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Prefacio

O milho é uma cultura.de relevante importancia. Seus grdos tém sido usados
principalmente no preparo de ragdo animal, alimentando aves e suinos. Além do uso no preparo
de rag@o animal, o milho pode ser utilizado na industria, produzindo diversos componentes que
sdo empregados na elaboragdo de varios produtos industriais.

Um dos componentes extraido a partir de moagem timida € o déleo. Este componente €
importante, tanto para a alimenta¢do humana como animal. Na alimenta¢do humana, quando ele
¢ metabolizado o organismo produz baixos niveis de colesterol e, no preparo de ragéo, milho
com alto teor de 6leo favorece o ganho de peso dos animais. O teor médio de 6leo em milho € de
45 kg por tonelada de grios. Assim, o desenvolvimento de materiais que produza acima de 60 kg
por tonelada de grios, que é um teor considerado alto, ¢ de interesse comercial. Como este
carater ¢ condicionado por multiplos locos, existe a necessidade de estudo e compreensdo do
comportamento genético, mapeando os locos associados, determinando seus efeitos e 0 quanto
cada loco contribui para o teor de Oleo. Baseando-se nestes conhecimentos, programas de
melhoramento podem ser planejados, aumentando a eficiéncia no desenvolvimento de cultivares
com alto teor de dleo.

O mapeamento de locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) envolve um érduo
trabalho, requerendo o conhecimento de varias areas, dificultando assim a realizagdo do trabalho
de forma individual. O desenvolvimento do trabalho integrando diferentes grupos de pesquisa
permite sua realizacdo de forma mais eficiente, proporcionando maior qualidade nos resultados
finais. Neste trabalho de mapeamento de QTLs associados com teor de éleo, foram utilizadas
linhagens de milho contrastantes. Essas linhagens foram desenvolvidas no programa de

melhoramento genético de milho do Departamento de Genética da ESALQ/USP. Para o

XVIII



mapeamento utilizou-se uma populagéo F,. Os plantios e cruzamentos para a obtengdo dessa
populagdo foram realizados nos campos experimentais daquela universidade. Os dados
moleculares foram obtidos no Laboratério de Biologia Molecular e Analises Genéticas, situado
no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) na UNICAMP. Nesse
laboratério, foram obtidos os dados genotipicos de microssatélites para todas as progénies
utilizadas no experimento. A avalia¢do do teor de 6leo foi realizada em aparelho de Ressonéncia
Nuclear Magnética. Esses dados fenotipicos foram obtidos no Centro de Genética, Biologia
Molecular e Fitoquimica da Unidade de Fitoquimica do Instituto Agronémico de Campinas. As
analises, envolvendo a construgdo do mapa de ligagdo e detecgdo dos QTLs associados com teor
de dleo, foram realizadas no Departamento de Ciéncias Exatas da ESALQ/USP. A soma de
trabalho envolvendo os diferentes grupos permitiu que no presente estudo fosse possivel a
detec¢do, o mapeamento e as estimativas dos efeitos genéticos de QTLs associados com o teor
de 6leo. Outro fator limitante para o estudo de QTLs € o custo inicial da implanta¢@o do projeto.
Esta limitag3o para a realizacdo do trabalho foi vencida gracas ao apoio financeiro concedido
pela agéncia fomentadora FAPESP, (Processo numero 1999/11479-6), e também pela concessdo
da bolsa de doutorado pela CAPES.

Espera-se que estes resultados contribuam de forma significativa para o entendimento e
conhecimento dos locos associados a esse carater, permitindo, desta forma, que cultivares
melhoradas possam ser desenvolvidas eficientemente. As informac¢des obtidas no presente
trabalho vieram enriquecer a escassa literatura existente sobre este topico especifico. O trabalho
apresenta uma ampla revisdo bibliografica sobre o teor de 6leo em milho ¢ o mapeamento de
QTLs para esse carater; sendo que os resultados obtidos estdo contidos no artigo a ser publicado,
e parte integrante desta tese, sendo ainda apresentados resultados complementares e as

conclusdes gerais.
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Resumo

O teor de 6leo em graos de milho é um carater que apresenta heranca poligénica e do
ponto de vista econdmico € de alta importancia. Este trabalho foi realizado para conhecer o
nimero e a localiza¢do dos locos (QTLs) que controlam o teor de dleo dos grdos. Para este
estudo foram cruzadas as linhagens de milho L-20-01 e a L-02-03 que foram contrastantes para o
conteudo de 6leo nos grios. A partir deste cruzamento foram produzidas 408 plantas F,. Essa
populagio foi utilizada para a construgdo de um mapa genético com 75 microssatélites, que se
encontram distribuidos nos 10 cromossomos, formando 10 grupos de ligagdo com uma extensio
de 1.438,6 cM. O niimero médio de marcadores para cada cromossomo foi de 7,5 e o intervalo
médio entre marcadores foi de 19,18 cM. Para a avaliagio de dleo foram utilizados os grdos das
progeénies F,.3, das plantas F, autofecundadas. A média das progénies foi de 58,40 g kg' de 6leo,
variando de 44,93 a 72,63 g kg™'. O coeficiente de herdabilidade para este carater foi de 98%.
Associagdes entre marcadores e QTLs foram realizadas através do método de mapeamento por
intervalo composto (CIM) e foram consideradas significativas quando o valor da razdo de
verossimilhanga (LR) ao longo do cromossomo ultrapassou o valor de 11,97, valor este estimado
ap6s 1.000 permutagdes. Associagdes significativas entre marcadores ¢ QTLs foram obtidas em
0ito cromossomos, com um total de 13 QTLs mapeados. Juntos, esses QTLs explicaram 51,16%
da variancia genética. A principal contribui¢do para o caréater teor de 6leo foi proveniente dos
QTLs mapeados nos cromossomos 1 € 5. A maior parte dos alelos que contribuiram de forma
favoravel para o carater foram provenientes da linhagem parental L-20-01, a qual apresentou o
mais elevado teor de 6leo. A acdio génica predominante para os QTLs mapeados foi aditiva e de
dominéncia parciaI, com grau médio de dominincia de 0,47 evidenciando que este carater

apresenta domindncia parcial. As posi¢des de seis QTLs mapeados no presente trabalho foram
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coincidentes com as posi¢oes descritas em trabalhos ja publicados, sugerindo que eles possam

ser os mesmos QTLs, mas mapeados em diferentes cruzamentos.



