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DETERMINACAO DE QTLs EM GERACOES AVANGCADAS DE
RETROCRUZAMENTOS EM MILHO (Zea mays L.)*
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RESUMO

Os hibridos sao os principais materiais de milho cultivados no mundo e a
oportunidade de introduzir variabilidade genética nesses materiais € muito
limitada, devido as altas exigéncias do mercado em relagdo a produtividade.
Por essa razéo, os melhoristas, em geral, utilizam o préprio germoplasma elite
como fonte de variabilidade, garantindo, dessa forma, a manutengao do padréo
dos seus materiais. Entretanto, muitas vezes a variabilidade desses gendtipos
€ insuficiente, tornando necessaria a busca de alelos em materiais de locais
distantes, que muitas vezes apresentam problemas de adaptacdo ambiental.
As variedades crioulas, em contrapartida, além de serem ricas em variabilidade
genética, sdo naturalmente adaptadas as regides de origem. A desvantagem
desses materiais € que eles sdo agronomicamente inferiores, limitando o seu
uso direto como variedade comercial ou como fonte de germoplasma. Por essa
razdo, um dos grandes desafios do melhoramento genético tem sido
determinar estratégias que permitam a rapida e eficiente incorporagdo de
variabilidade em materiais elite. Em milho, os principais caracteres
agrondmicos tém natureza quantitativa. Dessa forma, a identificacdo de QTLs
(Quantitative Trait Loci) e a introgressdo de alelos superiores, a partir de
geragbes avancadas de retrocruzamentos (AB-QTL, Advanced Backcrosses-
QTL) entre linhagens elite e variedades crioulas, poderia ser uma estratégia
para a incorporac¢ao de variabilidade. Sendo assim, os objetivos desse trabalho
foram selecionar variedades crioulas com caracteres agrondmicos de interesse
e linhagens elite, identificar QTLs associados a caracteres agrondémicos e
verificar o potencial da técnica de AB-QTL para a introgressdo de alelos
superiores da variedade crioula na linhagem elite. Apds o cruzamento entre a
linhagem elite LA67 e a variedade crioula Argentino Flint, foram realizados dois
retrocruzamentos com a linhagem e dois ciclos de autofecundacéo. A progénie
resultante foi genotipada com microssatélites e fenotipada para 25 caracteres
agrondmicos. Foram identificados 29 QTLs e pelo menos cinco alelos
superiores da variedade crioula foram introgredidos na linhagem elite. Esses
resultados indicaram que a técnica de AB-QTL foi eficiente tanto para a
identificacdo de novos QTLs quanto para a introgressao de alelos superiores
da variedade crioula na linhagem elite.

! Tese de doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (100p.) Outubro, 2008.



QTLs DETERMINATION IN ADVANCED BACKCROSSES GENERATIONS IN
MAIZE (Zea mays L.)?
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ABSTRACT

Most corn presently cultivated in the world are hybrids. The chances to
introduce genetic variability in this material are small due to market
requirements in terms of productivity. For this reason corn breeders in general
use their own elite germoplasm as source of genetic variability, maintaining
therefore the standard characteristics of their germoplasm. However, the
variability of these genotypes might be insufficient, requiring the use of
germoplasm from different locations that often do not have wide environment
adaptation. The landraces, besides being rich in genetic variability, are naturally
adapted to their sites of origin. The disadvantage of these materials is that they
are agronomically inferior, limiting their direct use as commercial varieties or as
germplasm source. For this reason one of the main challenges of genetic
breeding has been to create strategies that allow a rapid and efficient
incorporation of variability in elite materials. In corn the main agronomic
characters are of quantitative nature. Therefore the QTLs (Quantitative Trait
Loci) identification and the introgression of superior alleles from advanced
generations of backcrosses (AB-QTL, Advanced Backcrosses QTL) between
elite lines and landraces, could be a strategy to incorporate variability. The
objectives of this work were: to select landraces with agronomic traits and elite
lines, to identify QTLs associated with agronomic characters in corn, and to
verify the potential of the AB-QTL technique for introgression of superior alleles
from the landraces into elite lines. Two backcrosses and two self-fertilization
cycles were done after crossing the elite line LA67 with the Argentino Flint
landrace. The progeny was genotyped with microssatelites and phenotyped for
25 agronomic traits. Twenty nine QTLs were identified and at least five superior
alleles of the landrace were introgressed into the elite line. The results indicated
that the AB-QTL technique was efficient for the identification of new QTLs and
for the introgression of superior alleles in the elite lines.

% Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (100p.) October, 2008.
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1 INTRODUCAO

Os hibridos s&o os principais materiais de milho cultivados no mundo ha
décadas, devido a sua alta produtividade. Para garantir a manutencéo do alto
padrdao de desempenho dos gendtipos, os melhoristas utilizam o proprio
germoplasma elite como fonte de variabilidade genética. Entretanto, a
variabilidade disponivel nesses materiais nem sempre é suficiente, e a busca
por outras fontes torna-se frequentemente necessaria. Muitas vezes, os
melhoristas buscam essa variabilidade em gendétipos de locais distantes,
resultando, em muitos casos, em dificuldades de adaptagcao ambiental.

O milho é considerado o cereal com maior variabilidade genética entre
os cultivados. Essa espécie teve origem da América Central, mas dispersou-se
praticamente pelo mundo todo, devido a sua ampla capacidade de adaptacao
ambiental. A riqueza da variabilidade genética existente na espécie é refletida
nas centenas de ragas crioulas cultivadas ha séculos por diversos povos. Em
geral, essas ragas sao inferiores agronomicamente quando comparadas com
0os genodtipos melhorados. Entretanto, alguns estudos sugerem que as
variedades crioulas sao constituidas por alelos importantes que, quando
necessario, poderiam ser incorporados aos materiais elite. Esses trabalhos
sugerem ainda que, mesmo que algumas variedades crioulas ndo apresentem

alelos de interesse para os materiais que atualmente estdo no mercado, elas



poderao ser uteis futuramente. Por essa razéo, as variedades crioulas devem
ser coletadas, caracterizadas e preservadas.

Nos ultimos anos, mais de 100 variedades crioulas foram coletadas, no
Rio Grande do Sul, pelos servicos de extensao rural e varios grupos de
pesquisa tém se dedicado a caracterizar esses materiais. O objetivo desses
estudos tem sido o de identificar variabilidade genética que possa ser
aproveitada pelos programas de melhoramento genético, analisando caracteres
qualitativos e quantitativos a campo, além de estudos com marcadores
moleculares. Sendo assim, um dos grandes desafios dos programas de
melhoramento genético de milho tem sido o de determinar estratégias que
permitam a rapida e eficiente incorporagdo da variabilidade genética dessas
variedades crioulas nos materiais elite dos programas de melhoramento.

A identificacdo de locos de caracteres quantitativos em geracoes
avangadas de retrocruzamentos (AB-QTL, Advanced Backcrosses Quantitative
Trait Loci) tem sido utilizada como uma excelente estratégia para a
incorporagdo de variabilidade genética em diversas espécies. Considerando
que a maioria dos caracteres de importancia agronbmica em milho tem
natureza quantitativa, a identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) e a
introgressdo de alelos superiores dos materiais crioulos nas linhagens elite,
através da técnica de AB-QTL, poderia ser uma estratégia eficiente a ser
adotada para a incorporacao dessa variabilidade.

Os objetivos deste trabalho foram selecionar variedades crioulas de
milho com caracteres agrondémicos de interesse para introgressao em

linhagens elite, identificar QTLs de caracteres de interesse agronémico na



espécie e verificar o potencial da técnica de AB-QTL para a introgressédo de

alelos superiores de variedades crioulas em linhagens elite.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacao geral do milho

O milho é taxonomicamente identificado como Zea mays L. subsp. mays
(Paterniani & Campos, 1999). E uma espécie anual e monodica, com
praticamente 100 % de alogamia (Russel & Hallauer, 1980; Paterniani &
Campos, 1999). Por décadas essa espécie foi considerada diploide
(Mangelsdorf, 1974; Galinat, 1977; Goodman, 1978), porém nos ultimos anos,
provavelmente devido ao desenvolvimento de melhores equipamentos e
metodologias de analises, surgiram evidéncias de que o milho possui uma
origem alotetrapldide, com 2n = 4x = 20 cromossomos (Gaut et al., 2000),
tendo numero basico de cromossomos de x = 5 (White & Doebley, 1998). A
existéncia de pareamento cromossémico durante a meiose de hapldides, a
associacdo secundaria de bivalentes e a distribuicdo tridimensional em
metafases somaticas (onde os cromossomos formam quatro grupos de cinco
cromossomos cada) foram observagbes decisivas para a determinagado da
poliploidia (Poggio et al., 2000).

A origem da espécie teria ocorrido por volta de 11 milhdes de anos, no
México (Gaut et al., 2000), e a domesticacdo entre 7.000 e 10.000 anos
(Galinat, 1992). Atualmente, a subespécie Zea mays ssp. parviglumis,

conhecida como teosinto (Wang et al, 1999; Piperno & Flannery, 2001) tem



sido reconhecida como um dos seus genitores, porém ainda nao se sabe se
essa subespécie € a unica envolvida com a rota evolutiva da espécie.

O milho é uma cultura altamente variavel, sendo considerado por
Paterniani & Goodman (1978), como a de maior variabilidade genética entre as
cultivadas. Essa variabilidade refere-se as adaptacdes climaticas, que permite
que essa espécie seja cultivada em distintas condi¢des de ambiente, desde o
extremo norte ao extremo sul, baixas altitudes até altitudes superiores a 2.500
m (Paterniani & Campos, 1999; Teixeira et al., 2002). A variabilidade estende-
se a quase todos os demais caracteres da planta, desde a espiga até
caracteristicas gerais da arquitetura da planta.

Segundo Paterniani & Goodman (1978), a grande diversidade genética
encontrada na espécie, sem duvida, pode ser considerada um exemplo de
evolugdo, pois essa corresponde a mudancgas nas frequéncias alélicas ao longo
das geracbes. A variabilidade genética da espécie pode ser observada nas
centenas de racgas crioulas de milho existentes. Enquanto a variabilidade pode
ser consequéncia da poliploidizagao (Gaut et al., 2000) e da intensa presenca
de elementos transponiveis (Kidwell, 2002), o desenvolvimento das ragas,
provavelmente, € consequéncia de hibridagbes e da selegcdo (Paterniani &
Goodman, 1978).

As variedades crioulas, em geral, apresentam comportamento
agrondmico inferior quando comparadas aos hibridos e as variedades
melhoradas. Entretanto, além de servirem como importantes fontes de
alimento, essas variedades também sao fundamentais para os programas de
melhoramento genético, os quais freqientemente necessitam de variabilidade

genética para desenvolver novas variedades ou melhorar os seus materiais



elite. Entretanto, de acordo com Nass et al. (1993), somente 14 % do
germoplasma disponivel no Brasil tem sido utilizado nos programas de
melhoramento nas ultimas décadas, pois faltam informacdes a respeito desses
materiais. Por essa razao, diversos grupos vém trabalhando na identificacao e
caracterizagcdo da variabilidade genética disponivel na espécie (Reif et al.,
2004), através de analises fenotipicas (Camussi, 1979; Azar et al., 1997;
Andrade et al., 2002; Warburton et al., 2008), moleculares e isoenzimaticas

(Matsuoka et al., 2002; Reif et al., 2006; Warburton et al., 2008).

2.2 Andlises fenotipicas

Através das analises fenotipicas €& possivel estimar os paradmetros
fundamentais para o melhoramento genético, tais como o modo de agéo génica
e a herdabilidade dos caracteres, além de facilitar na identificagcdo de
caracteres que sao correlacionados, possibilitando a selecao indireta daqueles
de dificil avaliacao.

Os caracteres fenotipicos de maior interesse para os programas de
melhoramento de milho, e que tem sido avaliados frequentemente em diversas
regides do mundo s&o os relacionados com os componentes do rendimento,
entre os quais destacam-se comprimento e didmetro da espiga, diametro do
sabugo, peso de grao, peso de 200 graos, numero de fileiras de graos por
espiga, numero de graos por fileira, estante final, prolificidade, entre outros
(Sibov et al., 2003; Mihaljevic et al., 2005; Blanc et al., 2006; Lima et al., 2006;
Gallais et al., 2007; Li et al., 2007b; Li et al., 2008).

Caracteres relacionados ao ciclo, como florescimento feminino,

masculino e intervalo no florescimento (Vladutu et al., 1999; Chardon et al.,



2005; Blanc et al., 2006; Szalma et al., 2007) também representam analises
fundamentais no melhoramento da espécie. Em relagcao a arquitetura de planta,
0s principais caracteres analisados referem-se a estatura, altura de insergao da
espiga (Sibov et al., 2003; Li et al., 2007a, Li et al., 2008), numero de folhas
acima e abaixo da espiga e tamanho da folha de insergcédo da espiga (Sangoi et
al., 2002; Reymond et al., 2004; Li et al., 2008). Caracteres relacionados ao
penddo também sao avaliados freqlientemente, tais como relacionados ao
numero total de ramificacbes do pendao, além do comprimento da haste
principal e secundaria (Upadyayula et al., 2006a; Li et al., 2008).

Estatura e altura de inser¢édo da espiga, em milho, sdo caracteres de
natureza quantitativa de grande importancia para o melhoramento genético, e
estao diretamente relacionados com a toleréncia ao acamamento. Isso ocorre
porque a alta relagéo insergao/estatura pode diminuir o centro de gravidade da
planta, provocando o acamamento (Li et al., 2007a).

Quantidade e tamanho de folhas também s&o caracteres de suma
importancia para o melhoramento porque estdo diretamente relacionados com
o indice de area foliar (IAF), que representa a capacidade das plantas em
explorar o espacgo disponivel. O aumento do numero e tamanho das folhas
pode elevar o |IAF, resultando, teoricamente, na maior capacidade fotossintética
de uma planta (Winkler, 2006). Porém, sob altas densidades, o qual esta entre
os fatores responsaveis pelo aumento potencial no rendimento do milho, a
distancia entre as plantas diminui, provocando alteragdes na qualidade da luz.
Com isso, alguns eventos fisiolégicos sdo desencadeados, levando a planta a
priorizar a alocacado dos fotoassimilados para o caule principal, resultando na

supressao do desenvolvimento das ramificagcdes laterais e, dessa forma,



contribuindo para a maior esterilidade feminina (Sangoi et al., 2002). Por essa
razao, os hibridos modernos tem sido desenvolvidos com menor nimero de
folhas, com folhas mais eretas e com menor area foliar, resultando em plantas
mais tolerantes a densidades mais elevadas. Dessa forma, a competicdo entre
as plantas é minimizada e, consequentemente, a esterilidade feminina também
(Almeida et al., 2000).

O pendao, que se diferencia antes da inflorescéncia feminina, requer
grandes quantidades de nutrientes em relagao a espiga. Sob altas densidades,
o0 seu desenvolvimento é estimulado, devido a diminuigcdo da radiagao solar
que estimula a sintese de auxinas. Como o pendado necessita de maiores
quantidades desse horménio, a dominéncia apical ¢é garantida e,
consequentemente, o desenvolvimento das gemas axilares € suprimido,
principalmente se o intervalo no florescimento for muito grande. Por essa
razao, o melhoramento genético vem trabalhando na tentativa de reduzir o
periodo entre o florescimento masculino e feminino, resultando na producéo de
penddes menores (menos ramificados) e garantindo, com isso, maior
guantidade de fotoassimilados para a espiga (Sangoi et al., 2002).

As analises de correlacdo entre os caracteres fenotipicos sdao muito
importantes para o melhoramento genético, pois a selecdo nao é realizada
considerando apenas um carater e sim um conjunto de caracteres de interesse.
Além disso, as analises de correlacdo permitem a selecdo indireta de
caracteres de baixa herdabilidade ou de dificil andlise (Vencovsky & Barriga,

1992; Bento, 2006).



2.3 Marcadores microssatélites (SSR)

Os marcadores moleculares foram desenvolvidos a partir de 1970 e,
desde entao, foi possivel analisar o polimorfismo genético em organismos vivos
em nivel de DNA. Os microssatélites (SSR), que surgiram somente apés o
desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), sao
sequéncias curtas de nucleotideos, repetidas de 10 a 60 vezes. Cada SSR
constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, com elevado
conteudo de polimorfismo (Taramino & Tingey, 1995; Ferreira & Grattapaglia,
1998). As principais vantagens dos SSR sdao a co-dominancia, o alto
polimorfismo detectado e a alta reprodutibilidade das marcas. Por outro lado,
as principais desvantagens estdo relacionadas ao alto custo no
desenvolvimento dos primers, quando eles ainda nao estao disponiveis para a
espécie sob estudo e a presenca de bandas inespecificas, que muitas vezes
dificulta as avaliagdes (Faleiro, 2007).

