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RESUMO

DUARTE, J.M. Conversao de linhagens elites em milho de alta qualidade
protéica (QPM). 2003. 129 p. Tese (Doutorado em Agronomia - Genética e
Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

No presente trabalho foi avaliada a potencialidade do método dos
retrocruzamentos modificados proposto por Guimardes et al. (2000) e dos
marcadores moleculares no aumento da eficiéncia dos processos de conversao
linhagens elites de milho normal em QPM. Inicialmente, investigou-se a
associacdo dos marcadores umc1066, phi057 e phill2 com o gene opaco-2,
verificando a efetividade dos mesmos para diferenciacdo dos genétipos O,0,,
0,0, e 0,0, em populacdes segregantes derivadas de algumas das linhagens de
milho normais e QPM estudadas. Assim, foi demonstrado que os marcadores
SSR foram capazes de identificar o alelo recessivo opaco-2, e que sua utilizagao
efetiva no melhoramento assistido dependerd das linhagens envolvidas nos
cruzamentos e dos objetivos de cada projeto. Adicionalmente, avaliou-se a
aplicabilidade dos marcadores RFLP e SSRs em projetos de conversdo de
linhagens de milho normal em QPM, cuja selecdo foi realizada nas geragdes
RGC,F, e RC5F; em duas etapas. Inicialmente, as plantas heterozigotas foram
identificadas em cada geracdo de retrocruzamento pelo padrdao de RFLP, sendo,
em seguida, genotipadas por SSRs visando a identificagdo daquelas com maior
propor¢do de recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente. Esta estratégia foi
comparada com outros projetos de conversao onde apenas selecdo fenotipica foi
realizada. Verificou-se que o marcador RFLP (enzima EcoRI + sonda 968 pb
gene opaco-2) foi eficiente para identificacdo e selecdo precoce dos genétipos
heterozigotos nas populacdes de retrocruzamento. Por outro lado, considerando-
se a estratégia de selecdo e o tamanho das populagdes analisadas, a identificacdo
das plantas com maior propor¢do de recuperagdo do genétipo do genitor
recorrente por SSRs ndo proporcionou uma maior eficiéncia ao processo de
conversdo de milho normal em QPM, quando comparado aos projetos onde
apenas a selecdo fenotipica foi utilizada. Adicionalmente, constatou-se a
ocorréncia de arraste devido a ligacdo (“linkage drag”) nas regides gendmicas
flanqueando os genes opaco-2 e modificadores do endosperma. Em um terceiro
trabalho, foram avaliados hibridos experimentais QPM obtidos a partir da
conversdo parcial de trés linhagens elites. Os resultados demonstraram que os
hibridos QPM obtidos pela conversdo parcial de linhagens normais apresentaram

* Comité Orientador: Dr. Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Orientador); Dra.
Cléaudia Teixeira Guimardes — Embrapa Milho e Sorgo; Dr. Cleso Antdnio Patto Pacheco
— Embrapa Milho e Sorgo.



uma melhor qualidade protéica, e comportamento semelhante para a maioria das
caracteristicas agrondmicas, incluindo a produtividade de graos, quando
comparados aos hibridos originais. Entretanto, alguns dos problemas geralmente
associados aos hibridos QPM, como uma maior porcentagem de acamamento e
quebramento, sabugos mais grossos € graos mais curtos, mantiveram-se até esta
fase do processo. Tanto as versdes normais quanto os hibridos QPM convertidos
apresentaram piores desempenhos em termos de produtividade de graos, quando
comparados com os hibridos utilizados como testemunhas, indicando uma perda
de competitividade em relagdo a estes hibridos mais recentes.

ii



ABSTRACT

DUARTE, J.M. Conversion of elite inbred lines into Quality Protein Maize
(QPM). 2003. 129 p. Thesis (Doctorate in Agronomy — Plant Genetics and
Breeding). Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

The current study was developed to evaluate the potential of the
modified backcross procedure proposed by Guimardes et al. (2000), and the
molecular markers to increase the efficiency in conversion projects of elite
inbred lines into Quality Protein Maize. First, it was evaluated the association of
the SSR markers umc1066, phi057 and phil12 with the opaque-2 gene, testing
their effectiveness to distinguish 0,0,, 0,0, and 0,0, genotypes in segregating
populations derived from normal and QPM maize inbred lines. Thus, it was
showed that the SSR markers were able to identify the recessive allele opaque-2,
and that their effective use in marker-assisted selection will depend on the inbred
lines used in the crosses and on the objectives of each project. Second, it was
evaluated the applicability of RFLP and SSR markers in conversion projects of
normal inbred lines into QPM, in which selection was employed in the BC,F,
and BC;F, generations in two stages. First, heterozygous plants were identified
by RFLP in each backcross generation, and then these plants were genotyped by
SSRs in order to identify those with a higher proportion of the recurrent parental
genome. This strategy was compared with conversion projects where only
phenotypic selection was carried out. It was verified that the RFLP marker
(EcoRI enzyme + probe 968 pb Opaque-2 gene) was efficient to identify and to
early select the heterozygous genotypes in the backcross populations. However,
considering the selection strategy and the population size evaluated, the
identification of plants with higher recovery of the recurrent parental genome
using SSRs did not increased the conversion efficiency, when compared to the
projects where only phenotypic selection was employed. Furthermore, linkage
drag was detected in the genomic regions flanking the opaque-2 and endosperm
modifier genes. In a third study, experimental QPM hybrids obtained from the
partial conversion of three elite inbred lines were evaluated. The results
indicated that the QPM hybrids obtained by partial conversion of normal inbred
lines presented a better protein quality and similar performance for most of the
agronomic traits evaluated, including grain yield, when compared with the
original hybrids. However, some of the problems specifically associated with
QPM hybrids, such as higher lodging, thicker cobs and shorter grains, still

" Guidance Committee: Dr. Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo (Advisor); Dra.
Cléaudia Teixeira Guimardes — Embrapa Milho e Sorgo; Dr. Cleso Antdnio Patto Pacheco
— Embrapa Milho e Sorgo.
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remained up to this phase of the process. Both the normal versions and the
converted QPM hybrids displayed a worst grain yield performance, when
compared to the checks hybrids, indicating a loss in competitiveness in relation
to these more recent hybrids.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) é o terceiro cereal mais cultivado globalmente,
constituindo-se em uma das mais importantes fontes de energia, proteinas e
outros nutrientes na alimentacdo humana e de animais (FAO, 2003). Embora
seja uma das culturas alimenticias mais importantes do mundo, o milho possui
valor nutricional limitado para humanos e outros animais monogdstricos, por ser
deficiente em aminodcidos essenciais, especialmente lisina (Nelson, 1969).

Mertz et al. (1964) demonstraram que a mutacdo opaco-2 (0y)
praticamente dobrava o contetddo de lisina no endosperma do milho, mas os
efeitos negativos causados por esta nas propriedades fisicas do endosperma e
outras caracteristicas agrondmicas importantes impediram sua ampla utilizacao
para o desenvolvimento de milhos com melhor qualidade nutricional.

A identificacdo de genes modificadores capazes de superar os efeitos
negativos da mutacdo opaco-2 (Paez et al., 1969) levou ao desenvolvimento de
gendtipos opaco-2 modificados, designados Quality Protein Maize ou
simplesmente QPM (Villegas et al., 1992; Gevers & Lake, 1992). Graos QPM
apresentam a dureza e a vitreosidade dos gendétipos normais, enquanto mantém o
elevado contetido de lisina dos mutantes opaco-2. Eles representam duas
décadas de melhoramento realizado no Centro Internacional de Melhoramento
de Milho e Trigo (CIMMY'T, México) visando ao desenvolvimento de gen6tipos
de milho com desempenho agrondmico aceitdvel e com concentragdes de lisina
nutricionalmente balanceadas (Bjarnason & Vasal, 1992).

Um programa de melhoramento de milho QPM apresenta-se como um
processo complexo porque requer a manipulagdo simultdnea de trés sistemas
genéticos: o gene opaco-2, os genes modificadores do endosperma e os genes
que controlam o conteddo de lisina (Moro, 1996). Considerando estes aspectos,

¢ um sistema ideal para se beneficiar das modernas técnicas de biologia



molecular que atualmente podem ser utilizadas como ferramentas de auxilio ao
processo seletivo.

Atualmente, uma parte dos esforcos destes programas concentra-se na
conversdo de linhagens elites, visando a obtencao de versdes QPM de hibridos
normais de desempenho agrondmico superior. O método originalmente utilizado
para conversdo de milho normal em QPM foi proposto por Vasal et al. (1980).
Estes autores desenvolveram uma combina¢do de retrocruzamento seguido por
selecdo recorrente em populagdes segregantes para converter populacdes de
milho normal em QPM. Este procedimento permitiu o desenvolvimento de um
grande nimero de popula¢des QPM, embora requerendo muitas geragdes para
recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente e oferecendo a oportunidade para
selecdo de caracteristicas QPM somente nas geracdes segregantes de cada
geracdo de retrocruzamento.

Mais recentemente, Guimardes et al. (2000) propuseram um método
modificado de retrocruzamento com o objetivo de diminuir o tempo necessério a
recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente, fornecer a oportunidade de
selecdo para caracteristicas QPM em todas as geracdes de ‘retrocruzamento
modificado’ ou MRC, podendo ainda ser empregado por programas que utilizem
apenas selecio fenotipica ou possam dispor de outras técnicas mais elaboradas,
como os marcadores moleculares, para a identificacdo dos fenétipos e genétipos
desejaveis. Uma primeira avaliacdo de hibridos experimentais QPM gerados
pela conversdo de linhagens utilizando esta metodologia foi realizada neste
trabalho.

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), a utilizacdo de marcadores
moleculares em programas de retrocruzamentos é, talvez, a aplicacdo mais
efetiva desta tecnologia no melhoramento de plantas.

No contexto dos programas de conversdo de linhagens normais em

QPM, a utilizacdo de marcadores moleculares para identificacdo precoce das



plantas heterozigotas (0,0,) pode aumentar a sua eficiéncia por varios motivos:
a avaliacdo das progénies pode ser dispensada, o tamanho da populagdo pode ser
reduzido a poucas plantas por geragdo e, devido ao fendtipo alvo ser identificado
em plantas jovens, caracteristicas do grdo e da planta podem ser selecionadas
simultaneamente. Esta identificacdo molecular do alelo o0, é atualmente
favorecida pelo amplo conhecimento disponivel a respeito do gene opaco-2 e
suas intera¢des. Adicionalmente, marcadores moleculares podem ainda ser
utilizados para identificagdo das plantas com maior proporcao de recuperagdo do
gendtipo do genitor recorrente, tornando o processo de conversao mais rapido e
eficiente.

Considerando-se a potencialidade do método dos retrocruzamentos
modificados para geracdo de germoplasma QPM e que os marcadores
moleculares podem tornar os processos de conversdo de linhagens mais
eficientes, avaliaram-se, neste trabalho, a aplicabilidade dos marcadores
moleculares e o método dos retrocruzamentos modificados (Guimaraes et al.,

2000) em projetos de conversdo de linhagens elites de milho normal em QPM.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico e melhoramento do milho QPM

A mutagdo opaco-2 (0;) em milho foi primeiro descrita por Jones e
Singleton na década de 1930 (Emerson et al,. citados por Vasal, 2000). A textura
macia e propriedades opacas dos graos mutantes foram amplamente usadas
como um marcador genético fenotipico para o brago curto do cromossomo 7. Os
efeitos bioquimicos da mutacdo no actimulo de proteinas foram estabelecidos
quase 30 anos mais tarde por Mertz et al. (1964), os quais observaram que

sementes opacas apresentavam os aminodcidos lisina e triptofano em



quantidades duas vezes maiores que as normalmente encontradas em milho.
Esses autores demonstraram que o alelo recessivo o, tinha o efeito de gerar um
melhor balanco de aminoicidos na proteina do grdo, com um significativo
aumento na porcentagem de lisina quando comparado ao encontrado no milho
normal.

Apds a descoberta do alelo o0,, vérios outros foram encontrados, os quais
reduzem o contetiido de zeina. Entre estes, o floury-2, opaco-5, opaco-6, opaco-
7, floury-3, B-30 defectivo e mucronato (Lopes, 1993), coletivamente
denominados por mutantes de alta lisina. O valor, uso e caracteristicas de
heranca de tais mutantes, entretanto, variam tremendamente (Vasal, 2000).

A pesquisa por novos mutantes ocorreu de forma continuada, mas, de
todos os mutantes conhecidos, os dois usados extensivamente em programas de
melhoramento foram opaco-2 e floury-2. O floury-2 foi praticamente
abandonado em anos recentes, quando as pesquisas revelaram ndo haver
nenhuma vantagem no uso deste mutante em relacio ao opaco-2 (Vasal, 2000).

Os esfor¢os de melhoramento para o desenvolvimento de milhos de alta
qualidade protéica comecaram no inicio dos anos 1960. A descoberta desses
mutantes coincidiu com as discussdes de md nutricdo e problemas de
alimentacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento. Estes fatores
levaram os programas de melhoramento de milho a iniciar projetos de melhoria
da qualidade dos graos, como forma de amenizar os problemas de nutri¢do de
populagdes cuja base alimenticia era este cereal.

A introducdo do alelo opaco-2 em linhagens elites de milho levou a uma
reducdo na produtividade dos hibridos mais competitivos em 10% ou mais.
Além disso, o grio gastava um maior tempo para secagem, O que,
conseqiientemente, o tornava mais suscetivel a infeccdes fungicas. Também, o
endosperma mole e farindceo tornava os graos quebradicos e dificultava a

colheita mecanica. Finalmente, o conteido de lisina mostrou-se suscetivel a



flutuagdes ambientais e, para formular uma ragdo eficiente, os produtores
necessitam possuir uma previsdo estdvel do conteido de lisina. Por estas razdes,
as pesquisas com o gene opaco-2 declinaram e foram quase totalmente
abandonadas. Apenas umas poucas institui¢des, como o CIMMYT, México, a
Universidade de Purdue, EUA, a empresa de sementes Crows Hybrids Seed
Company, EUA e a Universidade de Natal, Africa do Sul, prosseguiram no
trabalho de escolher, entre as vérias opcdes disponiveis, uma linha de pesquisa
que permitisse o desenvolvimento de cultivares de melhor qualidade nutricional
com desempenho agrondmico comparavel ao milho normal (Vasal, 2000, 2002;
Crow & Kermicle, 2002).

Apds muitas tentativas frustradas de varios métodos e estratégias de
melhoramento para desenvolver milho de alto teor de lisina e triptofano, os
pesquisadores do CIMMYT finalmente obtiveram populacdes com
caracteristicas agrondmicas aceitdveis por meio da combinagdo do alelo 0, com
modificadores genéticos do endosperma (Vasal, 2000). Este germoplasma que
combina os efeitos quimicos deste alelo com caracteristicas fisicas dos graos
normais foi denominado Quality Protein Maize ou QPM.

Os esforgos iniciais da obten¢do do milho QPM datam de antes de 1970,
quando os melhoristas do CIMMYT comecaram a selecionar grios parcialmente
modificados dentro de compostos e de populacdes opaco-2 derivadas de
retrocruzamento. O forte suporte laboratorial do CIMMYT permitiu o progresso
para dureza do endosperma sem prejudicar a qualidade da proteina.

Um esforco maior foi iniciado para selecionar espigas parcialmente
modificadas de tantas diferentes conversdes opaco-2 quanto possiveis em
germoplasma tropical, subtropical e de terras altas. Estoques doadores de
opacos-modificados foram desenvolvidos por duas estratégias: 1)
desenvolvimento de compostos opaco-2 brancos e amarelos de base genética

ampla e subseqiiente selecdo para tipos modificados com boa qualidade de



proteina; 2) selecdo intrapopulacional para modificacdo do grdo em populacdes
de base genética estreita, as quais tinham variabilidade suficiente para esta
caracteristica.

Os estoques doadores foram posteriormente usados de forma extensiva
na conversdo de uma grande quantidade de germoplasma a tipos opaco-2 com
endosperma duro por meio de um esquema de retrocruzamento em conjunto com
selecdo recorrente (Vasal et al., 1980). Tanto no melhoramento das populagdes
como no programa de conversdo, um procedimento de selecdo
multicaracteristicas foi empregado para acumular modificadores, mantendo a
elevada qualidade protéica e outros fenétipos desejaveis (Vasal, 2000).

Terminado este processo, todo o germoplasma QPM do CIMMYT foi
sistematicamente consolidado em 10 populagdes e 13 conjuntos gé€nicos. Estes
materiais foram submetidos a métodos de melhoramento intrapopulacionais. Em
1980, iniciou-se o programa de desenvolvimento de hibridos QPM do CIMMYT
(Vasal, 2000, 2002).

Outros programas de melhoramento de milho QPM foram iniciados,
empregando-se, fundamentalmente, o germoplasma do CIMMYT. Atualmente,
em funcdo deste trabalho pioneiro, cultivares QPM tém sido utilizadas na
América Latina, Asia e Africa (Crow & Kermicle, 2002).

Como reconhecimento a este trabalho, Surinder K. Vasal, que coordenou
o programa de melhoramento de milho QPM do CIMMYT, juntamente com
Evangelina Villegas, pesquisadora responsdvel pelas andlises quimicas do
mesmo programa, dividiram, no ano de 2000, o Word Food Prize (Bourlag
Award), como reconhecimento por seus esforcos no desenvolvimento do milho
QPM durante as décadas de 1970 e 80.

O programa brasileiro teve inicio na Embrapa Milho e Sorgo em 1983, a
partir das 10 populagdes e 13 conjuntos génicos que foram introduzidos do

CIMMYT. Estes materiais foram testados em condi¢des de campo em muitas



regides do Brasil para avaliacdo de seu desempenho agrondmico. Baseando-se
nos resultados dessas avaliacdes, a populacdo 64-blanco dentado 2 QPM-tropical
foi selecionada para iniciar um programa de melhoramento intrapopulacional
que permitiu seu langcamento, em 1988, como a variedade BR451 (Magnavaca,
1992; Pacheco et al., 1999).

Apds o langamento da BR451, os esforgos foram direcionados para o
desenvolvimento de uma variedade QPM de graos amarelos, preferidos pelos
agricultores no Brasil. O resultado deste esforco foi o desenvolvimento da
BR473, uma variedade sintética lancada em 1994 (Guimaraes et al., 1994). Na
safra 96/97, a BR473 ocupou cerca de 11 mil ha de 4rea de plantio (ABRASEM,
1999). Atualmente, esta variedade tem sido utilizada por pequenos produtores e
comunidades de assentamentos rurais.

Em 2000/2001, foi lancada a variedade BRS Assum Preto. Esta
variedade apresenta graos amarelos semiduros de alta qualidade protéica,
caracteristica que, associada a superprecocidade, a torna uma importante opcao
para os agricultores do semi-drido nordestino. Na safra 2002/2003, foram
produzidas 280 toneladas de sementes desta variedade, as quais foram
adquiridas pelo governo federal para distribuicdo aos pequenos agricultores
nordestinos, permitindo a semeadura de aproximadamente 14.000 ha’".

Na safra 92/93, foram avaliados os primeiros hibridos duplos de cuja
composi¢do participaram algumas linhagens introduzidas do CIMMYT. O
hibrido duplo 92HD1QPM destacou-se por sua competitividade em relagdo aos
hibridos BR201, BR205 e BR206. Nos anos subseqiientes, apresentou boa
estabilidade de produ¢do, de modo que foi lancado em 1997 com o nome de
BR2121 (Pacheco et al., 1999). A partir de 92/93, foi estabelecida uma rede de

avaliagdo de cultivares QPM, representativa das regides Centro-Oeste e Sul do
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pais. Nos ultimos anos, enfatizou-se a obtengdo e avaliacdo de hibridos triplos
para atender a uma faixa de agricultores mais tecnificados.

Vasal (2002) e Coérdova & Listman (2002) relatam que uma rede
internacional de experimentacdo de variedades e hibridos QPM tem sido
montada e os resultados sdo promissores. Muitos paises t€ém identificado
variedades e hibridos QPM que sdo competitivos com as cultivares normais. Na
Africa, no ano 2000, mais de 200 ensaios de avaliacdo de hibridos QPM foram
conduzidos, envolvendo 11 paises.

Nos ultimos quatro anos, no minimo 22 paises langaram cultivares QPM
incluindo a China, a India e o Vietnd. Na China, recentemente foram
desenvolvidos hibridos simples QPM de potencial igual ou um pouco superior
aos hibridos normais comerciais. No ano de 1994, aproximadamente 100 mil
hectares foram plantados com hibridos QPM (Zhang, 2002).

O desenvolvimento de hibridos QPM superiores requer um desempenho
satisfatdrio, tanto em termos de qualidade do grdo como também para as outras
caracteristicas agrondmicas de interesse. Isto acrescenta complexidade ao
trabalho do melhorista, pois, além dos muitos desafios encontrados em um
programa de melhoramento de milho normal, necessita monitorar
constantemente a qualidade nutricional do germoplasma selecionado.

No Brasil, Paschoalick (1998) avaliou duas cultivares QPM em
comparacao com trés cultivares normais para vdrias caracteristicas agrondmicas
e de qualidade nutricional. Este autor verificou que as cultivares normais foram
superiores no rendimento de grdaos (10%), teor de proteina nos graos (3%),
massa de mil grios (5%) e produgdo de proteina por drea (13%), enquanto que
as cultivares QPM foram superiores na densidade do grao (0,24%), teores de
6leo (32%), triptofano (50%) e lisina (39%) no grao, teores de triptofano (52%)
e lisina (46%) na proteina, producdes de triptofano (32%), lisina (27%) e 6leo

(19%) por area. Conforme comentado por Pacheco et al. (1999), alguns dos



resultados obtidos neste trabalho, mais do que apenas apresentarem defici€ncias
dos materiais QPM estudados, indicam pontos importantes que devem ser
considerados pelos programas de melhoramento de milho QPM. Dentre estes
pontos destacam-se, principalmente, uma maior pressdo de selecdo contra
acamamento e quebramento e uma melhoria da qualidade do grio (quantidade e

qualidade da proteina, grau de modificacdo do endosperma e sanidade).

2.2 Aspectos genéticos e bioquimicos do milho QPM

As proteinas do endosperma do milho tém sido tradicionalmente
fracionadas com base na sua solubilidade em diferentes solventes (Osborne e
Mendel, 1914). As fragdes resultantes deste processo t€m sido referidas como
albuminas (extraidas com &dgua), globulinas (extraidas com solugdes salinas),
prolaminas (extraidas em solucdo alcodlica) e glutelinas (extraidas em solucdes
4cidas ou alcalinas). As prolaminas, designadas de zeinas em milho, sdo a maior
fracdo das proteinas de reserva em graos de cereais. Este método convencional
de fracionamento ndo é muito informativo, devido as dificuldades para se definir
funcionalmente as diferentes fragdes de solubilidade. Wallace et al. (1990)
desenvolveram um método para extrair e caracterizar as proteinas do
endosperma do milho, com apenas duas fragdes resultantes: as zeinas (soluveis
em dlcool) e as ndo-zeinas. Como conseqiiéncia desse processo, a precisdao da
quantificacdo de cada grupo é melhorada e, desde que apenas duas fracdes sao
obtidas, a analise dos resultados € facilitada.

As zeinas correspondem a aproximadamente 50% a 70% das proteinas
totais do endosperma, sendo classificadas em quatro grupos (a, B, d, 7y), de
acordo com o seu peso molecular quando fracionadas em géis de SDS-PAGE
(Habben et al., 1994). Andlise da seqiiéncia dos genes das zeinas evidenciou que

as protefnas codificadas sdo basicamente desprovidas de lisina (Shotwell &
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Larkins, 1989). Conseqiientemente, as proteinas que possuem lisina ocorrem na
outra classe de solubilidade, as quais s@o coletivamente chamadas de ndo-zeinas.

