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Introducao

O milho é um dos cereais mais cultivados no munekdel o surgimento da
agricultura. A grande importancia econémica, soeiaultural do milho é caracterizada
pela sua versatilidade no uso alimentar tanto honguanto animal, além da sua
adaptabilidade a diferentes condi¢cdes edafoclimstigGarcia et al., 2008; M6ro;
Fritsche-Neto, 2015). Os principais paises pro@stode milho sdo, em ordem
decrescente, Estados Unidos, China, Brasil e Amggréendo o Brasil, o terceiro maior
produtor e o segundo maior exportador mundial do ¢Bafra..., 2017).

Apesar dos aumentos na producgao de milho, o pafetheiprodutividade dessa
cultura no pais é limitado por fatores bidticobmticos, dos quais podemos ressaltar a
toxicidade causada pelo aluminio (Al). Em solosl@sj o Al esta presente na forma de
cation trivalente (A1), que é altamente téxica e inibe o crescimentizuéat (Kochian
et al., 2015), limitando a aquisicdo de nutriemegyua do solo (Wang et al., 2006). A
utilizagdo de gendtipos tolerantes ao Al, assoct@mo praticas agronémicas, tem sido
uma estratégia para o cultivo agricola em solasodqCoelho, 2015).

A tolerancia ao Al em milho apresenta heranca dpuaints sob controle de um
namero reduzido de genes (Magnavaca et al., 1987a ket al., 1995). No entanto,
Maron et al. (2010) identificaram e caracterizaram membro da familia MATE,

ZMMATE1,como 0 gene responsavel por um QTuéantitative Trait Logi mapeado
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no cromossomo 6 explicando 16% da tolerancia aenuma populacédo de linhagens
recombinantes em milho.

Essa regido gendmica, denominaphl. TG foi introgredida em uma linhagem
sensivel ao Al, resultando em um aumento de duassvea tolerancia ao Al
(Guimaraes et al., 2014). Como o alelo que aumertderancia ao Al é derivado de
Cateto AI237, uma linhagem sem atributos agronéspicé importante que o
background genético da linhagem recorrente sejapezado de forma rapida e
eficiente. Para isso, o método mais recomendadoreirocruzamento assistido por
marcadores, que é realizado em duas etapas: ufizantdd marcadores especificos
para o alelo de interesse e outra utilizando mareacdaleatdrios no genoma.

Assim, o0 objetivo do presente estudo consistiu m@ogressdo do gene
ZMMATE1 em linhagens-elites de milho utilizando retrocroeato assistido por

marcadores, visando elevar a tolerancia ao Al sdsgzagens.

Material e Métodos
Materiais genéticos

As linhagens-elites utilizadas como recorrentesanforL3, L262841-1-4-1,
L2841 e 521529, pertencentes ao programa de meleota de milho da Embrapa,
representando grupos heteréticos diferentes esnéleitolerancia ao Al. A linhagem
doadora foi a NIL13, cujo alelo de tolerancia 4mMATE1foi derivado da Cateto
Al237 (Guimarées et al., 2014).

As progénies F1 foram obtidas a partir do cruzamentre as linhagens-elites e
a NIL13, sendo retrocruzadas com as respectivaadens recorrentes. As progénies
RC1, RC2, RC3 e RC3F2 foram obtidas, sendo queaapas progénies RC3 e RC3F2

foram genotipadas no presente trabalho.

Genotipagem com marcadores moleculares

A extracdo do DNA foi realizada a partir de disdosiares, conforme a
metodologia descrita por Lana et al. (2010).

