticos diferentes e níveis de tolerância ao Al. A linhagem 

doadora foi a NIL13, cujo alelo de tolerância do ZmMATE1 foi derivado da Cateto 

Al237 (Guimarães et al., 2014).  

As progênies F1 foram obtidas a partir do cruzamento entre as linhagens-elites e 

a NIL13, sendo retrocruzadas com as respectivas linhagens recorrentes. As progênies 

RC1, RC2, RC3 e RC3F2 foram obtidas, sendo que apenas as progênies RC3 e RC3F2 

foram genotipadas no presente trabalho.  

 

Genotipagem com marcadores moleculares 

A extração do DNA foi realizada a partir de discos foliares, conforme a 

metodologia descrita por Lana et al. (2010). 

A genotipagem foi realizada em duas etapas: uma utilizando o marcador alelo-

específico convertido para o ensaio KASP (Kompetitive Alelle-Specific PCR) 

desenvolvido com base em um SNP localizado na região promotora do ZmMATE1 

(Barros et al., 2016). O ensaio diferencia o alelo superior do gene ZmMATE1 derivado 

de Cateto Al237, do alelo derivado das demais linhagens. A reação de PCR foi realizada 
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com um volume final de 6 µL, utilizando 30 ng de DNA, segundo as recomendações do 

fabricante. As reações de amplificação foram realizadas em touchdown: Desnaturação 

inicial a 94 °C por 15’; 10 ciclos de 94 °C por 20”, 61 °C (com redução de 0,6 °C por 

ciclo até 55 °C) por 1’, 26 ciclos de 94 °C por 20” e 55 °C por 1’. O resultado final foi 

analisado no leitor de fluorescência Fluostar Omega e a genotipagem foi feita no 

programa KlusterCaller versão 3.2.3. 

Na segunda etapa, as plantas RC3 heterozigotas para o gene ZmMATE1 foram 

selecionadas e genotipadas com marcadores SNPs para a seleção daquelas com maior 

proporção do genoma recorrente. De uma a duas plantas selecionadas foram 

autofecundadas para obtenção das progênies RC3F2. Em torno de 18 a 27 marcadores 

foram utilizados para cada uma das linhagens-elites introgredidas, em função do 

polimorfismo entre as linhagens recorrentes e a doadora.  

As progênies RC3F2 foram genotipadas apenas com o marcador alelo-específico 

do ZmMATE1 para identificar as plantas contendo o gene em homozigose para ambos 

os alelos.  

 

Análise dos dados 

A porcentagem do genoma recorrente recuperado para as linhagens foi calculada 

considerando A + ½ H / número de marcadores, sendo A: homozigotos para o alelo da 

linhagem recorrente e H: heterozigotos. 

 

Resultados e Discussão 

Introgressão do ZmMATE1 

A disponibilidade de um marcador de fácil execução e visualização permitiu a 

seleção rápida e eficiente dos indivíduos de interesse em cada geração. Na geração RC3, 

foram selecionados os indivíduos heterozigotos (pontos verdes) (Figura 1A). Já na 

progênie RC3F2, foram selecionados os indivíduos homozigotos para o alelo de 

tolerância derivado de Cateto Al237 (pontos vermelhos) e para o alelo de sensibilidade 

(pontos azuis) na Figura 1B. Assim, o marcador foi capaz de distinguir os alelos do 

gene ZmMATE1, sendo uma importante ferramenta para o programa de seleção assistida 

visando aumentar a tolerância à toxicidade ao alumínio.  

A                                                                                 B 
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Figura 1-Genotipagem realizada com marcador alelo-específico para o gene ZmMATE1 

utilizando o ensaio KASP no programa KlusterCaller. A: Genotipagem de progênies 

RC3 diferenciando as plantas heterozigotas (pontos verdes) das homozigotas para o 

alelo da linhagem recorrente (pontos azuis). B: Genotipagem de progênies RC3F2 

diferenciando as três classes genotípicas: homozigotas para o alelo doador (pontos 

vermelhos), heterozigotas e homozigotas para o alelo recorrente. Os pontos pretos 

representam o controle branco.  

 

Recuperação do genoma recorrente 

 Para a recuperação do genoma recorrente, as progênies RC1, RC2 e RC3 foram 

genotipadas com 18 a 27 marcadores SNPs distribuídos ao longo de todos os 

cromossomos do milho. Assim, as progênies RC3 apresentaram entre 95 e 98% do 

genoma das linhagens recorrentes recuperado, o que equivale à média de recuperação 

do genoma recorrente em RC4. As progênies serão caracterizadas quanto à tolerância ao 

Al e à expressão do gene ZmMATE1. Como a introgressão desse gene na L53 dobrou a 

tolerância ao Al nas NILs (Guimarães et al., 2014), espera-se um aumento da tolerância 

nas linhagens introgredidas. Essas linhagens serão caracterizadas molecular e 

fisiologicamente para avaliar o ganho na tolerância ao Al que, consequentemente, trará 

um aumento na estabilidade de produção em híbridos de milho cultivados em solos 

ácidos. 

 

Conclusão 

 O gene ZmMATE1 foi introgredido com sucesso em quatro linhagens-elites de 

milho, de forma rápida e eficiente utilizando marcadores moleculares.  
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