Durante mais de 30 anos, muitos pesquisadores trabalharam na
identificacdo de mutantes que pudessem produzir uma maior quantidade de
lisina e triptofano no grao do milho, culminando na mutacio opaco-2, que foi
isolada e bem caracterizada por Mertz et al. (1964). Esta mutacdo € recessiva,
estd localizada no brago curto do cromossomo 7 (Soave et al, 1981) e
praticamente dobra o conteido de lisina do endosperma do milho, melhorando
significativamente a qualidade protéica do grao.

O nivel elevado de lisina nos mutantes o, € decorréncia de muitos fatores
(Wang & Larkins, 2001): (a) a sintese de zeinas € reduzida e estas ndo contém
lisina; (b) hd um aumento na sintese de um nimero de outras proteinas (nfo-
zeinas), muitas das quais contém lisina; e (c) hd um aumento geral no nivel de
aminodcidos livres (FAA), incluindo lisina. A extensdo do quanto o contetido de
lisina é aumentado nos mutantes o, é genétipo dependente (Moro, 1996).

Os mecanismos pelos quais o alelo opaco-2 aumenta o contetido de
lisina no endosperma do milho sdo ainda parcialmente entendidos. O alelo
normal O; codifica um ativador transcricional que regula a expressio de um
nimero de genes, incluindo as o-zeinas de 22-kD (Schmidt, 1993). A reducido na
sintese de o-zeina € associada com vdrios graus de aumento na acumulagdo de
muitas proteinas nio zeinas, as quais sdo responsaveis pela maior porcentagem
de lisina (Moro, 1996). Habben et al. (1995) identificaram que o endosperma do
milho opaco-2 mostra niveis aumentados do fator de elongacdo 1 alpha (EF-1a),
uma proteina que é 10% lisina. Alta variabilidade dentro e grandes diferencas
entre dois grupos de linhagens normais ¢ QPM foi observada para conteido de
lisina e concentragio de EF-1ae (Moro, 1996). Wang et al. (2001) cruzaram
algumas linhagens de milho que diferem no contetido de EF-1a, encontrando

dois QTLs que explicaram 25% da variag@o para o conteido desta proteina. Um
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dos QTLs estd ligado a um loco complexo que codifica as o-zeinas de 22 kD no
brago curto do cromossomo 4, enquanto o outro estd proximo ao centrdmero no
brago longo do cromossomo 7.

Bernard et al. (1994) realizaram uma caracterizagdo molecular ao nivel
de DNA, RNA e proteinas de vérios alelos opaco-2 e verificaram a ocorréncia
de polimorfismo tanto entre os alelos selvagens (0,) como entre os mutantes
(0). Estes resultados permitiram uma precisa identificacdo e classificacdo dos
vérios alelos O, e 0, estudados e também a sugestdo de mecanismos adicionais
e/ou alternativos que podem estar envolvidos no controle da atividade do
produto do gene opaco-2 na regulacdo da transcricao dos genes das zeinas. Altas
razdes de polimorfismo e recombinac¢do no loco opaco-2 de milho cultivado
também foram reportadas por Henry & Damerval (1997), os quais sequenciaram
1.933 pares de base (pb) deste gene em um conjunto representativo de 21
linhagens. Os dados obtidos por estes autores indicam que um nimero
surpreendentemente grande de eventos de recombinacdo contribuiu para a
diversificacdo, sugerindo que o loco opaco-2 pode se constituir em uma regiao
de alta freqiiéncia de recombinacdo.

Os efeitos indesejdveis provocados pelo alelo o0, em algumas
caracteristicas agrondmicas impediram o desenvolvimento de genétipos
comerciais utilizando apenas este alelo (Vasal, 2000). A identificacdo de genes
que alteram o fendtipo dos genétipos opacos, dando-lhe uma aparéncia normal,
criou a possibilidade de usar estes chamados "genes modificadores do opaco-2"
para superar os efeitos negativos desta mutacdo (Paez et al., 1969).

Bioquimicamente, o processo de modificacio do endosperma parece
estar associado com o aumento nos niveis da proteina y-zeina de 27 kD. Graos
QPM t€m de duas a trés vezes mais y-zeina (Wallace et al., 1990), tendo sido
demonstrado ainda que o grau de modificagdo e um aumento no conteido de y-

zeina sdo altamente correlacionados e dependentes da dosagem de genes
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modificadores do endosperma (Lopes, 1993). Estes estudos claramente sugerem
que a proteina y-zeina estd envolvida no desenvolvimento do endosperma vitreo
em genotipos opaco-2 e que os genes modificadores, de algum modo,
promovem altos niveis desta proteina.

Alguns autores tém sugerido que o alelo AB do loco da 7y-zeina é
necessario, mas nao suficiente, para a modificacdo do endosperma (Lopes,
1993). Entretanto, uma planta 0,0, homozigota recombinante para o alelo rA da
v-zeina foi encontrada por Moro (1996), na qual os grdos tém um fendtipo
uniformemente vitreo e um elevado conteido de y-zeina. Isto indica que a
formagdo do endosperma vitreo em gendtipos 0,0, ndo necessita do alelo AB da
v-zeina e que o nivel elevado da proteina y-zeina em gendtipos opaco-2
modificados ndo é dependente da presenca de duas sequéncias codificadoras da
Y-zeina.

Burnett & Larkins (1999) analisaram muitos aspectos da regulacio
transcricional e pds-transcricional da expressdao do gene da y-zeina em gendtipos
normais, opaco-2 e opaco-2 modificados, para investigar os mecanismos pelos
quais os genes modificadores do o, influenciam a expressdo dos genes da V-
zeina. Seus resultados sdo consistentes com um modelo no qual dois locos
modificadores do o; influenciam a expressido do gene da y-zeina por diferentes
mecanismos, os quais sdo tanto de natureza transcricional como também pds-
transcricional.

Alguns autores t€m considerado que a modificacdo segue um tipo de
heranca multigénica, devido principalmente a efeitos génicos aditivos. Outros
tém postulado que sé uns poucos genes estdo envolvidos na modificacdo do
endosperma. Em cruzamentos entre gendétipos opaco-2 e opaco-2 modificados,
grdos que apresentam o fendtipo de ambos os pais podem ser recuperados em
uma Unica espiga F,, sugerindo que o ndmero de genes controlando a

modifica¢do do endosperma ndo € grande (Lopes, 1993). Este autor, por andlise
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de segregacdo, sugeriu a existéncia de dois principais locos modificadores.
Andlise de bulks segregantes entre genétipos opaco-2 e opaco-2 modificados
revelou dois marcadores RFLPs associados a modificagdo do endosperma.
Ambos os locos foram mapeados no brago longo do cromossomo 7, um préximo
ao telébmero e o outro fortemente ligado ao loco da 7y-zeina, préximo ao
centromero.

Para Vasal (2000), informacdes sobre a heranga dos modificadores de
endosperma sdo limitadas e diferentes tipos de modificadores sdo provaveis de
existir em diferentes gendtipos. Dessa forma, o sistema genético controlando os
genes modificadores pode ser simples, moderadamente complexo envolvendo
uns poucos genes ou talvez altamente complexo. Este autor comenta ainda que
os genes modificadores podem ser afetados por influéncia materna. Outros
fatores, tais como a composi¢do genética e a textura do grdo, também podem
alterar a manifestacdo fenotipica dos genes modificadores, com genétipos flint

geralmente exibindo uma maior freqiiéncia de graos modificados.

2.3 Avaliacao nutricional e utilizacdo do milho QPM

O milho fornece aproximadamente 20% das calorias e 15% das proteinas
vegetais que sdo consumidas no mundo (National Research Council, 1988). Em
termos nutricionais, a deficiéncia do milho em relagdo aos aminodcidos
essenciais lisina e triptofano € um fator a considerar, particularmente para
pessoas com altas necessidades de proteinas, como criancas, mulheres em
gestacdo ou amamentando, e doentes, principalmente em paises onde o milho é
base da alimentac¢do e uma fonte importante de proteina.

Algumas pesquisas t€m comparado a composi¢do quimica do milho
QPM em relacdo ao milho normal (Ortega et al., 1986; Sproule et al., 1988; Osei

et al., 1999). Nestes trabalhos verifica-se que os contetidos de lisina e triptofano
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do milho QPM sdo aproximadamente 50% maiores que o conteudo destes
aminoécidos no milho normal.

Devido ao aumento na concentragdo destes dois aminoacidos, e também
ao aumento na digestibilidade e na assimilagdo de nitrogénio em relagdo ao
milho normal, o valor bioldgico (quantidade de N que é retida no corpo) do
milho QPM ¢ de aproximadamente 80%, enquanto que o do milho normal estd
situado entre 40% a 57% (Bressani, 1992). O milho QPM apresenta, em média,
90% do valor bioldgico do leite de vaca (National Research Council, 1988).

Apesar destes beneficios comprovados, existe um debate a respeito do
potencial impacto do milho QPM para aliviar os problemas de ma nutricdo
humana, principalmente em relacdo a falta de definicdo se tais problemas sdo
causados por deficiéncia de calorias ou de proteinas (Hamaker & Rahmanifar,
1994). No entanto, existem amplas evidéncias de que o consumo do milho QPM
pode ajudar a combater os problemas de m4 nutri¢do, especialmente em regides
onde o milho ¢ base da alimentagcdo (Bressani, 1992; 1994; National Research
Council, 1988; Hamaker & Rahmanifar, 1994; Peixoto et al., 1990; Vasal, 2002;
Zhang, 2002).

Estudos de nutricdo infantil, conduzidos no Instituto de Investigacdo
Nutricional de Lima, Peru, compararam a influéncia do uso do milho QPM e
milho normal como unica fonte de proteina na dieta de criangas desnutridas.
Observou-se que, apesar da absor¢c@o de N pelo organismo ser a mesma nas duas
fontes, a retencdo do N proveniente do milho QPM é 50% maior que no milho
comum, o que significa que um grama de proteina proveniente de um milho
QPM equivale a, pelo menos, 1,5 g de proteina de um milho normal (Peixoto et
al., 1990). Young et al. (1989) atestam que, da mesma forma que criangas, 0s
adultos também podem se beneficiar de uma alimenta¢do baseada no milho

QPM.
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Argumentos contra a necessidade de cereais de alta qualidade protéica
ou suplementacdo com aminodcidos sdo baseados principalmente na nocdo de
que as deficiéncias em aminodcidos em grdos normais, milho em particular,
serdo suplementadas por outros alimentos consumidos em conjunto com estes,
ou por um maior consumo destes cereais. Para Hamaker & Rahmanifar (1994),
na avaliac@o do impacto da suplementagcdo de aminoacidos ou do uso de cereais
de alta qualidade protéica, como o milho QPM na alimentacdo humana, é
importante focalizar regides onde o consumo do milho € alto e o consumo de
alimentos de origem animal e hortalicas € baixo.

Em relagdo a utilizag¢do na alimentag¢do animal, varios experimentos tém
sido realizados visando demonstrar a superioridade do milho QPM para
formulacdo de ragGes. Vasal (2002) comenta que nos experimentos conduzidos
nas ultimas trés décadas, hd uma clara evidéncia de que o milho QPM é melhor
para alimentacdo animal quando comparado ao milho normal, devido as suas
proteinas serem melhores balanceadas, apresentando grande potencial de
utilizacdo principalmente para suinos e aves.

Moreira et al., citados por Guimardes & Lopes (1995), comparando o
desempenho da cultivar BR451 e de milho normal em rac¢des para suinos sem
concentrado protéico, observaram que a dieta com o BR451 resultou em animais
com 70% a mais de ganho de peso e com uma conversao alimentar 30% melhor.

Na Colombia, em ensaios utilizando o milho como unica fonte de
proteina para alimentacdo de leitdes, verificou-se que aqueles alimentados
somente com o milho opaco-2 cresceram 3,5 vezes mais rdpido que os
alimentados com o milho comum. Ensaios conduzidos na Guatemala
comparando milho normal e milho opaco-2 na alimentacdo de frangos de corte
mostraram que o opaco-2 produzia um grande aumento na eficiéncia da
conversdao alimentar, 3,5:1 contra 8,2:1 para milho normal. Para animais

ruminantes, como bois e ovelhas, a qualidade da alimentagdo ndo & tdo
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importante quanto para oOs animais monogdstricos, ji que o0s ruminantes
conseguem sintetizar aminodcidos essenciais a partir de outros aminodcidos.
Entretanto, em ensaio conduzido na Africa do Sul, com alimentacio de bezerros
desmamados, observou-se que o ganho de peso dos animais foi 28% superior ao
do lote testemunha alimentado com milho normal. Isso mostra que milhos de
alta qualidade protéica podem ser usados com sucesso também na alimentacao
de ruminantes (Peixoto et al., 1990).

Uma série de experimentos relatados por Qi et al. (2002), realizados na
China, onde foram comparados o milho normal e o QPM na alimentacdo de
frangos de corte, frangos de postura e porcos, o milho QPM apresentou melhor
balan¢o de aminodcidos e composicao de nutrientes, tornando-se uma alternativa
mais econdmica em relacdo a utilizacdo de farinha de peixe ou a utilizacdo de
lisina sintética na racdo. Cerca de 15 experimentos envolvendo formulagdo de
racdes para suinos com milho QPM foram realizados na China desde 1981
(Zhang, 2002). Os resultados obtidos demonstram que o ganho de peso didrio de
suinos alimentados com milho QPM foi entre 30% e 124% maior comparado a
utilizacdo do milho normal. Estes experimentos mostraram ainda que o milho
QPM proporcionou uma economia de 0,47 a 2,13 kg de alimento consumido
para se obter um ganho de um kg de peso.

Uma certa vantagem econdmica na utilizacgdo do milho QPM nas
formulagdes de ragdes também foi relatada por Lima & Bellaver (2000). Estes
autores comentam que as diferencas em desempenho animal, quando da
utilizacdo na racdo do milho normal ou QPM, ndo sdo esperadas quando estas
racdoes sdo formuladas atendendo aos principios nutricionais. Ocorrem,
entretanto, diferencas de precos, basicamente resultantes de vantagens
diferenciais de um ingrediente sobre o outro. No caso relatado, o milho QPM
apresenta uma energia digestivel maior do que o milho normal, o que pode ser

considerado um bonus energético. Esse bonus € resultante do menor teor de fibra
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do milho QPM e um pequeno aumento no teor de extrato etéreo. Cultivares que
salientem estas caracteristicas apresentam, portanto, uma vantagem diferencial.
Uma dificuldade esperada na utilizagao do milho QPM diz respeito aos
custos relacionados a manutencdo da identidade preservada destes materiais
durante a producdo e o processamento. Caso estes custos sejam elevados, a
vantagem econdmica de sua utilizacdo na formulagdo de racdes serd perdida.
Nao existem informagdes na literatura a respeito dos custos de preservacdo de

identidade do milho QPM.

2.4 Conversao de linhagens elites como estratégia de melhoramento

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de milho é
a introgressdo em linhagem elites de um ou mais alelos de interesse de um
genitor doador. Esta estratégia permite a manutencido do genétipo de uma boa
linhagem enquanto incorporam-se caracteristicas de interesse para as quais esta é
deficiente. A utilizacdo de retrocruzamentos sucessivos constitui-se no método
cldssico utilizado para conversdo de linhagens. O valor deste método de
melhoramento de plantas foi sugerido por Harlan e Pope desde 1922 (Fehr,
1991).

Basicamente, o procedimento consiste no cruzamento de um genitor
doador (GD), o qual possui a caracteristica de interesse, com o genitor recorrente
(GR), uma linhagem elite que nio possui esta caracteristica. A geracdo F; é
cruzada com o GR para produzir a geracio RCF,. Na geracio RCF; e nas
subseqiientes geracdes de retrocruzamento, os individuos selecionados,
possuindo o alelo sendo transferido, sdao retrocruzados ao GR. A propor¢do
esperada do gendtipo do GD ¢ reduzida pela metade em cada geragcdo de
retrocruzamento. Ignorando-se os efeitos de “linkage drag” ou arraste devido a

ligacdo no alelo do GD sendo transferido, a porcentagem do gendtipo do GR
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(%GR) em cada geracdo de retrocruzamento € calculada como: %GR = 100 [1-
(0.5)"*'], sendo n o nimero de retrocruzamentos (Fehr, 1991). De acordo com
esta formula, apds seis geracdes de retrocruzamentos, a propor¢do média
esperada de recuperag@o do genétipo do GR € maior que 99%.

Até recentemente, discussdes a respeito da recuperagdo do gendtipo do
GR durante o processo de retrocruzamento enfatizavam os valores esperados
para %GR de acordo com esta férmula, e ignoravam largamente a variagdo
genética para %GR que existe ao redor da média esperada. Com o
desenvolvimento de marcadores genéticos capazes de fornecer boa cobertura do
genoma, O interesse em aproveitar esta variacdo para aumentar a eficiéncia do
método tem aumentado. O emprego de marcadores moleculares em programas
de conversdo de linhagens € discutido posteriormente.

O melhoramento por retrocruzamentos tem sido usado amplamente para
transferir caracteristicas de heranca simples para linhagens elites. Geralmente, a
caracteristica a ser transferida é controlada por um dnico gene, embora
caracteristicas de heranca mais complexa, mas que apresentam uma alta
herdabilidade, tém sido transferidas com sucesso por retrocruzamento, como,
por exemplo, precocidade em milho (Shaver, 1976). Para estas caracteristicas
com heranca mais complexa, geralmente modificacbes do método sdo
necessdrias visando a sua transferéncia mais efetivamente.

Atualmente, o método de retrocruzamento tem sido muito utilizado em
programas de melhoramento para conversao de linhagens elites para eventos
transgénicos de interesse, haja vista que métodos de transformagdo sdo
amplamente disponiveis, mas a eficiéncia do processo de transformagao € ainda
germoplasma dependente (Ribaut & Hoisington, 1998). De forma que este
método de melhoramento convencional constitui-se no procedimento técnica e
economicamente mais vidvel para transferéncia desses eventos para um conjunto

amplo de linhagens.
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Nos programas de melhoramento de milho QPM, a estratégia de
conversdo de populacdes e linhagens de milho normal tem sido utilizada visando
aproveitar as caracteristicas desejiveis presentes neste germoplasma, de forma a
se obter versdes QPM de variedades e hibridos superiores. Este processo de
conversdo torna-se complexo porque requer a manipulacdo simultanea de trés
sistemas genéticos: o gene opaco-2, os genes modificadores do endosperma e os
genes que controlam o contetido de lisina (Moro, 1996).

O método originalmente utilizado para conversdo de milho normal em
QPM foi proposto por Vasal et al. (1980), que desenvolveram uma combinagao
de retrocruzamento seguido por selecdo recorrente em populacdes segregantes
para converter populacdes de milho normal em QPM. Neste procedimento, a
proxima geragdo de retrocruzamento inicia-se quando um nivel desejdvel de
modificacdo do endosperma o, € obtido. A conversio das populacdes
usualmente requer o avanco da geracdo F, para F;, ou mesmo F,, para encontrar
sementes QPM desejdveis. Este procedimento € eficiente e permitiu o
desenvolvimento de um grande nimero de populacdes QPM, mas necessita
muitas geragdes para recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente e oferece a
oportunidade para selecdo de caracteristicas QPM somente nas geracdes de
autofecundacio que sdo obtidas apds cada geragdo de retrocruzamento.

Guimardes et al. (2000) propuseram um método modificado de
retrocruzamento que diminui o tempo necessdrio a recuperagdo do genétipo do
genitor recorrente, fornece a oportunidade para selecdo para caracteristicas QPM
em todas geragdes MRC (retrocruzamento modificado) e pode ser usado por
programas de melhoramento com diferentes facilidades (tradicional ou com
andlises de marcadores moleculares) para identificar os genétipos e fenétipos
desejaveis.

O procedimento consiste da obtencdo dos pais heterozigotos (0-0,)

RCF,, RG,F,, RC;F;, RC/F,, RCsF,, e RC¢F,, e entdo cruzar estes pais
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selecionados como machos com uma sequéncia de fémeas homozigotas (0,0,)
para obter as geracdes MRC. A geracdo MRCF, é obtida pela selecdo de
sementes o, com caracteristicas QPM desejaveis no cruzamento F, (0,0,) x
RC,F, (0,0,). MRC,F, é obtida selecionando-se sementes 0, com caracteristicas
QPM desejaveis no cruzamento MRC,F, (0,0;) x RC,F, (0,0,). MRC;F, € obtido
selecionando-se sementes com caracteristicas QPM desejaveis no cruzamento
MRG,F, (0,0;) x RC3F; (0,0,). Seguindo este procedimento, as geracdes
MRC,F,. MRC;sF,, e MRCgF, sdo obtidas. Em cada geracdo MRC é possivel
selecionar sementes o, com caracteristicas QPM desejaveis (modificacdo do
endosperma).

O método dos retrocruzamentos modificados tem potencial para facilitar
o desenvolvimento e lancamento de cultivares e hibridos QPM e pode também
ser usado em outros programas para incorporar multiplas caracteristicas da
semente governadas por um alelo recessivo e modificadores (Guimaries et al.,
2000).

Meyer (2002) apresentou uma nova proposta de conversdo de linhagens
elites em QPM, a qual vem sendo utilizada pelo CIMMYT. Na metodologia
proposta, a geracdo F, é cruzada com o genitor recorrente para obtengdo da
geracdo RC,F,. Esta populacdo é autofecundada, dando origem a populacio
RC,F,. Nesta geracdo RC,F,, graos 0, modificados sdo selecionados e estes sdo
retrocruzados com o genitor recorrente para obtencido sucessiva das geracdes
RGC,F, e RC5F,. A geragdo RC;F, € autofecundada, dando origem a geracdo
RC;F,, na qual grios o, modificados sdo selecionados, originando uma nova
linhagem QPM. Esta metodologia foi utilizada para obtengdo das linhagens
CML264Q e CML273Q.

Comparando-se os trés processos de conversio apresentados,
considerando-se 0 mesmo nuimero de geracdes (sete ciclos), as estimativas

tedricas para propor¢do de recuperacdo do genétipo do genitor recorrente sdo de
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87,50% (geracdo RC,F,) para a metodologia utilizada por Vasal et al. (1980),
94,53% (geracdo MRCsF;) para a metodologia dos retrocruzamentos
modificados proposta por Guimaraes et al. (2000) e 93,75% para a metodologia
proposta pelo CIMMYT (Meyer, 2002).

Em relacio a metodologia proposta por Guimardes et al. (2000), a
metodologia do CIMMYT apresenta vantagem em relacdo a facilidade da
conducio das populagdes e cruzamentos no campo. A desvantagem € um menor
nimero de geracdes segregantes que permitam selecdo para modificacdo do
endosperma, necessitando ainda de um grande nimero de plantas para obtencao
das geracdes RC,F, e RC;F,, visando a garantia da transferéncia do alelo o, e
modificadores para a geragdo RC;F,.

Em todos as metodologias apresentadas, dependendo do nivel de
conversdo desejado e da qualidade do doador utilizado, o melhorista pode tomar
a decisdo de finalizar o processo de conversdo em geracdes anteriores ao
originalmente proposto. Populacdes de retrocruzamento com diferentes
propor¢des de recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente também
representam fontes importantes de germoplasma que podem ser utilizadas para
extracdo de linhagens com caracteristicas agronomicas e qualidade do grio QPM
superiores. Esta combinagdo de retrocruzamentos com reciclagem constitui-se
em um procedimento bastante promissor para obtencio de linhagens QPM.