Abstract

Oil contents in maize Kernel is a polygenic hereditary trait and of paramount importance
from the economic point of view. The number and sites of (QTLs) loci that control oil contents in
maize kernel have been estimated. Maize strains 1-20-01 and L-02-03, with contrasting oil
contents, were crossed. Four hundred and eight F, plants were produced from this crossing, whose
population has been used in the construction of a genetic map with 75 microsatellites distributed in
10 chromosomes and forming 10 linkage groups, with an extension of 1,438.6 cM. Mean number
of markers for each chromosome was 7.5 and mean interval between markers amounted to 19.18
cM. Grains of progenies F,; of self-crossed plants F, were used for oil evaluation. Mean of
progenies was 58.40 g kg™ of oil, ranging between 44.93 and 72.63 g kg™'. Heritability coefficient
for trait amounted to 98%. Associations between markers and QTLs were undertaken by
composite interval mapping (CIM) and were significant when value of likelihood ratio (LR)
throughout the chromosome surpassed 11.97. Latter value has been estimated after 1000
permutation tests. Significant associations between markers and QTLs were obtained in eight
chromosomes, 13 QTLs has been mapped, which explained 51.16% of genetic variation. Main
contribution for oil content trait was derived from QTLs mapped in chromosomes 1 and 5. Most
alleles that contributed positively in trait came from parental strain L-20-01. The latter had the
highest oil rate. Predominant genic action for mapped QTLs was additive and of partial
dominance. Average dominance amounted to 0.47 and confirmed partial dominance for oil
contents in maize kernel. Sites of six mapped QTLs coincided with those described in the

literature. They may be the same QTLs mapped in different crossings.
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1- Introducao

A espécie Zea mays L., comumente designada milho, ¢ altamente politipica, com mais de
300 racas identificadas e milhares de variedades (Paterniani, 1990). Essa espécie ocupa um lugar
de destaque no mundo, tanto pelo seu valor econdmico, como também pelo acimulo de
conhecimentos e informagdes cientificas que foram obtidas a partir das mais diversas areas de
pesquisas desenvolvidas. E provavel que dentre as espécies que apresentam importante papel na
economia mundial ela seja a mais pesquisada. O conhecimento resultante dessas pesquisas tem
sido utilizado tanto para melhorar seu proprio cultivo, como também extrapolado para o
melhoramento de outras espécies cultivadas (Paterniani e Campos, 1999).

O milho € considerado a planta cultivada que atingiu o mais elevado estagio de
domesticacdo, porque a colheita de plantas individuais favoreceu a selecdo pelo homem, que
escolheu para o seu cultivo plantas com as caracteristicas de espiga desejaveis (Paterniani e
Campos, 1999). Esta escolha foi facilitada pela imediata identificacdo das caracteristicas na
espiga e o seu cultivo foi se expandindo até ocupar praticamente todo o continente americano.
Esta expansio ocorreu em conseqiiéncia de sele¢do promovida pelo homem e pela propria
selecdo natural. Assim, gracas a sua capacidade adaptativa, e por apresentar grande importancia
econémica, o milho é a espécie vegetal mais cosmopolita do mundo. Além do uso direto na
propriedade agricola, o milho apresenta grande versatilidade de aplicagéo, podendo ser utilizado
na produgdo de ragdo para aves e suinos, apresentando também grande aplicacdo na industria,
fazendo parte de diversos produtos industrializados. Trata-se de um cereal de ml;lltiplas
aplicacdes, e isto ocorre em fungdo da qualidade dos seus gréos, que podem ser destinados para a

industria, sendo processados através de moagem seca ou umida (Paterniani, 1995).



Um dos componentes importante do milho é o Oleo, que estd armazenado
predominantemente no embrido da semente (Paterniani, 1990). Materiais genéticos que
apresentam alto contetdo de 6leo podem ser utilizados para a produco de ragdo animal com alto
valor caldrico, aumentando o ganho de peso dos animais. Em fun¢do da sua composigdo
quimica, o 6leo de milho também € interessante na alimentagdo humana, pois apresenta alto
nivel de 4cidos graxos insaturados e baixo nivel de saturados, que quando metabolizados
diminuem a taxa de producdo de colesterol. Também, o dleo de milho contém altos niveis de
antioxidantes naturais, 0 que permite a sua estocagem sem a adi¢do de estabilizantes quimicos
(Weber, 1987).

O teor de 6leo em milho é um carater quantitativo (Dudley et al., 1974), apresentando
coeficiente de herdabilidade acima de 70% (Hallauer ¢ Miranda Filho, 1988). Existe uma
variagio continua na concentragio de 6leo armazenada no embrido de milho, de 0,5% até cerca
de 20%. Em razdo dessa variagdo, programas de melhoramento podem produzir cultivares com
conteudo de d6leo acima da média, que é de 4,5%. Um fator importante que contribuiu para o
desenvolvimento dos programas de selegdo e melhoramento para o teor de 6leo em milho foi a
elaboracio de métodos analiticos, como a espectroscopia de ressonincia nuclear magnética
(NMR) (Alexander et al., 1967). Este método permite a analise de uma tnica, ou de um conjunto
de sementes, de forma rapida e ndo destrutiva.

O principal fator limitante no uso de cultivares de milho com alto teor de 6leo € a sua
baixa produtividade de grdos, uma vez que esses caracteres sdo negativamente correlacionados
(Alexander, 1999). Portanto, a sele¢do para aumentar o teor de 6leo nos gréos conduz a redugéo
na produtividade. Este decréscimo no peso ocorre em fungdo do grande consumo de energia
envolvido para a sintese de 6leo, quando comparado com o gasto energético para a sintese de

amido. Isto faz com que o 6leo de milho seja mais caro que o de soja e girassol, que apresentam



teores elevados de 6leo nos gridos. Para que o carater seja manipulado corretamente, o que
poderia possibilitar o desenvolvimento de cultivares com alto teor de 6leo € manutengio de
produtividade em niveis adequados, € preciso que haja um conhecimento profundo da heranga
deste carater.

A variabilidade do teor de 6leo em milho € controlada por diversos locos génicos, isto €,
o carater € poligénico (Dudley, 1977; Dudley e Lambert, 1992; Moreno-Gonzalez et al., 1975).
Com o advento dos marcadores moleculares tornou-se possivel mapear regides cromossomicas
que afetam caracteres quantitativos, como o teor de Oleo. Dessa forma, essas regiGes
denominadas de QTLs, podem ser monitoradas e pesquisadas, obtendo-se como conseqiiéncia
maior conhecimento do controle genético do carater ¢ de sua manipulacdo no melhoramento
(Souza Jr., 1992).