De acordo com revisdo de Matsuoka et al. (2002), os SSR sao
abundantes no genoma, altamente variaveis e estdo presentes no genoma de
muitas espécies. Sao tipicamente multi-alélicos e locos com mais que cinco
alelos sdo comumente observados em plantas e animais. Devido a estas
caracteristicas, este marcador € um dos preferidos em estudos genéticos em
plantas e animais. Em plantas, os sitios de SSR sao largamente distribuidos
com uma frequéncia de um a cada 50 mil pares de bases, sendo que o
elemento mais comum ¢é o di-nucleotideo AT. As regides contendo as
sequéncias simples repetidas sdo amplificadas através de PCR, utilizando-se
um par de “primers” especificos (20 a 30 pares de bases) complementares a

sequéncias unicas que flanqueiam o SSR. Cada segmento amplificado de



tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco. A detecgao
das sequéncias SSR via PCR é feita em gel de eletroforese, utilizando-se
poliacrilamida ou agarose especial de alta resolugdo. A visualizagdo das
bandas no gel pode ser feita diretamente por coloragdo com brometo de etideo,
nitrato de prata ou através de auto-radiografia, utilizando primers marcados
com radiois6topos na reagao de PCR (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

No melhoramento de plantas, os marcadores SSR podem ser utilizados
na caracterizagdo de germoplasma (Gethi et al., 2002), em estudos de
divergéncia genética entre gendtipos parentais (Lu & Bernardo, 2001; Vieira et
al., 2005), na selegdo em programas de retrocruzamento (Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Mesquita et al., 2005), no estudo da base genética de
caracteres quantitativos, na deteccdo de QTLs relacionados a caracteres
agrondmicos de interesse, na selecdo assistida, entre outros (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Os estudos de divergéncia genética entre gendtipos parentais séo
importantes para o melhoramento genético porque quanto mais divergentes
forem os gendtipos parentais, maiores sdo as chances de obtencdo de
heterose (Falconer & Mackay, 1996). De acordo com Messmer et al. (1993),
cruzamentos entre gendtipos geneticamente distantes, porém com
performances agrondmicas similares, podem resultar em maior variancia nas
progénies, devido a maximizagdo da segregacdo. Com isso, as chances de
obtencdo de gendtipos superiores sdo bem maiores do que utilizando
gendtipos altamente produtivos e geneticamente similares. Isso ocorre porque
gendtipos geneticamente dissimilares, porém com fendtipos similares e

superiores para o carater de interesse, podem apresentar locos génicos



distintos controlando o carater. Esses, quando reunidos em um terceiro
genotipo, podem dar origem a uma progénie segregante transgressiva para o
carater sob selecao, devido a agao de genes complementares (Carvalho et al.,
2002).

Uma das principais aplicagdes dos marcadores SSR na pesquisa
agrondmica tem sido na identificacdo de QTLs e na construgdo de mapas de

ligacao para diversas espécies (Collard et al., 2005).

2.4 ldentificacdo de QTLs

A identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) associados a caracteres
agrondmicos de interesse tem sido empregada no melhoramento desde 1980
(Edwards et al., 1987), visando entender a base genética da variagdo dos
caracteres e, consequentemente, desenvolver a selegcédo assistida (Blanc et al.,
2006).

De acordo com Falconer & Mackay (1996), um QTL € um segmento
cromossOmico que afeta um determinado carater, de heranga quantitativa. Os
caracteres quantitativos, por sua vez, sdo aqueles que apresentam distribuicao
continua e a sua classificagao requer algum tipo de medi¢do. Esses caracteres
sao muito influenciados pelo ambiente, pois individualmente o efeito de cada
gene (QTL) é pequeno na expressao do carater (Bueno et al., 2001).

Os estudos dos caracteres quantitativos tem sido realizados ha décadas
com base nos parametros genéticos, tais como os componentes de média e de
variancia, associados aos coeficientes de herdabilidade e correlagbes entre

caracteres (Thoday, 1961). Com essa abordagem, foi possivel esclarecer a



heranca de diversos caracteres, resultando na predicdo dos ganhos de
selecao.

A associagao entre avaliagdes fenotipicas e marcadores moleculares
representa a principal alternativa para o conhecimento do numero aproximado
de locos atuando no controle dos caracteres quantitativos. Além disso, é
possivel determinar onde os locos encontram-se distribuidos no genoma e em
que intensidades atuam sobre os caracteres (Bento, 2006). A determinagao de
ligagdo genética entre marcadores e QTLs depende da existéncia de
desequilibrio de ligacdo entre os alelos no loco do marcador e os alelos do
QTL. O desequilibrio de ligagcao entre dois locos ocorre quando as frequéncias
genotipicas dos gametas diferem do produto das frequéncias alélicas. Esse
desequilibrio gera efeitos quantitativos associados ao marcador, que podem
ser detectados e estimados através de analises estatisticas especificas
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A presenca de ligagao entre um QTL e um marcador molecular permite
que os efeitos fenotipicos do carater em estudo sejam verificados,
possibilitando o uso dessa informacao para a selecdo. Os marcadores SSR,
por serem co-dominantes e multi-alélicos, s&o considerados o0s mais
apropriados para a identificagdo de QTLs (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Roder
et al., 1998).

Os métodos de avaliagdo de QTLs mais utilizados envolvem analises de
marcas simples (que incluem analise de variancia, razao de verossimilhanga,
teste t e regressdo linear simples), analises de regressao linear multipla,
mapeamento por intervalo, mapeamento por intervalo multiplo e mapeamento

por intervalo composto (Silva, 2001).



No caso da utilizagdo de um unico marcador, realiza-se uma
comparacgao estatistica do valor médio do carater para as distintas classes
genotipicas do marcador. Quando o resultado estatistico é significativo, infere-
se a existéncia de associacao entre o marcador e o QTL da caracteristica em
questdo. Porém, a avaliagao de associacado entre marcadores e QTLs pode ser
realizada utilizando dois ou mais marcadores simultaneamente, considerando
que o poder de detecgdo do QTL sera maior quanto maior for o numero de
marcadores disponiveis (Lynch & Walsh, 1998).

A principal dificuldade no mapeamento de QTLs € que diversos fatores
genéticos e ambientais afetam a expresséo final do fenétipo. Os delineamentos
experimentais envolvem, dessa forma, a medigdo e a genotipagem de varias
centenas de individuos para atingir a resolugdao desejada. Entretanto, mesmo
com progénies relativamente pequenas, um numero significativo de
associagbes entre marcadores e QTLs tem sido detectado. A proporgéo
cumulativa explicada pelos varios QTLs detectados experimentalmente € muito
variada, e depende do tipo de cruzamento analisado, da caracteristica, do
delineamento experimental (numero de familias, repeticdes e ambientes
analisados) e do numero de marcadores utilizados (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Quando varios ambientes sao testados e a interacdo QTLs x ambiente é
observada, as informagdes geradas podem ser utilizadas de trés formas,
(Bernardo, 2002): ignorar os QTLs com interagbes e apenas considerar
aqueles estaveis em diversos ambientes; dividir os ambientes em subgrupos
menos heterogéneos quanto as condigbes ambientais e, dessa forma, estimar

QTLs especificos de cada subgrupo; explorar a interagdo QTL x ambiente



através da identificacédo de QTLs em um unico ambiente. Segundo o autor, a
primeira estratégia seria ideal, porém em regides tropicais, a interacdo ¢ muito
acentuada. Dessa forma, a segunda e a terceira estratégia, provavelmente,
permite uma maior resposta a selegcao assistida por marcadores em regides
tropicais.

Diversos tipos de populagdes tem sido utilizadas para a deteccédo e
mapeamento de QTLs em plantas. Entre essas se destacam as populag¢des de
retrocruzamento (Li et al., 2007a; Li et al., 2008), popula¢des F2 (Ross et al.,
2005), duplo-hapldides, familias de meio-irmaos, familias de irmaos-inteiros
(Omoigui et al., 2006), linhagens derivadas de F2 (Enoki et al., 2006a) e
linhagens recombinantes (Szalma et al., 2007). Em geral, a detecgao de QTLs
tem sido realizada apenas com populagdes bi-alélicas, ou seja, construidas a
partir de dois gendtipos parentais homozigotos. De acordo com Blanc et al.
(2006), a utilizagcdo de cruzamentos multi-parentais poderia aumentar a
variabilidade genética e, consequentemente, ampliar as possibilidades de
testar as interagcbes entre os QTLs. Em geral, o desenvolvimento dessa
metodologia tem detectado QTLs em plantas com muito sucesso (Blanc et al.,
2006).

Varios fatores podem interferir na detecgcdo dos QTLs incluindo o
tamanho da populacéo, o numero de QTLs e o quanto afetam o carater e o erro
experimental, presente nos experimentos de fenotipagem (Beavis et al., 1994;
Flint-Garcia et al., 2005).

A identificacdo de QTLs para caracteres de importancia agronémica é o
passo inicial para a aplicacao da selecao assistida por marcadores moleculares

em programas de melhoramento (Salgado et al., 2006). Alguns QTLs



identificados ja foram clonados em tomate, arroz (Liu et al., 2003) e em milho
(Doebley et al., 1997; Salvi et al., 2005). Porém, uma fracdo muito pequena da
variabilidade genética disponivel para o melhoramento tem sido analisada.
Conforme a analise de Chardon et al. (2004), um total de 62 QTLs
provavelmente estdo envolvidos com a variagdo no florescimento em milho.
Para Blanc et al. (2006), esse resultado sugere que diversos caracteres
quantitativos, provavelmente, também apresentam dezenas de QTLs
envolvidos com a sua expressdo. Como, em geral, apenas quatro ou cinco
QTLs séao identificados por populacédo (Chardon et al., 2004), a diversidade
genética da maioria dos trabalhos também se mantém restrita, quando
comparada a existente na espécie, indicando que os estudos de QTLs
deveriam abranger a diversidade mais globalmente.

Em milho, a maioria dos caracteres de interesse agrondmico é
controlada por varios genes, tais como os relacionados aos componentes do
rendimento (Ross et al., 2006; Srdie et al., 2007), resisténcia a doengas (Zhang
et al., 2006; Balint-Kurti et al., 2007; Baumgarten et al., 2007; Xiao et al., 2007),
estresse a seca (Vargas et al., 2006); florescimento (Salvi et al., 2007),
habilidade de expansao (Babu et al., 2006), caracteristicas de raiz (Zhu et al.,
2006), estatura de planta (Zhang et al., 2006; Li et al., 2007a), altura de
insercao de espiga (Zhang et al., 2006), conteudo de amido (Dong et al., 2006),
arquitetura da inflorescéncia (Upadyayula et al., 2006a; Upadyayula et al.,
2006b), tracos do endosperma (Wang et al., 2007), componentes do grao (Li et
al., 2007b) entre outras.

A introgressao e a identificacdo de QTLs de interesse agronémico a

partir de retrocruzamentos avancados (Advanced Backcrosses - AB-QTL)



representa uma estratégia rapida e eficiente para a incorporacdo de
germoplasma exégeno em variedades elite. Segundo simulagbes realizadas
por Tanskley & Nelson (1996), quanto mais avancados forem os
retrocruzamentos na populagdo, mais facil sera a incorporagdo somente do
segmento desejado, eliminando o problema da incorporagdo de caracteres
indesejados ligados ao QTL. A vantagem principal desta metodologia é que,
diferentemente da analise convencional de QTLs, que necessita de cinco anos
para desenvolver variedades candidatas, a analise de AB-QTLs pode produzir
essas variedades em apenas um ano ap6s a deteccao inicial do QTL. Essa
técnica se baseia na associagdo de metodologias convencionais de
melhoramento, como a analise fenotipica de caracteres de interesse, com

metodologias modernas, como as analises moleculares.



3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido na empresa Sementes Agroeste Ltda.
(Xanxeré, SC), na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (Porto Alegre, RS) e na Estacdo Experimental Agronémica
(EEA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Eldorado do Sul, RS).

Inicialmente, o projeto contou com a participagao de diversas variedades
crioulas e linhagens elite, as quais foram, a cada ciclo (cruzamento e
retrocruzamentos), sendo eliminadas. O processo de selegao e,
consequentemente, de eliminagao de populacdes, foi realizado com base em
uma caracterizagdo prévia dos materiais crioulos (Wiethdlter, 2005). A
populacdo selecionada passou por varios ciclos, incluindo o cruzamento
(linhagem elite x variedade crioula = F1), dois ciclos de retrocruzamentos com a
linhagem elite correspondente (RC1F1 e RC2F1), dois ciclos de
autofecundagdes (RC2F2 e RC2F3 — constituicdo das familias) e um ciclo de
polinizagao aberta (RC2F3S1). A geracdo RC2F2 foi utilizada na genotipagem
com marcadores microssatélites, a geracdo RC2F3 nas andlises fenotipicas
dos caracteres agrondmicos da planta e a geracdo RC2F3S1 nas andlises
fenotipicas dos caracteres agronédmicos da espiga.

Os resultados obtidos na genotipagem com microssatélites e nas

analises fenotipicas foram avaliados visando identificar QTLs associados a



caracteres agrondmicos de interesse e se a através da técnica de AB-QTL foi
possivel introgredir alelos superiores de uma variedade crioula em uma
linhagem elite. A escolha por utilizar diversas variedades crioulas no inicio do
projeto foi visando eliminar, a cada geragao, aquelas com comportamento
indesejado, pois muitas populagdes, em funcdo de estresses ambientais, da
manipulagdo nos cruzamentos e da propria constituicdo genética, poderiam
apresentar desempenho insatisfatério durante o seu desenvolvimento e nao
produzir descendentes férteis em quantidade suficiente para o desenvolvimento
das geragbes seguintes. O processo de selegcdo dos gendtipos (variedades
crioulas e linhagens elite) e a descricdo dos experimentos conduzidos para a
realizacado de todas as etapas estao descritos abaixo. A Figura 1 apresenta um

esquema com todas as etapas do projeto.
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3.1 Selecdo dos gendétipos

O experimento iniciou com a sele¢cao de dez variedades crioulas e duas
linhagens elite (Tabela 1). As linhagens elite (LA67 e LA110) foram cedidas
pela empresa Sementes Agroeste Ltda. As variedades crioulas St. Elite e
Bagualao foram recomendadas pela Embrapa Clima Temperado e as demais
(Argentino Flint, Branco, Caiano Rajado, Cunha, Dente de Ouro, Ferro, Oito
Carreiras Branco e Roxo indio) (Figura 2) foram selecionadas com base em
Wietholter (2005). As variedades selecionadas foram as que apresentaram, em
geral, performances agrondmicas similares a melhor testemunha em relagéo ao
ciclo, estatura, insergao da espiga, comprimento da espiga e numero de fileiras
de graos por espiga (Wiethdolter, 2005).

TABELA 1. Variedades crioulas e linhagens elite selecionadas para o
desenvolvimento das populagdes segregantes. Porto Alegre, RS.

Gendtipos No cruzamento Local de coleta
Argentino Flint’ Pai doador Cangucgu
Bagualdo' Pai doador Pelotas
Branco' Pai doador Cangucu
Caiano Rajado’ Pai doador Cangugu
Cunha' Pai doador Paim Filho
Dente de Ouro' Pai doador Cangugu
Ferro' Pai doador Ibarama
Oito Carreiras Branco’ Pai doador Herval D’Oeste
Roxo indio’ Pai doador Cangucu

St Elite’ Pai doador Pelotas
LA672 Pai recorrente Agroeste
LA110? Pai recorrente Agroeste

"Variedades crioulas; “ Linhagens elite;
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FIGURA 2. riedades crioulas. Aj Oito Carreiré Braﬁo; B) Argh;no Flint;
C) Branco; D) Cunha; E) Caiano Rajado; F) Ferro; G) Dente de
Ouro; H) Roxo Indio. Porto Alegre, RS. Fotos: Paula Wiethdlter.

3.2 Desenvolvimento das populagfes segregantes

3.2.1 Populacbes F1

O experimento para o desenvolvimento das populagdes F1 foi instalado
a campo, nas dependéncias da empresa Sementes Agroeste Ltda. (Xanxeré,
SC), em margo de 2005. Cada uma das dez variedades crioulas foi cruzada
com as duas linhagens elite, ou seja, com a linhagem LA67 e com a linhagem
LA110 (exemplos: LA67 X Argentino Flint e LA110 X Argentino Flint; LAG67 X
Bagualdo e LA110 X Bagual&o).

Foram utilizadas linhas de 8 metros, com espagcamento de 70 cm entre
linhas e 20 cm entre plantas. Foram semeadas trés linhas de cada linhagem
(LA67 e LA110) e duas linhas de cada variedade crioula (uma para o
cruzamento com a linhagem LAG7 e uma para o cruzamento com a linhagem
LA110), totalizando 26 |linhas. Em cada linha foram semeadas,
aproximadamente, 40 plantas, totalizando 80 plantas de cada variedade crioula

e 120 plantas de cada linhagem elite (40 plantas de cada variedade crioula



para 12 plantas de cada linhagem elite). As plantas de cada linha semeada
com variedades crioulas foram utilizadas como doadoras de pdlen nos
cruzamentos realizados com as linhagens elite. Foi utilizado um numero
superior de plantas doadoras de pdlen (pais) em relagao as linhagens elite
(maes) para garantir uma maior abrangéncia da variabilidade genética presente
em cada variedade crioula. A disposigao das variedades e das linhagens foi

realizada conforme demonstrado na Figura 3.
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FIGURA 3. Experimento realizado para o desenvolvimento das
populagdes F1. 1) Argentino Flint; 2) Bagualado; 3) Branco; 4)
Caiano Rajado; 5) Cunha; 6) Dente de Ouro; 7) Ferro; 8) Oito
Carreiras Branco; 9) Roxo Indio; 10) St. Elite; LA67 e LA110:
linhagens elite. Xanxeré, SC.

No periodo do florescimento, antes da emissao dos estigmas, as espigas
de todas as plantas de ambas linhagens (LA67 e LA110) foram protegidas com
sacos de plastico (Figura 4a e 4b) a fim de evitar que os estigmas fossem
fecundados por poélen indesejado. No periodo da antese, quando
aproximadamente 50 % das plantas da linha estavam na fase de liberagao de
graos de polen, com auxilio de um saco de papel, para cada variedade crioula

(linha), foi coletada uma mistura de graos de podlen de varias plantas (Figura

4c), que foi utilizada para a realizagdo dos cruzamentos com as linhagens elite.