O desenvolvimento de linhagens convertidas pode permitir a sintese de
trés tipos de hibridos: formados somente com linhagens QPM tradicionais
(extraidas dos materiais QPM), formados com linhagens tradicionais e
convertidas e formados apenas com linhagens convertidas.

Visando um monitoramento da qualidade protéica dos graos
selecionados, andlises regulares de laboratério para determinag@o dos conteidos
de lisina, triptofano e proteina garantem a manutencdo da qualidade protéica do

doador original.
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Em todos os processos propostos, os marcadores moleculares podem ser

um instrumento de auxilio ao processo seletivo.

2.5 Utilizacao de marcadores moleculares em programas de conversao de

linhagens

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de
biologia molecular. Em um primeiro momento, um dos marcadores mais
utilizados em andlise genética foi o RFLP, que se baseia no polimorfismo de
comprimento de fragmentos obtidos pela clivagem do DNA com enzimas de
restricdo. RFLPs sdo marcadores codominantes e ricos em diversidade alélica
(Guimaraes, 2001; Carneiro, 2002). Atualmente, o seu emprego tem sido
reduzido pela disponibilidade de outros sistemas de marcadores com maiores
vantagens operacionais e econdmicas para sua utilizagao.

O desenvolvimento destes novos sistemas de marcadores moleculares
tem sido uma das mais dindmicas dreas em genética molecular aplicada durante
os ultimos 15 anos. O desenvolvimento do processo de amplificacdo em cadeia,
utilizando uma DNA polimerase, levou a descricio de outras classes de
marcadores moleculares. Atualmente, um nuimero virtualmente ilimitado de
marcadores altamente polimdrficos pode ser obtido em qualquer organismo
vivo, empregando-se diversas técnicas.

Dentre estes novos marcadores, a grande disponibilidade dos marcadores
microssatélites ou SSRs (Seqiiéncias Simples Repetidas) para a cultura do milho
tem facilitado bastante os estudos que necessitam de uma ampla amostragem do
genoma, por ser um método baseado em PCR e necessitar de uma pequena
quantidade de DNA. SSRs sdo seqiiéncias curtas de nucleotideos, usualmente de
2 a 6 bases de extensdo, que sdo repetidas em fandem (Smith et al., 1997). Estes

funcionam como marcadores genéticos codominantes e altamente reproduziveis,
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tornando-se ideais para utilizacdo em andlise genética de ligacdo e avaliacdo de
diversidade. Os marcadores SSRs sdo relativamente abundantes no genoma do
milho, existindo atualmente mais que 1.500 SSRs cujas seqiiéncias dos primers
e posicdo no genoma sdo publicamente disponiveis no "Maize Genome

Database - MaizeDB" (http://www.agron.missouri.edu/ssr.html).

O surgimento dos marcadores moleculares abriu muitas possibilidades
para sua utilizacio em programas de conversdo baseados no método dos
retrocruzamentos. Para Hospital & Charcosset (1997), os marcadores
moleculares podem ser usados em programas de retrocruzamentos,
principalmente de duas maneiras, as quais denominaram de selecdo
“foreground” e selecao “background”.

No primeiro método, a presenca de um alelo alvo em um individuo é
diagnosticada monitorando-se o gendtipo do doador para marcadores que
flanqueiam este alelo alvo. Este ¢ um poderoso instrumento para manipulagdo de
caracteristicas oligog€nicas sob numerosas situagdes no melhoramento de
plantas (Melchinger, 1990), manipulacio de QTL (Stuber, 1995), bem como
para reduzir o arraste devido a ligacdo ou “linkage drag” (Frisch e Melchinger,
2001 a,b; Hospital, 2001).

Esta reducdo no arraste devido a ligacdo torna-se particularmente
importante quando o doador da caracteristica de interesse é ndo adaptado ou
exdtico. Utilizando um procedimento teérico, Stam & Zeven (1981)
consideraram a proporcdo do gendtipo do doador no mesmo cromossomo do
alelo de interesse sendo introgredido, em um programa regular de
retrocruzamento sem o auxilio de marcadores moleculares. Eles deduziram que
nas plantas RCgF;, em média, 32% dos alelos neste cromossomo serdo de
origem do genitor doador. Estes resultados tedricos foram confirmados com
dados experimentais apresentados por Young & Tanksley (1989b), que

encontraram segmentos de até 51 cM do cromossomo doador associados a um
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alelo de resisténcia introgredido em tomate, apds seis geracdes de
retrocruzamentos.

O segundo método (selecdo “background”), proposto por Tanksley et al.
(1989), acelera a recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente. Individuos sao
selecionados, os quais sdo homozigotos para os alelos do genitor recorrente em
um grande nimero de locos marcadores distribuidos pelo genoma. Ragot et al.
(1995) demonstraram experimentalmente a eficiéncia deste tipo de procedimento
para introgressao do transgene Bt em diferentes linhagens de milho.

Ribaut & Hoisington (1998) ressaltam duas vantagens do método de
retrocruzamento assistido por marcadores moleculares em relacio ao método
tradicional: recuperagdo mais rdpida do gendtipo do genitor recorrente e selecdo
mais eficiente de individuos que apresentem eventos de recombinag¢do préximos
ao alelo alvo.

Em um programa de conversdo assistido por marcadores moleculares,
uma organizacdo adequada dos dados disponiveis é parte fundamental do
processo. Idealmente, os marcadores moleculares utilizados fornecem dados que
podem ser representados como alelos de locos com posi¢do conhecida. Young &
Tanksley (1989a) descreveram uma aplicagdo para visualizacdo de dados de
marcadores moleculares, introduzindo o conceito de ‘genétipos graficos’. Estes
genGtipos gréaficos apresentam a origem parental e a composi¢do alélica em todo
o genoma de uma maneira que € simples de visualizar, compreender e utilizar.
Alguns softwares sdo capazes de fazer a andlise e apresentacio destes genotipos
graficos. O GGT — Graphical Genotypes, desenvolvido por Van Berloo (1999),
¢ de dominio ptiblico e pode ser obtido pela seguinte URL:

http:// www.dpw.wau.nl/pv/PUB/ggt/.

Muitos autores tém contribuido no desenvolvimento das teorias e
estratégias de utilizagdo dos marcadores moleculares em programas de

retrocruzamento.
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Hospital et al. (1992) avaliaram, em programas de introgressdo, os
efeitos do tempo, da intensidade de selecdo, do tamanho da populacdo e do
nimero e posicdo de marcadores selecionados na propor¢do esperada do
genétipo do genitor recorrente. Os resultados demonstraram que a selecao por
marcadores pode conduzir a um ganho de tempo de aproximadamente duas
geracdes e que a selecdo para recombinantes proximos ao alelo de interesse deve
ser preferida em um primeiro estigio da selecdo, embora a selecio para
marcadores distribuidos pelo restante do genoma também deva ser considerada.

A reducdo no numero de geracdes pela utilizacdo de marcadores
moleculares também tem sido constatada em outras situacdes. Openshaw et al.
(1994), por simulagdo, concluiram que, para uma espécie com um genoma
constituido de 10 cromossomos com 200 cM cada e utilizando 80 marcadores
para a selecdao em populagcdo com 100 progénies, é possivel reduzir o nimero de
retrocruzamentos de sete para trés e recuperar aproximadamente 99% do genitor
recorrente. Dados experimentais apresentados por estes autores concordaram
com os resultados da simulagdo. Cinqiienta plantas RC,F; que apresentavam o
alelo de interesse foram avaliadas com 83 marcadores RFLP. A média de
recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente das cinco melhores plantas RCF,;
foi de 82,64%.

Visscher et al. (1996) investigaram por simulacdo o ganho relativo em
um programa de retrocruzamento usando apenas marcadores, apenas selegdo
fenotipica ou um indice de marcadores e fendtipos. Estes concluiram que
marcadores espagados de 10 a 20 cM apresentaram uma vantagem seletiva de
uma a duas geragdes de retrocruzamento, quando comparados a selecdo
fenotipica ou ao acaso.

O tamanho da populagdo de retrocruzamento avaliada tem sido reportado
por vdrios autores como o mais importante fator a afetar a eficiéncia da selecio

assistida por marcadores (Hospital et al., 1997; Frisch et al., 1999). Frisch et al.
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(1999), trabalhando com simulagdo, verificaram que um aumento no tamanho da
populagdao da geracdio RC,F; para a geracdo RC;F;, reduziu o nimero de
marcadores necessdrios a avaliagdo em 50%, sem afetar a proporgao de
recuperacdo do genétipo do genitor recorrente. Estes autores comentam, ainda,
que a conversdo assistida pode ser finalizada apds quatro geragdes de
retrocruzamento, mesmo com um pequeno tamanho da populag@o e um limitado
nimero de marcadores avaliados.

Todos os trabalhos apresentados referem-se ao caso em que apenas um
alelo de interesse € introgredido. Frisch & Melchinger (2001b) estenderam seus
estudos com simulag¢do para casos em que o objetivo € a introgressdo de dois
alelos simultaneamente. Estes autores verificaram que, em um programa de
conversdo planejado para trés geragdes de retrocruzamento, um nimero minimo
de marcadores foi necessdrio quando foram aplicadas estratégias consistindo de
trés ou quatro etapas de selecio; o tamanho da populacdo aumentou nas geracdes
avangadas em relacdo as iniciais e a juncdo dos alelos de interesse em uma
mesma populagdo ocorreu nos estdgios iniciais do processo de conversao.

Os virios resultados obtidos a partir de simulacdo e também os dados
experimentais evidenciam que a definicdo de uma estratégia eficiente de
conversdo de linhagens auxiliada por marcadores moleculares ndo é um
procedimento simples e direto, haja vista o niimero de pardmetros envolvidos.

Ribaut et al. (2002) recomendam que, antes de qualquer experimento ser
iniciado, o ndmero de alelos alvo envolvidos no processo de selecdo, assim
como o nivel desejavel de conversdo da linhagem sejam definidos. Em seguida,
deve-se identificar em cada geracdo o tamanho da populacdo a ser analisado, o
nimero, posicdo e natureza dos marcadores moleculares utilizados e o nimero
de gendtipos que serdo selecionados. O planejamento do processo inclui, ainda,
uma avaliacdo dos recursos disponiveis e uma avaliacdo do germoplasma

trabalhado (ex. desempenho agrondmico e nimero de linhagens no programa de
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conversdo). Considerando estes parametros, e em funcdo da experiéncia ja
acumulada na literatura, torna-se evidente que a identificacdo da mais eficiente
estratégia para um processo de conversdo de linhagens auxiliado por marcadores
moleculares deve ser um planejamento caso a caso, em fungdo da realidade dos

programas de melhoramento e das particularidades do projeto a ser iniciado.

2.6 Marcadores moleculares e 0 melhoramento do milho QPM

A complexidade dos processos envolvidos em um programa de
melhoramento de milho QPM o torna um sistema ideal para se beneficiar das
modernas técnicas de biologia molecular que atualmente podem ser utilizadas
como ferramentas de auxilio ao processo seletivo. A utilizacdo de marcadores
moleculares como instrumento de selecio vem progredindo no contexto da
pesquisa e melhoramento do milho QPM.

Uma parte dos esforcos atuais dos programas de melhoramento de milho
QPM concentra-se na conversdo de linhagens elites, visando a obtencdo de
versdes QPM de hibridos de sucesso tradicionais. Nestas conversdes, o uso de
marcadores moleculares para a identificacdo precoce de plantas que apresentam
o alelo o, antes dos cruzamentos pode aumentar a eficiéncia do processo por
varios motivos: a avaliacdo das progénies pode ser dispensada; o tamanho da
populagcdo pode ser reduzido a poucas plantas por geracdo e, devido ao alelo
alvo ser identificado em plantas jovens, caracteristicas do grio e da planta
podem ser selecionadas simultaneamente.

O esforgo para a identificacdo molecular do alelo 0, é atualmente
beneficiado pelo amplo conhecimento disponivel a respeito do gene opaco-2 e
suas interacdes. Dessa forma, sistemas de marcadores baseados em hibridag¢do
ou PCR tém sido desenvolvidos, visando a diferenciacdo dos genétipos O,0,,

0,0, € 0,0, em populagdes segregantes para este gene.
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Kata et al. (1994) testaram a efetividade da identificacdo de genétipos
opaco-2 em populacdes segregantes de milho QPM pela andlise de marcadores
RFLP. Nesta identificag@o foi usada uma sonda de cDNA do gene opaco-2 e a
enzima de restricdo Hindlll, para avaliacdo de plantas de populagdes F, e de
retrocruzamentos. Uma comparagdo dos gendtipos identificados pelos
marcadores RFLP com o fenétipo das sementes das progénies descendentes
indicou que o procedimento foi acurado, com uma perfeita diferenciacdo a partir
da andlise de folhas jovens por RFLP dos genétipos 0,0, 0,0, € 030, nas
populagdes segregantes estudadas.

O gene opaco-2 esté localizado no braco curto do cromossomo 7 (Soave
et al., 1981), especificamente no bin 7.01 e, em funcdo dos resultados de
seqiienciamento deste gene, alguns primers SSR tém sido obtidos a partir desta
seqiiéncia, estando associados ao gene opaco-2 e publicamente disponiveis no
Maize Genome Database — MaizeDB. Estes marcadores sdo os SSRs phi057,
phil12 e umc1066.

A utilizacdo prética destes marcadores para diferenciacdo de populacdes
segregantes de milho QPM para o alelo o, tem sido procurada por alguns grupos
de pesquisa que trabalham com o melhoramento do milho QPM. Dreher et al.
(2000) e Meyer (2002) relatam a utilizacio de marcadores SSRs para
identificacdo do alelo 0, nos processos de conversio de linhagens elite em milho
QPM do CIMMYT. Nenhuma referéncia é feita nestes trabalhos a um marcador
especifico ou a um conjunto de marcadores utilizados nesta diferenciagdo.

Em processos de conversdo de linhagens para QPM, os marcadores
moleculares podem ainda maximizar a eficiéncia dos programas de
retrocruzamento, aumentando a propor¢do de conversio dos individuos e
reduzindo o tempo requerido para obter uma recuperacio aceitdvel do genitor

recorrente.
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Os genes modificadores do endosperma (modificadores do o0,)
representam o sistema mais dificil de manipular nestes programas de conversao,
devido a sua natureza complexa e multigénica e a sua expressdo instivel em
alguns gendtipos (Belousov, 1987). Por estes motivos, a identificacdo de
marcadores moleculares que aumentem a eficiéncia de selecdo para vitreosidade
pode proporcionar um impacto significativo nestes programas. Lopes (1993)
encontrou dois marcadores RFLP altamente associados com a modificagdo do
endosperma em populacdes QPM, um mapeado préximo ao centromero do
cromossomo 7 e o outro mapeado préximo ao teldmero do bragco longo deste
mesmo cromossomo. Ambos os marcadores foram localizados préximos aos
genes relacionados a sintese de gama-zeina, uma proteina que € altamente
correlacionada com a modificagdo do endosperma. Nenhuma evidéncia foi
obtida de que apenas estes dois locos estejam envolvidos no processo de
modificagdo.

A selecdo de modificadores do endosperma poderd, ainda, ser
beneficiada pela sele¢cdo dos genétipos 0,0, via marcadores moleculares, haja
vista que, dessa forma, pode-se aumentar a pressdo de selecdo para graos com
alto grau de modificacdo (notas 1 e 2 em uma escala de 1 a 5, em que 1
corresponde ao grio totalmente modificado e 5 corresponde ao grio totalmente
opaco), pois o cardter QPM destes materiais pode ser posteriormente confirmado
pelos marcadores.

No programa de melhoramento QPM do CIMMYT, os custos associados
com os métodos tradicionais e a conversdo assistida por marcadores foram
comparados por Dreher et al. (2000). Os resultados destes autores sugerem que,
para a realidade daquele programa, nos casos em que é possivel identificar
materiais segregantes pela inspecdo visual de espigas no campo, os métodos
convencionais oferecem vantagens econdmicas sobre a selecdo assistida. Nos

casos em que a selecao visual nao é possivel ou dificultada, o uso de marcadores
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moleculares € vantajoso do ponto de vista econdmico, com potencial de uso em
casos em que o screening fenotipico € particularmente caro ou dificil. Isto inclui
projetos que envolvem a selecdo para miltiplos genes, alelos recessivos,
expressdo tardia do gene de interesse e consideragdes ambientais ou geograficas.
A complexidade genética envolvendo o processo de conversdo de linhagens
normais em milho QPM a enquadra nestes casos potenciais que podem se

beneficiar efetivamente de um programa de selecdo assistida.
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CAPITULO 2: Marcadores SSRs associados ao gene opaco-2 em linhagens e
populacoes segregantes de milho de alta qualidade protéica (QPM)



MARCADORES SSRs ASSOCIADOS AO GENE OPACO-2 EM
LINHAGENS E POPULACOES SEGREGANTES DE MILHO DE ALTA
QUALIDADE PROTEICA (QPM)

RESUMO

A identificacdo precoce do alelo o, em populacdes segregantes por
marcadores moleculares constitui uma importante ferramenta de auxilio ao
processo seletivo nos programas de melhoramento de milho QPM. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a associacdo dos marcadores
SSRs umc1066, phi057 e phil12 com o gene opaco-2, testando a efetividade dos
mesmos para diferenciacdo dos gendtipos 0,0,, 0,0, € 0,0, em linhagens e
populagdes segregantes de milho de alta qualidade protéica. As andlises com os
trés marcadores SSRs ligados ao gene opaco-2 foram realizadas em um conjunto
de 36 linhagens, sendo 29 normais € 7 QPM. O marcador umc1066 foi ainda
avaliado em um conjunto de trés populagdes segregantes RCsF,. A confirmacao
da co-segregacdo foi realizada a partir da autofecundac@o das plantas RCsF,
analisadas, com posterior andlise da segregacdo fenotipica nas espigas RCsF,
descendentes. Verificou-se que os trés marcadores SSRs foram eficientes na
diferenciacdo da maioria das linhagens normais e QPM estudadas, demonstrando
potencial de utilizagdo no melhoramento assistido. A utilizacdo efetiva destes
marcadores, isolados ou em conjunto, na sele¢do precoce dos gendtipos O,0,,
0,0, € 0,0, dependerd das linhagens envolvidas nos cruzamentos e dos objetivos
de cada projeto.

SSRS MARKERS ASSOCIATED TO THE OPAQUE-2 GENE IN
QUALITY PROTEIN MAIZE (QPM) INBRED LINES AND
SEGREGATING POPULATIONS

ABSTRACT

Early identification of the o, allele in segregating populations by
molecular markers is an important selection tool in QPM breeding programs. In
this context, the objective of this study was to evaluate the association of the
SSR markers umc1066, phi057 and phil12 with the opaque-2 gene, testing its
effectiveness to discriminate 0,0, 0,0, and 0,0, genotypes in QPM inbred lines
and segregating populations. The analyses with the three SSR markers linked to
the opaque-2 gene were carried out on a set of 36 inbred lines, 19 normal and 7
QPM. The umc1066 marker was also evaluated in a set of three segregating
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BCsF, populations, followed by selfing and analysis of the phenotypic
segregation in the BCsF, ears, in order to confirm its co-segregation with the
target gene. It was detected that the three SSR markers were efficient in
differentiating most of the normal and QPM inbred lines studied, showing
potential for use in marker-assisted selection. The effective use of these markers,
alone or together, in early selection of the 0,0, 0,0, and 0,0, genotypes, will
depend on the inbred lines involved in the crosses and of the objectives of each
project.

1 INTRODUCAO

Um programa de melhoramento de milho QPM € um processo complexo
porque requer a manipulagdo simultinea de trés sistemas genéticos: o gene
opaco-2, os genes modificadores do endosperma e os genes que controlam o
conteddo de lisina (Moro, 1996). Considerando-se estes aspectos, ¢ um sistema
ideal para se beneficiar das modernas técnicas de biologia molecular que
atualmente podem ser utilizadas como ferramentas de auxilio ao processo
seletivo.

Dentre as possibilidades para utilizacdo de técnicas moleculares em um
programa de melhoramento de milho QPM, uma das mais promissoras constitui-
se na identificacdo precoce por marcadores moleculares do alelo recessivo 0, em
populagdes segregantes. Especialmente em programas de conversdes de
linhagens, o uso destes marcadores para a identificacdo de plantas que
apresentam o alelo o, antes dos cruzamentos pode aumentar a eficiéncia do
processo por varios motivos: a avaliacdo das progénies pode ser dispensada, o
tamanho da populacio pode ser reduzido a poucas plantas por geragdo e, devido
ao alelo alvo ser identificado em plantas jovens, caracteristicas do grdo e da
planta podem ser selecionadas simultaneamente. A identificacdo de marcadores
moleculares associados ao alelo 0, pode ainda assegurar uma melhor selecao

fenotipica de graos com um alto grau de modificagdo do endosperma, haja vista
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a possibilidade da condicio QPM destes grdos ser posteriormente confirmada
por estes marcadores.

O esforgo para a identificacdo molecular do alelo 0, é atualmente
beneficiado pelo amplo conhecimento disponivel a respeito do gene opaco-2 e
suas interacdes. Dessa forma, sistemas de marcadores baseados em hibridag¢do
ou PCR tém sido desenvolvidos, visando a diferenciacdo dos genétipos O,0,,
0,0, e 0,0, em populacdes segregantes. A utilidade dos marcadores RFLP para
realizar esta diferenciacdo foi demonstrada por Kata et al. (1994). Embora
eficaz, a utilizagdo de marcadores RFLP para esta finalidade apresenta
limitacdes relativas ao custo da técnica e dificuldades operacionais, de forma
que outros sistemas de marcadores, como os microssatélites ou SSRs, tornam-se
mais adequados para serem utilizados nesta identificacao.

No Maize Genome Database — MaizeDB, os marcadores SSRs umc1066,
phi057 e phill2, localizados no bin 7.01, estdo descritos como associados ao
gene opaco-2. A utilizacdo pratica de marcadores SSRs para diferenciacdo de
populagdes segregantes de milho QPM foi sugerida por Dreher et al. (2000) e
Meyer (2002). Entretanto, nenhuma referéncia a eficiéncia de um marcador SSR
especifico ou a um conjunto de marcadores para realizagdo desta diferenciacio é
feita por estes autores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a associacdo dos marcadores SSRs
umc1066, phi057 e phill2 com o gene opaco-2, testando a efetividade dos
mesmos para diferenciacdo dos gendtipos 0,0,, 0,0, € 0,0, em linhagens e

populagdes segregantes de milho de alta qualidade protéica.
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2 MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do
Nucleo de Biologia Aplicada (NBA) da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas, MG.

2.1 Marcadores microssatélites

De acordo com estudos prévios, trés marcadores SSRs estdo descritos no

Maize Genome Database — MaizeDB (http://www.agron.missouri.edu/ssr.html)

como associados ao gene opaco-2, os quais foram analisados no presente

trabalho (Tabela 1).

2.2 Linhagens e populacdes segregantes avaliadas

As andlises com os trés marcadores SSRs ligados ao gene opaco-2 foram
realizadas em um conjunto de 36 linhagens, sendo 29 normais e sete QPM,
pertencentes ao programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo
(Tabela 2). Em funcdo dos resultados obtidos com esta caracteriza¢do inicial, o
marcador umc1066 foi ainda avaliado em um conjunto de trés populacdes
segregantes RCsF, compostas por 18 plantas cada e advindas do programa de
conversdo de linhagens de milho normal em QPM da Embrapa Milho e Sorgo.
As populagdes apresentam uma segregacio esperada de 50% de individuos 0,0,
(homozigotos dominantes) e 50% de individuos 0,0, (heterozigotos), sendo,
dessa forma, adequadas para avaliacdo da co-segregacdo do marcador com o
gene opaco-2. A confirmagdo da co-segregacdo foi realizada pela
autofecundacdo das plantas RCsF, e posterior andlise da segregacdo fenotipica

nas espigas RCsF, descendentes.
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TABELA 1. Marcadores SSRs associados ao gene opaco-2 utilizados na

avaliacdo das linhagens e populagdes segregantes.