Os marcadores moleculares sdo utilizados para a construgdo de mapas genéticos. A
detecgdo e o mapeamento de QTLs é realizada associando-se a variagdo dos dados fenotipicos de
um determinado carater com as regides cromossOmicas em que se encontram os marcadores
moleculares (Falconer e Mackay, 1996; Lynch e Walsh, 1997). Diversas técnicas estatisticas
foram sugeridas para se detectar e mapear QTLs, desde analises de varidncia, regresséo simples e
multipla até aquelas que envolvem o método da maxima verossimilhanga (ML) (Lynch e Walsh,
1997).

O marcador denominado RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) foi o
primeiro marcador molecular desenvolvido em nivel de DNA e utilizado para a construgéo de
mapas de ligacdo. Mapas de ligacdo com este marcador foram construidos para muitas espécies
vegetais, principalmente cereais de interesse agrondmico (Coe et al., 1987; Burr et al., 1988; Coe
et al., 1995; Blanco et al., 1998; Dufour et al., 1997; Peng et al., 1999; Korzun et al., 1996;

Loarce et al., 1996). Com o desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)



(Mullis e Faloona, 1987), uma nova geragdo de marcadores moleculares baseados neste principio
foram criados, como o SSR (Simple Sequence Repeats) (Litt e Luty, 1989; Weber e May, 1989);
o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNAs) (Williams et al., 1990) e o AFLP (Admplified
Fragment Length Polymorhism) (Vos et al., 1995; Lin € Kuo, 1995).

Os genomas de eucariotos apresentam varias classes de seqiiéncias repetidas, sendo que
uma destas consiste de repeti¢des em fandem de pequenos motivos de um a seis nucleotideos,
que foram denominados microssatélites ou SSR. Primers complementares para as seqiiéncias
conservadas que flanqueiam essas repetigdes sdo desenvolvidos e, através do uso de PCR, essas
repeticdes sio amplificadas. A técnica de microssatélite apresenta vantagens sobre outros
marcadores, pois é um marcador codominante, baseado em metodologia de PCR e usa pequena
quantidade de DNA (Gupta et al., 1996). Esse marcador ¢ abundante nos genomas de animais e
plantas, sendo altamente variavel e apresentando altos niveis de polimorfismo. Em fungdo das
vantagens que este marcador apresenta, na ultima década ele tem se tornado o mais popular
marcador genético (Schlétterer, 2000).

Em milho, apesar da alta concentragdo de 6leo na semente ser um carater desejavel,
existe um nimero limitado de informagdes sobre a associagdo de locos marcadores moleculares,
com genes controlando o conteiido de 6leo nessa espécie. Fo;'am realizados alguns trabalhos
associando locos de isoenzimas com contetido de 6leo (Brown, 1971, Kahler, 1985) ¢ locos de
RFLP com QTLs associados com o teor de 6leo (Goldman er al., 1994, Sughroue e Rocheford,
1994, Berke e Rocheford, 1995) e QTLs associados com a concentragdo dos 4cidos graxos
componentes do dleo de milho (Alrefai et al., 1995). |

Considerando que o desenvolvimento de cultivares de milho com alto teor de Oleo,
podera ser mais eficiente com o conhecimento da localizagdo e do nimero de locos envolvidos

com a expressio desse carater, a proposta do presente estudo foi utilizar o marcador molecular



do tipo microssatélite para mapear e estimar os efeitos genéticos de QTLs associados a esse
caréater, utilizando-se uma populagdo de milho tropical. Essas informag6es podem contribuir para
os programas de melhoramento que visam a obtengdo de cultivares de milho com alto teor de

oleo.



2- Revisio de literatura

2.1- Importancia econémica do milho

O milho é uma graminea da familia Poaceae, da tribo Maydeae do género Zea e da
espécie Zea mays L. Ele é uma planta essencialmente panmitica, uma vez que o monoicismo das
Maydeae acentuou-se com maior separa¢do espacial da inflorescéncia feminina e da masculina,
sendo portanto uma planta dlogama com praticamente 100% de reproducéo cruzada. Trata-se de
um cereal essencialmente americano e sua cultura teve origem com o advento da agricultura no
Novo Mundo ha mais de 8000 anos. O milho hoje esta disseminado por todo o mundo e varias
introducdes foram feitas a partir do mitho americano (Paterniani e Campos, 1999).

O milho é uma espécie altamente politipica, apresentando cerca de 300 ragas
identificadas e dentro de cada raca podem ser identificadas variedades, com grande variabilidade
genética (Paterniani, 1990). Essa variabilidade refere-se as adaptagdes climaticas, além das
variagdes selecionadas pelo homem. E a espécie vegetal cultivada mais cosmopolita do mundo,
apresentando variedades adaptadas a diferentes altitudes/latitudes. Como o milho ¢ muito
sensivel ao fotoperiodo, podemos encontrar variedades temperadas e variedades tropicais. As
variedades também podem ser classificadas quanto ao tipo de endosperma. Estes tipos bem
distintos de endospermas s3o cultivados com o objetivo de atender as exigéncias dos
consumidores (Paterniani, 1995).

O maior produtor mundial de milho € os Estados Unidos com uma estimativa de
producdo para 2000/2001 de 253,2 milhdes de toneladas; segue-se a China, com uma estimativa
de 105 milhGes de toneladas (Brandalizze, 2001). No Brasil que € o terceiro maior produtor, o

milho ocupa a maior 4rea cultivada, com cerca de 14 milhdes de hectares sendo utilizados para o



cultivo deste cereal. Este fato € importante, pois no ano de 2001 esta se tornando um dos
principais exportadores mundiais, ao invés de um dos maiores importadores (Brandalizze, 2001).
O Brasil ainda apresenta espaco para evoluir em produtividade, tanto em areas de cultivo, como
também na producgio de sementes melhoradas e insumos cada dia mais eficientes. A produgéo
brasileira de milho nos anos de 1999/2000 foi de 32,8 milhGes de toneladas e parte desta
producdo foi exportada, garantindo uma fatura superior a 60 milhdes de dolares em junho de
2000. A estimativa para a colheita de 2001 ¢ de aproximadamente 41 milhdes de toneladas
(Brandalizze, 2001).

