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Obtencédo de Linhagens Iségenicas para
QTLs de Tolerancia ao Aluminio em Milho
Utilizando Retrocruzamento Assistido por
Marcadores Moleculares

Tolerancia ao Aluminio em Milho

O milho (Zea mays L.) é um cereal de grande importancia econdémica e

social, sendo cultivado em praticamente todas as regioes agricolas do mundo
para a alimentacdo humana, animal e, mais recentemente, como fonte de
biocombustivel. No Brasil, a producao desta cultura vem experimentando
aumentos expressivos nos ultimos anos, resultando em um impacto significativo
na sustentabilidade nacional. Atualmente, o pais é o terceiro maior produtor
mundial de milho, sendo superado pelos Estados Unidos e pela China (FAO,
2009).

Apesar do alto patamar de producao, a produtividade média brasileira, ainda é
considerada baixa se comparada a de outros paises produtores. Dentre os fatores
que contribuem para a baixa producao de graos, destaca-se a toxidez causada
pelo aluminio (Al), intrinseca aos solos acidos predominantes nas regides agricolas
tropicais (FAO, 2009). Estes solos compreendem aproximadamente 48% da area
agricultavel em todo mundo (UEXKULL; MUTERT, 1995) e mais de 200 milhdes
de hectares de areas agricultaveis no Brasil, equivalendo a regido do Cerrado.

Em condicoes de elevada acidez (pH < 5,0), o Al agregado ao solo libera

formas i6nicas (AlI**), passando a ser sollivel e extremamente toxico as plantas
(KOCHIAN; JONES, 1997). Este Al provoca uma répida inibicdo do crescimento
radicular, acarretando uma menor exploracao do solo e uma consequente maior
susceptibilidade a seca e as deficiéncias minerais (KOCHIAN, 1995).

Gendtipos tolerantes ao Al tém sido identificados em diferentes espécies vegetais,
porém os mecanismos fisiolégicos e os fatores genéticos responsaveis pela
toleréncia ao Al precisam ser melhor compreendidos. A tolerancia ao Al em milho
apresenta heranca quantitativa sob controle de um ndmero reduzido de genes
(MAGNAVACA et al., 1987; LIMA et al., 1995), e por isso denominados QTLs
(Quantitative Trait Loci). Corroborando com tais resultados, Ninamango-Cérdenas
et al. (2003) mapearam cinco QTLs de tolerdncia ao Al, sendo que apenas o

QTL localizado no cromossomo 6 (bin 6.00) foi coincidente com os estudos

de Sibov et al. (1999). Recentemente, Maron et al. (2010) identificaram dois
genes candidatos, ZmMMATET e ZmMATEZ2, que colocalizaram com dois QTLs

de maior efeito na populacao de RlLs (Recombinant Inbred Lines ou Linhagens
Recombinantes Endogéamicas) derivada do cruzamento entre Cateto Al237 e L53.

Uma das estratégias para a validacdo de genes candidatos é por meio de estudos
genético-moleculares e fisiolégicos avancados, que necessitam fundamentalmente
de estoques genéticos apropriados. Para esse fim, o desenvolvimento de
linhagens isogénicas é de grande importancia, uma vez que apresentam
background genético homogéneo, variando apenas na regidao do gene ou do QTL
de interesse.
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Vantagens do Retrocruzamento
Assistido

O método do retrocruzamento é o mais indicado
quando se tem por objetivo a introgressao

de um ou poucos genes, com a subsequente
recuperacao do genoma recorrente, o que seria
plenamente adequado para o desenvolvimento de
linhagens isogénicas, além das varias aplicacOes
ao melhoramento genético vegetal. Esse método
consiste no cruzamento sucessivo de uma geracao
F, com um de seus genitores, denominado de
recorrente. No entanto, o tempo necessario

para a recuperacdao do genoma recorrente é uma
limitacdo desse método, que pode serde 3 a b
anos, dependendo da divergéncia genética entre

o parental doador e o recorrente. Considerando
que o genitor doador normalmente ndo é adaptado
as condicoes de cultivo e que o objetivo final é
recuperar o genoma de gendtipos-elite, devem

ser realizados pelo menos quatro ciclos de
retrocruzamento.

Para acelerar o processo de retrocruzamento, a
selecao assistida por marcadores moleculares é
uma estratégia que tem sido amplamente utilizada,
consistindo no uso de marcadores tanto para
acompanhar a introgressao do loco de interesse
quanto para avaliar a recuperacao do genoma
recorrente. No primeiro caso, é importante a
existéncia de marcadores ligados ao loco ou QTL
de interesse. J&4 o0 monitoramento do genoma
recorrente requer um nimero maior de marcadores
aleatérios no genoma, reduzindo o nimero de
ciclos para a recuperacido adequada do parental
recorrente. Varios critérios em termos de nimeros
de marcadores e de individuos tém sido propostos
para a amostragem do genoma em programas

de retrocruzamento assistido (OPENSHAW et

al., 1994; FRISCH et al., 1999; MORRIS et al.,
2003; GUIMARAES et al., 2009). No entanto, o
importante é que a utilizacdo desses marcadores
seja otimizada em funcao dos custos e da sua
operacionalizacdo para as condicoes de rotina do
laboratério.