Marcador Bin Seqiiéncia Seqiiéncia dos primers F e R
repetida

umc1066 7.01 GCCAGA ATGGAGCACGTCATCTCAATGG  //
AGCAGCAGCAACGTCTATGACACT

phi057 7.01 GCC CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT 1
CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC
phill2 701 AG TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT //

AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC

2.3 Obtencao do DNA genomico

A extracdo do DNA das linhagens foi realizada em um conjunto de 10
plantulas para cada material. Nas populacdes segregantes de retrocruzamento a
extracdo ocorreu a partir de folhas de plantas individuais, ambas utilizando a
metodologia descrita por Saghai-Maroof et al. (1984). O DNA foi quantificado
em gel de agarose 0,8%, utilizando um padrio de DNA de concentracio
conhecida. O DNA estoque foi mantido a -20°C e o DNA diluido, na

concentragdo de trabalho de 10 ng/pL, foi armazenado a 4°C.

2.4 Genotipagem com marcadores SSR

Em funcdo da disponibilidade dos primers marcados ou ndo e do polimorfismo
obtido entre os individuos, as reacdes de SSR e a separagdo dos fragmentos

amplificados foram realizadas com diferentes metodologias, conforme descrito a

seguir.
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TABELA 2. Linhagens normais e QPM caracterizadas pelos marcadores SSRs

associados ao gene opaco-2.

Linhagem  Pedigree/populagio Tipo do Qualidade do
de origem endosperma endosperma

L1 BR105 Duro Normal
L2 BR105 Duro Normal
L3 CMS14 Duro Normal
L4 Sintético — BR106 Dentado Normal
L5 BR106 Dentado Normal
L6 Sintético — BR106 Dentado Normal
L7 CMS28 Dentado Normal
L8 CMS28 Dentado Normal
L9 CMS455 (QPM) Duro QPM

L10 BR105 Duro Normal
L11 CMS14 Duro Normal
L12 CMS14 Duro Normal
L13 BR106 Dentado Normal
L14 BR106 Dentado Normal
L15 Sintético 14 Duro Normal
L16 CMS455 (QPM) Duro QPM

L17 BR106 Dentado Normal
L18 CMS456 (QPM) Dentado QPM

L19 CMS456 (QPM) Dentado QPM

L20 BR105 Duro Normal
L21 CMS14 Duro Normal
L22 CMS12 Duro Normal
L23 CMS453 (QPM) Duro QPM

L24 CMSO03 Duro Normal
L25 BR106 Dentado Normal
L26 BR105 Duro Normal
L27 CMS50 Duro Normal
L28 CMS50 x CMS14 Duro Normal
L29 BR105 Duro Normal
L30 Hibrido comercial Dentado Normal
L31 CMS455 (QPM) Duro QPM

L32 CMSO03 x BR105 Duro Normal
L33 CMS28 Dentado Normal
L34 CMS453 (QPM) Duro QPM

L35 BR106 Dentado Normal
L36 CMS28 Dentado Normal
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2.4.1 Primers fluorescentes

As reagdes de SSR fluorescentes foram realizadas apenas para o
marcador umc1066, sendo o primer forward marcado na extremidade 5’ com o
fluorocromo 6-FAM (azul). As reacdes de amplificagdo foram realizadas em
volume final de 10 pLL contendo 30 ng de DNA; 20 mM tris-HCI pH 8,4; 50 mM
KCI; 1,5 mM de MgCl,, 125 pM de cada um dos dNTPs; 0,2 uM de cada um
dos primers e 1U da enzima taq DNA polimerase. Os ciclos da reagdao de PCR
consistiram de uma desnaturac@o inicial a 95°C por 2 minutos, nove ciclos de
94°C por 20s, 68°C por 20s com a redugdo de 1°C a cada ciclo e 72°C por 20s,
seguidos de 25 ciclos de amplificagdo a 94°C por 20s, 60°C por 20s e 72°C por
20s. Finalmente, a reagdo foi submetida a um periodo de extensdo a 72°C por 5
minutos.

O produto final da reagdo de PCR foi diluido na propor¢do de 1:50. Um
volume de 3 pL da dilui¢do foi misturado com 1,0 uLL de formamida, 0,4 uL do
corante (50 mg/ml de blue dextran, 25 mM de EDTA pH 8,0) e 0,1 uL do
padrdo GS-500 ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA). As amostras foram
desnaturadas a 95°C durante 3 minutos e mantidas no gelo até sua aplica¢do no
gel desnaturante de poliacrilamida 5%. Foi aplicado 1,5 pL da amostra
desnaturada e os produtos amplificados foram separados por eletroforese a 3000
V durante 2 horas no seqiienciador ABI Prism 377. Os dados foram analisados

pelo programa GeneScan (Applied Biosystems, Foster City, CA).
2.4.2. Primers nao marcados

As reagdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador modelo
9600 (Applied Biosystems), em um volume final de 10 pL. contendo 30 ng de

DNA; 10 mM tris-HCI pH 8,6; 50 mM KCl; 0,1% gelatina; 2,0 mM MgCl,;, 125
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UM de cada um dos dNTPs; 0,6 uM de cada um dos primers e 1U da enzima taq
DNA polimerase. Os ciclos da reacdo de PCR foram os mesmos descritos na
secdo 2.4.1. Os fragmentos amplificados foram resolvidos em géis de agarose
4% sob eletroforese a 110 V por 2,5 horas. O gel foi tratado com brometo de
etidio (1 pg/mL) e a imagem capturada pelo Eagle-Eye II (Stratagene, La Jolla,
CA) sob luz UV.

Visando obter uma melhor separacdo dos fragmentos amplificados,
alguns produtos de amplificacdo foram resolvidos em géis de poliacrilamida
10% sob eletroforese a 150 V por 4 horas. O gel foi tratado com solucido de
brometo de etidio (1pug/mL) e a imagem capturada pelo Eagle-Eye II
(Stratagene, La Jolla, CA) sob luz UV.

2.5. Seqiienciamento dos alelos opaco-2 amplificados pelo primer umc1066

Visando um melhor entendimento do polimorfismo gerado pelo primer
umc1066, realizou-se o seqiienciamento dos alelos amplificados por este SSR
nas linhagens L7, L4 e L34. Os produtos da amplificacdo foram purificados do
gel de agarose com kit Gel Extraction kit, seguindo as recomendagdes do
fabricante (Qiagen, Hilden, Alemanha). As reacdes de seqiienciamento foram
realizadas com o kit “Big Dye terminator ready reaction kit” (Applied
Biosystems, Foster City, CA), utilizando cada um dos primers umcl066
separadamente, e analisadas no sequenciador ABI Prism 377 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), de acordo com recomendag¢des do fabricante.

As seqiiéncias de DNA dos fragmentos foram analisadas e alinhadas
pelo médulo SeqMan do programa DNAStar (Lasergene, Madison, WI). As
seqiiéncias foram comparadas por meio do programa BLAST (Altschul et al.,
1997) com as seqiiéncias do gene opaco-2 depositadas no GenBank Nucleotide

Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo principal da caracterizacdo das linhagens e populagdes
segregantes com os trés marcadores SSRs associados ao gene opaco-2 foi
verificar a possibilidade de utilizagdao destes marcadores como instrumento de
selecdo precoce em programas de melhoramento e conversdao de milho normal
em QPM. Para atender a essa finalidade, o loco SSR necessita apresentar um
polimorfismo nitido entre as linhagens normais e QPM. Adicionalmente, o
marcador deve apresentar uma co-segregacdo perfeita com o gene opaco-2 nas
populagdes segregantes provenientes do cruzamento entre tais linhagens.

Observa-se, na Figura 1, que todas as linhagens QPM amplificaram uma
mesma banda de 138 pb, quando analisadas com o primer umcl066. As
linhagens normais avaliadas apresentaram trés alelos distintos, sendo um deles
igual ao das linhagens QPM e dois polimérficos com 150 pb e 156 pb. Das 29
linhagens normais avaliadas, 19 apresentaram alelos iguais aos das linhagens
QPM e apenas 6 linhagens (20%) tiveram alelos polimérficos com relagdo as
linhagens QPM. Trés linhagens normais (L8, L13 e L25) apresentaram o loco
umc1066 em heterozigose, o que pode ser resultante de uma heterozigosidade
residual ou de uma contaminag@o. A anélise utilizando primer fluorescente com
os fragmentos analisados no seqiienciador automdtico de DNA ABI Prism 377

permitiu a identifica¢do precisa dos alelos entre as linhagens normais e QPM.
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FIGURA 1. Andlise de SSR das linhagens de milho normal e QPM com o
primer umcl1066 marcado com fluorescéncia 6-FAM. Os fragmentos foram
separados em gel de poliacrilamida a 5% e analisados pelo seqiienciador ABI
Prism 377. A identificacdo das linhagens estd de acordo com a Tabela 2; as
sublinhadas representam as linhagens QPM. O marcador de peso molecular GS-
500 ROX foi adicionado nas canaletas 1, 9, 19, 28 e 36.

A andlise do primer phi057 revelou um unico alelo de tamanho
aproximado de 165 pb para todas as linhagens QPM e, novamente, trés alelos
para o conjunto das linhagens normais avaliadas, sendo dois polimérficos
(tamanho aproximado entre 150 pb e 156 pb) e um monomérfico em relacdo ao
alelo apresentado pelas linhagens QPM (Figura 2). Duas linhagens normais (L11
e L13) apresentaram duas bandas para o loco phi057, também sugerindo uma
heterozigosidade residual nas linhagens. Das 29 linhagens normais avaliadas, 23

(80%) apresentaram alelos polimérficos em relagdo as linhagens QPM.
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FIGURA 2. Andlise de SSR de diferentes linhagens de milho com o primer
phi057. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 4%
corado com brometo de etidio. A identificacdo das linhagens estd de acordo com
a Tabela 2; as sublinhadas representam as linhagens QPM. A = 0,0,, H = 0,0;;
B = 0,0,; M = marcador de peso molecular 25 pb ladder.

Todas as linhagens que foram polimérficas para o primer umcl066
também o foram para o primer phi057, demonstrando o potencial deste
marcador para discriminacio e confirmacdo dos genoétipos normais e QPM.

Observa-se que a separacdo dos fragmentos amplificados pelo primer
phi057 em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio ndo permitiu uma
nitida separag@o dos alelos amplificados, necessitando de sistemas que permitam
uma  melhor separacio como gel de poliacrilamida. A repeticio de
trinucleotideos deste microssatélite pode justificar a pequena diferenca no
tamanho dos alelos obtidos. Na Figura 4, em que um subgrupo de linhagens ¢é
analisado com o primer phi057 em gel de poliacrilamida a 10%, demonstra-se
com maior nitidez o polimorfismo entre as linhagens normais e QPM,
permitindo sua utilizagdo posterior no melhoramento assistido.

Na Figura 3 encontra-se o resultado da andlise das 36 linhagens com o

primer phil12 em gel de agarose 4%. Observa-se que todas as linhagens QPM
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apresentaram alelo nulo, enquanto que a maioria das linhagens normais
apresentou um alelo de tamanho aproximado de 165 pb. Nota-se, ainda, que as
linhagens L.10, L15 e L30 apresentaram alelos diferenciados do restante do
conjunto das linhagens normais e que na L13 duas bandas foram amplificadas. A
andlise de um subgrupo de linhagens com o mesmo primer phill2 em gel de
poliacrilamida demonstrou que as linhagens QPM possuiam, de fato, o0 mesmo
alelo presente na maioria das linhagens normais, embora como um fragmento
bem menos intenso que os demais (Figura 4). A separacdo da maioria das
linhagens normais e QPM pode ser feita apenas com base na intensidade da
banda, utilizando-se o marcador phil12, o que torna sua aplicagdo mais restritiva
para avaliacdo das populagdes segregantes, especialmente em programas de
conversdo de conversdo de linhagens, em que o polimorfismo com base na

intensidade da banda ndo é (til para separacio dos individuos 0,0, e 0,0;.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

175 pb
P -y s I ™ B L

125 pb

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 A H B

S [ Lae e 5 T .

FIGURA 3. Anidlise de SSR de diferentes linhagens de milho com o primer
phil12. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 4%
corado com brometo de etidio. A identificacdo das linhagens estd de acordo com
a Tabela 2; as sublinhadas representam as linhagens QPM. A = 0,0,; H = 0,0;;
B = 0,0,; M = Marcador de peso molecular 25 pb ladder.
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FIGURA 4. Anidlise de SSR de um subgrupo de 8 linhagens de milho com os
primers umcl1066, phi057 e phill2. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etidio. 1 a 5
= linhagens normais (L15, L6, L4, L7 e L13); 6 a 8 = linhagens QPM (L9, L19 e
L34); M = marcador de peso molecular 25 pb ladder.

A andlise dos trés primers associados ao gene opaco-2 evidenciou que
todas as linhagens QPM avaliadas apresentaram o mesmo padrdo de
amplificacdo, sugerindo que tais linhagens representam uma origem comum do
alelo recessivo 0,.

Bernard et al. (1994) propuseram trés principais grupos de classificacio
para o alelo o,, de acordo com os padrdes de restrigdo por RFLP, transcritos e
produtos de amplificagdo dos varios alelos avaliados em um amplo conjunto de
linhagens. Os trés principais grupos de alelos recessivos propostos foram o;R,
0.1t e 0,T. O padrao de amplificacdo deste grupo de linhagens QPM avaliado
sugere que estas apresentam um mesmo alelo recessivo comum, de acordo com
esta classificacdo proposta.

Com relacdo as linhagens normais avaliadas, os diferentes padrdes de

alelos encontrados para estes primers associados ao gene opaco-2 podem ser
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justificados por alguns estudos. Bernard et al. (1994) também encontraram
polimorfismo entre os alelos selvagens opaco-2, os quais foram caracterizados
em, pelo menos, trés tipos e produziram diferentes transcritos. Hartings et al.
(1995) verificaram que mapas de restricdo e seqiienciamento do primeiro exon
do loco opaco-2 revelaram um alto nivel de polimorfismo e a presenca de uma
regido hipervaridvel na parte N-terminal da proteina opaco-2.

Estes resultados foram confirmados com o seqiienciamento dos alelos
amplificados pelo primer umcl066 nas linhagens normais L7 e L4 e na
linhagem QPM L34, onde se percebe que a diferenca entre estas linhagens
correspondem aos diferentes nimeros de repeti¢des do microssatélite GCCAGA
(Figura 5). Esta delecdo provavelmente ndo afeta a atividade do gene opaco-2,
uma vez que as linhagens que apresentam quatro repeticoes do microssatelite
apresentam padrdo normal de zeinas. Muitas linhagens normais também
amplificaram o mesmo tamanho de alelo presente nesta linhagem QPM
seqiienciada, o que sugere que estas também possuem apenas duas repeticoes do
microssatélite, reforcando o argumento que esta delecdo nao afeta a atividade do
gene.

Henry & Damerval (1997) também relataram uma alta razdo de
polimorfismo e recombinacdo no loco opaco-2, com o seqiienciamento do
mesmo em 21 linhagens representativas de progenitores de variedades
cultivadas. Para estes autores, o alto nivel de polimorfismo observado para o
loco opaco-2 sugere que o tamanho efetivo da populagdo ancestral foi muito
grande e/ou que este gene evoluiu sob a influéncia de uma alta razao de mutacao
ou foi sujeito a algum tipo de sele¢do balanceada, sendo que a distribui¢do de
polimorfismo dentro da seqiiéncia ndo foi uniforme. Ainda, este padrdo pode
estar relacionado a um aparentemente grande ndmero de eventos de
recombinacdo, os quais podem ter sido uma caracteristica intrinseca da amostra

estudada e/ou implicam que o loco opaco-2 € uma regido de alta freqiiéncia de
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recombinacdo. A presenga do microssatélite dentro do exon também pode ter
contribuido para o elevado nivel de polimorfismo do loco opaco-2.

A co-segregacdo do primer umcl066 com o loco opaco-2 foi ainda
confirmada pela avaliacdo de individuos de duas populagdes segregantes RCsF,
cujas linhagens recorrente e doadora apresentaram polimorfismo para este loco
(Figura 6). Para a populacdo A (L7 x L9), dos 18 individuos avaliados 8
apresentaram uma banda associada ao gendtipo 0,0, e 10 apresentaram duas
bandas, associadas aos individuos heterozigotos O,0,. Para a populacdo B (L4 x
L34), dos 18 individuos avaliados, 7 apresentaram uma banda associada ao
gendtipo 0,0, e 11 apresentaram duas bandas, associadas aos individuos

heterozigotos.

: ATG GAG CAC GTC ATC TCA ATG GAG GAG ATC CTC GGG CCC TTC TGG GAG CTG CTA
: ATG GAG CAC GTC ATC TCA ATG GAG GAG ATC CTC GGG CCC TTC TGG GAG CTG CTA
: ATG GAG CAC GTC ATC TCA ATG GAG GAG ATC CTC GGG CCC TTC TGG GAG CTG CTA
M E H v I S M E E I L G P F W E L L

Sw N

CCA CCG CCA GCG _CCA GAG CCA GAG CCA GAG CCA GAG CCA GAG CGA GAG CAG ccT
CCA CCG CCA GCG CCA GAG CCA GAG CCA GAG CCA GA. ... ... CGA GAG CAG ccT
CCA CCG CCA GCG CCA GAG CCAGA. ... ... ... +«v. «u. ... CGA GAG CAG cCCT
P P P A P E P E P E P E P E R E Q P

Sw N

CCG GTA ACC GGC ATC GTC GTC GGC AGT GIC ATA GAC GTIT GCT GCT GCT
CCG GTA ACC GGC ATC GTC GTC GGC AGT GIC ATA GAC GTIT GCT GCT GCT
CCG GTA ACC GGC ATC GTC GTC GGC AGT GIC ATA GAC GTT GCT GCT GCT
P v T G I v v G S v I D v A A A

Sw N

FIGURA 5. Seqiiéncia de um fragmento inicial do primeiro exon do gene
opaco-2 amplificado pelo primer umcl1066 flanqueando um microssatélite
GCCAGA, que se encontra sublinhado e em negrito. Os sitios de anelamento
estdo em itélico, sendo o ATG em negrito aquele que codifica para a primeira
metionina do transcrito. As seqiiéncias dos fragmentos clonados referem-se a: 1
- alelo normal presente na linhagem L7, contendo cinco repeticdes do
microssatélite; 2 - alelo normal presente na linhagem L4, contendo quatro
repeticdes do microssatélite; 3 - alelo recessivo presente na linhagem L34,
contendo duas repeticdes do microssatélite. Este dltimo alelo estd presente em
todas as linhagens QPM estudadas. 4 — sequéncia de aminodcidos predita, sendo
que o microssatélite codifica para uma seqiiéncia repetitiva de prolina (P) e
acido glutamico (E).
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Em ambos os casos, os resultados obtidos encontram-se dentro da
segregacio esperada de 1 0,0,: 1 0s0, (x* = 0,22"° para a populagio A e y* =
0,89"° para a populacio B). Além disso, a avaliacio das espigas RCsF, obtidas
pela autofecundacdo das plantas analisadas pelo marcador umc1066, em ambas
as populacdes, confirmou fenotipicamente todos os gendtipos preditos
precocemente pela andlise do marcador molecular.

A andlise das linhagens normais pelos trés marcadores revelou que
algumas linhagens apresentaram mais de um alelo amplificado, sugerindo uma
heterozigosidade residual ou contaminagdo. Para a L.13, isto ocorreu para os trés

primers avaliados, de forma que esta foi estudada mais detalhadamente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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FIGURA 6. Andlise de SSR com o primer umc1066, cujos fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio,
em duas populacdes segregantes RCsF;. Pop. A = obtida pelo cruzamento entre
as linhagens L7 (normal recorrente) x L9 (QPM doadora). Pop. B = obtida pelo
cruzamento entre as linhagens L4 (normal recorrente) x L34 (QPM doadora). Os
nimeros de 1 a 18 representam plantas individuais em cada populacio.
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Na Figura 7 observa-se que a geracdo RCsF, do cruzamento da L.13
(normal recorrente) com a L34 (QPM doadora) apresentou uma segregacio
diferente da esperada para uma geragdo de retrocruzamento, confirmando que a
linhagem recorrente apresentava os dois alelos. A andlise de plantas individuais
desta linhagem (Figura 8) confirmou que esta ainda encontrava-se segregando

para este loco.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
- mBowdlét ebtSsTF Teow

FIGURA 7. Andlise de SSR com o primer umc1066, cujos fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 4% corado com brometo de etidio,
em uma populacdo segregante RCsF, do projeto de conversdo L13 (linhagem
normal recorrente) x L34 (linhagem QPM doadora). Os nimeros de 1 a 18
representam plantas individuais nesta populagdo.

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

[ -

FIGURA 8. Andlise de SSR com o primer umc1066, cujos fragmentos foram
separados por eletroforese em gel agarose 4% corado com brometo de etidio, em
18 plantas individuais da linhagem normal L13, a qual apresenta uma
heterozigozidade residual para este loco.
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Heterozigozidade residual para alguns locos especificos em linhagens
com alto grau de endogamia avaliadas por SSRs também foi observada por
Smith et al. (1997) e Senior et al. (1998).

A Tabela 3 apresenta um resumo da utilizag¢do dos trés marcadores para
discriminacdo das linhagens normais e QPM. Observa-se que, excetuando-se 0s
casos onde foi encontrada uma possivel heterozigozidade residual ou falha na
reacdo, basicamente todas as linhagens puderam ser discriminadas por estes
marcadores, podendo os mesmos ser utilizados isolados ou em conjunto,
dependendo das linhagens envolvidas. Ressalta-se que, para o sucesso da
utilizacdo destes marcadores, € fundamental que sejam estabelecidas condicdes
ideais para a metodologia de andlise de SSR, principalmente quanto a
visualizagdo e separagdo dos fragmentos amplificados. A escolha do(s)
marcador(es) a ser(em) utilizado(s) para selecdo nas populacdes segregantes
deverd ainda ser baseada em testes prévios com os genitores e a geracdo Fj.

A expressdo dos genes modificadores do endosperma nos grdos sob
selecdo em projetos de melhoramento de milho QPM é genétipo especifico
(Belousov, 1987; Vasal, 2000), o que, de uma certa maneira, torna a selecdo
fenotipica dificil de ser realizada com segurancga. A identificacdo dos genétipos
0,0,, 0,0, € 0,0, por marcadores microssatélites apresenta-se, dessa forma,

como uma alternativa complementar a este processo, tornando-o mais eficiente.
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TABELA 3. Padrdo de polimorfismo apresentado pelas linhagens normais
avaliadas em relagdo as linhagens QPM, considerando os primers umc1066,

phi057 e phill2.

Linhagem umc1066 phi057 phill2

L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L10
L11
L12
L13
L14
L15
L17
L20
L21
L22
L24
L25
L26
L27
L28
L29
L30
L32
L33
L35
L36

oYY v ITvIDZvYY Y YUY Y

ja=Ra-RavBaciaviiac BN

S g S S A - T - N R A - B
P—ih—i)—ilhglb—ih—ilHHHHHH?HHHHEHHHHHHHH

Z
a=Ra

M = Monomorfico.