A oferta mundial de milho é 787 milhdes de toneladas, cobrindo um consumo total de
608,8 milhdes de toneladas. De acordo com estas previsdes, como existe crescimento de
consumo para este grdo, o ideal para o mundo seria que houvesse um crescimento médio na
produtividade de 30 milhdes de toneladas ao ano. O Brasil apresenta uma previso de oferta total
para 2000/2001 de 41,442 milhdes de toneladas. Desta oferta, 19,100 milhdes de toneladas
deverdo ser utilizadas para a producio de ragdo para aves e suinos e, 5,850, na industria
moageira. Para esta oferta total o Brasil apresenta uma demanda de 40,650 milhées de toneladas
e no ano de 2001 foi colhida a maior safra, devendo atender a demanda interna e garantir a nossa
presenca no mercado internacional (Brandalizze, 2001).

Segundo Leath e Hill (1987), a producdo de milho que vem aumentando no mundo,
principalmente em fung¢do do aumento da area cultivada, parece estar associada a fatores tais
como a disponibilidade de recursos tecnologicos. Estes recursos envolvem préticas agricolas
como: utilizacdo de fertilizantes; herbicidas e inseticidas; manejo do solo e uso de sementes
melhoradas. O melhoramento genético tem contribuido para o aumento da produtividade,

permitindo a selecdo de varias caracteristicas de importancia econdmica tais como resisténcia a



doenga, insetos, resisténcia a seca, aumento na produgdo de grios e melhoria na qualidade
nutricional das sementes.

O milho cultivado é um componente essencial na alimentagdo dos animais, sendo que
36% do total produzido é utilizado na elaboragio de ragdo para aves e 18% € usado na
alimentacdo de suinos (Perry, 1988). Para autoconsumo € utilizado um total de 26,6% da
produgdo deste grio. A partir do milho também ¢é elaborado uma grande variedade de produtos
industrializados (Watson, 1988). Um total de 15% do milho produzido € utilizado na industria. O
consumo na alimentacdo humana e animal e o uso na elaboragdo dos produtos industrializados
sdo justificados pelo alto contetido de carboidratos (principalmente amido, que compreende
71,5% da semente), de proteinas (10,3% da semente), de éleo (4,5% da semente) e vitamina
(Perry, 1988).

O processamento de milho para a industria pode ser realizado através de moagem seca ou
timida. A moagem seca consiste essencialmente na separagio fisica dos componentes do gréo de
milho, onde o endosperma é moido em diversos niveis de tamanho de particulas. O embrido €
utilizado para a obtengdo de Oleo e no preparo de ragdo animal (Paterniani, 1990). O dleo, um
dos produtos de grande importancia econdmica do mitho, é produzido por moagem umida do
embrifo. Este 6leo ¢ de grande aceitabilidade na alimentag&o, devido a sua estabilidade durante a
estocagem e cozimento, evitando a necessidade da adi¢do de antioxidantes sintéticos. Esta
estabilidade é devida a presenca de antioxidantes naturais, os tocoferdis, que protegem as duplas
ligagbes de acidos graxos insaturados de sofrerem oxidagio (Alexander, 1988). A aceitabilidade
deve-se também 4 presenga de um baixo nivel de 4acido linolénico e, também, ao alto teor de
acidos graxos insaturados (4cido linoleico) que quando metabolizados pelo homem resultam em

niveis reduzidos de colesterol no sangue (Weber, 1987).



O 6leo de milho ¢ importante para a produgdo de margarinas, dleo para salada, 6leo usado
no cozimento, fazendo parte assim, de varios produtos alimenticios. Além do uso na alimentagio
humana, o aumento do conteudo de éleo na ragdo animal € vantajoso. Alexander e Creech (1977)
descreveram que o milho que apresenta concentracdes de 6leo maior que 4,5% € importante para
a alimentag¢@o de animais. Quando aves sdo alimentadas com ragdo preparada com milho que
apresenta alto teor de dleo (6% a 13%) ao invés de com milho com teor normal (4,5%), observa-
se aumento na producio de ovos e aumento no peso corporal, em fun¢do da mesma quantidade
de ragdo oferecida. Quando aves sdo alimentadas com ra¢do que apresenta alto teor de dleo, tanto
o aspecto da pele como a pigmentacdo do plasma apresentou-se com melhor qualidade (Han et
al., 1987); o ganho de peso € aumento da qualidade da carne também foram observados para
suinos (Adams e Jensen, 1987). O ganho ocorre, pois o 6leo contém 2,25 vezes mais calorias por
grama de matéria seca do que amido ou proteina (Han ez al., 1987; Adams e Jensen, 1987 e Goss
e Kerr, 1992). Foi observado, também, que o aumento de calorias em ra¢io utilizada para
bovinos, tem resultado em crescimento mais rapido devido a potencializagdo do hormodnio de
crescimento (Alexander, 1988). Devido a isso, o desenvolvimento de germoplasma com alto teor
de 6leo tem sido o objetivo de alguns programas de melhoramento (Goldman et al., 1994).

O desenvolvimento de cultivares de milho que apresentam alto teor de dleo € importante,
pois a sua disponibilidade no mercado € restrita. Existe grande procura por esse 6leo que ocorre
em funcdo de suas qualidades para o consumo humano. Uma maior procura do que oferta
favorece o alto preco do produto, sendo o seu prego superior ao de dleo de soja, de algodio e de
girassol. Neste sentido, programas de melhoramento, tém sido desenvolvidos com o objetivo de
selecionar e produzir cultivares de milho que apresentam maior teor de 6leo. Programas de

selecdo sdo importantes, em fun¢go destes a producgio de dleo de milho tem aumentado: em 1972



produziu-se 226.800 toneladas e em 1986 a producdo mundial chegou a cerca de 612.123
toneladas (Watson, 1988).

Cultivares de milho que apresentam alto teor de 6leo, quando comparadas com os que
apresentam baixo teor, produzem menos toneladas de grios por hectare quando cultivadas em
condi¢bes de campo que proporcionem a mesma capacidade fotossintética e fisiologica. Esta
proporcionalidade inversa entre produtividade e o teor de Oleo, € decorrente do maior
envolvimento energético para a producdo de 6leo, quando comparado com a sintese de amido.
Para que o milho produza uma quantidade de éleo que fornecera uma caloria, a planta gastara
duas calorias, fazendo com que o custo energético desta via seja grande (Alexander, 1988).