Para a realizacdo do cruzamento, o saco de plastico que estava protegendo a
espiga foi retirado e o podlen rapidamente despejado sobre os estigmas. A
espiga foi protegida com um saco de papel (Figura 4d) até a colheita, realizada
em setembro de 2005. Foram desenvolvidas 20 populagdes F1.

As espigas de cada populacdo F1 foram debulhadas e todas as

sementes da populagao foram misturadas.
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FIGURA 4. Procedimentos adotados para a realizacdo dos cruzamentos. a,
b) protegcdo da espiga com saco de plastico antes da emissao
dos estigmas; c) coleta de graos de pdlen; d) protegdo da espiga
apos o cruzamento com saco de papel. Porto Alegre, RS. Fotos:
Paula Wietholter.

3.2.2 Primeiro ciclo de retrocruzamento (RC1F1)

O primeiro ciclo de retrocruzamento (RC1F1) foi realizado em um
experimento instalado na empresa Sementes Agroeste Ltda. em Xanxeré, em
outubro de 2005. O delineamento experimental e os cruzamentos seguiram a
mesma metodologia utilizada no experimento anterior (item 3.2.1), onde as
linhagens foram os gendtipos recorrentes, porém as plantas doadoras de graos

de podlen foram as populagdes F1. A colheita foi realizada em abril de 2006.
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FIGURA 5. Experimento para o primeiro retrocruzamento com as
linhagens elite LA67 e LA110. VC: variedades crioulas; 1) F1
com Argentino Flint; 2) F1 com Bagualao; 3) F1 com Branco;
4) F1 com Caiano Rajado; 5) F1 com Cunha; 6) F1 com Dente
de Ouro; 7) F1 com Ferro; 8) F1 com Oito Carreiras Branco;
9) F1 com Roxo Indio; 10) F1 com St. Elite; LA67 e LA110:
linhagens elite. Xanxeré, SC.

Todas as populagdes F1 retrocruzadas com a linhagem elite LA67
produziram sementes, diferente das retrocruzadas com a linhagem elite LA110,
que nao produziram nada. N&o houve produgdo de sementes nesses
retrocruzamentos, provavelmente, devido a uma assincronia entre os ciclos
reprodutivos das populagbes F1 e da linhagem elite LA110. Essa linhagem
apresentou florescimento feminino muito tardio, quando os graos de pélen das
populagdes F1, provavelmente, ja haviam perdido a sua viabilidade.

Entre as 10 popula¢cdes RC1F1 que produziram sementes (todas obtidas
através do retrocruzamento com a linhagem elite LA67), somente quatro (com
origem no cruzamento entre a linhagem elite LA67 e as variedades crioulas
Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro) foram selecionadas para o
segundo ciclo de retrocruzamento. O processo seletivo ocorreu com base nas

informagdes prévias das variedades crioulas parentais (Wietholter, 2005),

dando énfase aos caracteres estatura, insergdo da espiga e ciclo.



As espigas de cada populacdo RC1F1 foram debulhadas e todas as

sementes da populagao foram misturadas.

3.2.3 Segundo ciclo de retrocruzamento (RC2F1)

O experimento para o segundo ciclo de retrocruzamento com a linhagem
elite LA67 foi instalado em casa de vegetagcao, na Faculdade de Agronomia da
UFRGS (Figura 6). A semeadura das quatro populacbes RC1F1 selecionadas
[LA67 x (LA67 x Argentino Flint), LA67 x (LA67 x Branco), LA67 x (LA67 x

Cunha) e LA67 x (LA67 x Dente de Ouro)] e da linhagem elite LA67 ocorreu em

maio de 2006.

FIGURA 6. Experimento para o segundo retrocruzamento entre as quatro
populagbes RC1F1 selecionadas [LA67 x (LA67 x Argentino
Flint), LA67 x (LA67 x Branco), LA67 x (LA67 x Cunha) e LA67 x
(LA67 x Dente de Ouro)] com a linhagem elite LA67, em maio de
2006, em casa de vegetacdo, na Faculdade de Agronomia da

UFRGS. Porto Alegre, RS. Foto: Paula Wietholter.

Foram cultivados 40 vasos (uma planta por vaso) com a linhagem elite
LA67, e 80 vasos (duas plantas por vaso) com cada populagdo de

retrocruzamento (dez plantas de LAG67 para 160 plantas de cada populagéo de



retrocruzamento doadora de pdlen). Foi utilizado substrato (Apéndice 1) para o
cultivo das plantas, com aplicagdo de nitrogénio, aproximadamente, 30 dias
apo6s a semeadura, estimando-se 100 kg/ha (0,4 g/vaso). Os retrocruzamentos
foram realizados da mesma maneira que para o desenvolvimento das
populagdes F1, porém as plantas doadoras de graos de pdélen foram as
populacdes RC1F1 selecionadas. A colheita das quatro populacbées RC2F1
produzidas foi realizada em novembro de 2006. As espigas de cada populagao
RC2F1 foram debulhadas e todas as sementes da populagdo foram
misturadas.

Na Tabela 2 estdo descritos os cruzamentos e retrocruzamentos

realizados.



TABELA 2. Cruzamentos e retrocruzamentos realizados entre as linhagens elite LA67 e LA110 e as variedades crioulas
Argentino Flint, Branco, Caiano Rajado, Cunha, Dente de Ouro, Ferro, Oito Carreiras Branco, Roxo Indio, St. Elite
e Bagualdo. Porto Alegre, RS.

Gendtipos Gendtipos doadores F1 / Xanxeré-SC 1° ciclo de retrocruzamento 2° ciclo de retrocruzamento
recorrentes (variedades crioulas) (03/05 a 09/05) (RC1F1) / Xanxeré-SC (RC2F1) / Xanxeré-SC
(linhagens) (10/05 a 04/06) (05/06 a 11/06)

LA67 Argentino Flint (AF) LA67 x AF LA67 x (LA67 x AF) LA67 x [LA67 x (LA67 x AF)]**
LA67 Bagualédo (BG) LA67 x BG LAG67 x (LA67 x BG) -

LA67 Branco (BR) LA67 x BR LA67 x (LA67 x BR) LA67 x [LA67 x (LA67 x BR)]**
LAG7 Caiano Rajado (CR) LA67 x CR LAG7 x (LA67 x CR) -

LA67 Cunha (CN) LA67 x CN LAG67 x (LA67 x CN) LAG7 x [LA67 x (LA67 x CN)]**
LAG7 Dente de Ouro (DO) LA67 x DO LAB7 x (LA67 x DO) LA67 x [LA67 x (LA67 x DO)]**
LA67 Ferro (FR) LA67 x FR LAG7 x (LA67 x FR) -

LAG7 Oito Carreiras Branco (CB) LA67 x CB LA67 x (LA67 x CB) -

LA67 Roxo indio (RI) LA67 x RI LAG67 x (LA67 x RI) -

LA67 St Elite (SE) LA67 x SE LAB7 x (LA67 x SE) -

LA110 Argentino Flint (AF) LA110 x AF * -

LA110 Bagualédo (BG) LA110 x BG * -

LA110 Branco (BR) LA110 x BR * -

LA110 Caiano Rajado (CR) LA110 x CR * -

LA110 Cunha (CN) LA110 x CN * -

LA110 Dente de Ouro (DO) LA110 x DO * -

LA110 Ferro (FR) LA110 x FR * -

LA110 Oito Carreiras Branco (CB) LA110 x CB * -

LA110 Roxo indio (RI) LA110 x RI * -

LA110 St Elite (SE) LA110 x SE * -

* Populagdes que nao produziram sementes; ** Populagdes selecionadas.



3.2.4 Autofecundacéo das populagdes RC2F1

O experimento para autofecundar as quatro populagdes produzidas no
segundo ciclo de retrocruzamento (RC2F1) foi instalado em dezembro de 2006,
na EEA/UFRGS (Eldorado do Sul, RS). A area utilizada foi composta por 60
linhas de 5 m, com espagamento de 70 cm entre linhas. Foram cultivadas 15
linhas por populagdo, com 25 plantas por linha (aproximadamente 300 plantas
por populagao).

As autofecundacbes foram realizadas da mesma maneira que o0s
cruzamentos e retrocruzamentos anteriores, porém os estigmas de cada planta
foram fecundados somente pelos seus préprios graos de pdélen. A colheita das
quatro populagdes RC2F2 produzidas foi realizada em abril de 2007.

Em cada populagdo, cada planta que produziu sementes passou a ser
considerada uma familia distinta. As sementes foram armazenadas

separadamente por familia € ndo mais somente por populacio.

3.25 Selecdo da populacdo final e segundo ciclo de
autofecundacéo

A selecao da populacdo final foi realizada com base na analise de
marcadores microssatélites nos cinco gendtipos parentais das quatro
populagdes selecionadas (linhagem elite LA67 e variedades crioulas Argentino
Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro), visando identificar, entre as variedades
crioulas, aquela com maior divergéncia genética em relagdo a linhagem elite
LAG7.

A populacdo selecionada (desenvolvida a partir do cruzamento da

linhagem elite LAG67 com a variedade crioula Argentino Flint, com dois ciclos de



retrocruzamentos com LA67 e um ciclo de autofecundagao) foi submetida a
mais um ciclo de autofecundagdo, para aumentar o numero de familias, que
era de apenas 36. Em maio de 2007, o experimento foi instalado em casa de
vegetacdo, na Faculdade de Agronomia da UFRGS (Figura 7). Foram
cultivadas, aproximadamente, 200 plantas (cinco a seis sementes de cada

familia), individualmente, em vasos de 5 kg contendo substrato.
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FIGURA 7. Experimento para a autofecundagdo da populacdo RC2F1
selecionada “LA67 x [LA67 x (LA67 x Argentino Flint)]”. Porto
Alegre, RS. Foto: Paula Wiethdlter.

Em torno de 30 dias ap6s a semeadura, foi realizada a coleta de folhas
para posterior analise molecular dos individuos que deixassem descendentes.
O material coletado (uma folha por planta) foi armazenado, individualmente, em

sacos com silica para a desidratagc&o e conservagédo do material.



No periodo do florescimento, as autofecundagdes foram realizadas
conforme descrito no item 3.2.5 e a colheita ocorreu em novembro do mesmo
ano. Das 200 plantas cultivadas na casa de vegetagao, somente 76 produziram
pelo menos cinco sementes por planta (minimo necessario para as analises

fenotipicas), constituindo, dessa forma, a progénie com 76 familias.

3.3 Anélises moleculares com marcadores microssatélites

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, localizado no Departamento de Plantas de Lavoura da
Faculdade de Agronomia da UFRGS.

As avaliagdes foram realizadas nos cinco genétipos parentais (linhagem
elite LA67 e variedades crioulas Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de
Ouro), para a identificacdo da variedade crioula mais distante geneticamente
da linhagem elite LAG7.

Posteriormente, as analises moleculares foram realizadas nas 76
familias da populagéo selecionada (LA67 x [LA67 x (LA67 x Argentino Flint)]),

para a analise dos QTLs.

3.3.1 Coleta do material

Para a analise de distancia genética entre a linhagem elite LA67 e as
variedades crioulas Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro, 20
sementes de cada gendtipo foram cultivadas em papel germinador umedecido,
a 25 °C. Apds a germinagao (aproximadamente dez dias depois), foi coletado

um pedaco de folha (aproximadamente 20 mg) de 10 plantas de cada genétipo.



Os pedacos de folha das 10 plantas do mesmo gendétipo foram acondicionados
conjuntamente em um tubo de 2 mL, para a extracdo do DNA em bulk.

Para a analise da progénie, a coleta foi realizada conforme indicado no
item 3.2.5. O DNA foi extraido, individualmente, somente das 76 plantas que
produziram sementes e que constituiram, dessa forma, a progénie com as 76

familias.

3.3.2 Extracao e quantificacdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada conforme protocolo de Murray &
Thompson (1980) e a quantificacdo do DNA, em gel de agarose 0,9 %. O
marcador lambda foi utilizado para a comparacdo dos tamanhos dos
fragmentos, que foram marcados com brometo de etideo, visualizados em luz

ultravioleta e fotografados pelo programa Kodak Digital Science 1D v.3.0.1.

3.3.3 Amplificacéo e genotipagem

As reagdes de PCR foram preparadas para um volume de 20 ulL, sendo
11,8 uL de agua, 2 uL de Tampao 10 X (1 X), 0,6 uL de MgCl; (1,5 mM), 0,8 uL
de dNTP mix (0,4 mM), 0,3 uL do primer forward (0,3 uM), 0,3 uL do primer
forward (0,3 uM), 0,2 uL da enzima Tag-DNA Polimerase (1 U) e 4 uL de DNA
(60 ng/uL).

Para a amplificagdo do DNA gendmico foi utilizado um programa do tipo
Touchdown (Apéndice 2) e o marcador DNA Ladder 50 pb (Invitrogen) foi
utilizado como padréo de peso molecular. Os fragmentos de DNA amplificados

foram separados em gel de agarose 3 %, com migragdo de 90 minutos a 145



W. Os fragmentos foram marcados com brometo de etideo, visualizados em luz
ultravioleta e fotografados pelo programa Kodak Digital Science 1D v.3.0.1.

Para a analise de distancia genética entre a linhagem elite LA67 e as
variedades crioulas Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro, foram
testados 95 locos microssatélites. A distancia genética foi estimada pelo
coeficiente de Nei72 (Nei, 1972) (UPGMA - NTSYS, Rohlf, 2000).

Nos gendtipos parentais da populagéo final selecionada (linhagem elite
LAG67 e variedade crioula Argentino Flint), além dos 95 locos SSR, foram
testados mais 82 locos, totalizando 177 locos SSR distribuidos nos dez
cromossomos da espécie. Os locos que apresentaram polimorfismo entre a
linhagem elite LA67 e a variedade crioula Argentino Flint foram testados na
progénie.

Os resultados obtidos na analise da progénie foram submetidos a

analise de segregacgao génica, pelo teste Qui-quadrado.

3.4 Andlises fenotipicas

O experimento para as analises fenotipicas das 76 familias genotipadas
com microssatélites foi instalado inicialmente a campo, na EEA-UFRGS
(Eldorado do Sul), em dezembro de 2007. O delineamento foi de blocos
casualizados, com uma a trés repeticdbes (dependendo da quantidade de
sementes disponivel por familia), onde cada parcela foi composta por uma
linha de 5 m, com espagcamento de 70 cm entre linhas e 20 cm entre plantas.
Esse experimento, entretanto, foi completamente perdido, devido ao ataque de

tatus (Apéndice 3).



Por essa razdo, em fevereiro de 2008, um novo experimento foi
instalado em casa de vegetacdo, na Faculdade de Agronomia da UFRGS
(Figura 8). O delineamento foi o de blocos casualizados, com repeticbes por
familia variando de uma a cinco (de acordo com o numero de sementes
disponivel por familia), onde cada repeticdo correspondeu a uma planta (pois
para algumas familias havia sobrado apenas uma semente). Além das 76
familias, os gendtipos parentais (linhagem elite LA67 e variedade crioula
Argentino Flint) também foram semeados, em cinco repeticbes (repeticdo =

uma planta). Para o cultivo das plantas foram utilizados vasos de 5 kg contendo

substrato.

FIGURA 8. Experimento instalado em fevereiro de 2008, em casa de vegetacZo,
na Faculdade de Agronomia da UFRGS, para a anadlise dos
caracteres fenotipicos nas 76 familias da progénie. Porto Alegre,
RS. Fotos: Paula Wiethdlter.

Foram realizadas quatro aplicagdes de uréia em solugao (30 kg/ha), a
cada 15 dias, contando a partir da data da semeadura. Para o controle de
insetos foram aplicados os inseticidas Lorsbam (5 mL/L) e Dipel (2,5 g/L), 20 e
50 dias ap6s semeadura, respectivamente.

Nao foi realizado nenhum controle nos cruzamentos e a polinizagao foi

aberta. O experimento foi colhido em julho de 2008.

Os caracteres fenotipicos analisados, em cada planta, foram:



NDEE: numero de dias a partir da semeadura até a emissao dos estigmas;
NDEP: numero de dias a partir da semeadura até a emissao do pendao;

NDLP: namero de dias a partir da semeadura até a liberagdo dos graos de
polen (anteras visiveis);

IF: intervalo de florescimento, correspondente a diferenga entre o numero de
dias a partir da semeadura até a emissdo dos estigmas e o numero de dias a
partir da semeadura até a liberacéo dos graos de pdlen, obtido pela formula: IF
= NDEE — NDLP

Cl: comprimento do internédio (cm);

NI: numero de internddios por planta;

DI: didametro do internddio abaixo da espiga (cm);

CFIE: comprimento da folha de inser¢ao da espiga (cm);

LFIE: largura da folha de inser¢ao da espiga (cm);

NFACE: numero de folhas acima da espiga;

NFABE: numero de folhas abaixo da espiga;

CHPP: comprimento da haste principal do pendao (cm);

CRLP: comprimento da primeira ramificacao lateral do pendéo;

NTR: numero total de ramificacbes do pendao;

EST: estatura de planta (cm), medida do nivel do solo até o né da folha
bandeira;

INSE: altura de insergédo da espiga (cm), medida do nivel do solo até o n6 da
insercédo da primeira espiga;

CE: comprimento da espiga (cm);

DE: didmetro da espiga (cm);

DS: didmetro do sabugo (cm);



NFE: nuamero de fileiras de graos por espiga;
NGF: numero de graos por fileira;
PECP: peso da espiga com palha (g), descontados 13 % de umidade;
PESP: peso da espiga sem palha (g), descontados 13 % de umidade;
P100G: peso de 100 graos (g), descontados 13 % de umidade.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, seguindo o
modelo matematico:

Yy=p+pi+th+e;

em que
Y; € o valor observado da progénie i no bloco j;
u € a média geral do experimento;
pi é o efeitodo blocob (b=1, 2, 3, 4, 5);
b; € o efeito da progénie (p =1, 2, ..., 76);
ejj € o erro associado a observacao Y;.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa SAS (SAS
INSTITUTE, 1999). A Tabela 3 apresenta o esquema da analise de variancia,

com as respectivas esperancgas dos quadrados médios e teste F.

