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RESUMO

Um dos fatores que mais prejudica a producdo dgréon solos 4cidos € a toxicidade
do aluminio, presente em aproximadamente 50% dass teultivaveis do mundo, com
destaque nas areas do Cerrado. Recentemente, w@rdgesfeito maior, responsavel
pela tolerancia ao ARts, foi identificado e clonado em sorgo.Allss € um gene que
confere tolerancia ao Al em sorgo por meio da exs@iol de citrato induzida por Al nos
apices radiculares. Visando o aumento dos nivei®ldeancia ao Al em milho, esse
gene foi introduzido via transgenia em um genétgraperado Hi Il, ndo adaptado as
condicbes do Brasil. Assim, o presente trabalhe @mo objetivo utilizar a selecéo
assistida por marcadores moleculares para introgeedransgeneAltss em uma
linhagem elite tropical de milho. Trés eventos sg@micos foram utilizados como
doadores do genAltss e a linhagem elite L3 foi utilizada como genitecarrente.
Foram realizados dois ciclo de retrocruzamentoleciemando as plantas quanto a
presenca do transgene por meio de marcadores fespgeei para o gene de sele¢éo bar,
e quanto a recuperacao do genoma recorrente canebasim total de 39 marcadores
microssatélites distribuidos nos 10 cromossomansitto. Ao final do segundo ciclo de
retrocruzamento, foi possivel obter plantas cordemdjeneAltss com recuperacao de
até 95% do genoma recorrente, superior ao espam&LC2, que é de 87,5%. Assim, o
retrocruzamento assistido por marcadores molecutrelerou a obtencéo de linhagens
elites transgénicas.

Palavras-chave: Milho. Marcadores Moleculares. GeNég Retrocruzamento
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INTRODUCAO

No Brasil, a produgcdo de milho ocorre, principalieema regido do Cerrado,
que possui solos originalmente acidos, com presgéagduminio toxico (A). Plantas
ndo adaptadas que crescem em solos contendo o s&lgm o sistema radicular
reduzido, dificultando a absorcdo de agua e nuésedo solo, reduzindo seu potencial
de producéo (MENDES et al., 2010).

A interferéncia do aluminio no desenvolvimento tabg vem sendo discutido
h& muitos anos. Em solos com pH igual ou menor@ad@uminio é liberado na forma
Al**, que possui um efeito rizotéxico, prejudicanda@scimento e a produtividade da
planta. Com isso, a identificagdo de genes queecemf tolerdncia ao aluminio pode
ajudar a entender melhor os mecanismos desenvslyd@ planta para minimizar o
dano causado pelo Al. Em trabalhos realizados nlar&ma Milho e Sorgo, foi clonado
um gene que confere tolerancia ao Al em sorgo,ne §itss (MAGALHAES et al.,
2007), que induz a liberacdo de citrato no apiceada complexando o Al téxico.

A transferéncia desse gene para plantas de mille ger uma alternativa
promissora para aumentar a tolerancia dessa grandoealuminio toxico. Nesse
sentido, foram gerados eventos de milho expressandgene Altss por meio da
transformacédo genética. No entanto, o hibrido teagweHi Il foi o gendtipo utilizado
como alvo para a transgenia, pois possui uma ekevagdacidade de regeneragéo
vitro (FRAME et al., 2000), aumentando as chances dencgltede transgénicos.
Assim, para que esses eventos possam ser utilizasoscondigbes tropicais, €
necessaria a introgresséo deles em linhagens dbtggograma de melhoramento da
Embrapa. Para esse fim, o método de melhoramentis mdicado € o de
retrocruzamentos, utilizando a linhagem elite cqrmacental recorrente, processo esse
que requer de seis a sete geragOes para a obwad@bhagem introgredida. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo utilizar ugpaima de retrocruzamento assistido
por marcadores moleculares para acelerar a ings@oedo transgenditss em uma

linhagem elite de milho do programa de melhoramdat&mbrapa Milho e Sorgo.

MATERIAL E METODOS

Material Genético

Foram utilizados trés eventos de milho transformgutr Agrobacterium com o
geneAltg de sorgo: A2.17, A2.22 e A4.13, desenvolvidosRassa et al. (2010). Esses



eventos apresentam uma Unica copia do transgeémm @k valores superiores de
expressao déltss e de tolerancia ao Al em relacdo aos gendtiposraéiegénicos.

Ciclos de Retrocruzamento

A introgressdo do gendltss na linhagem L3 foi realizada por meio de dois
ciclos de retrocruzamento assistido seguido de wio @e autofecundagédo para
obtencéo do transgene em homozigose. Como geaitorrente, foi usada a linhagem
tropical L3 da Embrapa Milho e Sorgo, e os doaddmesm os eventos transgénicos
(A4.13, A2.17 e A2.22).

Isolamento do DNA

Sementes de milho foram plantadas em bandeja®perisontendo substrato e
estas foram mantidas em casa de vegetacdo comrstarpecontrolada. Apos duas
semanas, foram coletados de 3 a 4 discos foliamesada planta para extracdo do seu
DNA, segundo o procedimento descrito por Lana.gall0).