Os milhos produzidos diferem quanto a qualidade dos seus grios. Os pregos pagos pela
industria sdo uma fun¢do da qualidade do produto. O prego também varia conforme a maior ou
menor disponibilidade de milho no mercado. Entretanto, com o desenvolvimento da industria, a
tendéncia € que haja aumento das exigéncias quanto as qualidades do milho. No futuro, a
comercializacdo deste cereal para fins industriais podera ser devidamente ajustada e as
diferencas na composi¢do dos grios serdo importantes para que a industria possa decidir o tipo
de processamento que estes deverdo receber, ou seja, se através de moagem seca ou umida.
Assim, o desenvolvimento de cultivares que produzam componentes de interesse (dleo,
proteinas, teor de caroteno) podera atrair diferentes inddstrias, que passardo a comprar o milho
em fungfo dos seus interesses de processamento. A selecdo de milho para o aumento do teor de
6leo é uma possibilidade que pode ser executada, podendo oferecer atrativos para a inddstria,

desde que a comercializa¢do seja devidamente ajustada (Paterniani, 1995).
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2.2- Sintese de acidos graxos em vegetais

Para que programas de melhoramento possam ser mais eficientes no desenvolvimento de
cultivares de milho com caracteristicas agrondmicas importantes, tanto para fins nutricionais
como industriais, € interessante o conhecimento prévio do comportamento e funcionalidade das
vias envolvidas na produgdo desses caracteres. O triacilglicerol (TAG), a principal forma
quimica de estocagem de lipideos nas plantas, é um dos principais produtos da agricultura. O
entendimento das vias metabolicas envolvidas na biossintese de lipideos tem aumentado, o que
tem permitido que através de engenharia genética, modificacdes da composi¢édo de acidos graxos
nas sementes oleaginosas possam ser realizadas. Através dessas modificagdes, novos ou
melhorados 6leos vegetais podem ser produzidos. Estas pesquisas tém custado anualmente vinte
e cinco bilhdes de dolares (Topfer er al., 1995).

Estudos realizados por Ohlrogge e Browse (1995), mostraram que em plantas a
biossintese de 4cidos graxos ocorre nos plastideos. Estes acidos graxos sdo utilizados como
precursores para a construcio e organizagdo de membranas celulares, sendo também utilizados
para a sintese de lipideos de reserva. O lipideo € a principal forma de reserva de carbono nas
sementes de muitas espécies de plantas, constituindo aproximadamente 60% do peso seco de tais
sementes. A via de biossintese de acidos graxos ¢ considerada uma via metabolica primaria, pois
ela € realizada por todas as células da planta, sendo essencial para o seu crescimento.

Os principais &cidos graxos sintetizados pelas plantas apresentam uma cadeia de 16 a 18
carbonos, contendo de uma a trés duplas liga¢des cis (Ohirogge e Browse, 1995). No plastideo,
uma série de enzimas estfo envolvidas no processo de biossintese destes acidos graxos. Quando
os trés carbonos do glicerol sdo esterificados com as cadeias de 4dcidos graxos, ocorre a formagéo

de triacilglicerdis, sendo este o principal lipideo de estocagem nas sementes (Figura 1R)..
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Figura 1R. Metabolismo que ocorre em varias organelas para a sintese de lipideos e o

movimento destes de um compartimento celular para outro.

Todos os &tomos de carbono dos 4cidos graxos sdo derivados de acetil-Coenzima A

(acetil-CoA) que estd presente no plastideo (Ohlrogge e Browse, 1995). A concentracio de
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acetil-CoA permanece constante nesta organela, mesmo quando a taxa de sintese de acido graxo
varia muito. A constincia na concentracdo de CoA pode ser em funcdo da enzima piruvato
desidrogenase do plastideo (PDH), que atua sobre o piruvato, este pode ser proveniente tanto da
via glicolitica como também pode ser produzido como uma reacdo secundéria catalisada pela
enzima ribulose bifosfato carboxilase (Andrews e Kane, 1991). Como a acetil-CoA possui um
papel central em muitas vias metabdlicas, mais que uma via contribui para manter a sua
concentragdo. Uma outra via alternativa € a producdo deste intermedidrio pela PDH
mitocondrial, seguido pelo transporte de acetato livre até o plastideo. Este acetato, € ativado no
cloroplasto pela enzima acetil-CoA sintase produzindo acetil-CoA. Também tem sido proposto
que o malato e a glicose 6-fosfato citosolicos sejam precursores de acetil-CoA para o plastideo
em sementes oleaginosas (Ohlrogge e Browse, 1995). A acetil-CoA para a producfio de 4cidos
graxos pode ser proveniente de diversas fontes, podendo ainda variar em fun¢do do tecido, do
estagio de desenvolvimento, das condi¢des de luz/escuro e da espécie estudada (Ohlrogge e
Browse, 1995) (Figura 2R).

A enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase) catalisa a primeira reagdo da via biossintética
de acidos graxos, transformando acetil-CoA+CO, em malonil-CoA. Esta reagdo é considerada o
passo limitante da biossintese de acidos graxos (Post-Beittenmiller et al, 1992). Em plantas
existem pelo menos dois tipos diferentes de estrutura da enzima ACCase. Estes podem diferir
quanto a espécie e compartimentos celulares em que sdo encontrados, e independente do tipo, a
ACCase ¢ formada por varias subunidades (Alban et al., 1994). Varios genes e clones de cDNA
ja foram isolados para um dos tipos desta enzima em plantas (Topfer e Martini, 1994), em

animais ¢ em fungos (Ohlrogge e Browse, 1995).
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Figura 2R. O papel e a origem de acetil-CoA no metabolismo de dcidos graxos. A acetil-CoA ¢

a principal intermedidria no metabolismo celular, esta molécula promove uma

ligagdo entre muitas vias durante a sintese de acidos graxos em plantas.
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A produgdo de um acido graxo de 16 ou 18 carbonos a partir de acetil-CoA ou malonil-
CoA requer a participagdo de pelo menos 30 enzimas. Em plantas, as enzimas da via de
biossintese de acidos graxos sdo componentes dissociaveis soluveis localizados no estroma dos
plastideos. O doador central de carbono para a sintese de acidos graxos é o malonil-CoA
produzido pela ACCase. O grupo malonil é transferido de CoA para a proteina acil carreadora
(ACP). Todas as reacgdes da via envolvem ACP, até que o produto com 16 ou 18 carbonos esteja
pronto, podendo ser transferido para glicerolipideos ou ser exportado do plastideo.