TABELA 3. Resumo da analise de variancia e esperangas dos quadrados
médios. Porto Alegre, RS.

Causas de GL QM E(QM) F
variagao

Bloco b—1 QMB QMB/QME
Progénies p—1 QMP 0%t + bo%p QMP/QME
Erro (b-1)p-1) QME 0% -

GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; E(QM): esperangas dos quadrados medios; F:
teste F.

Os intervalos de confianga (IC) foram estimados na linhagem LAG7 para

todos os caracteres fenotipicos, para identificar, entre os individuos da



progénie, aqueles com médias menores que os limites inferiores e com médias
maiores que os limites superiores, onde:
IC =u+ QME x t(GL)0,05

em que:
u € a média geral do carater analisado;
QME é o quadrado médio do erro;
tcL)0,05 € 0 valor do teste t tabelado considerando os graus de liberdade do
carater em uma probabilidade de 5 %.

Com base nas esperangas matematicas dos quadrados médios (Tabela
3), foram estimados os seguintes parametros genéticos para todos os

caracteres:

* Variancia genética das progénies (02@(,:))
o°cp) = (QMP — QME)/b
* Variancia fenotipica das progénies (UZF(P))
o’gp) = QMP/b
* Variancia do erro (0%g)
o’e = QME
em que:
* QMP é o quadrado médio de progénies;
* QME é o quadrado médio do erro;
* b & o numero de blocos.
A estimativa da herdabilidade (Hallauer & Miranda, 1981) e do
coeficiente de variagdo genética, para todos os caracteres analisados, foi

obtida considerando uma progénie de meio-irmaos:



* Coeficiente de herdabilidade das progénies (h’p)

hp = 0%cp) / O%Fp)

* Coeficiente de variacado genética (CVg)

CVg(%) =100 x (ogp) ! u)
em que:
* ogp) € 0 desvio padréo entre progénies;
* u é a média geral.

As estimativas das correlagdes fenotipicas (rrixy)) entre os caracteres
foram calculadas usando o PROC CORR do Software SAS.

Os caracteres fenotipicos significativos (5 %) na andlise de variancia
foram selecionados para a andlise de regressdo com o0s marcadores
moleculares que nao apresentaram desvios significativos de segregacao,
verificados através do teste Qui-quadrado.

A associacdo entre cada marcador e cada carater foi verificada,
individualmente, através da analise de regressao linear simples (PROC REG -
Software SAS).

Os marcadores significativos para cada carater foram submetidos a
analise de regressao linear multipla, para a detecgdo do efeito de multiplos
marcadores associados a cada carater (PROC REG - Software SAS).

A proporcdo da variancia fenotipica explicada por cada marcador foi
estimada pelo coeficiente de determinagao (R?), que foi utilizado, no programa
Excel, para a confecgao dos gréficos.

Foram calculadas as médias genotipicas (MG) de todos os QTLs
detectados. Com base nesse calculo, foi estimado o efeito do QTL (Upadyayula

et al., 2006a), onde:



Efeito do QTL = MG da linhagem elite LA67 — MG da variedade crioula
Argentino Flint, onde:

* Resultado positivo = linhagem elite LA67 responsavel pelo aumento no valor
do carater na progénie.

* Resultado negativo = variedade crioula Argentino Flint responsavel pelo

aumento no valor do carater.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao das populacbes

A partir dos gendtipos selecionados, foram desenvolvidas, inicialmente,
20 progénies F1 (Tabela 2). Foi utilizado um numero elevado de populagdes no
inicio do projeto como uma forma de garantir que pelo menos uma delas
conseguisse chegar na geragao desejada, produzindo a quantidade minima de
sementes necessarias para a analise dos QTLs. Como as variedades crioulas
foram selecionadas com base em uma pré-caracterizacdo fenotipica e
molecular, qualquer uma poderia ter chegado ao final do trabalho.

Nenhum dos retrocruzamentos das F1 com a linhagem elite LA110
produziu sementes. Por outro lado, todos os retrocruzamentos com a linhagem
LAG67 produziram. Dessas, somente quatro foram selecionadas para o proximo
ciclo de retrocruzamento. A selegao foi realizada objetivando manter, conforme
possivel, a variabilidade genética inicialmente selecionada. Por essa razao, os
caracteres cor e tipo de grao também foram considerados.

As populacdes de retrocruzamento selecionadas foram:

a) LA67/Argentino Flint: variedade crioula selecionada inicialmente pelo

peso do grao, com graos alaranjados e flint;



b) LA67/Branco: variedade crioula selecionada pelos caracteres estatura
de planta, altura de inser¢éo da espiga e peso dos graos, com graos brancos e
flint;

c) LA67/Cunha: variedade crioula selecionada pelo carater altura de
insercado da espiga, com graos amarelos e dentados;

d) LA67/Dente de Ouro: variedade crioula selecionada pelos caracteres
estatura de planta e altura de inser¢gao da espiga, com graos alaranjados e
dentados.

Essas quatro populagdes foram submetidas ao segundo ciclo de
retrocruzamento com a respectiva linhagem elite LA67 recorrente (Tabela 5),
para reconstituir o genétipo da linhagem elite, porém mantendo algumas
caracteristicas da variedade crioula doadora de podlen. No experimento
seguinte as quatro populag¢des foram autofecundadas.

Os cinco gendtipos parentais envolvidos no desenvolvimento das quatro
populagdes mantidas no experimento, ou seja, a linhagem LAG67 e as quatro
variedades crioulas (Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro) foram
genotipadas com marcadores microssatélites. Essa anadlise foi realizada
visando selecionar, entre as quatro variedades crioulas, a mais divergente, em
nivel molecular, da linhagem elite LA67. De acordo com Nienhuis et al. (1993),
analises de distancia genética sdo muito importantes para o melhoramento
genético, pois auxiliam na orientagao eficiente dos cruzamentos. Quando a
distancia genética é estimada por marcadores moleculares, a estimativa € mais
precisa, pois a influéncia ambiental que deve ser considerada nas analises

fenotipicas, nesse caso, € descartada. Entretanto, a complementacido com



analises fenotipicas permite a selegao de gendtipos parentais com variabilidade
genética especifica para os caracteres desejados (Vieira et al., 2005).

Dos 95 locos testados na linhagem LAG67 e nas variedades crioulas
Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de Ouro, 23 ndao amplificaram, 20 foram
monomorficos e 53 foram polimorficos (Tabela 4). Aproximadamente 73 % dos
locos que amplificaram apresentaram padrao polimérfico. No total, foram
identificados 129 alelos, com média de 2,4 alelos por primer, com bandas entre
50 e 350 pb.

TABELA 4. Locos polimorficos identificados entre a linhagem elite LA67 e as
variedades crioulas Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de

Ouro. Localizagado cromossémica (bin), numero de alelos por loco e
tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb). Porto Alegre,

RS.
Loco Bin N° de alelos Tamanho (pb)
bnlg1451 10.02 2 120 - 150
bnlg439 1.03 3 200 - 300
mmc006 2.00 4 200 - 240
mmc0401 2.05 3 180 - 220
nc005 4.05 2 150 - 180
phi006 4.10 2 80 - 100
phi011 1.09 2 220 - 250
phi032 9.04 2 230 - 250
phi037 1.08 3 130 - 160
phi065 9.03 3 140 - 180
phi073 3.05 2 170 - 190
phi079 4.05 2 200 - 220
phi081 6.05 2 180 - 220
phi085 5.06 3 250 - 380
umc1018 6.00 3 120 - 140
umc1023 6.00 2 130 - 140
umc1026 2.04 2 130 - 150
umc1034 8.02 2 110 - 180
umc1056 5.03 2 150 - 160
umc1064 1.1 2 150 - 170
umc1094 9.05 2 140 - 155
umc1173 4.09 2 160 - 180
umc1185 2.03 3 100 - 120
umc1197 4.10 2 120 - 150
umc1202 8.03 2 100 - 110
umc1294 4.02 3 160 - 200
umc1359 8.00 2 300 - 350
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TABELA 4. Locos polimorficos identificados entre a linhagem elite LA67 e as
variedades crioulas Argentino Flint, Branco, Cunha e Dente de
Ouro. Localizagado cromossémica (bin), numero de alelos por loco e
tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb). Porto Alegre,

RS.
Loco Bin N° de alelos Tamanho (pb)
umc1363 1.01 2 100 - 130
umc1397 1.03 3 150 - 170
umc1426 7.00 3 140 - 160
umc1466 4.08 3 100 - 120
umc1506 10.05 2 100 - 140
umc1547 10.01 3 70-90
umc1555 2.03 2 90 - 110
umc1564 5.03 2 150 - 160
umc1576 10.02 2 50 - 80
umc1594 3.09 3 120 - 160
umc1620 4.07 2 140 - 150
umc1622 2.00 2 70-90
umc1627 8.03 3 120-170
umc1636 9.02 2 110 - 130
umc1657 9.05 3 120 - 140
umc1702 4.05 2 100 - 180
umc1799 7.04 3 80-120
umc2047 1.09 3 150 - 220
umc2084 9.01 3 100 - 150
umc2096 1.03 2 150 - 170
umc2110 2.05 2 180 - 200
umc2150 4.01 3 160 - 200
umc2164 5.05 3 80 - 160
umc2182 8.04 2 180 - 220
umc2302 5.04 3 100 - 140
umc2316 6.03 2 120 - 130
Total - 129 -
Média - 2,4 -

Os dados obtidos através dos locos polimérficos geraram uma matriz de
dados (Tabela 5) utilizando o Coeficiente de Nei72. A variedade Argentino Flint
apresentou o maior coeficiente de distancia genética em relagdo a linhagem

elite LAG7.



TABELA 5. Matriz de distancia genética gerada pelo Coeficiente de Nei72
(NTSYS). Porto Alegre, RS.
LAG67 Dente de Ouro  Argentino Flint Cunha Branco
LAG7 0,00

Dente de Ouro 0,76 0,00

Argentino Flint 0,79 0,28 0,00

Cunha 0,67 0,27 0,36 0,00

Branco 0,77 0,31 0,28 0,40 0,00

A estimativa da diversidade genética por marcadores moleculares,
quando acompanhada de informacdes fenotipicas, € importante para a
identificacdo de QTLs associados aos caracteres de interesse (Vieira et al.,
2005). Com base nisso, a populagao selecionada para o estudo de QTLs foi a
desenvolvida a partir do cruzamento da linhagem elite LAG7 com a variedade
crioula Argentino Flint, com dois ciclos de retrocruzamento com a linhagem elite
LAG7 e um ciclo de autofecundacgéo (Figura 9).

O numero de familias que constituiram a populagcdo selecionada foi
muito baixo (Tabela 6) e, por essa razao, mais um ciclo de autofecundacao foi
realizado, para aumentar o tamanho da progénie, pois em estudos de QTLs, a
progénie deve ser avaliada com o maximo de familias possivel (Ramalho et al.,
2001). Nesse experimento, 76 plantas produziram sementes e constituiram,
dessa forma, a progénie submetida as analises fenotipicas e moleculares para

a identificagdo dos marcadores associados aos QTLs.



FIGURA 9. Pais e populagcdo selecionada. Da esquerda para a direita:
linhagem elite LA67, variedade crioula Argentino Flint, populagao
segregante (RC2F2). Porto Alegre, RS. Foto: Paula Wiethdlter.

TABELA 6. Numero de familias e numero de sementes produzidas por
familia apds o primeiro ciclo de autofecundagao. Porto Alegre,

RS.
Populagdes Numero de familias Numero de
sementes/familia
RC2F2 — LA67/Argentino Flint 36 1771
RC2F2 — LA67/Branco 18 469
RC2F2 — LA67/Cunha 14 398
RC2F2 — LA67/Dente de Ouro 9 263

4.2 Analises moleculares com marcadores microssatélites
Dos 177 locos microssatélites testados na linhagem elite LA67 e na
variedade crioula Argentino Flint, 58 ndo amplificaram, 53 foram monomorficos

e 66 foram polimorficos.



O percentual de polimorfismo entre marcadores moleculares € uma
funcao das relagdes genéticas entre dois gendtipos (Upadyayula et al., 2006).
Nao ha conhecimento de nenhuma relacdo de parentesco existente entre os
pais. O gendtipo recorrente foi desenvolvido por uma empresa privada na
regido de Santa Catarina, a partir de sucessivos ciclos de autofecundacoes,
sob intenso controle para evitar contaminagdes. Ja o gendtipo doador é
caracterizado como uma variedade de polinizagéo aberta, cultivada, em geral,
por produtores de pequenas propriedades na regidao de Cangugu (RS), sem
qualquer controle de possiveis contaminagdées por gendtipos com diferentes
constituicdes genéticas. Além disso, deve-se considerar que o gendtipo doador
€ identificado como sendo uma variedade crioula. Essas variedades, por si s0,
caracterizam-se como sendo portadoras de elevada variabilidade genética.

Considerando somente os locos monomorficos e polimérficos que
amplificaram, o percentual de polimorfismo observado foi de,
aproximadamente, 55 %, valor superior ao observado para microssatélites em
milho, que é de 30 % a 50 % (Wong et al., 2003), quando os gendtipos
parentais ndo sao relacionados. Esse resultado confirma a heterogeneidade
dos materiais parentais.

Dos 66 locos polimoérficos identificados na progénie, 32 foram excluidos
da analise devido a problemas de amplificacdo ou alto percentual de dados
perdidos quando avaliados na progénie. Sendo assim, as 76 familias da
progénie foram analisadas com 34 locos SSR, abrangendo os 10 cromossomos
da espécie (Tabela 7).

Considerando os 34 locos, no total, foram observados 82 alelos, com

meédia de 2,4 alelos por loco e bandas com tamanhos entre 50 e 380 pb.



TABELA 7. Locos microssatélites analisados na progénie. Localizagao
cromossOmica dos locos (bin), numero de alelos e tamanho dos
fragmentos em pares de bases (pb). Porto Alegre, RS.

Locos Bin N° de alelos Tamanho (pb)
bnlg439 10.01 3 200 - 300
mmc0401 2.05 3 180 - 220
nc004 10.04 3 150 - 170
nc005 4.05 2 200 - 230
orp1 4.05 2 200 - 300
phi027 9.03 3 150 - 170
phi032 9.04 2 230 - 250
phi034 7.02 2 130 - 150
phi037 1.08 3 130 - 160
phi056 1.01 2 250 - 270
phi062 10.04 2 150 - 170
phi065 9.03 3 140 - 180
phi075 6.00 2 220 - 250
phi080 8.08 3 140 - 160
phi083 2.04 3 130 - 160
phi085 5.06 3 250 - 380
umc1016 7.02 2 100 - 120
umc1020 6.05 2 80-100
umc1058 4.11 2 100 - 120
umc1064 1.11 2 150 - 170
umc1094 9.05 2 140 - 155
umc1178 6.02 2 150 - 190
umc1294 4.02 3 160 - 200
umc1309 8.05 3 200 - 230
umc1343 8.05 2 150 - 170
umc1363 1.01 2 100 - 130
umc1397 1.03 3 150 - 170
umc1485 2.04 2 120 - 150
umc1506 10.05 2 100 - 140
umc1576 10.02 2 50 - 80
umc1594 3.09 3 120 - 160
umc1702 4.05 2 100 - 180
umc2047 1.09 3 150 - 220
y1SSR 6.01 2 200 - 220
Total - 82 -
Média - 24 -

A segregacéo alélica dos marcadores foi verificada na progénie visando
identificar possiveis marcadores com desvios significativos em relacdo a
segregagao mendeliana esperada, considerando apenas um loco com alelos
segregando de forma independente. A segregacao distorcida € definida como
um desvio das frequéncias genotipicas observadas em relacédo as esperadas, a

qual viola as leis de segregacao de Mendel (Lu et al., 2002).



Desvios na segregacdao podem ser provocados por diversos fatores
como a ligagao com alelos deletérios, tamanho inadequado da amostra (Ribas
& Sebbenn, 2004) e alto nivel de divergéncia entre os genoétipos parentais
(Ferreira, 2006). Em geral, esses locos sao descartados dos estudos (Kao et
al., 1999), pois podem interferir erroneamente nos resultados. Em estudos de
QTLs, nos quais se busca a identificagdo de marcadores associados a
caracteres de interesse, marcadores apresentando desvios na segregagao
podem produzir falsos positivos.

Os calculos relacionados com as freqluéncias esperadas foram
realizados de acordo com o polimorfismo observado entre os gendtipos
parentais e considerando uma progénie desenvolvida com dois ciclos de
retrocruzamentos e dois ciclos de autofecundagdes. Entre os 36 locos
polimérficos analisados, foram observados sete diferentes padrdes polimorficos
entre os gendtipos parentais (Tabela 8), ou seja, alguns primers apresentaram
0 mesmo padrao (exemplo: para os locos umc1094, umc1363, umc1702,
umc1506 e umc1485, LA67 apresentou o gendtipo BB e Argentino Flint o
gendtipo AB). As frequéncias observadas foram quantificadas e o teste Qui-

quadrado aplicado.