P = Polimérfico.

P* = Polimérfico com dificil visualizagdo em poliacrilamida 10%.
I = Diferenga na intensidade da banda (gel de poliacrilamida 10%).
H = Apresentando heterozigozidade residual

- = Falha na reacdo
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4 CONCLUSOES

Os trés marcadores SSRs foram eficientes na diferenciacdo da maioria
das linhagens normais e QPM estudadas, demonstrando potencial de utilizacao
no melhoramento assistido.

A utilizacdo efetiva destes marcadores, isolados ou em conjunto, na
selecdo precoce dos genétipos 0,0, 0,0, € 0,0;, dependerd das linhagens

envolvidas nos cruzamentos e dos objetivos de cada projeto.
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CAPITULO 3: Retrocruzamento assistido por marcadores moleculares

para conversao de linhagens de milho normal em QPM



RETROCRUZAMENTO ASSISTIDO POR MARCADORES
MOLECULARES PARA CONVERSAO DE LINHAGENS DE MILHO
NORMAL EM QPM

RESUMO

Avaliou-se a aplicabilidade de marcadores RFLP e SSRs em projetos de
conversdo de linhagens de milho normal em QPM desenvolvidos utilizando a
metodologia dos retrocruzamentos modificados. A selecdo utilizando
marcadores foi empregada nas geracdes RC,F; e RC;F, em duas etapas.
Inicialmente, foi realizada a identificagao por RFLP das plantas heterozigotas
(0,0,) em cada geracdo de retrocruzamento estudada e, em seguida, as plantas
heterozigotas foram genotipadas por SSRs, visando a identificacdo daquelas com
maior propor¢do do gendtipo do genitor recorrente. Esta estratégia foi
comparada com outros projetos de conversdo, em que apenas selecdo fenotipica
foi realizada, a partir de uma anélise da similaridade genética entre as geragcdes
MRGC;F, dos projetos de conversdo. Verificou-se que o marcador RFLP (enzima
EcoRI + sonda 968 pb gene opaco-2) foi eficiente para identificagcdo e selecdo
precoce dos gendtipos heterozigotos nas populagdes de retrocruzamento.
Entretanto, considerando a estratégia de selecdo e o tamanho das populacdes
analisadas, a identificacdo das plantas com maior proporc¢do de recuperagdo do
gend6tipo do genitor recorrente por SSRs nio proporcionou uma maior eficiéncia
ao processo de conversdo de milho normal em QPM, quando comparado aos
projetos em que apenas a selecdo fenotipica foi utilizada. Adicionalmente,
constatou-se a ocorréncia de arraste devido a ligacdo (“linkage drag”) nas
regides gendmicas flanqueando os genes opaco-2 e modificadores do
endosperma.

MARKER-ASSISTED BACKCROSS TO CONVERT NORMAL INBRED
LINES INTO QUALITY PROTEIN MAIZE (QPM)

ABSTRACT

It was evaluated the applicability of RFLP and SSR markers in
conversion projects of normal inbred lines to QPM, using the modified
backcross procedure. Selection using markers was employed in the BC,F; and
BC;F, generations in two stages. First, heterozygous plants were identified by
RFLP in each backcross generation, and then these plants were genotyped by
SSRs, to identify those with a higher proportion of the recurrent parental
genome. The marker-assisted backcross was compared with the conversion
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projects where only phenotypic selection was carried out, using the genetic
similarity analysis among the MBC;F, generations of the conversion projects. It
was verified that RFLP marker (EcoRI enzyme + probe 968 pb opaque-2 gene)
was efficient to identify and to early select the heterozygous genotypes in the
backcross populations. However, considering the selection strategy and the
population size evaluated, the identification of plants with higher recovery of the
recurrent parental genome using SSRs did not increased the conversion
efficiency, when compared to the projects where only phenotypic selection was
employed. Furthermore, linkage drag was detected in the genomic regions
flanking the opaque-2 and endosperm modifier genes.

1 INTRODUCAO

O surgimento dos marcadores moleculares abriu muitas possibilidades
para a sua utilizacdo em programas de conversdo de linhagens baseados no
método dos retrocruzamentos. A presenca de um alelo alvo em um individuo
pode ser diagnosticada por marcadores que flanqueiam ou identificam este alelo.
Adicionalmente, podem ser selecionados individuos homozigotos para os alelos
do genitor recorrente em um grande nimero de locos marcadores distribuidos
pelo genoma, como uma forma de acelerar a recuperagdo do genétipo do genitor
recorrente (Hospital & Charcosset, 1997). Segundo Ferreira & Grattapaglia
(1998), a utilizagdo destes marcadores em programas de conversdo via
retrocruzamento talvez seja a aplicacdo mais efetiva da tecnologia de
marcadores moleculares no melhoramento de plantas.

Parte dos esforcos atuais dos programas de melhoramento de milho
QPM concentra-se na conversdo de linhagens elites, visando a obtencdo de
versdes QPM de hibridos normais. Dessa forma, por meio da introgressao do
alelo opaco-2 (0,) e de genes modificadores do endosperma, procura-se reunir
em um tnico genotipo as boas qualidades agrondmicas dos hibridos normais e a
melhor qualidade nutricional dos QPM.

Uma das metodologias propostas para se realizar este trabalho de

conversao € a dos retrocruzamentos modificados (Guimaraes et al., 2000), a qual
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pode ser utilizada por quaisquer programas de melhoramento que utilizem
apenas selecdo fenotipica ou, adicionalmente, possam dispor de marcadores
moleculares para a identificacido dos fenétipos e genétipos desejaveis.

A utilizacdo de marcadores na identificacio precoce das plantas
heterozigotas (0,0,) pode aumentar a eficiéncia do processo por varios motivos:
a avaliacdo das progénies pode ser dispensada, o tamanho da populacio pode ser
reduzido a poucas plantas por geragdo e, devido ao fendtipo alvo ser identificado
em plantas jovens, caracteristicas do grdo e da planta podem ser selecionadas
simultaneamente. Dreher et al. (2000) denominaram este tipo de procedimento
de selecdo assistida por marcadores do tipo parcial. Adicionalmente, marcadores
moleculares podem ainda ser utilizados para identificacdo das plantas com maior
propor¢do de recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente, tornando o
processo de retrocruzamento mais ripido e eficiente. Este procedimento foi
proposto por Tanksley et al. (1989) e sua eficiéncia demonstrada
experimentalmente por Ragot et al. (1995) quando da introgressio do transgene
Bt em diferentes linhagens de milho.

A complexidade genética envolvida no processo de conversdao de milho
normal em QPM o situa entre os casos potenciais que podem efetivamente se
beneficiar de um programa de selecdo assistida. Dessa forma, neste trabalho
avaliou-se a viabilidade da utilizacdo dos marcadores RFLP para identificacao
dos gendtipos heterozigotos (0,0,) e dos marcadores SSRs para identificacio
das plantas com maior proporcdo de recuperacdo do gendtipo da linhagem
recorrente, em projetos de conversdo desenvolvidos utilizando a metodologia
dos retrocruzamentos modificados (Guimaraes et al., 2000). Uma comparagao
com outros projetos em que apenas seleg¢do fenotipica foi empregada também foi

realizada.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Nucleo de Recursos Genéticos e
Desenvolvimento de Cultivares (NRGC) e no Nicleo de Biologia Aplicada
(NBA) da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG.

2.1 Metodologia de conversao

A metodologia de conversdo utilizada foi a dos retrocruzamentos
modificados, proposta por Guimaraes et al. (2000).

O procedimento consiste da obtencdo de populacdes de retrocruzamentos
heterozigotas (0O,0;) RCF;, RC,F;, RC5F,, etc., cruzando-se entdo as plantas
selecionadas nestas populagdes, como machos, com uma seqiiéncia de fémeas
homozigotas (0,0;) provenientes de graos modificados das geracdes F, e MRC,,
selecionados em caixa de luz, para obtencdo das geracdes de ‘retrocruzamentos
modificados” ou MRC. Assim, a geracio MRC,F, é obtida pela selecio de
sementes 0,0, com caracteristicas QPM desejdveis no cruzamento F, (0,0,) x
RC,F; (0,0,). A geracdo MRC,F, é obtida selecionando-se sementes 0,0, com
caracteristicas QPM desejdveis no cruzamento MRC,F, (0,0,) x RC,F, (0;0,). A
geracdo MRC;F, € obtida selecionando-se sementes com caracteristicas QPM
desejaveis no cruzamento MRGC,F; (0;0,) x RGCF; (00;), e assim
sucessivamente até se chegar ao nivel de recuperacdo do gendtipo recorrente
desejdvel. A nomenclatura das populagdes de retrocruzamentos estd de acordo
com Fehr (1991). Na Tabela 1 sdo apresentadas as fases que foram executadas
neste trabalho. Cada fase consistiu de uma época de cultivo, sendo realizadas

duas épocas em cada ano.
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TABELA 1. Descricio das fases da metodologia de retrocruzamentos
modificados para conversdo de linhagens de milho normal em QPM, para cada

uma dos projetos estudados.

Fase Atividade realizada
1 Obtencdo das populagdes F; (00,)
2 Obtencdo das populagdes F, (0,0,) e RC|F; (0,0,:0,0,)
3 Cruzamento das popula¢des F, (0,0,) e RC|F, (0,0,:0,0,) para

obtencdo das populacdes MRC,F; (0,0,)

Cruzamento das linhagens recorrentes (0,0;) com as populagdes
RC/F, (0;0;:050,) para obtengdo das populagdes RC,F;
(020,:0,0,)

4 Cruzamento das populacdes MRC,F; (0,0,) e RC,F; (0,0,:0,0,)
para obtencdo das populacdes MRC,F, (0,0,)

Cruzamento das linhagens recorrentes (0,0;) com as populagdes
RGF, (0,0;:0,0,) para obtengdo das populagdes RC;F;
(0202:020,)

5 Cruzamento das populacdes MRC,F; (0,0,) e RC;F; (0,0,:0,0,)
para obteng¢ao das populacdes MRC;F, (0,0,)

Cruzamento das linhagens recorrentes (0,0;) com as populagdes
RG;F| (0,0,:0,0,) para obtencgdo das geracdes RC4F, (0,0,:0,0,)

2.2 Projetos de conversao

Foram avaliados cinco projetos de conversdo de linhagens que fazem
parte do programa de melhoramento de milho QPM da Embrapa Milho e Sorgo.
Em dois desses projetos foi empregada a selecdo assistida por marcadores
moleculares RFLP e SSR para identificacdo dos genétipos desejaveis, enquanto
que nos outros trés apenas a selecdo fenotipica foi empregada para esta
finalidade. Um detalhamento das linhagens envolvidas em cada um dos projetos

estudados € apresentado na Tabela 2.
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TABELA 2. Projetos de conversio de linhagens de milho normal em QPM.

Projeto Linhagem Linhagem Tipo de selecdo
recorrente’' doadora’
A L4 L34 Assistida por MM
B L7 L9 Assistida por MM
C L13 L34 Fenotipica
D L5 L34 Fenotipica
E L2 L45 Fenotipica

"7 As linhagens envolvidas nos projetos sdo as mesmas descritas na Tabela 2 do Capitulo
2, com a excecdo da L45.

2.3 Conduciao das populacoes a campo

O plantio das populagdes a campo foi realizado manualmente em linhas
de 5 metros com espacamento de 90 cm entre elas, tendo sido semeadas 25
sementes em cada linha. Para a obteng¢do das geragdes MRC foi plantada uma
linha da geragdo RC (macho) para cada trés linhas da geragdo F, ou MRC
anterior (fémeas), com duas repeti¢des desta disposicdo. Dessa forma, o nimero
esperado de plantas MRC no campo para cada geracao foi de 150 plantas. Para a
obten¢do das geragdes RC foi plantada uma linha da geracio RC anterior
(macho) para cada trés linhas da linhagem recorrente (fémeas), com um total de
75 plantas da linhagem.

Em cada fileira RC utilizada como macho, foram selecionadas 12 plantas
por fileira, sendo 24 plantas para originar a geracdo MRC e 12 plantas para
originar a geragdo RC seguintes, totalizando 36 por projeto e fase de conversdo.
Cada planta selecionada foi autofecundada e cruzada com trés plantas das
fileiras MRC ou das fileiras das linhagens recorrentes subseqiientes, originando
a proxima geracdo de conversdo. Estas plantas selecionadas em cada fileira
foram as submetidas a andlises de marcadores moleculares para identificacdo de

plantas heterozigotas e selecdo do genétipo da linhagem recorrente, nos
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processos com selecdo assistida. A autofecundacio das plantas RC foi realizada
para confirmagdo e/ou identificacdo do gendtipo 0,0, nos processos com € sem
o auxilio dos marcadores moleculares, respectivamente.

A identificagdo das plantas RC no campo e nas posteriores andlises
moleculares foi realizada de forma a identificar a gera¢do de retrocruzamento
(RC), o projeto de conversdo (A, B, C, D ou E) e o nimero da planta (1 a 36), de
forma seqiiencial. Plantas numeradas de 1 a 24 originaram a nova geragdo MRC
e plantas numeradas de 25 a 36 originaram a nova geracao RC. Dessa forma, a
planta RC2-A-1 representa a primeira planta da geracdo RC,F, do projeto de
conversdo L4 x L34, a qual foi cruzada com trés plantas das fileiras da geracao
MRC,F,, originando espigas MRC,F;.

Os tratos culturais para condug¢do das populacdes estavam de acordo com
os normalmente empregados na regido, em sistema de plantio convencional. A

colheita das plantas selecionadas foi realizada manualmente.

2.4 Selecao assistida por marcadores moleculares para obtencao das plantas

da préxima geracao

A selecdo utilizando marcadores moleculares foi empregada nas
geracdes RC,F; e RC3F), nos projetos de conversdao A e B. A estratégia de
selecdo foi a seguinte:

1) etapa 1: foi realizada a identificagao por marcadores RFLP das plantas
heterozigotas (0O,0,) em cada geragao de retrocruzamento estudada;

2) etapa 2: em seguida, as plantas heterozigotas foram avaliadas por
marcadores SSRs, visando a identificacdo daquelas com maior
propor¢do de recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente. As trés
espigas selecionadas para avanco das geracdes MRC e RC subseqiientes

foram aquelas que receberam pdlen das duas melhores plantas da
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geracdo RC anterior, de acordo com a informag¢do dos marcadores
moleculares.
Um detalhamento da metodologia de sele¢do das plantas por marcadores

moleculares € feito a seguir.

2.4.1 Etapa 1: utilizacio de marcadores RFLP para identificacio das

plantas 0,0, nas geracoes de retrocruzamento

A partir da fase 4 (obtencdo das geracdes RC;F; e MRC,F,), marcadores
RFLP foram empregados para diferencia¢do das plantas homozigotas (0,0;) das

heterozigotas (0O,0,), nas populagdes de retrocruzamento descritas na Tabela 3.

2.4.1.1 Extracao de DNA

Nas andlises iniciais dos genitores e das populagdes F;, um conjunto de
folhas jovens foi utilizado para extragio do DNA de cada material. Nas
populagdes segregantes de retrocruzamento, a extragao ocorreu a partir de folhas

de plantas individuais, selecionadas e identificadas no campo de conversao.

O DNA gendmico foi extraido segundo a metodologia descrita por
Saghai-Maroof et al. (1984) e quantificado em géis de agarose 0,8% utilizando

um padrido de DNA de concentragdo conhecida.

2.4.1.2 Reacao de RFLP

Aproximadamente 50 pg de DNA gendmico de cada individuo foi

digerido, separadamente, com as enzimas de restricdo EcoRI ou HindIIl.
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TABELA 3. Populagdes de retrocruzamento analisadas por marcadores RFLP
para diferenciacdo dos individuos homozigotos (0,0,) e heterozigotos (O;0;)

para o loco opaco-2.

Populacio Projeto Geragdo ~ NPA**  Segregacdo esperada
(L4* x L34)RC2 A RG,F, 36 1 0,0;: 1 Oz0,
(L7* x L9)RC2 B RC,F, 36 1 0,0;: 1 050,
(L4* x L34)RC3 A RG;F, 36 1 0,0;: 1 Oz0,
(L7* x L9)RC3 B RG;F, 36 1 0,0;: 1 050,

* Linhagem recorrente
** NPA = Numero de plantas avaliadas em cada populacio

Os fragmentos do DNA digerido foram separados por eletroforese em
gel de agarose e transferidos para membranas de nylon. Os protocolos de
Southern Blot e marcacdo da sonda ndo radioativa por PCR, usando
digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim, Alemanha), seguiram os
procedimentos descritos por Ragot & Hoisington (1993), modificados por Torres
et al. (1997). A sonda utilizada correspondeu a um clone de aproximadamente 1
kb, derivado do clone gendmico do gene opaco-2, obtido do laboratério do Dr.
Brian Larkins (University of Arizona, Tucson, AZ, EUA). Este clone foi
seqiienciado no laboratério do Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e
Sorgo, e as seqiiéncias obtidas foram comparadas por meio do programa BLAST
(Altschul et al., 1997) com as seqiiéncias do gene opaco-2 depositadas no

GenBank Nucleotide Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Na Figura 1 esta

representado o alinhamento do clone utilizado em relacio ao gene opaco-2, com

as regides forward e reverse que foram seqiienciadas.
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A) Clone do gene opaco-2 de 968 pb

F_p| I
| | <

R

1959 2926

B) Esquema parcial dos exons e introns do gene opaco-2
(Acesso NCBI gi22387)

pa | I 2
| | T
1549 1974 2653 2712 2813 3019

FIGURA 1. A) representacdo esquemdtica do fragmento gendmico do gene
opaco-2 utilizado nas andlises de RFLP, clonado no plasmidio pBluescript
(Stratagene, La Jolla, CA). Os nimeros abaixo das linhas indicam a posi¢do em

N

pb correspondente a seqiiéncia do gene opaco-2 depositada no GeneBank
Nucleotide Database (acesso gi22387). B) esquema parcial dos exons e introns
do gene opaco-2, onde o fragmento clonado se alinha.

Nas andlises iniciais dos genitores e das popula¢des F;, visando o
estabelecimento da melhor combinagdo sonda-enzima que diferenciasse os
individuos homozigotos (0,0, e 0,0;) dos heterozigotos (0O,0,) para o loco
opaco-2, foram testadas as enzimas EcoRI e HindIll.

Nas populagdes de retrocruzamentos, a diferenciagdo dos individuos
homozigotos (0,0,) dos heterozigotos (O,0,) foi realizada utilizando a enzima

EcoRlI, que apresentou melhores resultados nos testes prévios.
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2.4.1.3 Confirmacio do genétipo predito pelo marcador RFLP

Uma andlise de % (qui-quadrado) foi realizada para avaliar o quanto as
freqiiéncias preditas pela andlise de RFLP desviaram significativamente das
freqii€ncias esperadas nas populag¢des de retrocruzamento (1 0,0; : 1 0,0,).

Cada planta das geracdes RC,F; e RC;F, analisada com o marcador
RFLP foi autofecundada, permitindo a confirmag@o do genétipo observado pela
classificagdo das espigas descendentes como segregantes (provenientes de uma
planta heterozigota O,0,) ou normais (provenientes de uma planta homozigota

0,0,).

2.4.2 Etapa 2: Utilizacao de marcadores SSRs para acelerar a recuperacao

dos genotipos das linhagens recorrentes

As plantas selecionadas das geracdes RC,F, e RC;F, foram genotipadas
por um conjunto de marcadores SSRs, visando a identificacdo e sele¢do das
plantas com maior propor¢do de recuperagdo do gendtipo das linhagens

recorrentes em cada populacao.

2.4.2.1 Reacao de SSR

As reagdes de SSR foram realizadas de acordo com os procedimentos
descritos no Capitulo 2, empregando-se primers especificos para o genoma do
milho, adquiridos da Research Genetics Inc., e cujas seqiiéncias estdo
publicamente disponiveis no Maize Genome Database - MaizeDB

(http://agron.missouri.edu/ssr.htm). Os produtos da amplificacdo foram

separados em gel de agarose 4%, visualizados sob luz UV em presenca de
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brometo de etidio e fotodocumentados no Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla,
CA).

Nas duas geragdes de retrocruzamentos, foram empregados marcadores
SSRs polimérficos entre os genitores de cada projeto. Para o projeto de
conversdao A (L4 x L34), foram utilizados 24 SSRs para avaliacdo da populacao
RC,F, e 32 para a RC;F,. Para o projeto de conversao B (L7 x L9), foram
utilizados 29 SSRs para avaliagdo da populagdo RC,F, e 30 para a RC;F,.

2.4.2.2 Analises dos dados moleculares

Os dados moleculares foram organizados codificando-se os locos em
homozigose para a linhagem recorrente como ‘A’ e os em heterozigose como
‘H’. A posi¢do dos marcadores em cM ao longo do genoma do milho foi obtida
de acordo com o mapa de consenso para marcadores SSRs publicado no
MaizeDB. Estas informacdes foram utilizadas para a genotipagem grafica das
plantas nas diferentes geracdes de retrocruzamento, conforme proposto por
Young & Tanksley (1989a), utilizando o programa Graphical GenoTypes —
GGT (Van Berloo, 1999).

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) foi
realizado com as propor¢des de recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente

em cada populagdo utilizando o programa Statistica, versao 4.3.

2.4.2.3 Selecao das plantas da préoxima geracao

Para cada um dos projetos de conversdo, na fase 4 foram selecionadas
sementes das geracdes MRC,F, e RC;F, provenientes de espigas que tiveram
como genitor masculino as plantas 0,0, com maior proporcao de recuperagdo da
linhagem recorrente entre as avaliadas na geracdo RC,F;. Na fase 5 foram

selecionadas sementes das geragdes MRC;F,; e RC,F, provenientes de espigas
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que tiveram como genitor masculino as plantas 0,0, de maior propor¢do de
recuperagdo da linhagem recorrente entre as avaliadas na geracdo RC;F,.

Nos outros trés projetos, em que apenas selecio fenotipica foi
empregada, foram selecionadas sementes provenientes de espigas sadias € bem

desenvolvidas.

2.5 Similaridade genética entre as geracoes MRC;F, e respectivos genitores

Foi realizada uma andlise comparativa da similaridade genética das
geracdoes MRC;F, em relacdo aos genitores que originaram estas populagcdes, nos
cinco projetos de conversdo estudados, com o objetivo de verificar o quanto a
selecdo assistida por marcadores SSRs nas geracdes RC,F, e RC;F, dos projetos
A e B, representou um aumento da eficiéncia do processo de conversdo da
geracdo subseqiiente (geracio MRC;F, geneticamente mais similar a respectiva
linhagem recorrente), quando comparados aos projetos C, D e E, onde apenas
selecdo fenotipica foi empregada.

Adicionalmente, foram também analisadas subpopula¢des normais e
QPM selecionadas dentro das geracdes RC,F, em quatro dos cinco projetos

estudados.

2.5.1 Analises de SSRs

Foram avaliados 22 materiais, os quais representavam as geracoes
MRG;F,, RC,F,, RC,F, 02, linhagens recorrentes e doadoras, dos cinco projetos
de conversdao. O DNA foi extraido a partir de um bulk de folhas representativo
de cada uma das populagdes estudadas, conforme descrito no item 2.4.1.1. As
andlises de SSR foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular da
Syngenta Seeds Ltda, Uberlandia, MG. As reagdes foram realizadas de acordo

com os procedimentos descritos por Mayor (2001), em volume final de 10 pL,
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empregando-se 32 primers especificos bem distribuidos por todo o genoma do
milho.