Apds a transferéncia de malonil para ACP, a enzima malonil-tioéster catalisa uma série
de reagdes de condensa¢do com aceptores acil-ACP resultando nas ligagdes carbono-carbono
(Ohlrogge e Browse, 1995). Para produzir um acido graxo com 18 carbonos sdo necessarias pelo
menos 3 enzimas de condensagdo, as enzimas KASIII, KASI e KASII. O produto inicial de cada
condensacdo € 3-cetoacil-ACP. Apds a condensag@o ocorrem trés reagdes adicionais. O 3-
cetoacil-ACP é reduzido pela enzima 3-cetoacil-ACP redutase, o produto desta enzima ¢
desidratado pela enzima hidroxiacil-ACP desidratase; finalmente, a enzima enoil-ACP redutase
reduz a dupla ligagdo 2-trans, formando um 4cido graxo saturado. A a¢do combinada dessas
quatro enzimas produz um crescimento de 2 carbonos na cadeia de acido graxo ainda ligada a
ACP como tioéster (Figura 3R).

Na maioria dos tecidos de planta, 75% dos acidos graxos sdo insaturados (Ohlrogge e
Browse, 1995). A primeira dupla liga¢do ¢é adicionada pela enzima estearoil-ACP desaturase, que
¢ exclusiva do reino vegetal. A clonagem desta enzima permitiu estudos cristalograficos e da sua
estrutura tri-dimensional.

Os &cidos graxos sdo transferidos de CoA para as posigbes 1 e 2 de glicerol-3-fosfato,

resultando na produgdo de acido fosfatidico (PA), o qual é defosforilado produzindo
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diacilglicerol (DAG). No passo final de sintese de TAG, um terceiro 4cido graxo € transferido da

posicdo 3 do DAG pela enzima diacilglicerol aciltransferase (Ohlrogge e Browse, 1995).
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Figura 3R. Visdo geral da sintese de um écido graxo composto por 18 carbonos (18:0), mostrando a
entrada de malonil-CoA e as reagdes catalisadas por enzimas para a sintese deste acido

graxo.
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O conhecimento das vias de biossintese de 4cidos graxos em plantas tem aumentado nos
ultimos anos (Ohlrogge er al, 1991; Murphy, 1993). Varios genes e cDNAs de enzimas que
atuam na via de biossintese de 6leo em plantas ja foram clonados. A clonagem de genes com a
producdo de cDNA para a enzima ACCase para varias espécies de plantas (Topfer e Martini,
1994), inclusive em milho (Egli et al., 1993a; 1993b; 1995) ja foi publicada. O mesmo tem sido
verificado para a proteina ACP, cujos genes que a codifica ja foram clonados e cDNAs
sintetizados para varias espécies de plantas (Topfer e Martini, 1994), inclusive para milho
(Souciet e Weil, 1992). Para as enzimas KAS, que catalisam as rea¢es de condensagdo na via de
biossintese de 6leo em espinafre (Tai e Jaworski, 1993), em Cuphea wrightti (Slabaugh et al.,
1993) em cevada (Kauppinen, 1992; Weissenbach et al., 1992) em Ricinus communis (Genez,
1993) genes foram clonados € cDNAs sintetizados. Os genes para 3-cetoacil-ACP-redutase em
Arabidopsis thaliana, Brassica napus (Slabas e Fawcett, 1992) e Cuphea lanceolata (Klein et
al., 1992; Klein e Topfer, 1992) ja foram clonados. A segunda reacdo da via de biossintese de
acidos graxos € catalisada pela enoil-ACP redutase, um gene foi isolado e cDNA ja foi
produzido para esta enzima em Brassica napus (Stuitje et al., 1993). O gene para a enzima acil-
ACP desaturase também ja foi clonado em feijao (Shanklin e Somerville, 1991).

A quantidade de 6leo em diferentes espécies de plantas pode variar largamente indo de
1% a 60% do peso seco total da semente (Ohlrogge € Browse, 1995). A composi¢do de acidos
graxos do 6leo estocado € muito variavel e mais de 300 diferentes acidos graxos séo encontrados
em TAG de sementes (van de Loo ef al,, 1993). A cadeia carbOnica destes acidos graxos varia de
oito a mais de 22 carbonos. O mimero e a posi¢do de duplas ligagdes podem ser diferentes, sendo

que varios grupos (hidroxil ou epoxi) podem ser adicionados a cadeia acil (Ohlrogge e Browse,

1995).

17



Em quase todas as espécies de plantas a forma quimica de estocagem do 6leo € o TAG,
servindo como a forma mais importante de estoque de carbono (Ohlrogge e Browse, 1995). Na
semente madura TAG ¢é estocado em corpos lipidicos esféricos densamente empacotados com
um didmetro de 1uM (Huang, 1992; Murphy, 1993; Herman, 1994). O tamanho nio muda
durante o desenvolvimento das sementes, o acimulo de 6leo é acompanhado por um aumento do
nimero destas organelas. Cada corpo oleoso possui uma matriz de TAG, que corresponde a 95%
do peso destes corpos. Estes corpos sdo rodeados por uma monocamada de fosfolipideos na qual
se encontram embebidas proteinas denominadas oleosinas. As oleosinas sdo proteinas alcalinas
de baixo peso molecular, sendo que elas estdo presentes nas sementes em diferentes formas
moleculares denominadas isoformas. Estas proteinas estabilizam os corpos de 6leo, uma vez que
elas interagem com a superficie dos fosfolipideos e com a matriz de TAG, formando uma estavel
camada anfipatica na superficie destes corpos. Outro papel atribuido a esta proteina, € a sua
atuacdio como sitio de reconhecimento e de ligagdo especifica de lipases durante a germinagdo de
sementes (Huang, 1992).