TABELA 8. Segregacdo esperada dos locos microssatélites em cada
geracéo, conforme o gendtipo dos pais (linhagem elite LAG7 e
variedade crioula Argentino Flint - AFlint). Porto Alegre, RS.

Genotipo % esperado
F1 RC1F1 RC2F1 RC2F2
LAG7 BB 1/2 3/4 1/8 29/32
AFlint AB 1/2 1/4 7/8 2/32

Recombinante AA - - - 1/32
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TABELA 8. Segregacédo esperada dos

locos microssatélites em cada

geracao, conforme o gendtipo dos pais (linhagem elite LAG7 e
variedade crioula Argentino Flint - AFlint). Porto Alegre, RS.

Gendtipo % esperado

F1 RC1F1 RC2F1 RC2F2
LAG67 BB - 1/2 3/4 26/32
AFlint AC - - - -
Recombinante AB 1/2 1/4 1/8 2/32
Recombinante BC 1/2 1/4 1/8 2/32
Recombinante AA - - - 1/32
Recombinante CcC - - - 1/32
LAG7 BC 1/4 3/8 14/32 28/128
AFlint AC 1/4 1/8 2/32 4/128
Recombinante AB 1/4 1/8 2/32 4/128
Recombinante CcC 1/4 2/8 8/32 48/128
Recombinante BB - 1/8 6/32 40/128
Recombinante AA - - - 4/128
LAG67 AA - 1/2 6/8 26/32
AFlint BC - - - -
Recombinante AB 1/2 1/4 1/8 2/32
Recombinante AC 1/2 1/4 1/8 2/32
Recombinante BB - - - 1/32
Recombinante CcC - - - 1/32
LAG7 AA 1/2 3/4 7/8 29/32
AFlint AB 1/2 1/4 1/8 2/32
Recombinante BB - - - 1/32
LAG7 BB - 1/2 3/4 13/16
AFlint AA - - - 1/16
Recombinante AB 1 1/2 3/4 2/16
LAG7 AA - 1/2 3/4 13/16
AFlint BB - - - 1/16
Recombinante AB 1 1/2 1/4 2/16

Conforme observado na Tabela 9, ndo foram observados desvios

significativos na segregacao e a heranga mendeliana foi confirmada para todos

os locos analisados. Sendo assim, todos os marcadores foram selecionados

para o estudo visando a identificacdo de QTLs associados aos caracteres

fenotipicos.



TABELA 9. Teste Qui-quadrado para andlise de segregacdo dos locos
microssatélites. Porto Alegre, RS.

Locos GL Xealc Xtab(0.0) Observacgao
bnlg439 5 4,173 11,07 ns
mmc0401 5 0,0000 11,07 ns
nc004 4 0,0400 9,49 ns
orp1 2 0,0000 5,99 ns
phi027 5 0,0000 11,07 ns
phi032 2 0,01 5,99 ns
phi034 2 0,04 5,99 ns
phi037 4 0,00 9,49 ns
phi056 2 0,00 5,99 ns
phi062 2 0,00 5,99 ns
phi065 4 0,01 9,49 ns
phi075 2 0,35 5,99 ns
phi080 5 0,00 11,07 ns
phi083 5 0,00 11,07 ns
phi085 5 0,00 11,07 ns
umc1016 2 0,54 5,99 ns
umc1020 2 0,44 5,99 ns
umc1058 2 0,39 5,99 ns
umc1064 2 0,14 5,99 ns
umc1094 2 0,24 5,99 ns
umc1178 2 0,05 5,99 ns
umc1294 5 0,00 11,07 ns
umc1309 4 0,00 9,49 ns
umc1343 2 0,00 5,99 ns
umc1363 2 0,44 5,99 ns
umc1397 5 0,00 11,07 ns
umc1485 2 0,00 5,99 ns
umc1506 2 0,00 5,99 ns
umc1576 2 0,00 5,99 ns
umc1594 5 0,00 11,07 ns
umc1702 2 0,02 5,99 ns
umc2047 5 0,00 11,07 ns
y1SSR 2 0,13 5,99 ns
zmRR1-PCR 2 0,31 5,99 ns

GL: graus de liberdade; X, c: valor calculado; Xiap(0,05): Valor tabelado; ns: nao significativo.

4.3 Andlises fenotipicas

As analises morfoldgicas sao fundamentais para o estudo dos caracteres
quantitativos. Esses caracteres, que sao controlados por varios locos de
pequeno efeito, sob acdo do ambiente, ndo se distinguem em classes como os

caracteres qualitativos, o que torna dificil a sua analise seguindo os critérios



mendelianos. Levando em consideracdo que os caracteres mais importantes,
como o rendimento de graos, tem heranga quantitativa (Srdic et al., 2007), as
analises fenotipicas tornam-se indispensaveis para qualquer programa de
melhoramento genético. Além disso, através delas, a variabilidade genética de
uma populacdo pode ser identificada e, dessa forma, selecionada quando de
interesse.

Os gendtipos parentais (LA67 e Argentino Flint) foram avaliados em
relacdo aos 24 caracteres fenotipicos determinados. Apenas os caracteres
intervalo no florescimento, estatura, insergdo da espiga, didmetro do internédio
e didmetro do sabugo apresentaram diferencas significativas na analise de
variancia (Tabela 10), indicando que, em geral, a linhagem elite LAG7 e a
variedade crioula Argentino Flint ndo eram fenotipicamente muito diferentes,
considerando os demais caracteres. Entretanto, conforme descrito
anteriormente, a analise molecular indicou um alto percentual de locos
polimorficos (55 %). Segundo Carvalho et al. (2002), gendtipos geneticamente
dissimilares (SSR), porém com fendtipos similares e superiores para os
caracteres de interesse, podem apresentar locos génicos distintos controlando
0 mesmo carater. Esses locos, quando reunidos, podem dar origem a uma
progénie segregante transgressiva para o carater sob selecéo, devido a agao

de genes complementares.



TABELA 10. Resumo da analise de variancia (QME) dos caracteres fenotipicos avaliados nos pais, em casa de vegetacdo, na Faculdade de
Agronomia da UFRGS, entre os meses de janeiro e junho de 2008. Porto Alegre, RS.

Causas de NDEE NDEP NDLP IF NTR CHPP CRLP EST INSE NI Cl DI

variacao (dias) (dias) (dias) (dias) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Pais 4,50 10,00 0,10 12.19** 84,10 28,90 4,22 734410 2822,40* 6,40 15,13 2,12
Repeticao 15,82 20,65 26,65 11.30 10,40 35,90 16,15 978,35 343,15 0,35 11,48 2,82
Residuo 7,5 18,25 11,85 6.90 19,60 3,90 4,60 351,85 320,15 2,15 7,60 0,19
LAG7' 62,00 56,20 60,00 2 13,40 26,60 20,80 192,80 78,40 12,60 13,80 1,68
AFLINT? 64,00 58,20 61,00 3 19,20 30,00 22,10 247,00 112,00 14,20 16,26 2,60
CV (%) 4,46 7,47 5,61 6850.70 27,16 6,98 10,00 8,53 18,79 10,94 18,35 20,42
Causas de NFACE NFABE CFIE LFIE CE DE DS NFE NGF PECP PESP P100G
variagéo (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) Q) (9) (9)

Pais 1,60 0,90 247,53 0,06 13,00 0,55 1,05** 24,50 112,50 121,10 63,96 13,93
Repeticao 0,75 0,50 160,23 1,54 5,32 0,13 0,02 3,17 25,82 274497 1518,81 28,41
Residuo 0,35 0,40 82,20 0,50 4,35 0,06 0,02 4,5 2550 541,18 585,71 8,85

LAG7' 5,60 6,20 70,00 7,44 10,18 4,04 3,02 13,40 16,20 89,08 68,05 22,83
AFLINT? 6,40 6,80 85,46 7,60 13,50 3,62 2,32 10,50 24,50 82,13 74,82 26,10
CV (%) 9,86 9,37 11,54 9,42 17,89 6,59 5,78 17,51 25,39 27,17 31,85 12,25

* Significativo a 5 %; ** significativo a 1 %; " média da linhagem LAG7; “meédia da variedade crioula Argentino Flint; NDEE: numero de dias para a emissao dos estigmas; NDEP:
numero de dias para a emissdo do pendao; NDLP: niumero de dias para a liberagdo dos graos de pdlen; IF: intervalo de florescimento; NTR: numero total de ramificagcdes do
pendéo; CHPP: comprimento da haste principal do penddo; CRLP: comprimento da primeira ramificagéo lateral do pendéo; EST: estatura; INSE: altura de inser¢éo da espiga;
NI: nimero de internédios; Cl: comprimento do internddio; DI: diametro do internddio; NFACE: numero de folhas acima da espiga; NFABE: niumero de folhas abaixo da espiga;
CFIE: comprimento da folha de inser¢do da espiga; LFIE: largura da folha de insergédo da espiga; CE: comprimento da espiga; DE: didmetro da espiga; DS: diametro do sabugo;
NFE: nimero de fileiras de graos por espiga; NGF: niumero de gréos por fileira; PECP: peso da espiga com palha; PESP: peso da espiga sem palha; P100G: peso de 100 graos.



Na anadlise de variancia das 76 familias que constituiram a progénie
(Tabela 11), 15 dos 24 caracteres fenotipicos avaliados foram significativos, ou
seja, diversos caracteres que nao apresentaram diferencas significativas entre
a linhagem elite LA67 e a variedade crioula Argentino Flint (gendtipos
parentais), apresentaram na progénie, indicando que houve a formacao de uma
progénie com genaotipos transgressivos.

Em geral, os caracteres mostraram um padrao de distribuigdo continua
em torno da média. O coeficiente de variagao é utilizado para indicar o nivel de
precisdo com que os caracteres sdo estimados. Os coeficientes de variagcao
experimental apresentaram, em geral, valores reduzidos para a maioria dos

caracteres (Tabela 11), indicando, dessa forma, boa precisao experimental.



TABELA 11. Resumo da analise de variancia (QME) dos caracteres fenotipicos avaliados na progénie RC2F3, em casa de vegetacéo,
na Faculdade de Agronomia da UFRGS, entre os meses de janeiro e junho de 2008. Porto Alegre, RS.

Causas de NDEE NDEP  NDLP IF NTR CHPP CRLP EST INSE NI Cl DI
variagao (dias) (dias) (dias) (dias) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Genétipo 22,52** 16,07 16,14* 12,19** 14,68** 21,70 15,74 628,16 300,31** 1,82 6,20 0,30
Repeticao 271,52 231,00 187,30 11,30 14,64 257,08 45,47 7904,70  2807,02 12,82 20,44 7,64
Residuo 13,33 16,37 10,61 6,90 6,96 17,51 12,71 371,53 128,87 0,86 4,67 0,32
Progénie’ 62,30 58,27 62,25 0,00 14,81 25,42 19,03 196,40 84,60 12,74 14,31 1,82
LAG72 62,00 56,20 60,00 2,00 13,40 26,60 20,80 192,80 78,40 12,60 13,80 1,68
AFLINT? 64,00 58,20 61,00 3,00 19,20 30,00 22,10 247,00 112,00 14,20 16,26 2,60
Geral* 62,33 58,30 62,28 0,05 14,77 25,33 18,95 195,66 84,26 12,72 14,28 1,81
CV (%) 5,86 6,93 5,23 6850,70 17,87 16,52 18,81 9,85 13,47 7,31 15,13 31,27
Causas de NFACE NFABE CFIE LFIE CE DE DS NFE NGF PECP PESP P100G
variagéo (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (9) (9) (9)
Genétipo 0,88** 1,77 69,62**  2,08** 5,26** 0,15 0,21 3,61* 24,79**  630,51** 2052,31  22,44**
Repeticao 1,34 27,56 213,31 1,92 10,20 2,91 3,58 1,63 53,60 4661,46 2912,86 257,67
Residuo 0,47 1,01 47,50 0,66 2,71 0,14 0,25 2,11 11,95 363,87  1844,90 11,96
Progénie’ 5,37 6,20 74,50 7,55 11,31 3,72 2,63 11,93 17,51 78,90 77,43 21,94
LAG7? 5,60 6,20 70,00 7,44 10,18 4,04 3,02 13,40 16,20 89,08 68,05 22,83
AFLINT? 6,40 6,80 85,46 7,60 13,50 3,62 2,32 10,50 24,50 82,13 74,82 26,10
Geral* 3,37 6,19 74,39 7,55 11,30 3,72 2,63 11,92 17,44 78,69 67,83 21,87
CV (%) 12,88 16,26 9,26 10,80 14,56 10,11 19,16 12,17 19,81 24,24 63,33 15,81

* Significativo a 5 %; ** significativo a 1 %; " média da Progénie; ? média da linhagem LA67; % média da variedade crioula Argentino Flint; * média geral; NDEE: numero de dias para a
emissao dos estigmas; NDEP: nimero de dias para a emissdo do pendao; NDLP: nimero de dias para a liberagédo dos gréos de polen; IF: intervalo de florescimento; NTR: nimero total
de ramificagdes do penddo; CHPP: comprimento da haste principal do pend&do; CRLP: comprimento da primeira ramificagéo lateral do pendao; EST: estatura; INSE: altura de inser¢éo
da espiga; NI: numero de internddios; Cl: comprimento do internddio; DI: didmetro do internédio; NFACE: numero de folhas acima da espiga; NFABE: numero de folhas abaixo da
espiga; CFIE: comprimento da folha de insergao da espiga; LFIE: largura da folha de inser¢do da espiga; CE: comprimento da espiga; DE: didmetro da espiga; DS: didmetro do sabugo;
NFE: numero de fileiras de graos por espiga; NGF: niumero de graos por fileira; PECP: peso da espiga com palha; PESP: peso da espiga sem palha; P100G: peso de 100 graos.



Em relacdo aos caracteres envolvidos com o florescimento, foi
observada média de 62,33 dias para a emissédo do estigma, 58,30 dias para a
emissao do pendao e 62,28 dias para a liberagao dos graos de pélen. O carater
intervalo no florescimento apresentou média igual a zero, indicando que, em
geral, ndo foram constatadas grandes diferencgas entre o florescimento feminino
e masculino. Os resultados encontrados estdo de acordo com outros trabalhos
(Silva, 2002; Alves, 2006), indicando coeréncia nos dados.

Quanto as caracteristicas do pendao, o carater numero total de
ramificacbes do pendao apresentou média de 14,8, semelhante a encontrada
por Sabadin (2008) de 15,0. O carater comprimento da haste principal do
pendado apresentou média de 25,3 cm e o carater comprimento da primeira
ramificacao lateral do pendao apresentou média de 18,9 cm.

Para os caracteres estatura de planta e altura de insergao da espiga, as
médias observadas na progénie foram de 1957 cm e 84,3 cm,
respectivamente. Resultados similares foram encontrados por Silva (2002) e
Sabadin (2008). Para os caracteres relacionados ao internddio, foram
encontradas médias de 12,7 para o carater numero de internddios, 14,3 para o
carater comprimento do internédio e 1,8 cm para o carater diametro do
internodio.

Para o numero de folhas acima da espiga foi observada média de 3,35,
para numero de folhas abaixo da espiga a média foi de 6,19, para comprimento
da folha de inser¢do da espiga a média foi de 74,39 cm e para a largura da
folha de insergédo da espiga a média observada foi de 7,55 cm.

Em relagdo aos caracteres relacionados com a produtividade, a média

observada para o carater comprimento da espiga foi de 11,30 cm e para o



carater didametro da espiga 3,72 cm. Para o carater didametro do sabugo a
média constatada foi de 2,63 cm, para o carater numero de fileiras de graos por
espiga a média foi de 11,92 e para o carater numero de graos por fileira a
média observada foi de 17,44. Para o peso da espiga com palha a média
observada foi de 78,69 gramas, para o peso da espiga sem palha a média foi
de 67,83 gramas e para o carater peso de 100 graos a média observada foi de
21,87 gramas. Resultados similares foram encontrados por Sabadin (2008),
que encontrou médias de 13,8 cm para comprimento da espiga, 3,8 cm para

didmetro da espiga, 11,3 para numero de fileiras e 28,6 para numero de graos.

4.3.1 Identificacado de familias com genétipos transgressivos

Foram estimados os intervalos de confianga (IC) na linhagem elite LA67,
para a identificacdo de segregacgao transgressiva na progénie, para todos os
caracteres significativos na analise de varidncia (Tabela 12). Nessa analise,
para cada caracteristica, considerou-se que as familias com médias menores
ao IC inferior e com médias maiores ao IC superior da linhagem LAG67,
representariam familias com gendtipos recombinantes (novos alelos em
homozigose e/ou novas combinagdes alélicas). O objetivo principal dessa
analise foi o de verificar a natureza da variabilidade introgredida, identificando
as familias com fendtipos diferenciados e destacando aquelas melhores que a
linhagem elite LA67 (original). Os caracteres foram analisados individualmente.

Segregacao transgressiva foi observada para os caracteres numero de
fileiras de graos por espiga, numero total de ramificagbes do pendao, peso de
100 gréaos, numero de internddios, comprimento da espiga, comprimento da

folna de insercao da espiga, numero de dias para a emissdo do estigma,



numero de dias para a liberagdo dos graos de podlen, insercao da espiga,
largura da folha de inser¢cao da espiga, numero de folhas abaixo da espiga,
numero de folhas acima da espiga e estatura de planta.

Para o carater numero de fileiras de graos por espiga, foram observadas
cinco familias com médias menores que o IC inferior da linhagem elite LAG67.
Porém, somente familias com médias maiores seriam desejadas para esse
carater, que esta diretamente relacionado com o rendimento de gréos.