Os fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de agarose SFR®
3% sob eletroforese a 170 V por 1,5 h. O gel foi tratado com brometo de etidio
(0,5 pL/mL) e visualizado sob luz UV.

2.5.2 Analise da similaridade genética

A avaliagdo dos géis de agarose foi realizada visualmente. Cada alelo foi
tratado como um cardter Unico e a sua presenga em um material foi designada
por 1 e a auséncia por 0. A estimativa da similaridade genética (sg;,) entre cada
par de materiais foi efetuada pelo coeficiente de similaridade de Dice (Dice,
1945), usando-se a expressdo sg; = 2a/(2a+b+c). Nesta expressdo, a
corresponde a presenca de um certo alelo nos individuos i e j; b a presenga do
alelo em i e auséncia em j; e ¢ a auséncia do alelo em i e presenca em j.

A representagdo simplificada das similaridades foi feita a partir de um
dendrograma obtido pelo método hierdrquico aglomerativo da média aritmética
entre pares ndo ponderados (UPGMA), utilizando-se o programa NTSYSpc,

versdo 2.02i.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Utilizacao de marcadores RFLP para identificacao das plantas 0,0, nas

geracoes de retrocruzamento

Os resultados apresentados na Figura 2 demonstram que os genotipos
normais, QPM e F, foram diferenciados pela sonda do gene opaco-2, utilizando
as enzimas EcoRI e Hindlll. Para a enzima EcoRI foi gerada uma banda de

aproximadamente 8,8 kb para os gendtipos 0,0, e uma banda de
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aproximadamente 5,8 kb para os gendtipos 0,0,. Para a enzima Hindlll foi
gerada uma banda de aproximadamente 32 kb para os genétipos 0,0, e uma
banda de aproximadamente 7,9 kb para os genétipos 0,0,. Para as duas
combinacdes sonda-enzima, os individuos F; apresentaram ambas as bandas,
demonstrando a eficiéncia para diferenciacdo dos genétipos avaliados. A
diferenciacdo desses gendtipos por RFLP utilizando um cDNA do gene opaco-2
como sonda também foi demonstrada por Kata et al. (1994), avaliando 14
enzimas de restricdo, das quais 10 foram polimdrficas entre os alelos O; e 0;.
Como ambas as enzimas foram polimérficas entre os genitores, decidiu-
se por utilizar a enzima EcoRI, devido & melhor intensidade das bandas e da
maior disponibilidade desta enzima no laboratério. Assim, 36 plantas em cada
uma das geracdes RC,F; e RC;F; para os dois projetos de conversdo foram

analisadas pela combinag@o sonda opaco-2 e enzima EcoRI.

9,4 kb

6,5 kb

4,3 kb

FIGURA 2. Andlise de RFLP utilizando um fragmento de 968 pb do gene
opaco-2 como sonda, para diferenciacdo das linhagens normais, QPM e seus
respectivos Fi, cujo DNA foi digerido com as enzimas EcoRI (A) e HindIll (B).
M = DNA Lambda digerido com a enzima HindIIl.; 1 =14; 2 =F, (L4 x L34); 3
=L34;4=L7;5=F, (L7 xL9); 6 =L0O.
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Na Tabela 4 ¢ demonstrado que, para todas as populacdes de
retrocruzamentos avaliadas, a freqiiéncia dos individuos 0,0, e O,0, ndo diferiu
estatisticamente da proporcdo esperada de 1:1 a 5% de probabilidade,
confirmando a segregacdo mendeliana do marcador RFLP.

A eficiéncia do marcador para diferenciacdo dos individuos segregantes
para o loco opaco-2 foi confirmada pela autofecundacdo de cada uma das
plantas RC,F; e RC;F;, com posterior avaliacdo do fendtipo das sementes das
geracdes RC,F, e RC;F,. As espigas foram classificadas como segregantes
(apresentando graos com manchas opacas) ou normais (graos totalmente
vitreos), a partir de um exame visual por ocasido da colheita. Todos os gen6tipos
preditos pelo marcador RFLP em plantas jovens foram validados pela avaliagdo
fenotipica. A Figura 3 apresenta a diferenciagdo dos individuos na populacio

RGC,F, do projeto de conversdo A (L4 x L34).

TABELA 4. Numero de plantas analisadas pelo marcador RFLP (EcoRI + sonda
opaco-2), sua classificacdo entre os gendtipos (0,0, ou 0,0;) e a razdo

genotipica em cada populacio.

Projeto Populacio Gendtipos  poial  FO'  FE? x

0,0, 0,0,
A (L4* x L34)RC2 22 14 36 1,571 1:1 1,78
B (L7*xL9)RC2 22 14 36 1,57:1 1:1 1,78
A (L4* x L34)RC3 14 22 36 1:1,57 1:1 1,78
B (L7*xL9)RC3 18 18 36 1:1 1:1 0,00™

"FO = freqiiéncia obtida; “FE = freqiiéncia esperada; NS = nio significativo a
5% de probabilidade, pelo teste qui-quadrado.
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Plantas 1 a 19

FIGURA 3. Avaliagao das plantas RC,F; do projeto de conversdao A (L4 x L34)
por RFLP com a combinagdo da enzima EcoRI e a sonda de 968 pb derivada do
gene opaco-2. M = DNA Lambda digerido com a enzima HindIIl.

Considerando-se o alto nivel de polimorfismo do loco opaco-2 (Henry &
Damerval, 1997), bem como os diferentes padrdes de restricio obtidos por
Bernard et al. (1994) para este loco, sugere-se que a eficiéncia da identificagdo
precoce por RFLP ird variar dependendo do tipo de alelo opaco-2 presente nos
genitores doadores e recorrentes.

Em programas de conversdes de linhagens normais para QPM,
utilizando o método proposto por Guimardes et al. (2000), a identificagdo
precoce dos individuos que possuem o alelo o, apresenta como principal
vantagem a reducdo de aproximadamente 50% no nimero de cruzamentos
necessarios para obtencdo das proximas geracdes RC e MRC, além de dispensar
as autofecundacdes das plantas das geracdes RC para confirmacdo do gendtipo
heterozigoto. Tendo em vista a complexidade dos cruzamentos a campo quando
da utilizacdo desta metodologia, a reducdo do nimero de plantas trabalhadas

torna-se uma vantagem significativa. Outra vantagem a ser considerada é que a
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expressdo dos modificadores do endosperma nos grdos é gendtipo especifica
(Belousov, 1987; Vasal, 2000), o que torna a selecdo fenotipica dificil de ser
realizada com eficiéncia e seguranca em algumas populacdes trabalhadas. Kata
et al. (1994) e Dreher et al. (2000) enumeram, ainda, como uma vantagem desta
identificacdo precoce, o fato de que, devido ao genétipo alvo ser identificado em
plantas jovens, caracteristicas do grdo e da planta podem ser selecionadas
simultaneamente nos processos de conversdo, aumentando a eficiéncia do
processo seletivo.

A identificagdo das plantas heterozigotas (0,0,) constituiu-se na primeira
etapa da conversdo de linhagens normais para QPM utilizando-se marcadores
moleculares e representa um tipo de sele¢do assistida por marcadores
moleculares do tipo parcial, conforme relatado por Dreher et al. (2000). Nestes
casos, um marcador molecular ¢ empregado para identificar a presenca ou a
auséncia de um alelo especifico que, caso contrdrio, teria necessariamente de ser
identificado fenotipicamente.

Os marcadores RFLP apesar de apresentarem resultados altamente
confidveis e reproduziveis, sdo operacionalmente trabalhosos, apresentam um
custo relativamente elevado e necessitam de uma grande quantidade de DNA de
boa qualidade (Guimariaes, 2001; Carneiro, 2002). No entanto, a disponibilidade
de marcadores SSRs, ja extensivamente discutida no Capitulo 2, pode substituir
os marcadores RFLP na diferenciacdo dos alelos O, e o0, apresentando

vantagens em termos de rapidez e facilidade de obtengao.

3.2 Utilizacao de marcadores SSRs para acelerar a recuperacao dos

gendtipos dos genitores recorrentes

As plantas heterozigotas selecionadas por RFLP nas geragdes RC,F, e

RC;F,, nos dois projetos de conversdao, foram genotipadas por um conjunto de
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marcadores SSRs, visando a identificacdo e selecdo das plantas com maior
propor¢do de recuperacdo do gendtipo dos genitores recorrentes.

Os dados dos marcadores SSRs gerados nas populagdes de
retrocruzamento foram utilizados para obtencdo das propor¢des de recuperagdo
do genétipo do genitor recorrente e construgao dos gendtipos graficos (Young &
Tanksley, 1989a) de cada individuo. As propor¢des de recuperagdo do genitor
recorrente nas duas geragdes (RC,F; e RC;F)) e nos dois projetos de conversdo
(A e B) estudados (Figuras 4 e 5) seguiram um padrao de distribui¢do normal, de
acordo com o teste de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968).

Na Tabela 5, observa-se que a propor¢do média de recuperacdo do
gendtipo do genitor recorrente nas geragdes RC,F; foi de 86,5% com desvio
padrdo de 4,0% para o projeto A e 85,8% com desvio padrdo de 4,6% para o
projeto B, valores muitos proximos a estimativa média tedrica esperada em
populagdes RC,, que € de 87,5%.

No projeto A, para obtengdo da geracdo MRC,F,, selecionaram-se
sementes QPM entre as trés espigas que tiveram como genitor masculino a
planta RC2-A-14, que apresentou a maior recuperacao do gendtipo da linhagem
recorrente L4 (93%) entre as plantas que deram origem a esta geracdo. A
geracdo RC;F; foi obtida a partir de sementes das trés espigas que receberam
polen da planta RC2-A-33, que também apresentou 93% de recuperacido do
gendtipo da linhagem recorrente L4. Nesta populacdo, a planta com menor
porcentagem de recuperagdo do genétipo recorrente foi a RC2-A-11, com 79,2%
(Tabela 5). As representagdes graficas genotipicas das plantas RC2-A-33 e RC2-
A-11 sdo apresentadas na Figura 6, em que as diferencas entre a melhor e a pior

planta correspondem a segmentos em heterozigose nos cromossomos 5, 6, 7 e 9.
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RCF,

Shapiro-Wilk W=.96365, p<.7396
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FIGURA 5. Distribuigdes das porcentagens de recuperacdo do genétipo do

genitor recorrente entre os individuos heterozigotos selecionados do projeto de

conversao

B, nas geracdes RC,F; e RC;F;. A curva apresentada representa a

distribuicido normal esperada.
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TABELA 5. Propor¢des médias de recuperagdo do gendtipo do genitor
recorrente obtidas nas populacdes avaliadas, de acordo com os marcadores

SSRs, com as melhores e piores plantas em cada populagdo.

Populaciio NP' ME* MO DP* PM’ PL® MR’
(L4* x L34)RC2 14 875 865 40 930 792 65
(L7* x L9)RC2 14 875 858 46 913 752 55
(L4* x L34)RC3 22 938 94,1 16 965 91,7 24
(L7* x L9)RC3 18 938 852 53 942 734 90

"NP = niimero de plantas avaliadas por marcadores SSRs; “ME = porcentagem
média esperada de recuperagdo de acordo com as estimativas tedricas; “MO =
porcentagem média de recuperagio com base nos dados de SSR; YDP = desvio
padrio obtido; *PM = porcentagem do genitor recorrente da planta com a maior
propor¢io de recuperagdo; “PL = porcentagem do genitor recorrente da planta
com menor propor¢io de recuperagio; "MR = diferenca em porcentagem de
recuperagdo do genitor recorrente entre a melhor planta e a média obtida na
populacdo.

No projeto B, para obtencdo da geragdo MRC,F,, selecionaram-se
sementes QPM entre as trés espigas que tiveram como genitor masculino a
planta RC2-B-8, que apresentou a maior porcentagem de recuperagdo do
gendtipo da linhagem recorrente L7 (91,3%). A geracdo RC;F, foi obtida a partir
de sementes das trés espigas que receberam pdlen da planta RC2-B-33, a qual
representou a melhor planta entre as que deram origem a esta geracdo, com
90,2% de recuperacdo do gendtipo da linhagem recorrente. Nesta populagdo, a
planta com menor porcentagem de recuperacdo foi a RC2-B-29, com 75,2%
(Tabela 5). As representagdes gréaficas genotipicas das plantas RC2-B-8 e RC2-
B-29 sdo apresentadas na Figura 7, em que as diferencas entre a melhor e a pior
planta correspondem a segmentos em heterozigose nos cromossomos 1, 3, 4, 6, 7
e9.
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FIGURA 6. Representagdo grafica genotipica das plantas com maior (RC2-A-33
= 93,0%) e menor (RC2-A-11 = 79,2%) propor¢ao de recuperacdo do gendtipo
do genitor recorrente na geracdo RC,F; do projeto de conversdo A (L4 x L34).
A = representacio dos segmentos cromossOmicos pertencentes a linhagem L4. H
= representacdo dos segmentos cromossdmicos em heterozigose.
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FIGURA 7. Representacdo grafica genotipica das plantas com maior (RC2-B-8
= 91,3%) e menor (RC2-B-29 = 75,2%) propor¢do de recuperacido do gendtipo
do genitor recorrente na geragdo RC,F; do projeto de conversao B (L7 x L9). A
= representacdo dos segmentos cromossomicos pertencentes a linhagem L7. H =
representacdo dos segmentos cromossdmicos em heterozigose.
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Na Tabela 5 observa-se ainda que as diferengas entre as melhores plantas
das geragdes RC,F;, de 6,5% para o projeto A e 5,5% para o projeto B, em
relacio as médias de recuperacdo obtidas nestas populacdes, equivalem
basicamente ao ganho obtido com um novo ciclo de retrocruzamento, em que a
média esperada de recuperagdao da linhagem recorrente € de 93,8% para a
geracdo RC;, um acréscimo de 6,25% em relagdo a média da geragdo RC,
anterior.

Este ganho, entretanto, ndo foi confirmado quando foram avaliadas as
médias de recuperag@o obtidas nas geragdes RC;F;, em ambos os projetos de
conversdo estudados (Tabela 5). Para o projeto A, a propor¢do média obtida de
recuperagdo do gendtipo da linhagem recorrente foi de 94,1%, sendo este valor
ligeiramente superior a porcentagem média esperada de 93,8% para uma geracio
RC; e ndo reflete o ganho de 6,5% que seria esperado nesta geragdo de
retrocruzamento pela selecio da melhor planta RC, entre as avaliadas. No
projeto B, a propor¢cdo média obtida de recuperacdo do genétipo da linhagem
recorrente, de acordo com os dados dos marcadores SSRs, foi de 85,2%, inferior
ao valor médio esperado nesta geracdo, mesmo desconsiderando-se a selecio
realizada na geracdo anterior. Os genétipos graficos das melhores e piores
plantas avaliadas nas geracdes RCsF, dos projetos A e B estdo apresentados nas

Figuras 8 e 9, respectivamente.
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FIGURA 8. Representacdo grifica genotipica das plantas com maior (RC3-A-1
=96,5%) e menor (RC3-A-5 = 91,7%) propor¢do de recuperacio do gendtipo do
genitor recorrente na geracao RC;F, do projeto de conversdo A (L4 x L34). A=
representacdo dos segmentos cromossdmicos pertencentes a linhagem L4. H =
representacdo dos segmentos cromossdmicos em heterozigose.
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FIGURA 9. Representagdo grafica genotipica das plantas com maior (RC3-B-28
= 94,2%) e menor (RC3-B-11 = 73,4%) proporc¢do de recuperacido do gendtipo
do genitor recorrente na geragdo RC;F; do projeto de conversao B (L7 x L9). A
= representacio dos segmentos cromossdmicos pertencentes a linhagem L7. H =

N

representacdo dos segmentos cromossdmicos em heterozigose.
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Estes resultados demonstram que, nas condi¢des estabelecidas no
presente trabalho, embora tenha sido possivel identificar plantas com diferentes
propor¢des de recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente, o que permitiu a
selecdo genotipica em todas as populacdes estudadas, esta selecao nio se refletiu
em ganhos para a populagdo de retrocruzamento seguinte (geracdes RC,F, em
relacdo as geracdes RC;F)), considerando-se as propor¢des de recuperagdo do
gendtipo do genitor recorrente. Estes resultados contradizem os disponiveis na
literatura, obtidos principalmente por simulacdo, os quais atestam que a anélise
molecular das plantas constituintes de uma populagdo segregante de
retrocruzamento permite a identificagdo daquelas com as maiores proporgdes de
recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente, constituindo-se atualmente em
uma das aplicagdes mais efetivas da tecnologia dos marcadores moleculares em
programas de melhoramento de plantas (Young & Tanksley, 1989a,b; Hospital
et al.,, 1992; Openshaw et al., 1994; Ragot et al., 1995; Ribaut & Hoisington,
1998; Frisch et al., 1999; Frisch & Melchinger, 2001a,b; Hospital, 2001; Ribaut
et al., 2002).

Nas quatro populacdes de retrocruzamento estudadas, o niimero de
plantas analisadas por marcadores SSRs foi relativamente baixo, variando de 14
para as geracOes RC,F, de ambos os projetos até 22 para a geracdo RC;F, do
projeto A. O tamanho da populagdo analisada tem sido reportado, em estudos de
simulacdo, como o fator mais importante a afetar a eficiéncia da sele¢do
assistida por marcadores moleculares (Hospital et al., 1997; Frisch et al., 1999),
principalmente quando esta envolve a selecdo de gendtipos desejaveis em
marcadores pré-determinados. Este fator provavelmente contribuiu para estes
resultados contraditérios, considerando-se a avaliacdo dos ganhos obtidos com
uma etapa de selecdo assistida por marcadores moleculares.

Outro aspecto a ser considerado é que o numero de marcadores

analisados em cada populacdo (média de 3 marcadores por cromossomo)
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representa uma amostragem relativamente pequena do genoma. Dados da
literatura sugerem que um nimero adequado de marcadores a serem utilizados
neste tipo de selecd@o varia de dois (Openshaw et al., 1994) a trés (Hospital et al.,
1992) para cada 100 cM. Quanto maior o nimero de marcadores analisados,
mais confidvel se tornard a identificagdo das melhores plantas em cada geragdo.
Ainda, os marcadores utilizados em cada uma das geracdes (RC,F; e RC;F))
foram independentes, de forma que marcadores representando locos segregantes
nas geracdes RC,F; foram desconsiderados na andlise das geracdes RC;F;
seguintes. Uma andlise incluindo estes locos segregantes das geracdes anteriores
poderia ter melhorado a representatividade da amostragem do genoma nestas
geracdes subseqiientes. Adicionalmente, o inicio da selecdo assistida apenas na
geracdo RC,F, pode ter prejudicado a identificacdo das melhores plantas com os
marcadores SSRs, em fun¢do do nivel mais elevado de homozigose encontrado

nesta geracao.

3.3 Similaridade genética entre as geracoes MRC;F, e respectivos genitores

Uma andlise de similaridade genética das geragcdes MRC;F, em relacdo
aos respectivos genitores, nos diferentes projetos de conversdo, foi realizada
como um procedimento de comparagdo dos projetos com e sem selecio assistida
por marcadores SSRs.

Foram utilizados 32 locos SSRs, os quais produziram pelo menos uma
banda polimérfica entre os materiais avaliados, sendo gerado um total de 82
alelos, com uma média de 2,6 alelos por loco. Estes 82 alelos foram utilizados
na obtencdo de uma matriz de similaridade genética utilizando-se o coeficiente

de similaridade de Dice (1945), apresentada na Tabela 6.
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TABELA 6. Matriz de similaridades genéticas obtidas a partir do coeficiente de similaridade de Dice, entre as geracOes
MRG;F,, RC2,F,, RC,F, 02 e seus respectivos genitores, de cinco projetos de conversao de linhagens normais em QPM.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ORI AN A W=

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

1,00
0,68
0,82
0,75
0,29
0,39
0,35
0,33
0,45
0,53
0,33
0,45
0,54
0,55
0,61
0,34
0,36
0,36
0,39
0,44
0,40
0,36

1,00
0,76
0,90
0,29
0,44
0,38
0,39
0,61
0,67
0,52
0,63
0,58
0,68
0,67
0,43
0,51
0.45
0,52
0,59
0,45
0,52

1,00
0,84
0,27
0,36
0,33
0,31
0,58
0,59
0,48
0,56
0,50
0,51
0,57
0,35
0,43
0,44
0,44
0,48
0,34
0,37

1,00
0,18
0,34
0,29
0,29
0,54
0,59
0,46
0,57
0,53
0,61
0,63
0,41
0,49
0,43
0,50
0,55
0,39
0,46

1,00
0,75
0,82
0,79
0,36
0,34
0,34
0,28
0,39
0,34
0,35
0,32
0,37
0,37
0,29
0,41
0,44
0,54

1,00
0,72
0,85
0,39
0,54
0,34
0,47
0,44
0,50
0,53
0,41
0,43
0,43
0,36
0,41
0,57
0,63

1,00
0,75
0,42
0,41
0,41
0,31
0,52
0,49
0,49
0,41
0,42
0,43
0,36
0,44
0,49
0,58

1,00
0,34
0,39
0,29
0,32
0,48
0,49
0,49
0,44
0,48
0,49
0,42
0,46
0,56
0,60

1,00
0,78
0,91
0,83
0,55
0,49
0,49
0,41
0,45
0,43
0,43
0,53
0,46
0,52

1,00
0,71
0,91
0,56
0,61
0,67
0,40
0,45
0,39
0,45
0,63
0,46
0,46

1,00
0,79
0,41
0,42
0,39
0,33
0,38
0,35
0,34
0,43
0,32
0,45

1,00
0,45
0,50
0,57
0,36
0,45
0,39
0,45
0,55
0,42
0,42

1,00
0,76
0,81
0,30
0,39
0,36
0,43
0,48
0,47
0,58

1,00
0,84
0,39
0,47
0,41
0,48
0,49
0,41
0,48

1,00
0,37
0,44
0,39
0,45
0,56
0,45
0,45

1,00
0,77
0,82
0,85
0,48
0,43
0,36

1,00
0,92
0,91
0,55
0,47
0,51

1,00
0,89
0,49
0,45
0,48

1,00
0,57
0,48
0,41

1,00
0,53 1,00
0,35 0,48 1,00

1= L4, 2=14 MRC3F2, 3=14 RCze, 4=14 RC2F2 07, 5= L7, 6=L7 MRC3F2, 7=L7 RCze, 8=L7 RC2F2 07, 9= L13, 10=L13
MRC:Fy: 11 = L13 RC,F; 12 = L13 RCyF, 0y; 13 = L5; 14 = L5 MRC3Fy; 15 = L5 RCyFy; 16 = 12; 17 = L2 MRCsFy; 18 = 1.2
RC,Ey; 19 = L2 RC,F, 0,; 20 = L34; 21 = L9; 22 = L45.



Nesta Tabela, observa-se que a menor similaridade entre as linhagens
avaliadas correspondeu a comparacdo entre as linhagens normais L4 e L7, com
um valor de 0,29, enquanto que a maior similaridade foi verificada entre as
linhagens L5 e L45 (QPM), com um valor de 0,58. De maneira geral, embora
com um menor ndmero de locos avaliados, os resultados do relacionamento
entre as linhagens estdo coerentes com os obtidos por Padilha (2002), avaliando
um grupo de 35 linhagens tropicais de milho utilizando marcadores SSRs e
AFLP.