Em milho existem proteinas oleosinas denominadas OLE 18, OLE 17 € OLE 16. Uma
comparagio das seqiiéncias gendmicas dos genes para estas trés oleosinas ja foi realizada, bem
como uma comparagio de suas seqiiéncias deduzidas de amino4cidos ja foi obtida (Lee ¢ Huang,
1994). Estes genes sdo expressos em embrides e na camada de aleurona (Qu e Huang, 1990),
sendo que a quantidade de transcrito foi maior entre 20 a 25 dias ap6s a polinizacdo (DAP); o
valor maximo da proteina foi observado em 25 a 30 DAP. A localizagdo para os genes de
oleosina foi investigada utilizando RFLP, ole 16 foi mapeado como gene de copia unica, estando

localizado préximo ao gene b1 no cromossomo 2; o ole /8 também apresenta copia unica e esta
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localizado no brago curto do cromossomo 5, proximo ao gene phya 2; ja a localizagdo de ole 17
foi predita para o cromossomo 1 proximo a phya I (Lee e Huang, 1994).

Estudos da fisiologia de biossintese de 6leo podem ajudar no entendimento detalhado da
regulacdo desta via, podendo melhorar em particular, a producio de lipideo em cereais. A
principal diferenca fisiologica entre milho que apresenta alto e baixo teor de dleo € o tamanho do
embrido (Curtis et al., 1968; Dudley et al., 1977), pois ele € o sitio primario de estocagem de
oleo (Inglett, 1970; Doehlert, 1990). Estudos comparando propriedades metabdlicas de semente
de milho, com gendtipos amplamente divergentes para proteina, amido e 6leo, mostraram que
diferentes atividades de enzimas estdo associadas com acimulo dos diferentes produtos de
estocagem. A atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) em embribes isolados, foi
correlacionada com a concentragio de 6leo em embrides; isto pode ser devido a um aumento no
requerimento respiratorio para a sintese de Oleo. As enzimas sacarose sintase (SS), uridina
difosfato-glicose pirofosforilase (UDPG), fosfoglicoisomerase (PGI), fosfofrutoquinase (PFK) e
aldolase (ALDO) também foram relacionadas com o conteudo de dleo.

A medida da atividade de enzimas indicou que ndo hd uniformidade na distribuicdo
destas dentro da semente (Doehlert er al, 1988), mas que pode existir uma associagdo da
atividade de enzimas especificas com os produtos de estocagem dentro da semente. Doehlert
(1990), avaliou a atividade de 15 enzimas do metabolismo de agiicar e aminoacidos. As analises
estatisticas sugeriram que a atividade das enzimas glicoquinase, frutoquinase e fosfofrutoquinase
foi primariamente associada com o conteido de dleo. Os resultados desse trabalho sugerem
também que a biossintese de Oleo utiliza a degradagdo de sacarose mediada pela invertase, em
uma via que ndo requer fosfato. A selegdo para concentragio divergente para amido, dleo e
proteina em sementes, tem resultado em atividades fisiologicas diferenciais associadas com cada

um dos diferentes produtos de estocagem (Doehlert, 1990).
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O conhecimento sobre a biossintese de &cidos graxos em plantas tem aumentado
substancialmente (Harwood, 1988; Ohlrogge ef al, 1991; Murphy, 1993). Mas apesar do
progresso nesses estudos, o conhecimento sobre os genes que atuam nas vias metabolicas de
biossintese de lipideos e compostos relacionados em plantas, estd apenas sendo iniciado, pois
esta é uma via bastante complexa. Uma estratégia para conhecer os genes envolvidos com
determinada via metabdlica, requer primeiramente o mapeamento de seqiiéncias do genoma,
associando as com o carater em estudo. QTLs ligados em um intervalo podem ser separados por
futura recombina¢io ou por mapeamento de fina escala. Este nivel de resolugdo pode ser
suficiente para utilizarmos QTLs em programas de cruzamentos seletivos, mas ainda ndo se
consegue associar diferencas alélicas em um so6 loco como responsaveis por diferengas no
fenotipo de um carater quantitativo. Existe duas formas de identificar um gene detectado como
um QTL em uma regido particular do genoma, isto pode ser feito através de clonagem posicional
e através de associagdo de variagdo no fendtipo do carater quantitativo com marcadores
polimérficos na mesma regido em locos candidatos. Quando locos com fungdo conhecida e
relacionados com o fenotipo, podem ser identificados e clonados nestas regides, eles sio
denominados genes candidatos. O procedimento para confirmar a idéia do envolvimento deste
loco com o carater é pesquisar a associagdo dos fenotipos com o polimorfismo molecular para
este loco candidato. Para propor um gene candidato como atuante em caracteres quantitativos, ha
necessidade de relacionar este loco relevante com a expresséo do carater. Os genes candidatos
podem ser aqueles envolvidos nas vias bioquimicas que atuam sobre um fenétipo de interesse.
Com um clone em maos, podemos fazer o seu seqiiencia-lo, estudar sua expressdo diferencial em
diferentes tecidos € em diferentes estagios de desenvolvimento e isolar seqii€ncias homoélogas a

ele tanto em outras espécies como em outras populagles. Portanto, quanto maior o nivel de
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conhecimento sobre as vias metabolicas de biossintese de dleo, mais precisas poderdo ser as

inferéncias sobre a associagio entre a regifio mapeada e o loco candidato.

2.3- Teor de 6leo em milho

O melhoramento para concentrag¢do de proteina, 6leo, amido, bem como o melhoramento
para os caracteres fisicos dos grdos de mitho € importante para aumentar o valor comercial deste
cereal (Letchworth e Lambert, 1998). Quando o milho apresenta concentragdo de 6leo maior que
6% na semente, ¢le é comercialmente considerado como cultivar de milho com alto teor de 6leo.
Normalmente o valor convencional para teor de 6leo em cultivares de milho estende-se de 3,5%
a 5,0%. E estimado que de 80% a 84% deste Oleo esteja armazenado no embrido, 12% na
aleurona e 5% no endosperma (Watson, 1987).

O carater teor de 6leo em milho € controlado por multiplos locos, que apresentam
diferentes efeitos sobre a caracteristica. Uma substancial varia¢do na concentra¢do de 6leo na
semente de milho tem sido observada entre diferentes linhagens; esta variagdo € explicada por
heranga quantitativa (Dudley er al., 1974; Dudley, 1977). A variagdo exibida para este carater
estende-se de 0,5% a até mais que 20% de 6leo nos gréos (Dudlesf e Lambert, 1992).