Para o numero total de ramificacdes, foram observadas 14 familias com
médias maiores que o IC superior da linhagem elite LA67. Entretanto, devido
ao alto consumo de fotoassimilados durante o desenvolvimento do pendéao
(Sangoi et al., 2002), o melhoramento genético vem buscando desenvolver

gendtipos com numero menor de ramificagdes.

TABELA 12. Estimativa do intervalo de confianga (IC) inferior (INF) e
superior (SUP) na linhagem elite LA67 e identificagdo das
familias (de 1 a 76) com médias menores ao IC-INF da
linhagem e maiores ao IC-SUP da linhagem, nos caracteres
fenotipicos analisados. Porto Alegre, RS.

IC da linhagem Familias com médias menores que o IC-INF e

LAG7 maiores que o IC-SUP da linhagem LA67
INF SUP Menores que IC INF Maiores que IC SUP
NFE 10,41 16,39 8, 20, 36, 53, 76 -
NTR 11,14 15,66 9, 16, 17, 30, 33, 36,
- 45, 46, 47, 48, 57, 62,
64, 65
P100G 19,80 25,85 3,10, 16, 17, 24, 48, 50, 27, 29, 36, 45, 47

51, 54, 56, 57, 61, 64
PECP 25,34 152,84 - -
NI 11,49 13,71 - 12,17, 66
NGF 9,10 23,30 - -

CE 7,05 13,31 - 8, 15, 43, 44



continuacéao

TABELA 12. Estimativa do intervalo de confianga (IC) inferior (INF) e
superior (SUP) na linhagem elite LA67 e identificagdao das
familias (de 1 a 76) com médias menores ao IC-INF da
linhagem e maiores ao IC-SUP da linhagem, nos caracteres
fenotipicos analisados. Porto Alegre, RS.

IC da linhagem Familias com médias menores que o IC-INF e
LAG7 maiores que o IC-SUP da linhagem LAG7

INF SUP Menores que IC INF Maiores que IC SUP

CFIE 53,81 86,19 45

NDEE 57,54 64,86 20, 68 8,9, 10, 26, 30, 53, 54

NDLP 58,16 64,64 46 8,10, 13, 24, 53, 54,
75,76

INSE 59,19 97,61 - 8,12, 28, 32, 38, 50,
56, 70

LFIE 6,83 8,05 13, 30, 32, 54, 59, 60, 61, 2,4,5,8,9,10, 11,

67,68,69,73,74,75,76 12,17, 20, 23, 27, 29,
40, 43, 44, 47, 49, 57,
62, 64, 65, 66, 70, 71,

72
NFABE 5,16 7,24 - 4,32, 56, 58
NFACE 4,92 6,28 - 9, 66
EST 169,15 216,45 - 10, 28, 32, 38, 70

NFE: numero de fileiras de grdos por espiga; NTR: numero total de ramificagdes do pendao; P100G:
peso de 100 graos; PECP: peso da espiga com palha; NI: numero de internddios; NGF: nimero de graos
por fileira; CE: comprimento da espiga; NDEE: niumero de dias para a emissdo dos estigmas; NDLP:
nimero de dias para a liberacdo dos grdos de pdlen; INSE: altura de insercdo da espiga; CFIE:
comprimento da folha de insercdo da espiga; LFIE: largura da folha de insercdo da espiga; NFABE:
numero de folhas abaixo da espiga; NFACE: numero de folhas acima da espiga; EST: estatura.

O carater peso de 100 graos apresentou cinco familias com médias
maiores que o |IC superior da linhagem elite LAG7, indicando que alguns alelos
favoraveis ao aumento na producdo podem ter sido incorporados nesses
individuos. Entretanto, 13 familias apresentaram médias menores que o IC
inferior da linhagem. Esse resultado era esperado devido ao conhecimento
prévio de que, em geral, as variedades crioulas sdo menos produtivas que os
materiais melhorados. Porém, a baixa produgdo caracteristica dessas

variedades nao significa que elas ndo possuam alelos favoraveis ao aumento



da producédo, significa apenas que, no genoma onde naturalmente se
encontram, a expressao desses alelos pode nao ser estimulada. Entretanto, é
possivel que, em uma outra constituigdo genética, sob novas combinacgdes
alélicas e até mesmo sob novos estimulos (outros promotores, por exemplo), a
expressao do carater com o qual esta envolvido possa ser diferenciada. O
mesmo pode ser considerado em relagdo ao carater comprimento da espiga,
que também esta relacionado com o rendimento de graos, para o qual quatro
familias apresentaram médias maiores que o IC superior da linhagem elite
LAGY.

Os caracteres estatura de planta e altura de inser¢cdo da espiga
apresentaram, respectivamente, cinco e oito familias com médias maiores que
o IC superior da linhagem elite LA67. Na Tabela 12 pode-se observar que as
médias da variedade crioula Argentino Flint, para ambos caracteres, sdao muito
maiores que as apresentadas na linhagem elite LA67. Por essa razao, era
esperado encontrar algumas familias na progénie com médias superiores as
encontradas na linhagem elite LAG67, devido a possivel incorporagao de alguns
alelos da variedade crioula Argentino Flint.

O carater numero de internddios apresentou trés familias com médias
maiores que o IC superior da linhagem elite LA67. Como o numero de
internddios esta relacionado com a estatura da planta, € possivel que o
aumento no numero de internddios, nessas familias, também tenha ocorrido
pela incorporacao de alelos especificos da variedade crioula Argentino Flint.

O carater largura da folha de insercdo da espiga apresentou a maior
quantidade de familias com segregacao transgressiva, com 14 familias com

médias menores que o IC inferior e 26 familias com médias maiores que o IC



superior da linhagem elite LA67. Como o tamanho das folhas também é um
carater no qual o melhoramento genético vem trabalhando para que seja
reduzido, as familias da progénie que foram selecionadas por apresentarem
médias menores que o IC inferior da linhagem elite LA67 seriam altamente
desejaveis para a selecéo.

Em relagcdo aos caracteres relacionados com o ciclo, tanto o carater
numero de dias para a emissao do estigma quanto o carater numero de dias
para a liberagdo dos graos de podlen, apresentaram familias com segregacao
transgressiva nas duas classes fora do IC da linhagem elite LAG67, onde o
primeiro carater apresentou duas familias com meédias menores que o IC
inferior da linhagem elite e sete familias com médias maiores que o IC superior
da linhagem e o segundo apresentou uma unica familia com média menor que
o IC inferior e oito familias com médias maiores que o IC superior da linhagem
elite LAG7.

Os caracteres peso da espiga com palha e numero de graos por fileira
nao apresentaram familias com segregagcao transgressiva, indicando que,
possivelmente, nenhum dos alelos oriundos da variedade crioula Argentino
Flint estariam agindo sob esses caracteres na progénie em geral.

Sendo assim, esses resultados indicam que a introgressao de alelos da
variedade crioula Argentino Flint na linhagem elite LAG7 resultou em uma
progénie com variabilidade para diversos caracteres, mas apenas identificou
segregacao transgressiva favoravel ao melhoramento para os caracteres
relacionados com o ciclo, largura da folha de inser¢ao da espiga, peso de 100
graos e comprimento da espiga. As familias que se mantiveram dentro do

intervalo de confianga da linhagem elite LA67 foram consideradas como



similares a ela, ou seja, se a introgressdo de alelos da variedade crioula
Argentino Flint ocorreu, provavelmente, ela foi perdida durante os
retrocruzamentos. Dessa forma, o genoma da linhagem elite LA67 teria sido
reconstituido e os alelos oriundos da variedade crioula Argentino Flint,
eliminados durante os retrocruzamentos. As familias que apresentaram
segregacao transgressiva poderiam ser, dessa forma, aquelas onde a
introgressdo de alelos da variedade crioula Argentino Flint ocorreu e
permaneceu.

Li et al. (2008), analisando familias desenvolvidas a partir do cruzamento
de uma linhagem elite de milho pipoca com uma linhagem de milho dentado,
com dois ciclos de retrocruzamentos com a linhagem de milho pipoca,
observou segregacao transgressiva para os caracteres estatura de planta,
insercao da espiga, numero de folhas abaixo da espiga e comprimento do

pendao.

4.3.2 Parametros genéticos

Através das analises fenotipicas, foi possivel estimar as varidncias
genéticas e ambientais e a herdabilidade dos caracteres.

Em todos os caracteres analisados, os valores das estimativas de
ambiente foram sempre maiores que os valores genéticos (Tabela 13). Os
caracteres numero de dias para a emissdo do pendéao, didmetro do sabugo e
didmetro do internédio apresentaram valores negativos de variancia genética e,
consequentemente, de herdabilidade, que por definicdo ndo existe, sendo

considerados, dessa forma, como iguais a zero.



TABELA 13. Estimativa dos parametros de variancia genética (%), de variancia ambiental (o%), fenotipica (0°%¢), herdabilidade (h?)
e coeficiente de variacao genética (CVg) para os caracteres fenotipicos avaliados na progénie RC2F3. Porto Alegre,
RS.
Parametros NDEE NDEP NDLP IF NTR CHPP CRLP EST INSE NI Cl DI
o0’ 1,84 0,00 1,11 1,06 1,54 0,84 0,61 51,32 34,29 0,19 0,31 0,000
o’ 13,33 16,37 10,61 6,90 6,96 17,51 12,71 371,53 128,87 0,86 4,67 0,320
o’ 4,50 3,21 3,23 2,44 2,94 4,34 3,15 125,63 60,06 0,36 1,24 0,006
h? (%) 41,00 0,00 34,00 43,00 53,00 19,00 19,00 41,00 57,00 52,00 25,00 0,000
CVg (%) 2,18 0,00 1,69 6982,84 8,40 3,62 4,12 3,66 6,95 3,43 3,90 0,000
Parametros NFACE NFABE CFIE LFIE CE DE DS NFE NGF PECP PESP P100G
0% 0,08 0,15 4,42 0,28 0,51 0,001 0,000 0,30 2,60 53,33 41,48 2,10
o’ 0,47 1,01 47,50 0,66 271 0,140 0,250 2,11 11,95 363,87 1844,90 11,96
o’ 0,18 0,35 13,92 0,41 1,05 0,030 0,004 0,72 4,96 126,10 410,46 4,49
h? (%) 46,00 43,00 32,00 68,00 49,00 5,000 0,000 42,00 52,00 42,00 10,00 47,00
CVg (%) 5,29 6,26 2,83 7,01 6,31 0,850 0,000 4,59 9,24 9,28 9,49 6,63

NDEE: numero de dias para a emisséo dos estigmas; NDEP: nimero de dias para a emissdo do pend&o; NDLP: nimero de dias para a liberacao dos graos de pélen;
IF: intervalo de florescimento; NTR: numero total de ramificagdes do penddo; CHPP: comprimento da haste principal do pendao; CRLP: comprimento da primeira
ramificacdo lateral do penddo; EST: estatura; INSE: altura de insercdo da espiga; NI: nimero de internddios; Cl: comprimento do internédio; DI: didmetro do
internédio; NFACE: numero de folhas acima da espiga; NFABE: numero de folhas abaixo da espiga; CFIE: comprimento da folha de inser¢do da espiga; LFIE: largura
da folha de inser¢do da espiga; CE: comprimento da espiga; DE: didmetro da espiga; DS: didametro do sabugo; NFE: numero de fileiras de grdos por espiga; NGF:
numero de graos por fileira; PECP: peso da espiga com palha; PESP: peso da espiga sem palha; P100G: peso de 100 gréos.



E importante salientar que para que a selecdo de individuos
geneticamente superiores seja eficiente, deve haver suficiente variagcao
genotipica na populagao original e a herdabilidade do carater em questao deve
ser alta. De um modo geral, quando a herdabilidade € superior a 50 %, ela é
considerada alta (Bueno et al., 2001).

Os valores de herdabilidade estimados variaram entre zero e 68 %. A
herdabilidade foi estimada em 41 % para estatura e 57 % para inser¢gao da
espiga. Esses valores sao préximos aos encontrados por Santos (2008), em
milho, porém foram inferiores aos encontrados por Silva et al. (2001), Silva
(2002), Sibov et al. (2003) e Li et al. (2008). Em geral, estatura e inser¢cao da
espiga apresentam valores elevados de herdabilidade (Austin e Lee, 1996; Li et
al., 2007a).

Para o carater comprimento do internédio, o valor estimado para a
herdabilidade foi de baixa magnitude (25 %) e para numero de internodios foi
de alta magnitude (52 %). O carater largura da folha de insercdo da espiga
apresentou a maior herdabilidade entre os caracteres analisados (68 %). Para
comprimento da folha de insergdo da espiga, a herdabilidade foi estimada em
32 %, para numero de folhas acima da espiga em 46 % e para numero de
folhas abaixo da espiga em 43 %, valor inferior ao encontrado por Li et al.
(2008), de 78 %.

Para os caracteres do florescimento, a herdabilidade estimada para o
numero de dias para a liberagdo do podlen foi de 34 % e a estimada para a
emissao do estigma de 41 %. Esses valores foram inferiores aos obtidos por
(Silva, 2002), que encontrou estimativas para esses caracteres de 82 % e 83

%, respectivamente. Para os caracteres do pendao, a herdabilidade foi



estimada em 19 % para comprimento da primeira ramificagdo lateral do
pendao, 19 % para comprimento da haste principal do pendao e 53 % para
numero total de ramificagées do pendao.

Em relacdo aos caracteres relacionados com a produtividade, a
herdabilidade foi estimada em 49 % para comprimento da espiga. Ross et al.
(2006) e Bento (2006) encontraram valores superiores para esse carater, de 65
% e 90 %, respectivamente. Entretanto, existem relatos com valores muito
variaveis encontrados para esse carater, com valores entre 20 e 90 %
(Veldboom & Lee, 1994; Malvar et al., 1996; Austin & Lee, 1998; Aguiar 2003).
A variagdo encontrada para o comprimento da espiga, provavelmente, é
consequéncia da populagao estudada e do desenho experimental adotado em
cada trabalho.

A estimativa da herdabilidade para o didmetro da espiga foi de apenas 5
%, indicando que esse carater foi muito afetado pelo ambiente. Esse valor foi
muito inferior ao encontrado por Veldboon & Lee (1994) e Bento (2006), que
estimaram em 92 % a herdabilidade para esse carater, porém mais proximo ao
encontrado por Li et al. (2008), que estimou a herdabilidade desse carater em
28 %, em uma populacdo de retrocruzamento entre milho pipoca e milho
dentado.

A estimativa de herdabilidade encontrada para o numero de fileiras por
espiga foi de 42 %. Para esse carater, foram descritos valores entre 57 % e 94
% (Beavis et al., 1994; Malvar et al., 1996; Bento, 2006; Ross et al., 2006). A
herdabilidade para o numero de graos por fileira foi de 52 %, 47 % para peso
de 100 gréos, 42 % para peso da espiga com palha e 10 % para peso da

espiga sem palha. Para o numero de graos por fileira, foram encontrados



valores de, aproximadamente, 70 % (Beavis et al., 1994; Aguiar, 2003). Raposo
& Ramalho (2004) encontraram valores entre 22 % e 57 % para o carater peso
da espiga sem palha, em seis populacdes estudadas.

No presente trabalho, as estimativas de herdabilidade obtidas, em geral,
foram bastante variaveis, com valores baixos, intermediarios e altos. Alguns
caracteres apresentaram estimativas inferiores quando comparados com outros
trabalhos. Entretanto, a comparagdo entre as estimativas obtidas em
populagdes diferentes € muito subjetiva, devido a falta de padronizagdo dos
métodos de estimagdo. Além disso, segundo Sibov et al. (2003), baixos
valores de herdabilidade também podem ser explicados pela auséncia de
variabilidade genética para o carater. Em geral, os caracteres fenotipicos que
apresentaram os valores mais baixos de herdabilidade (Tabela 18) né&o
apresentaram diferengas significativas na progénie (Tabela 12).

Também deve ser considerado que a herdabilidade ndo € uma medida
fixa, e pode variar sob diferentes condicdes que podem envolver tanto o
gendtipo, os parametros meteoroldégicos da safra e o local, ou seja, a
herdabilidade estimada considerando a varidncia fenotipica num ambiente
amplo é diferente daquela estimada num ambiente mais homogéneo. Sendo
assim, o ideal é obter a estimativa da herdabilidade de determinado carater
para 0 ambiente no qual a selecdo é praticada, considerando a variancia
fenotipica da unidade utilizada na selegcéao (Bueno et al., 2001).

As chances de obtencdao de sucesso na selecdo dos caracteres que
apresentaram valores de herdabilidade altos, tais como numero total de
ramificagcbes do pendédo (53 %), insercdo da espiga (57 %), numero de

internédios (52 %), largura da folha de inser¢éo da espiga (68 %) e numero de



graos por fileira (52 %) sdo grandes nessa populagdo. Ja naqueles caracteres
onde a herdabilidade foi muito baixa, a selecdo torna-se muito complicada,
provavelmente, por serem muito influenciados pelo ambiente. Para esses
caracteres, o ideal é que a selecao seja feita de maneira indireta, selecionando
caracteres de alta herdabilidade correlacionados a esses com valores muito

baixos.

4.3.3 Correlacdes entre caracteres fenotipicos

Estudos envolvendo a identificagdo de caracteres correlacionados tém
sido realizados ha muitas décadas em milho. Conforme descrito por Sprague &
Eberhart (1977), correlagbes significativas positivas e negativas entre
caracteres fenotipicos de interesse agronémico foram detalhadamente
descritas por Jenkins ainda no inicio do século passado (1929). Desde entéo, a
identificacdo de associagdes entre esses caracteres tém tido um grande valor
pratico, por possibilitar a selecédo indireta de caracteres importantes de baixa
herdabilidade ou de dificil selecdo. Sendo assim, a eficiéncia desse tipo de
selecao depende da correlacado entre os caracteres e da alta herdabilidade do
carater selecionado (Falconer, 1987).