Como é importante estabelecer uma estratégia de
retrocruzamento assistido em milho, a obtencao

de linhagens isogénicas para os dois QTLs de
tolerancia ao Al, onde foram colocalizados os genes
candidatos, ZmMATET1 e ZmMMATE?2, foi utilizada

como modelo. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo desenvolver linhagens isogénicas
(NILs — Near Isogenic Lines) utilizando a estratégia
de retrocruzamento assistido por marcadores
moleculares.

Linhagens Doadoras e Recorrentes

As linhagens Cateto Al237 e L53, classificadas
previamente como tolerante e sensivel ao Al téxico,
respectivamente, foram cruzadas para a obtencao
da populacado de 118 linhagens recombinantes
(RILs) que foram genotipadas com 174 marcadores
SSR, RFLP e STS. Nessa populacdo, foram
mapeados dois QTLs de efeito maior para a
tolerancia ao aluminio, explicando em torno de 16%
da variancia fenotipica para a tolerancia ao aluminio.

Tais QTLs foram mapeados nos cromossomos 6 e
5, onde foram colocalizados com genes candidatos
ZMmMMATET e ZMMATE2 (MARON et al., 2010).
Assim, as linhagens recombinantes RIL-84 e RIL-
150 foram selecionadas como doadoras, uma vez
gue apresentaram cada um dos QTLs, possuiam
em torno de 50% do genoma da L53 e possuiam
uma tolerancia intermediaria ao Al téxico. O
gendtipo grafico das duas linhagens doadoras esté
apresentado na Figura 1, sendo a L53 (linhagem
recorrente), cujo genoma estd representado pela cor
azul.

Esquema do Retrocruzamento
Assistido

Cada uma das RILs foi cruzada com a linhagem L53
e o F, foi retrocruzado por duas geracées com o
mesmo parental recorrente (Figura 2). A partir do
RCZ, as plantas selecionadas foram autofecundadas
por dois ciclos para se obter uma quantidade
razoavel de sementes das linhagens isogénicas.
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Figura 1. Gendtipo gréfico das linhagens recombinantes RIL-84 e RIL-150 doadoras dos QTLs. As regites

realcadas por um traco a direita indicam os QTLs e os genes candidatos derivados do Cateto Al237,

que serao alvos para a introgressao via retrocruzamento assistido. Em azul esta representado o genoma

recorrente da L53, em vermelho o genoma da Cateto Al237 e em verde estdo os marcadores com dados

perdidos.
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RC, = 87,5%
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Figura 2. Ciclos de retrocruzamento utilizando as RILs como genitores doadores dos QTLs e a L53 como

genitor recorrente. Os nimeros indicam as porcentagens médias tedricas do genoma recorrente em cada

geracao até a obtencao das NILs (Linhagens isogénicas). A coloracdo azul indica o genoma recorrente da

L3 e em vermelho representa o genoma doador.

Em todos os ciclos, foram selecionados individuos
heterozigotos para os marcadores ZmMATE2
(cromossomo 5), ZMMATET7 e umc1018
(cromossomo 6). A partir do primeiro ciclo de
retrocruzamento, os individuos selecionados foram
genotipados com marcadores microssatélites
distribuidos ao longo do genoma, considerando
aqueles polimérficos cujas informacdes estavam
descritas no mapa genético (Figura 1).

Genotipagem com Marcadores
Moleculares

Em todo o processo de rectrocruzamento assistido,
o numero de plantas e de marcadores moleculares
utilizados em cada ciclo é o ponto mais limitante.
Assim, tais condicoes foram otimizadas para a
operacionalizacdo da genotipagem em larga escala.

A extracao do DNA gendmico foi realizada no
GenoGrinder 2000, seguindo o protocolo descrito
por Lana et al. (2010), utilizando placas de 96
orificios.

As reacdes de amplificacdao para os marcadores
STS (Sequence Tagged Sites) ligados aos genes
candidatos ZmMATET1 e ZmMATEZ2 foram realizadas
separadamente com os iniciadores descritos