Selecdo dos Individuos RC1 e RC2 Contendo o Transge

A primeira etapa da selecéo nos ciclos RC1 e R@Ristiu ha genotipagem
para a presenca do transgene. No RC1 a selec@pafmada com oprimers JL57 F
(GTG CTG GAT CCG ATC CTG AT) e JL58 R (CAC TGC CG¥GA AAC TTC
CA), que amplificam o gendltss nas seguintes condi¢des: Tampao de PCR 1X; MgCl
2,5 mM; dNTPs 62,5 uM; 2,5 pmol de caaamer; DMSO 5% (v/v); 1 U ddaq DNA
Polimerase (Invitrogen); e 30 ng de DNA gendmicse.fgmentos amplificados foram
separados em gel de agarose 1% (m/v) por aproximatda 1h e 30 min a 100 V; em
tampédo de TAE 1x (40 mM de Tris-acetato, 1 mM deTBIpH 8,0), tratado com
brometo de etidio (1 pg/mL) e registrado em fotodoentador (Kodac Gel Logic 200
Imaging System).

No RC2 foram utilizados ggrimers Bar F (AGA AAC CAC GTC ATG CC) e
Bar R (TGC ACC ATC GTC AAC CAC), que amplificam ceme marcador Bar,
localizado no cassete de transformacao. As corslid@eeacdo da PCR foram idénticas
as descritas anteriormente. No entanto, os fragmeanplificados foram visualizados
por meio da coloracédo do gel de agarose 1% (m/Mgdos com Gel Re@,1% (v/v)
(Biotium).

Marcadores SSR para a Selecdo do Genoma Recorrente

Foi realizado unscreening com 293primers distribuidos ao longo do genoma
para a selecdo daqueles polimérficos entre os f@aseh3, A2.17, A4.13 e A2.22.

Destes, foram selecionados pgimers polimérficos ndo fluorescentes para serem



utilizados na geracdo RC1 e RC2 e imers fluorescentes, para serem usados no
RC2.

As reacdes de amplificacdo por PCR conpiogers ndo fluorescentes foram
realizadas seguindo o protocolo contendo: 30 nPNA gendmico; tampédo PCR 1X;
MgCl, 2,0 mM; dNTPs 0,125mM; 1,25 pmol de caplamer, 1 U de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen). A amplificacdo consistim ema desnaturacéo de 94 °C por 4
minutos, seguida de 8 ciclos de amplificacdo d€®4or 20 segundos, 68 °C com
reducdo de 1 °C a cada ciclo por 20 segundos, P20 segundos; e mais 25 ciclos
de extenséo de 94 °C por 20 segundos, 60 °C pgedthdos e 72 °C por 20 segundos;
finalizando em 72 °C por 5 minutos; e mantidos"’@ 4

Os fragmentos amplificados foram separados em gepaliacrilamida 10%
(m/v), sob eletroforese vertical por 2 h a 150 weDfoi tratado com solucédo fixadora
(etanol 10% (v/v); de acido acético 0,5% (v/v))ahte 20 minutos, seguido por solucao
de nitrato de prata (0,2% (m/v) por 15 minutos. &eguida, o gel foi incubado em
solucéo reveladora [NaOH 3% (m/v), formaldeido 0,6%)] até o aparecimento das
bandas. Apds a coloragéo, os géis foram registrano®todocumentador (Kodac Gel
Logic 200 Imaging System).

As reacgOes de amplificacdo camimers SSR fluorescentes foram realizadas
utilizando 30 ng de DNA gendmico; tampédo PCR 1X;M¢2,0 mM; dNTPs 0,125
mM; 1,25 pmol de cadprimer, 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen).p@mer F
de cada um dos pares foi marcado com uma dadum¥sdcéncias: FAM (azul), HEX
(verde) e NED (amarelo). A amplificagéo foi reatlascom uma desnaturacao de 94 °C
por 4 minutos, seguida de 8 ciclos de amplificad@®84 °C por 20 segundos, 68 °C com
reducdo de 1 °C a cada ciclo por 20 segundos, P20 segundos; e mais 25 ciclos
de extenséo de 94 °C por 20 segundos, 60 °C pgedthdos e 72 °C por 20 segundos;
finalizando em 72 °C por 5 minutos.

A segquir, foram misturados 2 uL da reacdo dilui@avézes com 1,5 uL de
formamida HI-DI (Applied Biosystems, Foster CityACe 0,5 uL de corante (blue
dextran 50 mg/mL; EDTA 25 mM). As amostras forarsrdguradas por 5 minutos a
95 °C, mantidas em gelo até a aplicacdo em gelatlesmte de poliacrilamida 5%
(m/v). Os produtos amplificados foram visualizatassequenciador automatico ABI
Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, JC8ubmetido 3000V por 1,5 h em
tampé&o de TBE (Tris-HCI 0,089 M;3B030,089 M ; EDTA 0,002 M, pH 8,0).