A genotipagem foi realizada em duas etapas: unfiaamiio o marcador alelo-
especifico convertido para o ensaio KASRorqpetitive Alelle-SpecificPCR)
desenvolvido com base em um SNP localizado na aggi@motora daZmMATEL1L
(Barros et al., 2016). O ensaio diferencia o aslperior do gen@mMATE1derivado

de Cateto Al237, do alelo derivado das demais ¢jeha. A reacédo de PCR foi realizada
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com um volume final de 6 puL, utilizando 30 ng deANegundo as recomendac¢des do
fabricante. As reagbes de amplificacdo foram radas entouchdown:Desnaturacéo
inicial a 94 °C por 15" 10 ciclos de 94 °C por 261 °C (com redugéo de 0,6 °C por
ciclo até 55 °C) por 1’, 26 ciclos de 94 °C por 2055 °C por 1'. O resultado final foi
analisado no leitor de fluorescéncia Fluostar Omega genotipagem foi feita no
programa KlusterCaller versao 3.2.3.

Na segunda etapa, as plantas RC3 heterozigotas pggreZmMATE1foram
selecionadas e genotipadas com marcadores SNPs gatacdo daquelas com maior
proporcdo do genoma recorrente. De uma a duas aplastlecionadas foram
autofecundadas para obtencdo das progénies RC&Ffrko de 18 a 27 marcadores
foram utilizados para cada uma das linhagens-elitg®gredidas, em funcdo do
polimorfismo entre as linhagens recorrentes e daaa

As progénies RC3F2 foram genotipadas apenas coarcador alelo-especifico
do ZmMATElpara identificar as plantas contendo o gene enphmgose para ambos
os alelos.

Andlise dos dados
A porcentagem do genoma recorrente recuperadoagdnahagens foi calculada
considerando A + %2 H / nUmero de marcadores, sAnémmozigotos para o alelo da

linhagem recorrente e H: heterozigotos.

Resultados e Discusséo
Introgressao do ZmMATE1

A disponibilidade de um marcador de facil execueadsualizacdo permitiu a
selecéo rapida e eficiente dos individuos de isgerem cada geracédo. Na geracdo RC3,
foram selecionados os individuos heterozigotos tfgowerdes) (Figura 1A). J& na
progénie R@F,, foram selecionados os individuos homozigotos paralelo de
tolerancia derivado de Cateto Al237 (pontos vero®lte para o alelo de sensibilidade
(pontos azuis) na Figura 1B. Assim, o marcadorcipaz de distinguir os alelos do
geneZMMATEJ] sendo uma importante ferramenta para o prograns&lécéo assistida
visando aumentar a tolerancia a toxicidade ao aliomi
A B
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Figura 1-Genotipagem realizada com marcador alelo-espegifica 0 genémMATE1

utilizando o ensaio KASP no programa KlusterCalker.Genotipagem de progénies
RC3 diferenciando as plantas heterozigotas (pomtodes) das homozigotas para o
alelo da linhagem recorrente (pontos azuis). B: dBpagem de progénies RC3F2
diferenciando as trés classes genotipicas: hom@sigoara o alelo doador (pontos
vermelhos), heterozigotas e homozigotas para @ akttorrente. Os pontos pretos

representam o controle branco.

Recuperacéo do genoma recorrente

Para a recuperacdo do genoma recorrente, as ped@dl, RC2 e RC3 foram
genotipadas com 18 a 27 marcadores SNPs distribuédo longo de todos os
cromossomos do milho. Assim, as progénies RC3 ept@am entre 95 e 98% do
genoma das linhagens recorrentes recuperado, egyieale a média de recuperacéo
do genoma recorrente em RC4. As progénies seraotedrzadas quanto a tolerancia ao
Al e a expressao do gedenMATE1 Como a introgressao desse gene na L53 dobrou a
tolerancia ao Al nas NILs (Guimaraes et al., 20&4pera-se um aumento da tolerancia
nas linhagens introgredidas. Essas linhagens seddacterizadas molecular e
fisiologicamente para avaliar o ganho na toleraaciaddl que, consequentemente, trara
um aumento na estabilidade de producdo em hibddomilho cultivados em solos

acidos.
Concluséo
O geneZmMATEZfoi introgredido com sucesso em quatro linhagéitassede

milho, de forma réapida e eficiente utilizando mam&s moleculares.
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