por Maron et al. (2010). Para 0o ZmMATET, a
amplificacao foi realizada com 30 ng de DNA, 1,0
mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM KCI; 0,01% gelatina
(m/v); 2,0 mM MgCl,; 125 yM de cada um dos
dNTPs; 10,0 uM de cada um dos primers, 5%
DMSO e 1U de enzima Taqg DNA polimerase em um
volume total de 20 uL. Os ciclos de amplificacao
consistiram de uma desnaturacao inicial a 95°C
por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por
2 minutos, com uma etapa de extensao final de
72°C por 10 minutos. Os produtos gerados foram
separados em géis de agarose 1,5% (m/v) em
tampéao TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA, pH
8,0). Apds a eletroforese realizada a 100 V durante
uma hora, o gel foi tratado com brometo de etidio
(1 ug/mL) por 15 minutos e fotografado sob luz
ultravioleta no equipamento Gel Logic 200 (Kodak,
New York, USA) (Figura 3A).
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Jé para o marcador para o ZmMATEZ2, um dos
primers foi marcado com fluorescéncia 6-FAM em
uma reacao contendo 30 ng de DNA, 1,0 mM Tris-
HCI (pH8,0); 50 mM KCI; 0,01% gelatina (m/v);
2,0 mM MgCl,; 125 uM de cada um dos dNTPs;
5,0 uM de cada um dos primers e 1U de enzima
Tag DNA polimerase, para um volume total de 20
uL. Os ciclos de amplificacdo consistiram de uma
desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C

por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma
etapa de extensao final de 72°C por 10 minutos.
Os fragmentos foram analisados no sequenciador
automatico de DNA ABI Prism 377 (Applied
Biosystems®), conforme apresentado na Figura 3C.

Para os marcadores microssatélites foi utilizado

o protocolo de amplificacao padrao descrito por
(NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003), sendo
que os fragmentos amplificados foram separados
em géis de poliacrilamida 10% (m/v) em tampao
TBE (Tris-Base: Acido bérico; EDTA 0,5 M pH 8.0)
corados com AgNO, (Figura 3B). Os géis foram
visualizados e fotografados sob luz branca no
equipamento Gel Logic 200 (Kodak, New York,
USA).

Marcadores Moleculares

Dentre os 174 marcadores utilizados na construcao
do mapa genético, 23 primers SSR foram utilizados
para avaliar a recuperacao do genoma recorrente
nos ciclos RC, e RC,, em funcéo da existéncia

de polimorfismos entre as linhagens doadoras e
recorrente, conforme a Tabela 1. Para a linhagem
isogénica derivada da RIL-84, 50 individuos RC,
foram genotipados com 12 marcadores SSR, com
uma média de recuperacdo de 74,75%, o que esta
muito préoximo da proporcao esperada de 75%.

No entanto, o individuo selecionado apresentou
87,5% do genoma recorrente, o que ja seria
esperado em média no RC,, representando o ganho
de um ciclo de retrocruzamento s6 com base na
selecdo assistida. Como a RIL-84 j& possuia 50%
do genoma da linhagem recorrente e apenas os
marcadores polimérficos foram utilizados no RC,,

a proporcao de recuperacao tedrica apresentada

na Figura 1 ainda deverd ser maior ao final do

RC,. Assim, seria esperado que as linhagens
isogénicas apresentassem pelo menos 96,875% do
genoma recorrente, que equivale ao quarto ciclo de
retrocruzamento.
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Figura 3. A - Padrdo de amplificacdo do gene candidato ZmMATET analisado em gel de agarose
1,5%. B - Padrdo de amplificacdo do marcador umc1018 visualizado em gel de poliacrilamida
10%. C - Padrao de amplificacdo do gene candidato ZmMATE2 marcado com a fluorescéncia
6-FAM e avaliado no sequenciador automético ABI Prism 377 (C). P1 - Linhagem doadora
(Cateto AlI237), P2 - Linhagem recorrente (L53), A - Alelo derivado da linhagem doadora, B -

Alelo da linhagem recorrente e H - Heterozigoto.
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Tabela 1. Lista de primers SSR utilizados na recuperacéo
do genoma recorrente nos ciclos de retrocruzamentos,
com as posicoes em Bin.

bnlg1179 1,01
bnlg176 1,03
umc1590 1,06
umc2032 2,04
ncO003 2,06
umc1536 2,07
umc2374 2,07-2,08
umc1230 2,09
umc1970 3,01
umc197 3,06
bnlg1536 3,09
bnlg105 5,02
phi113 5,03-5,04
umc1680 5,06
bnig161 6,00
bnig1422 6,01
umc1066 7,01
umc1029 7,04
umc2146 8,03
bnlg1607 8,06
bnlg1828 8,07
umc1691 9,03
umc1208 -

Aplicacdes e Perspectivas

O retrocruzamento assistido j& é uma realidade e
tem sido implementado com sucesso no Laboratério
de Biologia Molecular da Embrapa Milho e Sorgo. No
entanto, é necesséario um constante aprimoramento
das técnicas e pessoal treinado para aumentar

a eficiéncia e a automatizacao do processo,
reduzindo os custos e o tempo para a obtencao e
processamento dos resultados.

O uso de marcadores acelerou o processo de
obtencao das linhagens isogénicas para dois QTLs
de efeito maior associados com a tolerancia ao Al
em milho, que serao fundamentais para a validacao
dos efeitos dos QTLs e para estudos moleculares
avancados.

Marcadores Moleculares
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