Para avaliar a recuperacdo do genoma recorrerttébdida ao longo dos 10
cromossomos foi utilizado o software GGT (VAN BERR(C2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Selecdo para a Presenca do Gemdltszg nos Ciclos de Retrocruzamento
Assistido

Para a populacdo derivada do evento A4.13, de tahde 92 plantas RC1, 56
mostraram a presenca do geléss com base nogrimers JL57/58. Para o evento
A2.17, de 93 plantas, 48 foram positivas para egéda entre as 54 plantas do evento
A2.22, 32 plantas apresentaram o gene de interesse.

A selecdo para a presenca do transgene no RCzdbrada com qrimer
especifico para o gene de selet@n. Foram selecionados 12, 29 e 18 individuos
positivos nas populacdes derivadas dos eventos3f4), A2.17 (120) e A2.22 (105),
respectivamente. A Figura 1 apresenta o perfildplificacdo de individuos RC2 para

a presenca/auséncia do gene bar. Os eventos dprasersegregacao esperada de 1:1

para a presenca/auséncia do transgene pelo tegtead® de probabilidade, exceto o
evento A4.13.

Figura 1: Segregacdo do germr em individuos RC2, provenientes do evento A2.17
(120), derivado de Hi Il x L3 (parental recorrent®a primeira canaleta (M) esta o
marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogenjuika pelo controle positivo com o
plasmideo (PLASM).

Tais resultados confirmam que o0s eventos possuesnaapuma copia do
transgene, o que € altamente desejavel em termioissieguranca. A ndo significancia
do teste dg’ para o evento A4.13 no segundo ciclo de retrocrenémpode ter sido
afetado pela amostragem menor comparada aos oddisseventos. No entanto,
analises adicionais serao realizadas para confienfaresenca do transgene em copia

Unica nesse evento.



Selecédo para a Recuperacdo do Genoma Recorrente

Inicialmente, foi realizado urscreening com 193primers SSR marcados e nao
marcados com fluorescéncia, para a selecdo daquaiegdrficos entre Hi Il e L3. Um
total de 22primers SSR nao fluorescentes, distribuidos em todos piENOSSOMOS
de milho foram avaliados entre os individuos RC1.

A genotipagem com os marcadores no RC1 possibiltoudentificacdo de
individuos com recuperacao entre 85 e 88% do geresw@rente. Essa recuperacao
equivale a média do RC2 (87,5%), indicando o garthaim ciclo de retrocruzamento.

Ja no ciclo RC2, 17 marcadores SSR fluorescentesnf@nalisados, como
apresentado na Figura 1. Considerando os 39 maesadwleculares utilizados, foram
selecionados oito individuos RC2 dos eventos A2.142.22 com recuperacdo média
de 94 e 93,5% do genoma recorrente, respectivanféateela 1). J&4 para o evento
A4.14 foram selecionados dois individuos RC2 coouperacdo média de 90,5% do
genoma da L3. Essa diferenca no nimero de plamagpamdas é justificada pelo

menor niumero de individuos amostrados.

Tabela 1 Percentual de recuperacdo do genoma recorrenge pthntas RC2

selecionadas

5 = — . =
Eventos N Planta RC2 Yo Recuperacdo Média Faixa de Recuperacao do

de L3 Genoma (%)
A2.17 8 94 92 -95
A2.22 8 93,5 91-96
A4.13 2 90,5 89 -92

Outra forma de visualizar o gendétipo grafico doglivifduos RC2 esta
apresentada na Figura 2, onde uma pequena porcagemioma est4d ainda em

heterozigose.
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Figura 2: Gendtipo grafico de um individuo derivado do ewvelR.22 , que apresenta
94% de recuperacdo do genoma recorrente. Em agela@ma recorrente da L3, e em
vermelho, a por¢éo do genoma ainda em heterozigose.

De acordo com a Tabela 1 e a Figura 2, pode-senarsque houve uma
consideravel recuperacdo do genoma recorrente, o seardostrados todos o0s
cromossomos do milho. Assim, com a utilizacdo dacée assistida foi possivel
acelerar em, aproximadamente, dois ciclos de mizamento, uma vez que no ciclo
RCA4 seria esperada uma média de 96,875% do gemraaraante.

Os individuos RC2 com maior percentual de recugerap genoma recorrente
serdo autofecundados para obtencdo do transgensomrmzigose, sendo uma nova
oportunidade para genotipar com os marcadores igda @stavam em heterozigose.
Assim, serdo obtidas linhagens L3 altamente homtesge com o transgeiétss com
apenas dois ciclos de retrocruzamento assistidesaptando-se como uma alternativa

eficiente para acelerar a introgressao de outedssafavoraveis em genoétipos elite.

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
Ao final de dois ciclos de retrocruzamento assisfioi possivel obter plantas
apresentando o geddtss e recuperacdo do genoma de L3 de até 96%, myayisua

esperada, que seria de 87,5%. Os individuos corarmeguperacdo do genoma estédo



sendo autofecundados para a obtencdo de RC2F2,apaliacdes futuras quanto a
tolerancia ao aluminio, exsudacdo de acidos orgarecexpressado do geAHss. Ao
final dessas analises espera-se identificar plaokasntes ao aluminio toxico que serdo

incorporadas ao programa de melhoramento de matenabrapa Milho e Sorgo.
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