Na progénie, foram observadas diversas correlagdes significativas
positivas e negativas entre varios caracteres analisados, com valores variando
de muito baixos a muito altos (Tabela 14). Os valores mais elevados foram
observados entre os caracteres numero de dias para a emissao do estigma e
numero de dias para a liberagdo do pendao (0,76), didametro da espiga e
didmetro do sabugo (0,73), estatura e inser¢ao (0,68), comprimento do

internddio e estatura (0,66), numero de dias para a emissao do pendéo e



numero de dias para a liberacédo do pdlen (0,62) e comprimento do internédio e

insercao (0,62).



TABELA 14. Coeficientes de correlagdo observados na progénie (os valores em negrito foram significativos a 5 %). Porto
Alegre, RS.

NEP NEE NLP IF Cl NI DI CFIE LFIE NFC NFB CHP CRP NTR EST INS CE DE DS NFE NGF PEC PES P100

NEP

NEE 0,54

NLP 0,62 0,76

IF 0,01 0,51 -0,17

Cl -0,02 0,05 0,02 0,05

NI -0,09 0,02 0,02 -0,00 0,24

DI 0,15 0,16 0,15 0,04 -0,18 -0,26

CFIE 003 024 0,07 011 043 029 -0,07

LFIE 00 -0,11 -0,12 -0,010 -0,00 0,17 0,00 -0,05

NFC 0,11 022 0,18 0,09 -0,15 022 0,30 -0,07 0,02

NFB  -0,22 -0,22 -0,17 -0,11 0,14 0,38 -0,34 -0,01 -0,01 -025

CHP -0,01 -0,06 -0,15 0,09 0,01 0,11 0,09 023 0,08 0,03 -005

CRL -0,02 -004 -007 005 005 0,91 0,02 028 -002 0,04 0,01 0,58

NTR -0,04 0,01 -0,03 0,06 -0,06 0,14 -0,03 0,08 0,10 -0,11 0,16 0,06 0,06

EST -0,10 -0,07 -0,08 -0,01 o066 050 -0,22 049 006 -008 022 0,16 020 0,07

INS -0,00 0,02 o007 -006 062 049 -023 043 011 -026 036 0,10 0,10 0,04 0,68

CE -0,06 -0,18 -0,06 -0,19 -0,01 0,22 0,06 0,06 012 004 015 -0,01 0,03 0,01 0,12 0,19

DE -025 -034 -036 -0,04 0,18 0,19 -023 0,14 0,11 -0,22 025 0,00 0,04 0,04 030 0,23 024

DS -0,15 -0,20 -0,22 -0,00 024 016 -030 0,21 0,03 -020 0,24 -008 004 006 026 025 0,0 0,73

NFE -0,11 -0,16 -0,22 0,05 -0,08 0,11 -0,06 0,03 0,15 0,04 004 0,08 006 0,07 003 -011 -0,02 0,30 0,20

NGF -0,09 -034 -0,17 -0,28 -0,04 0,09 -007 -0,04 018 -0,17 0,12 0,04 004 006 0,06 0,11 051 033 0,19 0,11
PEC -0,23 -041 -037 -0,13 0,03 0,14 009 013 0,25 -0,02 0,06 0,11 0,5 0,02 024 015 058 054 035 027 052
PES -0,06 -0,15 -0,11 -0,08 -0,02 0,05 0,02 007 013 -001 -008 0,06 008 -002 007 -000 0,18 025 0,14 013 027 045

pP100 -031 -0,39 -042 -0,03 0,12 0,07 -008 0,0 0,22 -0,05 0,17 0,09 0,01 -006 023 022 0,15 040 023 -0,12 -0,01 0,48 0,17
NEP: numero de dias para a emissdo do pendao; NEE: numero de dias para a emisséo do estigma; NLP: numero de dias para a liberagao dos gréos de polen; IF: intervalo no florescimento; Cl:
comprimento do internddio; NI: numero de internddios; DI: diametro do internddio; CFIE: comprimento da folha de insergao da espiga; LFIE: largura da folha de insergédo da espiga; NFC: numero de
folhas acima da espiga; NFB: numero de folhas abaixo da espiga; CHP: comprimento da haste principal do pendéo; CRL: comprimento da primeira ramificagao lateral do pendao; NTR: nimero total
de ramificagbes do pendao; EST: estatura de planta; INSE: inser¢do da espiga; CE: comprimento da espiga; DE: didmetro da espiga; DS: didmetro do sabugo; NFE: niumero de fileiras de graos por
espiga; NGF: numero de graos por fileira; PEC: peso da espiga com palha; PES: peso da espiga sem palha; P100: peso de 100 graos.




Valores intermediarios do coeficiente de correlagdo foram observados
entre os caracteres comprimento da folha e estatura (0,49), niumero de
internddios e insercao (0,49), peso da espiga com palha e peso de 100 graos
(0,48), peso da espiga com palha e peso da espiga sem palha (0,45),
comprimento da folha e inserg¢ao (0,43) e comprimento da folha e comprimento
do internédio (0,43), peso de 100 grdaos e numero de dias para a liberagdo do
polen (-0,42), peso da espiga com palha e niumero de dias para a emissao dos
estigmas (-0,41) enquanto que os menores valores foram observados entre
largura da folha e comprimento do internédio (-0,00069) e insergdo e numero
de dias para a emissao do pendao (-0,00085).

Os caracteres relacionados com os componentes de producgéo (peso de
100 graos, peso da espiga sem palha e com palha, numero de graos por fileira
e numero de fileiras de graos, didmetro da espiga, do sabugo e comprimento
da espiga) apresentaram, na sua maioria, correlagdes significativas positivas
entre si, confirmando que esses caracteres, em geral, sdo correlacionados
entre si e contribuem significativamente com a produgao de graos (Ottaviano &
Camussi, 1981).

As analises de correlagdo sao importantes também, quando elas
identificam associagdes menos Obvias. Um exemplo de uma excelente
aplicagao relaciona-se com o carater numero total de ramificagcdes do pendao e
os caracteres relacionados com a produtividade. Quando a correlagdo é
negativa e significativa, ao selecionar as plantas mais produtivas, indiretamente
as plantas com um menor niumero de ramificagoes serao selecionadas. Dessa
maneira, todo o trabalho relacionado com identificagcdo das plantas com o

menor numero de ramificagdes torna-se desnecessario. Apesar desse tipo de



correlagdo ser observada com uma certa freqiéncia (Jiang et al., 1999;
Mickelson et al., 2002), a correlagao significativa entre esses caracteres nao foi
observada nesse trabalho.

Por outro lado, os componentes da producédo apresentaram correlagdes
negativas com os envolvidos com o florescimento (nUmero de dias para a
emissado dos estigmas, numero de dias para a emissdo do pendao e intervalo
no florescimento). Entre todas as combinagbes possiveis (cada carater
relacionado com o rendimento de graos, em relagado a cada carater relacionado
com o florescimento), somente cinco das 24 combinagbes nao foram
significativas a 5 %. O maior valor foi observado entre peso de 100 graos e
numero de dias para a liberagédo do pélen (-0,42) e o menor entre comprimento
da espiga e numero de dias para a emissao do pendao (-0,0006). Correlagdes
significativas negativas entre caracteres relacionados com a produtividade e
com o florescimento sdo encontradas com frequéncia na espécie (Sprague &
Eberhart, 1977; Silva et al., 2001; Camara, 2006), indicando que a selegao para
0 aumento do numero de graos poderia resultar na redugédo do ciclo, o que
seria altamente desejavel.

Em geral, os programas de melhoramento genético ndo se detém na
melhoria de um ou de poucos caracteres, mas sim no aprimoramento de um
conjunto de caracteres no mesmo gendtipo de interesse. Sendo assim, as
pesquisas envolvidas na identificacdo de caracteres correlacionados sao

altamente desejaveis para o desenvolvimento de gendtipos superiores.



4.4 |dentificacdo de QTLs associados aos caracteres fenotipicos

Foram identificados 19 locos microssatélites distribuidos em nove, dos

dez cromossomos da espécie, significativamente associados com 11

caracteres fenotipicos. Para cada carater, foram observados entre um e cinco

QTLs, totalizando 29 QTLs identificados (Tabela 15).

TABELA 15. Caracteres fenotipicos associados com locos microssatélites,

localizagdo cromossémica do loco (bin), efeito do QTL e
percentual da variancia fenotipica explicada por cada loco (R?).
Porto Alegre, RS.

Carater Locos Bin Efeito do QTL R? (%)
INSE bnlg439 1.03 -0,98 8,00
NI bnlg439 1.03 0,20 8,00
CFIE phi075 6.00 2,5 7,00
NFABE y1SSR 6.01 -0,71 10,00
LFIE phi032 9.04 -1,82 12,44
umc1594 3.09 11,21 11,57
phi062 10.04 0,47 10,28
umc1506 10.05 0,83 10.15
phi037 1.08 -0,41 7,77
R0 = 35,16 %
NFACE umc1094 9.05 0,31 15,98
umc1294 4.02 -0,42 5,44
phi083 2.04 -0,47 3,46
R%4a = 29,62 %
NDLP zmRR1_PCR 2.01 -2,06 13,35
umc1294 4.02 -0,45 12,75
R%nar = 20,59 %
NTR umc1064 1.11 -4,49 26,48
zmRR1_PCR 2.01 -0,17 9,70
umc2047 1.09 1,24 3,98
R%4nar = 32,99 %
NFE umc1016 7.02 0,14 19,59
zmRR1_PCR 2.01 0,74 17,94
umc1576 10.02 -0,39 7,32
umc1594 3.09 1,37 6,91

R%. = 32,03 %



continuagao

TABELA 15. Caracteres fenotipicos associados com locos microssatélites,
localizagdo cromossémica do loco (bin), efeito do QTL e
percentual da variancia fenotipica explicada por cada loco (Rz).
Porto Alegre, RS.

Carater Locos Bin Efeito do QTL R? (%)
CE umc1178 6.02 0,18 12,45
umc1506 10.05 0,34 11,96
umc1576 10.02 0,39 1,81
RZfinar = 19,58 %
NGF nc004 4.03 7,29 18,66
phi085 5.06 -2,04 7,65
umc1576 10.02 0,8 3,75
umc1016 7.02 -3,68 3,05
umc1506 10.05 0,99 0,02

R%n. = 36,63 %

R’fnar. % da variancia fenotipica explicada por todos os marcadores que foram significativos para o
mesmo carater; INSE: altura de insergdo da espiga; NI: nimero de internddios; CFIE: comprimento da
folha de insergdo da espiga; NFABE: numero de folhas abaixo da espiga; LFIE: largura da folha de
insercao da espiga; NFACE: numero de folhas acima da espiga; NDLP: nimero de dias para a liberagédo
dos graos de pdlen; NTR: nimero total de ramificagdes do pendao; NFE: numero de fileiras de grdos por
espiga; CE: comprimento da espiga; NGF: numero de graos por fileira.

4.4.1 Insercdo da espiga e numero de internddios

Foi identificado um QTL relacionado com a insergcdo da espiga,
associado ao loco bnlg439, localizado no cromossomo um (Tabela 15). A
proporgao da variancia fenotipica explicada pelo QTL foi de 8 %. A comparagao
de resultados entre trabalhos diferentes € muito complicada devido a varios
fatores como diferengas na metodologia aplicada, no tamanho, no tipo de
populagdes estudadas e na falta de marcadores em comum (Beavis et al.,
1994; Lee, 1995). Entretanto, em estudos envolvendo a detecgado de QTLs, é
importante verificar se os locais e os efeitos estimados de um QTL detectado
em uma populagao podem ser observados em outras populagdes (Lee, 1995).

Vérios outros QTLs ja foram identificados para o mesmo carater, em
regides muito proximas ao loco bnlg439, tais como associados aos locos
bnig1014 (bin 1.01) (Enoki et al., 2006), umc2227 (bin 1.04) (Li et al., 2007a; Li

et al. 2008) e bnilg0615 - phi0037 (1.07 - 1.08) (Sibov et al., 2003). O percentual



da variagao fenotipica explicada por esses locos foi de 6,2 % para bnlg1014,
15,02 % e 6,63 % para umc2227 e 3,73 % para bnlg0615 - phi0037.
Provavelmente, a regidao onde esses locos SSR estdo inseridos no
cromossomo seja uma regiao controladora desse carater e, possivelmente,
podem existir outros locos, ainda nao identificados nessa mesma regiao,
associados a QTLs atuando sobre o carater insercdo da espiga. O valor
negativo encontrado na verificagdo do efeito do QTL (-0,98) (Tabela 15) indicou
que a variedade crioula seria a portadora do alelo que elevou o valor do carater
inser¢cao da espiga, ou seja, o alelo de interesse, responsavel pela diminuicao
da altura de insergao da espiga, teve origem na linhagem elite LAG67, indicando
que, para esse carater, ndo houve introgressdo alélica de interesse da
variedade crioula Argentino Flint na linhagem elite LAG7.

Tendo em vista que, em milho, estatura e altura de inser¢cdo da espiga
estao diretamente relacionados com a tolerdncia ao acamamento e ainda que
estatura se correlaciona positivamente com o peso do grao, uma estratégia
interessante seria fazer o controle do acamamento apenas através da altura de
insercao, porém mantendo a planta mais alta (Li et al., 2007).

Diversos QTLs ja foram identificados tanto para estatura quanto para
insercao da espiga (Beavis et al., 1994; Veldboom et al., 1994; Austin & Lee,
1996; Flint-Garcia et al., 2003; Lan & Chu, 2005). Lan & Chu (2005) sugeriram
que existiriam QTLs que controlariam esses caracteres de forma independente.
Entretanto, de acordo com Li et al. (2007a), € muito dificii melhorar a
resisténcia ao acamamento a partir da inser¢gao, mantendo a estatura mais alta,
pois um carater interfere diretamente no outro, o que, frequentemente, é

observado em estudos de correlagao.



O numero de internddios, que esta diretamente relacionado com estatura
e insercdo também apresentou um QTL significativo para mesmo marcador,
indicando que, provavelmente, essa regidao constitui um grupo de QTLs que

controlam esses caracteres.

4.4.2 Caracteres relacionados a folha

Os caracteres relacionados a folha que apresentaram associagdes
significativas com os locos SSR foram comprimento e largura da folha de
inser¢ao da espiga e numero de folhas acima e abaixo da espiga.

Foram identificados, no total, dez QTLs associados aos quatro
caracteres da folha (Tabela 15), sendo o loco phi075 (bin 6.00) associado ao
carater comprimento da folha de insergédo da espiga, os locos phi032 (bin 9.04),
umc1594 (bin 3.09), phi062 (bin 10.04), umc1506 (bin 10.05) e phi037 (bin
1.08) associados ao carater largura da folha de insergdo da espiga, os locos
umc1094 (bin 9.05), umc1294 (bin 4.02) e phi083 (bin 2.04) associados ao
numero de folhas acima da espiga e o loco y1SSR (bin 6.01) associado ao
numero de folhas abaixo da espiga.

Quando analisados conjuntamente, os QTLs envolvidos com a largura
da folha de insergcéo da espiga explicaram 35,16 % da variagdo e os QTLs
envolvidos com o numero de folhas acima da espiga explicaram 29,62 % da
variacao fenotipica observada.

Li et al. (2008) encontrou QTLs associados ao numero de folhas acima
da espiga nos cromossomos 2, 3, 5 e 6, sendo apenas um loco no

cromossomo 2 (bin 2.01), explicando 8,62 % da variagao fenotipica do carater.



Conforme dito anteriormente, quantidade e tamanho de folhas séao
caracteres que estdo diretamente relacionados com o indice de area foliar
(Winkler, 2006), o qual esta diretamente relacionado com maior capacidade
fotossintética. Entretanto, sob altas densidades (o que € desejado pelo
melhoramento, pois resulta no aumento do rendimento de graos), a quantidade
de luz é diminuida e, conseqlentemente, o desenvolvimento das ramificagdes
laterais € suprimido, podendo levar a esterilidade feminina (Sangoi et al., 2002).
Sendo assim, a selegcao de gendtipos com essas caracteristicas € fundamental
para o melhoramento genético.

Entre os dez QTLs identificados, trés apresentaram valores positivos
quanto ao efeito dos QTLs e sete valores negativos, indicando que a maior
parte dos alelos responsaveis pelo aumento no valor dos caracteres teve
origem na variedade crioula, ou seja, a maior parte dos alelos de interesse,
responsaveis pela diminuicdo nos valores desses caracteres estdo presentes
na linhagem elite, e sdo consequéncia direta do melhoramento aplicado sobre
esse material.

Um exemplo do progresso obtido com o melhoramento em relagao ao
comprimento da folha pode ser verificado no trabalho de Sangoi et al. (2002),
que compararam hibridos de milho langados nas décadas de 60 e 80 com um
hibrido cultivado atualmente. Os hibridos da década de 60 e 80 apresentaram,
respectivamente, médias de 81 e 86 cm. Ja no hibrido cultivado atualmente, a
meédia verificada foi de 73 cm. Comparando com os dados obtidos nesse
trabalho (Tabela 15), a média obtida com a linhagem elite LA67 foi de 70 cm.

Ja a obtida com a variedade crioula Argentino Flint foi de 85,46 cm,



confirmando o progresso obtido na linhagem elite LA67, através do

melhoramento, em relagao a esse carater.