Comparando-se as similaridades das geragdes MRC;F, em relacdo as
linhagens recorrentes, nos cinco projetos estudados, observa-se que esta foi
maior no projeto de conversao C (0,78), seguida dos projetos E (0,77), D (0,76),
B (0,75) e A (0,68). No geral, estes resultados indicam que a selecdo assistida
por marcadores SSR nas geracbes RC,F;, e RCsF, ndo proporcionou uma
vantagem na propor¢do de recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente para as
geracdes MRC;F, (projetos A e B), quando comparados a outros projetos em que
apenas a selecdo fenotipica foi realizada (projetos C, D e E).

Na andlise destes resultados, um aspecto a ser considerado é o grau de
relacionamento genético existente entre os dois genitores. Quanto maior for a
similaridade genética inicial, mais rdpido serd completado o processo de
conversao.

Ainda na Tabela 6 observa-se que os genitores com um maior nivel de
similaridade genética sdo os do projeto de conversdo C (L13 x L34), com um
valor de 0,53, enquanto os genitores do projeto de conversdao E (L2 x L45)
apresentam a menor similaridade entre si, com um valor de 0,36. Dessa forma,
os projetos de conversdo A e B, mesmo com um relacionamento genético inicial
maior entre os genitores e selecdo assistida por marcadores moleculares nas

geracdes RC,F, e RC;F;, ndo apresentaram uma maior similaridade genética
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entre a geracdes MRGC;F, e as linhagens recorrentes, quando comparados ao
projeto de conversio E.

Uma representacdo simplificada dos resultados é apresentada na Figura
10. Mais uma vez constata-se que ndo houve vantagem diferencial, tendo em
vista a similaridade genética com a linhagem recorrente, das geragdes MRC;F,
dos projetos onde foi praticada a selecdo assistida por marcadores, em relagao
aos outros projetos de conversdo. Observa-se, ainda neste dendrograma, que as
andlises de similaridade confirmaram a tendéncia das geragdes RC, com uma
propor¢ao ligeiramente maior de recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente
quando comparadas as geracdes MRC;. De acordo com as estimativas tedricas,
as propor¢des médias de recuperagcdo do gendtipo do genitor recorrente sdo de
87,5% e 84,4% para as geragdes RC, e MRC;, respectivamente.

No caso das geracdes RC,F, selecionadas para graos QPM (RC,F,-0,),
em trés dos quatro projetos estudados estas se mostraram geneticamente mais
proximas das geracdes MRC;F, que das geracdes RC,F, selecionadas para grios
normais. Isto demonstra que na transferéncia e selecdo do alelo o, e
modificadores do endosperma, provavelmente ocorreu, simultaneamente, uma
transferéncia de outros segmentos do genétipo do doador por arraste devido a
ligacdo (linkage drag).

Este efeito do arraste devido a ligacdo também pode ser constatado na
avaliag¢@o dos gendétipos graficos representados nas Figuras 6, 7, 8 € 9. As piores
plantas nas quatro populagdes de retrocruzamento estudadas apresentaram
segmentos em heterozigose no cromossomo 7, onde estd localizado o gene
opaco-2 (bin 7.01) e onde foram mapeados dois genes modificadores da textura

do endosperma (Lopes, 1993).
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FIGURA 10. Dendrograma representativo das similaridades genéticas obtidas a
partir do coeficiente de similaridade de Dice, entre as geracdes MRC;F,, RC,F,,
RC,F, 02 e seus respectivos genitores, de cinco projetos de conversdo de
linhagens normais em QPM.

As similaridades genéticas médias entre as diferentes populacdes
estudadas nos cinco projetos de conversao estdo apresentadas na Tabela 7. Para
obtencdo desta matriz, foram obtidos valores médios de similaridade entre as
diferentes geragdes, ou seja, a similaridade média entre a geracio MRC;F, e a
linhagem doadora (LD), por exemplo, representa uma média obtida pela soma
dos valores de similaridade entre estas duas geragdes dentro de cada projeto de
conversdo especifico. Para a obtengdo de todas as outras estimativas foi adotado

0 mesmo procedimento.
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TABELA 7. Matriz de similaridades genéticas médias entre as diferentes

populacdes estudadas nos projetos de conversdo de linhagens de milho normal

em QPM.
POpulagﬁo LR MRC3F2 RCze RCze 0; LD
LR 1,00
MRGC;F, 0,75 1,00
RC,F, 0,84 0,79 1,00
RC,F; 0, 0,81 0,89 0,82 1,00
LD 0,45 0,56 0,49 0,52 1,00
Os resultados obtidos também apresentam a geracdo RGC,F;-o0,

geneticamente mais proxima da geracio MRC;F, que da propria geragdo RC,F,

(0,89 contra 0,79), o que demonstra o efeito da selecdo do alelo o, e

modificadores na transferéncia de uma por¢do do genétipo do genitor doador por

arraste devido a ligacdo. A representacdo simplificada destas similaridades

médias € apresentada na Figura 11.
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FIGURA 11. Dendrograma representativo das similaridades genéticas médias
das diferentes populacdes estudadas nos projetos de conversdo de linhagens de
milho normal em QPM.

Este efeito observado do arraste devido a ligacdo, em programas de
conversdo de linhagens, € amplamente discutido na literatura. Openshaw et al.
(1994) consideram que, com o uso de marcadores genéticos, a por¢do do
gendtipo do genitor recorrente que ndo estd ligada ao alelo que estd sendo
transferido pode ser recuperada facilmente. Esta recuperacdo serd menor no
cromossomo que possui o alelo de interesse, haja vista o arraste devido a
ligacdo. Hanson (1959) reporta que, para um loco localizado no meio de um
cromossomo de 200 cM, o tamanho do segmento cromossdmico do genitor
doador que acompanha a selecdo deste loco é esperado ser de 126, 63 e 28 cM
nas geracdes RC;, RC; e RC5, respectivamente. Para Stam & Zeven (1981), uma

média de 32% dos alelos no cromossomo que possui o alelo de interesse serd de
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origem do genitor doador, em uma geracdo RCs de um programa regular de
retrocruzamento sem o auxilio de marcadores moleculares. Todos estes
resultados tedricos também foram confirmados com dados experimentais
apresentados por Young & Tanksley (1989b), que encontraram segmentos de até
51 ¢cM do cromossomo doador associados a um alelo de resisténcia introgredido
em tomate, apds seis geragdes de retrocruzamentos. Os resultados obtidos neste
trabalho também suportam estas consideracdes e reforcam a argumentagdo que
uma estratégia eficiente de selec@o assistida por marcadores para conversio de
linhagens deve considerar a obteng¢do de recombinantes em marcadores que
flanqueiam o alelo alvo, principalmente nas gerac¢des iniciais do programa de
retrocruzamento (Hospital et al., 1992).

Considerando-se a estratégia de selecdo assistida por marcadores
moleculares que foi utilizada neste trabalho, observa-se que os marcadores
RFLP foram eficientes para realizacdo da primeira etapa do processo seletivo, ou
seja, a identificacdo dos individuos heterozigotos (0;0,) em plantas jovens,
reduzindo aproximadamente pela metade o nimero de cruzamentos necessarios
para a obtencdo das proximas geracdes. Na segunda etapa do processo,
entretanto, o qual representou a identificacdo das plantas com maior propor¢ao
de recuperagdo do genétipo do genitor recorrente por marcadores SSR, nenhuma
vantagem significativa desta selecdo por marcadores ficou claramente
demonstrada.

Os vdrios resultados obtidos a partir de simulacdo disponiveis na
literatura e também os dados experimentais evidenciam que a defini¢do de uma
eficiente estratégia de conversdo de linhagens auxiliada por marcadores
moleculares ndao é um procedimento simples e direto, em funcdo do niimero de
pardmetros envolvidos. Estes sdo particularmente complexos em se tratando da
conversao de linhagens de milho normal em QPM, em que, no processo seletivo,

atengdo deve ser dada nao somente a identificacdo do alelo o0, ou a recuperagao
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do gendtipo do genitor recorrente, mas também e com 0 mesmo ou maior nivel
de importancia a selecdo de graos com alto grau de modificacdo do endosperma
e elevados teores dos aminodcidos lisina e triptofano.

A metodologia dos retrocruzamentos modificados (Guimardes et al.,
2000), requer um trabalho elaborado no campo (identificacio de plantas
individuais e cruzamentos dirigidos). Por causa disso, um processo de conversao
que utilize esta metodologia deve ser planejado com um niimero de plantas bem
dimensionado, sendo operacionalmente dificil o manuseio de grandes
populagdes.

Considerando estes aspectos, sugere-se que em um programa de
conversdo de linhagens para QPM, principalmente ao utilizar esta metodologia,
a estratégia de selecdo assistida por marcadores moleculares priorize a
identificacdo dos individuos portadores do alelo 0,, com o resto do processo
seletivo ocorrendo a partir da identificacdo fenotipica das melhores plantas e
grdos, em que uma atencdo maior deverd ser dada a qualidade nutricional e ao
grau de modificagdo do endosperma. Isto € especialmente verdadeiro quando a
escolha da linhagem doadora no inicio do processo de conversdo é feita de
maneira acertada, escolhendo-se uma linhagem até certo ponto adaptada e que
apresente um desempenho agronémico relativamente satisfatorio. Dessa forma,
uma conversdo até mesmo parcial ji serd suficiente para que os objetivos de
geracdo de um germoplasma superior e com utilidade no programa de
melhoramento sejam atendidos, reforcando os argumentos que, para estes
projetos de conversdo especificos, a identificacdo das plantas com maior
propor¢do de recuperagdo do genétipo do genitor recorrente ndo € um fator

determinante para o sucesso do programa.
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4 CONCLUSOES

O marcador RFLP (enzima EcoRI + sonda 968 pb gene opaco-2) foi
eficiente para identificag@o e selecdo precoce dos genétipos heterozigotos (0,0,)
nas populagdes de retrocruzamento.

Considerando a estratégia de selecdo e o tamanho das populacdes
analisadas, a identificacdo das plantas com maior proporc¢do de recuperagdo do
gend6tipo do genitor recorrente por SSRs nio proporcionou uma maior eficiéncia
ao processo de conversdao de milho normal em QPM, quando comparado aos
projetos onde apenas a selecdo fenotipica foi utilizada.

Adicionalmente, constatou-se a ocorréncia de arraste devido a ligacdo
(“linkage drag”) nas regides genOmicas flanqueando os genes opaco-2 e

modificadores do endosperma.
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CAPITULO 4: Avaliacao de hibridos experimentais QPM obtidos pela

conversao de linhagens elites normais



AVALIACAO DE HiIiRIDOS EXPERIMENTAIS QPM OBTIDOS PELA
CONVERSAO DE LINHAGENS ELITES NORMAIS

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar dois hibridos experimentais QPM
obtidos a partir da conversdo parcial de trés linhagens elites, utilizando a
metodologia dos retrocruzamentos modificados, em comparacdo com as versdes
normais destes mesmos hibridos. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos completos casualizados, com seis repeticdes. Foram avaliadas 13
caracteristicas agrondmicas e 12 caracteristicas de qualidade dos graos.
Adicionalmente, os diferentes hibridos também foram analisados por
marcadores moleculares SSRs, como uma forma de se inferir sobre o
relacionamento genético entre os mesmos. Os resultados demonstraram que os
hibridos QPM obtidos pela conversado parcial de linhagens normais apresentaram
uma melhor qualidade protéica, e comportamento semelhante para a maioria das
caracteristicas agrondmicas avaliadas, incluindo a produtividade de grdos,
quando comparados aos hibridos originais. Entretanto, alguns dos problemas
geralmente associados aos hibridos QPM, como uma maior porcentagem de
acamamento e quebramento, sabugos mais grossos e graos mais curtos,
mantiveram-se até esta fase do processo. Tanto as versdes normais como 0s
hibridos QPM convertidos apresentaram os piores desempenhos em termos de
produtividade de grdos, quando comparados com os hibridos utilizados como
testemunhas, indicando uma perda de competitividade em relagdo a estes
hibridos mais recentes.

EVALUATION OF QPM EXPERIMENTAL HYBRIDS OBTAINED
FROM CONVERSION OF ELITE INBRED LINES

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate two experimental QPM
hybrids obtained from the partial conversion of three elite inbred lines using the
modified backcross procedure, in comparison with the normal version of these
hybrids. A randomized complete block design was used with six replications.
Thirteen agronomic and 12 grain quality traits were evaluated. The different
hybrids were also analysed by SSR markers to infer on the genetic relationship
among them. The results indicated that the QPM hybrids obtained by partial
conversion of normal inbred lines presented a better protein quality and similar
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performance for most of the agronomic traits, including grain yield, when
compared with the original hybrids. However, some of the problems specifically
associated with QPM hybrids, such as higher lodging, thicker cobs and shorter
grains, remained up to this phase of the process. Both normal versions and
converted QPM hybrids displayed a worst grain yield performance, when
compared to the checks hybrids, indicating a loss in competitiveness in relation
to these more recent hybrids.

1 INTRODUCAO

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de milho é
a introgressdo, em linhagens elites, de um ou mais alelos de interesse de um
genitor doador. A utilizacdo de retrocruzamentos sucessivos constitui-se no
método clédssico utilizado para conversd@o de linhagens. Nos programas de
melhoramento de milho QPM, a estratégia de conversio de populagdes e
linhagens de milho normal tem sido utilizada visando aproveitar as
caracteristicas desejaveis presentes neste germoplasma, de forma a se obter
versdes QPM de variedades e hibridos superiores. O método originalmente
utilizado para conversdo de milho normal em QPM foi proposto por Vasal et al.
(1980). Guimardes et al. (2000) propuseram um método modificado de
retrocruzamento que diminui o tempo necessério a recuperacdo do gendtipo do
genitor recorrente e fornece a oportunidade para selecdo de caracteristicas QPM
em todas as geracdes MRC (retrocruzamento modificado), quando comparado
ao método anterior.

Uma etapa importante do processo de conversdo diz respeito a avaliacio
dos hibridos convertidos. Esta avaliacdo € tradicionalmente realizada em ensaios
com repeti¢des, em que a versdo convertida € comparada a versdo original para
um amplo conjunto de caracteristicas de interesse. O processo é considerado
bem sucedido quando o desempenho do hibrido convertido € igual ou supera o

hibrido isogénico original, com o adicional da expressdo da caracteristica de
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interesse que foi introgredida. Estes ensaios comparativos podem ainda ser
realizados em fases intermedidrias do processo, servindo, dessa forma, como
uma avaliagdo preliminar do trabalho de conversdo que esta sendo desenvolvido.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar hibridos
experimentais QPM obtidos a partir da conversdo parcial de trés linhagens elites
utilizando a metodologia dos retrocruzamentos modificados, em comparacgio

com as versdes normais destes mesmos hibridos.

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi instalado na drea experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, que estd localizada a 19° 27" de latitude sul, 44° 14’ de

longitude oeste e 730 m de altitude.

2.1 Hibridos avaliados

Foram avaliados dois hibridos experimentais QPM obtidos a partir da
conversdo parcial de trés linhagens elites utilizando a metodologia dos
retrocruzamentos modificados (Guimardes et al., 2000), os quais foram
comparados com as versdes normais destes mesmos hibridos. O hibrido simples
HS200Q foi obtido pelo cruzamento das geracdes MRC;F; QPM dos projetos de
conversdo das linhagens L.13 e L5. O cruzamento deste hibrido HS200Q com a
geracdo MRC;F; QPM do projeto de conversdao da linhagem L2 originou o
hibrido triplo BR3123Q. Foram ainda avaliados no ensaio quatro hibridos da
Embrapa Milho e Sorgo, sendo dois normais e dois QPM. Uma descri¢do dos

hibridos avaliados é apresentada na Tabela 1.
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TABELA 1. Hibridos avaliados no ensaio de avaliacdo de hibridos
experimentais QPM. Sete Lagoas, 2001/2002.

Tratamento Descriciao Tipo de hibrido Ciclo
1 HS200 Hibrido Simples Normal Normal
2 HS200Q Hibrido Simples QPM Normal
3 BR3123 Hibrido Triplo Normal Precoce
4 BR3123Q Hibrido Triplo QPM Precoce
5 97HT129Q Hibrido Triplo QPM Normal
6 CMS00Q-03 Hibrido Simples QPM Precoce
7 BRS3060 Hibrido Triplo Normal Normal
8 BRS1001 Hibrido Simples Normal Precoce

2.2 Procedimentos experimentais

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos
casualizados (DBC) com seis repeti¢des. Cada parcela foi constituida de duas
linhas de 4 metros, com espacamento de 0,90 m entre linhas. A populagdo de
plantas planejada para o ensaio foi de 55.000 plantas/ha.

O plantio foi efetuado em 29/11/2001 e a colheita em 30/04/2002.

O plantio e a colheita foram realizados manualmente e os tratos culturais
de acordo com os normalmente empregados na regido, em sistema de plantio
convencional. A adubagao de plantio consistiu de 400 kg/ha da férmula 4-14-8 +
Zn, enquanto que a adubac@o de cobertura foi realizada aos 40 dias apds a

emergéncia, com 100 kg/ha de uréia.
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2.3 Caracteristicas avaliadas no ensaio

2.3.1 Caracteristicas agronomicas

a)

b)

c)

d)

g

h)

)

florescimento feminino (FL): nimero de dias do plantio até 50% das
plantas na parcela com emissdo de inflorescéncia feminina;

altura da planta (AP): distancia em centimetros entre a superficie do solo
contigua ao colo da planta e a insercao da inflorescéncia masculina com
a folha bandeira, avaliada em cinco plantas representativas da parcela;
altura da espiga (AE): distdncia em centimetros entre a superficie do
solo contigua ao colo da planta e o n6 de inser¢do da espiga superior,
avaliada em cinco plantas representativas da parcela;

acamamento + quebramento (AQ): nimero de plantas acamadas e
quebradas na parcela, sendo os dados transformados em porcentagem do
estande;

espigas doentes (ED): nimero de espigas que apresentavam graos
ardidos na parcela, sendo os dados transformados em porcentagem do
estande;

didmetro do colmo (DC): espessura do colmo, em cm, avaliada no
primeiro entrend acima do colo da planta, representando o valor médio
de cinco plantas representativas da parcela;

comprimento da espiga (CE): comprimento da espiga despalhada por
ocasido da colheita, em cm, representando o valor médio de cinco
espigas representativas da parcela;

nimero de fileiras de graos (NF): niimero de fileiras de graos da espiga,
representando o valor médio de cinco espigas representativas da parcela;
diametro da espiga (DE): diametro, em cm, medido no meio da espiga,

representando o valor médio de cinco espigas representativas da parcela;

110



J) diametro do sabugo (DS): didmetro, em cm, medido no meio do sabugo,
representando o valor médio de cinco espigas representativas da parcela;

k) comprimento de graos (CG): determinado em cm por meio da férmula:
CG = (DE - DS)/2;

1) populagdo de plantas (POP): nimero de plantas por ha, obtido a partir da
contagem do nimero de plantas (estande) da parcela por ocasido da
colheita;

m) produtividade de graos (PROD): obtida a partir da pesagem dos graos da
parcela, corrigido para o teor de dgua de 14,5%, com os valores

expressos em kg/ha.

2.3.2. Caracteristicas de qualidade do grao

Para avaliagdo das caracteristicas de qualidade nutricional dos graos,
cinco plantas representativas de cada parcela foram autofecundadas em duas
repeticoes e as andlises realizadas em uma amostra dos griaos destas espigas.
Dessa forma, o efeito de pdlen pode ser isolado. As andlises de qualidade
nutricional foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da Embrapa Milho
e Sorgo. As caracteristicas avaliadas foram as seguintes:

a) densidade dos graos (DEN): obtida a partir de duas amostras de 200
graos, pelo método descrito por Wessel-Beaver et al. (1984), com os
dados expressos em g/cm’;

b) peso de 100 sementes (PCS): obtido a partir de uma amostra dos
graos, em g;

c) teor de proteina do grdo (TPG): determinado conforme Pommer
(1979), por meio do método Micro-Kjeldahl (A.O.A.C., 1970), com

os resultados expressos em porcentagem;
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d)

€)

2

h)

i)

7

k)

)

teor de triptofano na proteina (TRIP): determinado segundo o método
colorimétrico descrito por Villegas et al. (1984), com os resultados
expressos em porcentagem;

teor de triptofano no grao (TRIG): obtido pela relacio entre os teores
de proteina no grao e de triptofano na proteina, com os resultados
expressos em porcentagem;

teor de lisina na proteina (LISP): determinado segundo o método
descrito por Hernandez & Bates (1969), que estima a porcentagem de
lisina na proteina pela equacdo de regressao: y = 0,3601 + 4,074x, em
que y = teor de lisina na proteina e x = teor de triptofano na proteina.
Os resultados sdo expressos em porcentagem;

teor de lisina no grido (LISG): obtido pela relacdo entre os teores de
proteina no grio e de lisina na proteina, com os resultados expressos
em porcentagem;

producdo de proteina (PRP): producdo de proteina em kg/ha, obtida a
partir do teor de proteina do grdo e da produtividade de grios da
parcela em kg/ha;

producdo de triptofano (PRT): produgdo de triptofano em kg/ha,
obtida a partir do teor de triptofano do grdo e da produtividade de
graos da parcela em kg/ha;

producio de lisina (PRL): producéo de lisina em kg/ha, obtida a partir
do teor de lisina do grdo e da produtividade de graos da parcela em
kg/ha;

teor de 6leo do grao (TOG): determinado segundo o método descrito
por Silva (1981), com os resultados expressos em porcentagem;
producio de 6leo (PRO): producdo de 6leo em kg/ha, obtida a partir
do teor de 6leo do grio e da produtividade de grios da parcela em

kg/ha.

112



2.4 Analises estatisticas

A andlise dos dados foi realizada empregando-se o programa Genes
(Cruz, 1997). Utilizou-se o seguinte modelo estatistico para a ANAVA

individual, considerando-se o efeito de gendtipo como fixo:

Yi=u+t+bj+e
Em que:
Yi;: observacdo referente ao tratamento ‘i’ na repeti¢do ‘j’;
u: média geral;
t;: efeito do gendtipo ‘i’, sendoi=1, ..., n;
b;: efeito do bloco ‘', sendoj =1, ..., 1;
eji: erro experimental, e~N (0, 62).
A comparacdo entre as médias para todas as caracteristicas estudadas foi

realizada a partir do teste de Skott & Knott (1974), a 5% de probabilidade.
2.5 Similaridade genética entre os hibridos avaliados

Adicionalmente a avaliacdo agrondmica e de qualidade nutricional
realizada no ensaio, os diferentes hibridos também foram analisados por
marcadores SSRs, como uma forma de se avaliar o relacionamento genético
entre 0s mesmos.

Os procedimentos para extracio do DNA e reacdes de SSR foram os
descritos no Capitulo 3, se¢do 2.5.1. A estimativa da similaridade genética (sg;e)
entre cada par de hibridos foi efetuada pelo coeficiente de similaridade de Dice
(Dice, 1945) e a representacdo simplificada destas similaridades realizada a
partir de um dendrograma obtido pelo método UPGMA, utilizando-se o

programa NTSYSpc, versao 2.02i.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve significdncia para a fonte de variagdo tratamentos, a 5% pelo teste
F, para todas as caracteristicas agrondmicas avaliadas, exceto a populacdo de
plantas (Tabela 2). A significancia verificada para estas caracteristicas reflete as
diferencas no comportamento dos hibridos, enquanto que a mesma populagdo de
plantas apresentada por todos os hibridos avaliados permite que a avaliacdo de
caracteristicas importantes e correlacionadas com a densidade populacional,
como a produtividade de grdos, possam ser analisadas sem a influéncia da
mesma.