4.4.3 Ciclo

Quanto ao florescimento, foram identificados dois QTL significativamente
associados ao numero de dias para a liberagdo dos graos de pdlen. O
marcador ZmRR1_PCR, localizado no cromossomo dois, explicou 13,35 % da
variagao fenotipica observada, e o marcador umc1294, localizado no
cromossomo quatro, 12,75 %. Quando analisados conjuntamente, foram
responsaveis por 20,59 % da variacao fenotipica observada.

Na avaliagao dos efeitos dos QTLs, os dois marcadores apresentaram
valores negativos (-2,06 e -0,45), indicando que a variedade crioula foi a
portadora dos alelos responsaveis pelo aumento no valor do carater, ou seja,
pelo aumento no periodo necessario para que o florescimento masculino
aconteca.

Contudo, o aumento no ciclo ndo é um carater desejado pelo
melhoramento da espécie (Enoki et al., 2006). Por essa razéo, o alelo da
variedade crioula, provavelmente, nao seria selecionado, pois ©
desenvolvimento de variedades com ciclo reduzido tem sido um dos grandes
objetivos dos programas de melhoramento da espécie, principalmente nas
regibes mais frias (Beavis et al., 1994). E interessante destacar que o periodo
para o florescimento € um carater altamente variavel (Flint-Garcia et al., 2006)
e apresenta padrdes de heranga quantitativa com uma distribuicdo continua do

valor fenotipico em progénies segregantes (Enoki et al., 2006).



Em geral, marcadores moleculares tém sido utilizados eficientemente
para detectar associagdes com QTLs relacionados a esse carater (Beavis et
al., 1994). A partir de uma analise em 55 estudos envolvendo a detecgao de
QTLs, concluiu-se que um total de 62 QTLs estdo, provavelmente, envolvidos
com a variacao dos caracteres relacionados ao florescimento (Chardon et al.,
2004). Entretanto, apenas quatro ou cinco sdo, em geral, detectados por
populacéo.

Sendo assim, a identificacdo de marcadores associados aos QTLs
envolvidos com a reducgao do ciclo sera de grande utilidade para os programas
de melhoramento da espécie, principalmente para aqueles que se dedicam a
desenvolver variedades adaptadas as regidbes mais frias (Enoki et al., 2002;
Rebourg et al., 2003), pois 0 processo de introdugcédo do carater podera ocorrer
de forma mais rapida sob selegdo assistida. Apesar de ja terem sido
identificados diversos QTLs para esse carater, € importante destacar que os
estudos de QTLs sao direcionados para as populagdes nas quais eles séo
identificados, ndo podendo ser generalizados e aplicados com eficiéncia em
quaisquer populagdes na espécie.

Conforme citado anteriormente, é importante verificar informacgdes
obtidas em outros trabalhos. Foi observado que outros QTLs para 0 mesmo
carater ja haviam sido identificados em regides cromossOmicas préximas as
encontradas nesse estudo. Para esse carater, QTLs ja foram identificados no
bin 2.08 (Szalma et al., 2007), 2.03 e 2.08 (Camara, 2006). No cromossomo
quatro, ja foram identificados QTLs nos bins 4.00 e 4.08 (Szalma et al., 2007) e
4.06 e 4.10 (Camara, 2006). Provavelmente, essas regides, em ambos

cromossomos, constituam grupos de QTLs relacionados ao florescimento.



Esses resultados indicam que os QTLs identificados nesse trabalho
poderdo contribuir com as investigacdes relacionadas com o florescimento

masculino em estudos realizados em outras populagoes.

4.4.4 Ramificagbes do pendé&o

Em relacdo ao numero total de ramificacbes do penddo, foram
encontradas associagdes significativas com trés marcadores, localizados nos
cromossomos um (com dois QTLs) e dois. As contribuicbes para a variagao
fenotipica variaram entre 3,98 % a 26,48 % e quando analisados
conjuntamente, explicaram 32,99 % da variagao fenotipica do carater.

No presente trabalho, os trés QTLs identificados quanto ao tamanho do
pendao, nos cromossomos um (bins 1.09 e 1.11) e dois (2.01), apresentaram
efeito negativo, indicando que os alelos responsaveis pelo aumento no valor do
carater pertenceram a variedade crioula. Outros trabalhos identificaram QTLs
em regides muitos proximas daquelas encontradas nesse trabalho, com relatos
de QTLs nos bins 1.06 e 2.03 (Li et al., 2008) e 1.08 e 2.03 (Sabadin, 2008),
1.00, 1.02, 1.05, 1.06, 2.02, 2.03, 2.06, 2.07 e 2.08 (Camara, 2006) e 1.02,
2.02, 2.05 e 2.07 (Mickelson et al., 2002).

Esses resultados indicam que o0s cromossomos um e dois,
provavelmente, apresentam regides relacionadas com o controle no tamanho

do pendao.



4.4.5 Componentes do rendimento de graos

Os ultimos trés caracteres que apresentaram QTLs associados sao
relacionados com a produtividade. Os componentes da producéo estdo entre
os caracteres mais importantes em um programa de melhoramento.

Foram identificados quatro QTLs para o carater numero de fileiras de
graos por espiga, com proporgdes variando entre 6,91 % e 19,59 %. Quando
analisados em conjunto, esses caracteres foram responsaveis por 32,03 % da
variagao fenotipica do carater. O numero de fileiras de graos é determinado
precocemente no periodo de diferenciacédo da espiga. Em geral, os gendtipos
melhorados apresentam maior numero de graos por espiga em funcao do
menor abortamento de flores.

Entre os quatro QTLs identificados para o carater numero de fileiras de
graos por espiga, apenas um (umc1576) apresentou valor negativo (-0,39) para
o efeito do QTL, sendo esse o Unico alelo responsavel pelo aumento no valor
do carater que teve origem na variedade crioula. Os demais tiveram origem na
linhagem elite LAG67. Para os demais locos, os valores observados foram
positivos, indicando que os alelos que aumentaram o numero de fileiras por
espiga tiveram origem na linhagem. Apesar da variedade crioula produzir
espigas com menor quantidade de fileiras de grdos em relagdo a linhagem
elite, novamente a variedade crioula demonstrou possuir variabilidade para
melhorar esse carater.

Foram identificados QTLs nos bins 2.01, 3.09, 7.02 e 10.02. Quanto a
concordancia com outros trabalhos realizados, diversos QTLs ja foram
identificados para esse carater em regides muito proximas as encontradas

nesse trabalho, tais como nos bins 2.02 e 7.04 (Ross et al., 2006), 2.02, 2.09,



7.02, 7.03 e 10.03 (Sabadin, 2008), 2.05, 2.07, 2.08, 3.09 (Bento, 2006), 3.07 e
10.01 (Upadyayula et al., 2006a). Esses resultados indicam que os locais onde
os QTLs foram identificados representam, provavelmente, regides controlando
esse carater.

Trés QTLs foram associados significativamente com o comprimento da
espiga. Esses QTLs, localizados nos cromossomos seis (umc1178) e dez
(umc1506 e umc1576) explicaram entre 1,81 % e 12 % da variagao fenotipica
do carater e, quando avaliados conjuntamente, os trés marcadores explicaram
19,58 % da variacéo fenotipica do carater. Upadyayula et al. (2006a) identificou
QTLs em regides préximas as observadas nesse trabalho, tais como nos
cromossomos seis e dez (bin 6.07 e 10.02).

Quanto ao efeito dos QTLs, os dois QTLs localizados no cromossomo
dez (10.02 e 10.05) apresentaram valores positivos, enquanto que o QTL
localizado no cromossomo seis (6.02) apresentou valor negativo indicando que
o alelo responsavel pelo aumento no valor do carater, presente nesseo
cromossomo, teve origem na variedade crioula Argentino Flint.

O rendimento de graos € o principal objetivo do melhoramento genético,
e, em milho, esta diretamente associado as variagdes no numero de graos por
espiga que, por sua vez, depende das taxas de crescimento durante o
florescimento. Se o desenvolvimento das ramificagdes laterais em primordios
da espiga for atrasado, o numero final de graos podera ser prejudicado (Sangoi
et al., 2002).

Foram identificados cinco QTLs associados com o numero de gréos por
espiga, localizados nos cromossomos 4, 5, 7 e 10 (com dois QTLs). As

proporcdes da variagao fenotipica explicada por esses QTLs variaram entre



0,02 e 18,66 %. Quando analisados conjuntamente, os QTLs foram capazes de
explicar 36,63 % da variacao fenotipica do carater. Quanto ao efeito dos QTLs,
dois locos apresentaram valores positivos e trés negativos, indicando que tanto
a linhagem quanto a variedade crioula portavam alelos com potencial para
aumentar o valor do carater.

Outros QTLs foram identificados em regides muito proximas as
encontradas nesse trabalho, tais como nos bins 4.03, 5.03 (Bento, 2006), 5.03,
10.04 (Sabadin, 2008), 4.09 (Upadyayula et al., 2006b) indicando, novamente,
que os locais onde os QTLs foram identificados poderiam constituir regides
com QTLs controlando esse carater.

De um modo geral, os dados obtidos nesse trabalho estdo de acordo
com os obtidos em trabalhos realizados anteriormente. Todos os QTLs
identificados nessa populagdo foram localizados em regides previamente
identificadas para o mesmo carater. As diferengas encontradas foram
principalmente em relacdo aos locos utilizados. Em nenhum dos trabalhos
analisados, os mesmos locos foram identificados associados aos mesmos
caracteres. Porém, esse fato nio indica que houve inconsisténcia nos dados,
pois deve ser considerado que esse tipo de estudo é realizado em populacdes
especificas, com constituicbes genéticas diferentes, devido aos diferentes
gendtipos parentais utilizados. Conforme Upadyayula et al. (2006b), além dos
diferentes gendtipos parentais utilizados na construcdo das populagoes,
também deve ser considerado que a epistasia pode modular o efeito de um
QTL em fungao da sua constituicdo genética.

As progénies, em geral, sao construidas imitando um “bottleneck”, onde

apenas os genes oriundos dos gendtipos parentais estdo presentes e a



variancia observada na progénie € consequéncia direta da segregacao dos
alelos paternos. Sendo assim, a incongruéncia observada em relagdo aos
locos, quando diferentes experimentos sdo comparados, ndo os torna menos
informativos (Tang et al. 2005), pois o cruzamento dos dados obtidos em
diferentes estudos pode fornecer informacgbes preliminares a respeito da
expressao dos QTLs nas populagdes em geral.

Muitos marcadores associaram-se a caracteres multiplos, como por
exemplo, o marcador bnlg439, que foi significativamente associado com os
caracteres insergao da espiga e numero de internddios, os quais apresentaram
correlagdes fenotipicas significativas e positivas entre si.

Resultados similares foram encontrados entre os caracteres numero de
graos por fileira e comprimento da espiga, numero de graos por fileira e largura
da folha, comprimento da espiga e largura da folha, numero de graos por fileira
e comprimento da espiga, numero de fileiras por espiga e largura da folha,
numero de graos por fileira e dias para a liberagao do pdlen e numero de folhas
acima da espiga e dias para a liberacdo do pdlen, os quais apresentaram
correlagdes significativas entre si. Esses resultados poderiam indicar que um
unico gene poderia atuar sobre esses caracteres, com efeito pleiotrépico, ou
entdo, que existiria um grupo de genes proximamente ligados (Upadyayula et
al., 2006b; Li et al., 2008).

Esses fatos confirmam que QTLs normalmente sdo localizados em
grupos que contém genes que controlam o desenvolvimento (Khavkin & Coe,
1998) e que os QTL identificados nesse estudo podem representar regides que
sdao comuns a varias populagdes, o que €& muito importante para o

melhoramento genético (Sibov et al., 2003).



Conforme detalhado anteriormente, foram identificados, nesse trabalho,
29 QTLs associados a caracteres agrondmicos de interesse na espécie. Todos
os QTLs identificados foram localizados em regiées cromossdmicas proximas a
outros QTLs identificados para os mesmos caracteres.

Os QTLs identificados nesse trabalho poderdo ser utilizados em
programas que utilizem a selegado assistida como estratégia de introgressao e

selecdo de gendtipos superiores.

4.5 Introgressao alélica da variedade crioula na linhagem elite

A linhagem elite LAG67 é caracterizada como sendo um material elite no
programa ao qual pertence (Agroeste), desenvolvido sob forte acdo do
melhoramento genético. A variedade crioula Argentino Flint, por sua vez, é
caracterizada como sendo um material que sofreu pouca ou nenhuma acao do
melhoramento. Em geral, os materiais melhorados sdo agronomicamente
superiores as variedades crioulas. A vantagem das variedades crioulas em
relacdo aos materiais melhorados € a garantia da manutengao da variabilidade
genética. Por essa razdo esses materiais sdo tdo importantes para os
programas de melhoramento que, freqientemente, necessitam de variabilidade
para introgredir nos seus materiais.

No presente trabalho, foram identificados 29 QTLs para 11 caracteres
fenotipicos (Tabela 15). Quando analisado o efeito dos QTLs, ou seja, a origem
parental do alelo que levou ao aumento ou a diminuicdo no valor dos
caracteres na progénie, observou-se que a maioria dos alelos favoraveis foram
transmitidos pela linhagem elite LA67. Entretanto, foram identificados cinco

QTLs com alelos favoraveis relacionados com alguns componentes do



rendimento que foram transmitidos para a progénie pela variedade crioula
Argentino Flint, sendo um dos QTLs responsavel pelo aumento no numero de
fileiras de graos por espiga (umc1576), um responsavel pelo aumento no
comprimento da espiga (umc1178) e trés responsaveis pelo aumento no
namero de graos por fileira (nc004, phi085 e umc1016). As propor¢cdes da
variagdo fenotipica observada por esses QTLs foram de 7,32 %, 12,45 %,
18,66 %, 7,65 % e 3,05 %, respectivamente.

Esses resultados demonstram que foi possivel transferir alelos
superiores da variedade crioula Argentino Flint para a linhagem elite LAG7,
indicando que a estratégia da técnica de AB-QTL, assim como tem sido
utilizada com sucesso em tomate (Tanksley et al., 1996), trigo (Huang et al.,
2003), arroz (Xiao et al., 1998) e cevada (Pillen et al., 2003), também pode ser
utilizada com sucesso na introgressao de alelos superiores de variedades

crioulas em materiais elite de milho.



5 CONCLUSOES

A variedade crioula Argentino Flint foi a que apresentou a maior
variabilidade genética em relagao a linhagem elite LA67.

Foram identificados 29 QTLs na progénie de retrocruzamento
desenvolvida entre a linhagem elite LA67 e a variedade crioula Argentino Flint.
Os QTLs identificados foram relacionados a arquitetura de planta, ciclo e
componentes do rendimento.

Todos os QTLs identificados nesse trabalho foram localizados em
regides cromossdmicas proximas a outros QTLs previamente identificados e
mapeados para 0os mesmos caracteres, indicando que, provavelmente, esses
QTLs estao inseridos em regides compostas por varios locos controladores dos
respectivos caracteres.

Foram identificados pelo menos cinco alelos superiores introgredidos da
variedade crioula Argentino Flint na linhagem elite LA67, relacionados a
caracteres que contribuem com o rendimento, indicando que a variabilidade
genética das variedades crioulas pode ser aproveitada no melhoramento
genético e transferida com sucesso para os materiais elite através da técnica
de AB-QTL.

Os QTLs identificados poderao ser utilizados na selegao assistida em

programas de melhoramento genético de milho.



Outros caracteres, tais como resisténcia a doencas, tolerancia a
estresses ambientais e componentes do grao poderiam ser investigados nas
variedades crioulas, para que a variabilidade genética desses materiais possa
ser amplamente empregada no melhoramento genético da espécie, através da
introgressdo de alelos superiores nos materiais elite dos programas de

melhoramento genético de milho.
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APENDICE 1. Substrato utilizado nos experimentos desenvolvidos em casa de
vegetacao.

Composicao:
- 25 % de casca de Pinus
- 25 % de casca de arroz
- 50 % de lodo aerdbico
-pH 5,8
- compostado por 18 meses

Policultura Rosa

RS 040, Km 23

Aguas Claras/Viamé&o, RS

(51) 3250.5543 (51) 9985.8330
www.policulturarosa.com.br



APENDICE 2. Programa Touchdown utilizado no termociclador para
amplificagdes dos microssatélites. Porto Alegre, RS.

Etapa  Temperatura Tempo Etapa Temperatura Tempo
(°C) (minutos) (°C) (minutos)

1 94 5 22 94 1

2 94 1 23 59 1

3 64 1 24 72 1

4 72 1 25 Repetir 1 vez — passo 22

5 Repetir 1 vez - passo 2 26 94 1

6 94 1 27 58 1

7 63 1 28 72 1

8 72 1 29 Repetir 1 vez — passo 26

9 Repetir 1 vez - passo 6 30 94 1

10 94 1 31 57 1

11 62 1 32 72 1

12 72 1 33 Repetir 1 vez — passo 30

13 Repetir 1 vez - passo 10 34 94 1

14 94 1 35 56 1

15 61 1 36 72 1

16 72 1 37 Repetir 1 vez — passo 34

17 Repetir 1 vez - passo 14 38 94 1

18 94 1 39 55 1

19 60 1 40 72 1

20 72 1 41 Repetir 31 vezes - passo 38

21 Repetir 1 vez - passo 18 42 72 5




APENDICE 3.
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Experimento perdido na Estagdo Experimental Agronémica da
UFRGS, em Eldorado do Sul (RS). A) detalhe (seta) do buraco
criado pelo animal; B) Uma das varias “tocas” na area
experimental; C) linha onde sobrou apenas uma planta (circulo).

Porto Alegre, RS. Fotos: Paula Wietholter.