As estimativas dos coeficientes de variacdo experimental variaram de
1,34% a 42,62% para as caracteristicas florescimento feminino e porcentagem
de acamamento + quebramento, respectivamente. De maneira geral, o
coeficiente de variacdo para todas as caracteristicas agrondmicas avaliadas foi de
baixo a médio, a excecdo das caracteristicas porcentagem de acamamento +
quebramento e espigas doentes, refletindo a inexisténcia de maiores problemas
na condugdo do experimento, € boa precisdo nas avalia¢Oes realizadas (Scapim
et al., 1995).

Em experimentos com a cultura do milho, os coeficientes de variacdo
encontrados para as caracteristicas porcentagem de acamamento + quebramento
e porcentagem de espigas doentes sdo geralmente elevados, evidenciando as
dificuldades para uma correta estimacio destes pardmetros, principalmente por
serem caracteristicas altamente influenciadas por outros fatores como ataque de
insetos e patdgenos, os quais apresentam uma incidéncia ndo necessariamente

uniforme dentro da 4rea experimental.
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TABELA 2. Resumo da andlise de variancia, estimativas de média geral e coeficiente de variacdo (CV) relativos as
caracteristicas agrondmicas avaliadas — Ensaio de avaliacdo de hibridos experimentais QPM. Sete Lagoas, MG

2001/2002.

Fonte de variagcdo GL QM

FL' AP’ AE’ AQ* ED’ DC® CE’
Blocos 5 0,70 188,33 55,83 5,16 6,45 0,021 1,53
Tratamentos 7 11,41%%  913,09%%  62827+%  68,22%  60,04%* 0,021 7,14%%
Erro 35 0,73 104,52 114,88 7,63 3,82 0,008 1,34
Média geral 63,87 212,08 121,45 6,48 4,62 1,56 16,40
CV (%) 1,34 4,82 8,82 42,62 42,30 6,04 7,06

TABELA 2. Cont.

Fonte de variacao GL QM

NF® DE’ DS" [ POP" PROD"
Blocos 5 0,92 0,03 0,03 0,0030 8174421,38 164006,67
Tratamentos 7 16,08%%  0,16%*%  (,24%x* 0,0224% 5735102,57"8 1219989178
Erro 35 1,09 0,02 0,01 0,0035 5308213,27 225766,48
Média geral 14,95 4,53 2,64 0,95 54600,91 6282,64
CV (%) 6,98 3,55 5,19 6,32 4,21 7,56

"' FL= florescimento feminino (dias); ” AP= altura da planta (cm); " AE= altura da espiga (cm); & AQ= acamamento +
quebramento (%); S ED= espigas doentes (%); % DC= diametro do colmo (cm); ” CE = comprimento da espiga (cm); 8
NF= niimero de fileiras de grios; ¥ DE= diAmetro da espiga (cm); '” DS= didmetro do sabugo (cm); '’ CG =
comprimento de grios (cm); '¥ POP= populagio de plantas por ha; ' PROD= produtividade de grios em kg/ha.

* e *¥* = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente; NS= nio significativo pelo teste de F.



A média geral da produtividade de grdos foi de 6.282 kg/ha,
significativamente superior 8 média do estado de Minas Gerais, que foi de 4.020
kg/ha na safra 2001/2002 (CONAB, 2003). Isto demonstra um satisfatério
potencial produtivo destes hibridos quando cultivados com bom nivel de
tecnologia. De acordo com o teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, o
hibrido simples BRS1001 foi significativamente superior a todos os outros
hibridos avaliados, com uma produtividade média de 8.534 kg/ha (Tabela 3).

A comparacdo entre os hibridos QPM convertidos (HS200Q e
BR3123Q) em relagdo as suas versdes normais demonstra que as versdes
normais ¢ QPM se comportaram de modo semelhante para produtividade de
graos. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi também observada
em relacdo aos hibridos BR3123 e BR3123Q, de acordo com os resultados do
ensaio preliminar de milho QPM em 2001/2002, na regido central do Brasil,
conduzido pela Embrapa Milho e Sorgo em 12 locais.

Paschoalick (1998) relatou que os genétipos QPM foram em média 10%
menos produtivos que os gendtipos normais. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstram que, quando comparadas versdes normais e QPM de um
mesmo hibrido, os genétipos QPM podem ser igualmente competitivos com

relacdo a produtividade bruta de graos, desconsiderando-se outros fatores.
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TABELA 3. Valores médios e teste de Scott-Knott para as caracteristicas
agrondmicas dos diferentes hibridos avaliados no ensaio de avaliacdo de
hibridos experimentais QPM. Sete Lagoas, MG. 2001/2002.

Hibridos Caracteristicas avaliadas*

FL' AP* AE’ AQ* ED’ DC*® CE’
HS200 66a 199b 113b 1,86 ¢ 0,00c 1,63a 14,6b
HS200Q 66a 196b 107Db 6,01b 569b 159a 156D
BR3123 63c 201b 120Db 5,98 b 7,17a 1,51b 16,2b
BR3123Q 63c 208b 129a 12,12a 89la 1,65a 159b
97HT129Q 63c 228a 119b 6,92b 569b 1,50b 17,7 a
CMS00Q-03 63c 223a 132a 6,71 b 499b 1,50b 16,3b
BRS3060 65b 223a 116D 9,68 a 0,00c 1,61a 16,7a
BRS1001 63c 218a 137a 2,55¢ 454b 1,56b 18,0a
TABELA 3. Cont.
Hibridos Caracteristicas avaliadas™®

NF® DE’ DS’  cG" POP" PROD"
HS200 15 ¢ 43 ¢ 23 ¢ 099 b 56.250 a 4764 ¢
HS200Q 15 ¢ 44 ¢ 26 b 090 c 55.324 a 4555 e
BR3123 16 b 4.4 ¢ 27 b 0,89 ¢ 53.009 a 5.355 d
BR3123Q 18 a 4,8 a 29 a 095 ¢ 54.861 a 5.614 d
97HT129Q 16 b 47 b 29 a 090 c 54.398 a 6.702 ¢
CMS00Q-03 14 ¢ 46 b 28 a 092c 54.630 a 7233 b
BRS3060 13 d 46 b 25 ¢ 1,07 a 53.703 a 7.501 b
BRS1001 13 d 46 b 26 b 098 b 53.009 a 8.534 a

"' FL= florescimento feminino (dias); " AP= altura da planta (cm); " AE= altura
da espiga (cm); ¥ AQ= acamamento + quebramento (%); * ED= espigas doentes
(%); ¥ DC= didmetro do colmo (cm); " CE = comprimento da espiga (cm); 8
NF= ntimero de fileiras de grios; ” DE= didmetro da espiga (cm); '’ DS=
didmetro do sabugo (cm); W cG = comprimento de graos (cm); 2 pOp=
populacdo de plantas por ha; ' PROD= produtividade de grios em kg/ha.

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a 5%,

pelo teste de Skott-Knott.
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Considerando-se o conjunto de todas as caracteristicas agrondmicas
avaliadas, a comparacao entre os hibridos HS200 e HS200Q demonstrou que os
mesmos foram estatisticamente semelhantes com relacdo ao florescimento,
altura da planta, altura da espiga, didmetro do colmo, comprimento da espiga,
nimero de fileiras de graos, didmetro da espiga e produtividade de graos. Estes
se mostraram diferentes com relacdo as caracteristicas porcentagem de
acamamento + quebramento e porcentagem de espigas doentes, no qual a versao
QPM apresentou um desempenho inferior, € também com relagcdo ao didmetro
do sabugo e comprimento dos graos, com a versdo QPM apresentando um
sabugo mais grosso e graos mais curtos em relacio a sua versao normal.

A comparagdo entre os hibridos BR3123 e BR3123Q demonstrou que os
mesmos foram estatisticamente semelhantes com relagdo ao florescimento,
altura da planta, espigas doentes, comprimento da espiga, comprimento do grao
e produtividade de grdos. Estes se mostraram diferentes com relagdo as
caracteristicas altura da espiga, porcentagem de acamamento + quebramento e
didmetro do sabugo, em que a versio normal apresentou comportamento
superior e também com relacdo as caracteristicas didmetro do colmo, nimero de
fileiras de grios e didmetro da espiga, tendo a versio QPM apresentado
comportamento superior.

Na andlise das diferengas observadas entre a versao normal e QPM dos
hibridos HS200 e BR3123, vale ressaltar que as versdes QPM avaliadas neste
ensaio foram obtidas a partir da geragaio MRC;F,, cuja estimativa tedrica de
porcentagem de recuperagdo do genétipo da linhagem recorrente é de 84,38%.
Dessa forma, algumas diferencas observadas nas caracteristicas agrondmicas
encontram-se dentro do esperado. Apesar disso, algumas das dificuldades
freqiientemente encontradas no melhoramento do milho QPM, como uma maior
porcentagem de acamamento + quebramento, sabugos mais grossos e graos mais

curtos (Guimardes et al., 1994b; Paschoalick, 1998; Pacheco et al., 1999),
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também ficaram evidenciadas neste ensaio e aparentemente ndo foram
solucionadas até a presente fase com o trabalho de conversdo, sugerindo algum
efeito pleiotrépico ou de alta ligacdo do alelo o, com estas caracteristicas
negativas. Ensaios posteriores de comparaciao de versdes de hibridos normais e
QPM com as linhagens QPM totalmente convertidas poderdo evidenciar estas
associacdes de uma maneira mais objetiva.

Para a cadeia produtiva do milho, caracteristicas como alto teor de graos
ardidos e alta porcentagem de acamamento + quebramento sdo altamente
indesejaveis, haja vista reduzirem a produtividade bruta e a qualidade dos graos.
Dessa forma, na andlise da produtividade de grdos em ensaios de avaliacdo de
hibridos torna-se importante levar em consideracio as eventuais perdas
ocasionadas pelas plantas acamadas e quebradas e por graos ardidos. Neste
ensaio, embora em termos de produtividade de grdos nio existam diferencas
estatisticamente significativas entre as versdes normais e QPM dos hibridos
avaliados, a maior porcentagem de acamamento + quebramento dos hibridos
QPM os tornam relativamente menos competitivos em relagdo aos hibridos
normais.

Em um programa de melhoramento de milho QPM, além das
caracteristicas agrondmicas tradicionalmente avaliadas em milho normal,
atencao especial também deve ser dispensada as caracteristicas de qualidade do
grao. Observa-se na Tabela 4 que houve diferencas significativas, pelo teste F a
5% de probabilidade, para todas as caracteristicas relacionadas a qualidade do

grao avaliadas no ensaio, exceto teor de 6leo no grao e producao de 6leo.
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TABELA 4. Resumo da andlise de variancia, estimativas de média geral e coeficiente de variacdo (CV) relativos as

caracteristicas de qualidade do grido — Ensaio de avaliac@o de hibridos experimentais QPM. Sete Lagoas, MG. 2001/2002.

Fonte de variagcdo GL oM

DEN! PCS* TPG® TRIG* TRIP® LISG®
Blocos 1 0,0003 2,65 1,107 0,0004 0,0042 0,0053
Tratamentos 7 0,0066%* 84,06%* 1,115% 0,0013% 0,1655%* 0,0212%*
Erro 7 0,0001 6,21 0,262 0,0001 0,0110 0,0016
Média geral 1,23 24,20 9,20 0,09 1,01 0,41
CV (%) 0,81 10,30 5,56 10,28 10,49 9,82

TABELA 4. Cont.

Fonte de variagcdo GL oM

LISP’ PRP? PRT’ PRL" TOG" PRO"
Blocos 1 0,0689 3228,22 0,7832 8,62 0,0976 99,50
Tratamentos 7 27363%%  61232,98%%  74443%k  126,16%* 0,5928™° 6222,16™
Erro 7 0,1808 3054,41 0,3406 5,14 0,3547 1357,92
Média geral 4,45 567,83 5,49 24,69 3,61 219,94
CV (%) 9,56 9,73 10,62 9,18 16,50 16,75

" DEN= densidade dos grios (g/cm’); ¥ PCS= peso de 100 sementes (g); * TPG= teor de proteina no grio (%); ¥ TRIG=
teor de triptofano no grao (%); ' TRIP= teor de triptofano na proteina (%); % LISG= teor de Lisina no grao (%); i
LISP = teor de lisina na proteina (%); ¥ PRP= producio de proteina em kg/ha; ¥ PRT= produgio de triptofano em kg/ha;
' PRL= produgio de lisina em kg/ha; ' TOG= teor de 6leo no grio (%); ' PRO= produgio de 6leo em kg/ha.

* e ** = significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente; NS = ndo significativo pelo teste de
F.



A avaliacdo da densidade dos grios demonstrou que os hibridos QPM
convertidos apresentaram uma densidade inferior as suas versdes normais. Os
outros hibridos QPM avaliados no ensaio apresentaram densidade de grdos
semelhante aos hibridos normais, a exce¢do do hibrido BRS1001, o qual
apresentou uma densidade superior a todos os outros hibridos avaliados no
ensaio (Tabela 5). A baixa densidade geralmente estd associada a um baixo
rendimento de graos, sendo ainda um indicador da opacidade do endosperma
(falta de modificagdao). Guimardes et al. (1994a) avaliaram as diferencas nas
densidades dos graos de 22 hibridos QPM, quando classificados de acordo com
a modifica¢dao do endosperma. Os autores verificaram que os graos mais opacos
foram 4% menos densos € 11% menos pesados em relacdo aos mais vitreos.
Neste ensaio, embora a modificagdo do endosperma ndo tenha sido avaliada
diretamente por uma escala de notas, a diferenca na densidade entre as versoes
QPM e normais dos hibridos convertidos é um forte indicativo de que o processo
de conversdo utilizado n3o conseguiu manter o grau de modificagdo do
endosperma nas versdes convertidas. Esta qualidade foi inferior, inclusive, a
outros hibridos QPM utilizados como testemunhas no ensaio e desenvolvidos
por outros métodos de melhoramento. Considerando que uma das vantagens
proporcionadas pela metodologia de conversdo proposta por Guimardes et al.
(2000) é permitir a selecdo para modificagdo do endosperma em todas as
geracdes MRC, estes resultados indicam que este objetivo ndo foi atingido, pelo
menos até o grau de conversao avaliado.

Os teores de triptofano no grio e na proteina, e de lisina no grdo e na
proteina, foram superiores para todos os hibridos QPM em relag¢do aos hibridos
normais (Tabela 5). Estes teores sdo compardveis aos resultados de outras
avaliagdes de hibridos normais e QPM (Pixley & Bjarnason, 1994; Paschoalick,
1998; Zarkadas et al., 2000; Pixley & Bjarnason, 2002).
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TABELA 5. Valores médios e teste de Scott-Knott para as caracteristicas de
qualidade dos graos dos diferentes hibridos avaliados no ensaio de avaliacdo de
hibridos experimentais QPM. Sete Lagoas, MG. 2001/2002.

Hibridos Caracteristicas avaliadas™®

DEN'  PCS? TPG® TRIG'* TRIP°  LISG®
HS200 125b 176b 948a 007b 073b 03lb
HS200Q 1LI3d 191b 974a 0l1la 1L,17a 050a
BR3123 126b 203b 876a 007b 076b 030b
BR3123Q LI5¢ 219b 90la O01l1la 125a 050 a
97HT129Q 126b 297a 897a 0l1la 1,17a 046 a
CMS00Q-03 126b 336a 86la 013a 145a 054a
BRS3060 126 b 321a 836a 006b 077b 029b
BRS1001 129a 194b 1068a 0,08b 074b 036b

TABELA 5. Cont.

Hibridos Caracteristicas avaliadas*

LISP’ PRP® PRT° PRLY TOG" PRO"
HS200 3,32b  423,51c  290d 13,81c 2,88a 128,60 a
HS200Q 5,12a 41493c¢c  4,69c¢ 21,33b 433a 185,69a
BR3123 345b 45980c 342d 15,76¢ 3,86a 202,65a
BR3123Q 544a 481,78c¢c 584b 2627a 4,12a 221,27a

97HT129Q 5,12a 581,80b 6,81b 2946a 334a 215,18a
CMS00Q-03 6,28a 587,81b 853a 3684a 3,88a 2064,87a
BRS3060 347b 645,15b  4,67c 22,14b 286a 221,72a
BRS1001 339b  94791a 7,10b 3195a 3,60a 319,52a

" DEN= densidade dos grios (g/cm’); ¥ PCS= peso de 100 sementes (g);
TPG= teor de proteina no grio (%); * TRIG= teor de triptofano no grio (%);”
TRIP= teor de triptofano na proteina (%); % LISG= teor de Lisina no grao (%); "
LISP = teor de lisina na proteina (%); ¥ PRP= produgio de proteina em kg/ha; *
PRT= producio de triptofano em kg/ha; '” PRL= producio de lisina em kg/ha;
"' TOG= teor de 6leo no grio (%); ' PRO= producio de 6leo em kg/ha.

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a 5%
pelo teste de Skott-Knott.
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Em média, os hibridos QPM avaliados foram 68% e 62% superiores aos
hibridos normais com relacdo aos teores de triptofano e lisina na proteina,
respectivamente. Estes resultados refletem a superioridade dos hibridos QPM
para estas caracteristicas e indicam, ainda, que o processo de conversdo das
linhagens manteve os teores elevados de lisina e triptofano das linhagens QPM
doadoras, embora nenhuma técnica laboratorial para andlise destes teores tenha
sido empregada durante o processo seletivo.

A producdo de triptofano e lisina por drea manteve a tendéncia de
superioridade dos hibridos QPM convertidos em relacdo as versdes normais
destes mesmos hibridos. Por ser uma caracteristica influenciada pela
produtividade de grdos, entretanto, observa-se que o hibrido normal BRS1001
apresentou uma produg¢do de lisina por area superior ao hibrido QPM HS200Q e
semelhante aos hibridos BR3123Q, 97HT129Q e CMS00Q. Estes resultados
reforcam os argumentos de que o valor agregado de melhor qualidade
nutricional dos hibridos QPM somente terd um significado econdmico para a
cadeia produtiva do milho caso este seja também competitivo com relagdo a
outras caracteristicas importantes, principalmente produtividade de graos,
quando comparados aos hibridos normais disponiveis no mercado.

Ainda, na Tabela 5, observa-se que os hibridos avaliados no ensaio
apresentaram comportamento semelhante com relacdo ao teor de proteina e 6leo
dos graos e também produgdo de 6leo por drea. Paschoalick (1998) relatou uma
superioridade dos gendtipos QPM com relagdo ao teor de dleo nos graos, a qual
ndo foi confirmada neste ensaio.

Além das caracteristicas agrondmicas e de qualidade do grao, os hibridos
estudados foram ainda analisados com marcadores SSRs, como uma forma de se
investigar o relacionamento genético entre os mesmos. Na constru¢do da matriz
de similaridades genéticas apresentada na Tabela 6 foram utilizados 73 alelos

obtidos a partir de 31 pares de primers SSRs, os quais apresentaram
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polimorfismo em pelo menos um dos hibridos, representando uma média de 2,4
alelos por loco. A representacdo simplificada destas similaridades é apresentada
na Figura 1.

As maiores similaridades genéticas obtidas corresponderam as
comparacdes entre as versdes normal e QPM dos hibridos BR3123 e HS200,
com valores de 0,91 e 0,90 respectivamente. Em termos moleculares, estes
resultados evidenciam que, embora altamente relacionados, algumas diferencas
ainda sdo encontradas entre as versdes normais ¢ QPM dos hibridos convertidos,
conforme também demonstraram os resultados agrondmicos e nutricionais. O
grau de parentesco entre os hibridos HS200 e BR3123, o qual é formado pelo
cruzamento do hibrido HS200 com uma terceira linhagem, também ficou
evidenciado nesta avaliacdo molecular. Observa-se ainda que o hibrido normal
BRS1001 € geneticamente o mais distante em relagdo aos outros hibridos
avaliados no ensaio, representando um germoplasma diferente dos demais
hibridos, o que justifica, de uma certa forma, o seu desempenho superior com
relacdo a produtividade de grios e outras caracteristicas agrondmicas e

nutricionais.
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TABELA 6. Matriz de similaridades genéticas obtidas a partir do coeficiente de
similaridade de Dice, entre os hibridos normais e QPM avaliados no ensaio de
avaliag@o de hibridos experimentais QPM.

1 2 3 4 5 6 7 8
1,00
0,90 1,00

0,74 0,69 1,00

0,68 0,69 0,91 1,00

0,37 0,43 0,41 0,42 1,00

0,53 0,54 0,48 0,46 0,62 1,00

0,62 0,63 0,60 0,59 0,48 0,52 1,00

0,44 0,36 0,39 0,34 0,49 0,59 0,40 1,00

RSNV B W=

1 = HS200; 2 = HS200Q; 3 = BR3123; 4 = BR3123Q; 5 = 97HT129Q; 6 = CMS00Q-
03; 7=BRS3060; 8 = BRS1001.

rHS2UD

LHS2UDQ

|E-R3123

|BR3123Q

BRES3060

ITHT1290)

ChIs000-03

BE51001

044 056 0s =] ool

FIGURA 1. Dendrograma representativo das similaridades genéticas entre os
diferentes hibridos avaliados no ensaio de avaliagdo de hibridos experimentais
QPM.
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Na definicdo de uma estratégia eficiente de conversdo de linhagens, o
tempo que serd gasto para obtencdo das linhagens convertidas é um fator
decisivo para o sucesso do programa. Isso porque se o processo nao for rapido e
dindmico, o préprio hibrido convencional que estd sendo convertido perde
competitividade e importancia, em funcao da rapidez com que novos hibridos de
milho superiores sao disponibilizados ao mercado por programas de
melhoramento ptblicos e privados. No ensaio, observou-se que, embora as
versdes normais € QPM dos hibridos HS200 e BR3123 tenham apresentado
resultados semelhantes em termos de produtividade de grdos, o que representa
um aspecto positivo do programa de conversao, estes foram os piores hibridos
do ensaio, considerando-se esta caracteristica. Isto demonstra claramente que os
proprios hibridos convencionais perderam competitividade quando comparados
a outros hibridos mais recentes, tanto normais quanto QPM, utilizados como
testemunhas do experimento.

Considerando-se estes aspectos e por ser o método de retrocruzamento
um processo de melhoramento conservador, é importante que o processo de
conversdo seja realizado de forma rdpida e eficiente. Adicionalmente, a
utilizacdo das geracdes de retrocruzamento com diferentes proporcdes de
recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente como fontes de germoplasma para
extracdo de novas linhagens também se constitui em uma estratégia de
melhoramento promissora. Assim, € possivel atender a uma demanda do
programa por geracdo de germoplasma com boa adaptacdo e qualidades
agrondmicas de uma forma relativamente rdpida, por meio do processo de
reciclagem das linhagens, enquanto a conversdo propriamente dita segue como
uma linha adicional do sistema.

Esta combinacdo de conversdo e reciclagem de linhagens complementa
os objetivos do programa de melhoramento de milho QPM e tem um grande

potencial na gerac¢do de germoplasma e hibridos superiores.
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4 CONCLUSOES

Os hibridos QPM obtidos pela conversdo parcial de linhagens normais
apresentaram uma melhor qualidade protéica, e comportamento semelhante para
a maioria das caracteristicas agrondmicas avaliadas, incluindo a produtividade
de grdos, quando comparados aos hibridos originais. Entretanto, alguns dos
problemas geralmente associados aos hibridos QPM, como uma maior
porcentagem de acamamento + quebramento, sabugos mais grossos e graos mais
curtos, mantiveram-se até esta fase do processo.

Tanto as versdes normais como os hibridos QPM convertidos
apresentaram os piores desempenhos em termos de produtividade de graos,
quando comparados com os hibridos utilizados como testemunhas, indicando

uma perda de competitividade em relacdo a estes hibridos mais recentes.
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