Frente a grande variagdo observada para o carater teor de 6leo em milho, programas de
melhoramento foram desenvolvidos para produzir hibridos com alto teor de 6leo nas sementes. O
primeiro experimento de sele¢do realizado para milho, com o objetivo de melhorar a composi¢éo
quimica das sementes, foi iniciado em 1896 por C. G. Hopkins na Universidade de Illiriois. A
selecdo foi realizada para a concentragdo de dleo e de proteina nas sementes, utilizando-se a
populagdo de polinizagdo aberta Burr's White (Hopkins, 1899). Apds 90 geragdes de selecdo, o

teor de dleo nas sementes aumentou de 4,7% para 19,3%, sendo esta populagdo denominada de
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Illinois High Oil (IHO). Um dos objetivos deste programa de selegio, foi o desenvolvimento de
linhagens com alto teor de 6leo para usa-las na produgio de hibridos. Os hibridos desenvolvidos
a partir de algumas linhagens selecionadas para alto teor de dleo, apresentaram somente um
ligeiro aumento no valor de 6leo. Mas para estes hibridos, a producdo média de grdos foi
reduzida em cerca de 5% a 10% quando comparados com hibridos normais. Quando linhagens
[HO sdo incluidas como material genético em um novo projeto de cruzamentos, existe grande
dificuldade para o desenvolvimento de linhagens que apresente desempenho superior na
combinagio de hibridos (Lambert, 1994). A sele¢@io para baixo conteido de 6leo na semente
cessou apos 87 geragdes, pois nenhum progresso foi observado durante os 20 ultimos ciclos de
selecdo. Apos 87 geracdes de selegdo para diminuir o contetido de dleo, houve redugdo da
porcentagem de 6leo de 4,7% para menos que 1,0%; esta populagdo foi denominada de lllinois
Low Oil (ILO). As populagdes IHO e ILO apresentam grande variagdo quando comparadas com
outros materiais. Nos materiais tipicos do Corn Belt americano, o conteiido de dleo varia de
2,5% a 5,5%, sendo que para os hibridos comerciais a variagio esta entre 4,0% e 4,5% (Dudley e
Lambert, 1992).

Além do programa de melhoramento para desenvolver milho com alto teor de 6leo
utilizando a populagio Burr’s White, vérios outros foram desenvolvidos a partir do final da
década de 40, tanto em instituicdes piblicas como em companhias comerciais (Jugenheimer,
1961, Alexander e Creech, 1977; Weber, 1987; Alexander, 1988). O objetivo desses programas
foi o desenvolvimento de linhagens com alto teor de 6leo para a produgédo de hibridos. A maioria
dos programas produziram milho hibrido com um valor de 6leo entre 6,0% e 7,0%. Também foi
desenvolvido um programa de melhoramento de populagdes através de selegdo recorrente para
aumentar a porcentagem de 6leo na semente. Nesse programa foi utilizado um sintético, com

objetivo de desenvolver fontes de germoplasma diferentes da populagdo IHO. Neste programa,
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através do uso de sele¢do recorrente fenotipica, realizada por vérios ciclos, fez-se sele¢do para
aumentar a concentragdo de 6leo (Bauman et al., 1963; Alexander et al., 1967).

A estimativa do nimero de locos controlando o contetido de 6leo em IHO e em ILO ja foi
realizada (Dudley, 1977; Dudley e Lambert, 1992; Moreno-Gonzalez et al., 1975). Apos 28
geracdes de selecdo para estas populagdes, foram estimados 33 locos atuando sobre o carater teor
de 6leo e apds 76 geracdes de selegdo o nimero estimado de locos foi de 54 (Dudley, 1977);
apOs 90 geragdes de selecdo, estimou-se em 69 o numero de locos que controlam o carater
(Dudley e Lambert, 1992). Portanto, a medida que os ciclos de selegdo aumentaram, e que o
progresso de selecdo também aumentou para essas populagdes, a estimativa do nimero de locos
controlando o teor de dleo também sofreu aumento. Isto ocorreu porque a estimativa do nimero
de locos ¢ decorren:e do progresso de selecdo e da varidncia genética aditiva. A primeira resposta
a sele¢do € proveniente da varidncia genética aditiva da populagdo. A taxa de resposta a ‘selec;ﬁo
poderia diminuir gradualmente a medida que a varidncia aditiva diminui, mas apds algumas
geracdes, nova varidncia proveniente de genes mutados comega contribuir para a resposta. Apds
algum tempo, todos os genes segregando na populacio estariam fixado pela selecdo e, a resposta
dependeria inteiramente das muta¢Ges acumuladas durante este processo. A resposta poderia
entdo continuar em uma taxa constante indefinidamente. Ndo ¢€ esperado limite para a selegéo
quando a mutagdo afeta o carater selecionado mas nio a aptiddo, como € o caso de selegdo para
conteudo de 6leo em milho (Falconer e Mackay, 1996). Esses resultados mostram que é possivel
grande aumento no conteiido de d6leo em milho (Lambert, 1994). A resposta continua a selegéo
por varias geracdes, bem como a resposta a sele¢do reversa em geragdes avangadas, sugere que
um grande numero de locos segregantes estdo envolvidos na heranca de conteido de dleo em
milho (Sprague et al, 1952; Alexander, 1963; Dudley, 1977). Considerando que efeitos

genéticos de domindncia aprecidvel ou heterose ndo tém sido detectados quando linhagens sio
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cruzadas e, também, que nio se observou depressdo por endogamia, foi assumido que o carater
teor de 6leo em milho esta sob controle genético aditivo (Dudley, 1977; Silvela er al., 1989).

Fatores ambientais podem afetar os valores de 6leo em milho hibrido que apresentam alto
teor, mas o efeito do gendtipo no valor do contetdo de 6leo é muito maior. Jellum e Marion
(1966) realizaram avaliagGes para teor de 6leo ao longo de dois anos, em diferentes localidades e
em diferentes periodos desses anos. Os resultados mostraram que o genotipo tem maior
influéncia nos valores de 6leo do que as condi¢des ambientais. Isto justifica a alta herdabilidade
estimada para este carater. A média de diversas estimativas mostrou que o coeficiente de
herdabilidade para este carater € superior a 70% (El-Rouby e Penny, 1967; Moreno-Gonzalez et
al., 1975; Hallauer e Miranda Filho, 1988).

A principal diferenga fisiologica entre milho com alto e baixo teor de 6leo é o tamanho
do embrido (Dudley et al., 1977), uma vez que o embrido € o sitio primario de estocagem de 6leo
(Doehlert, 1990). As selecdes iniciais para teor de Oleo foram realizadas através de analise
visual, relacionando o aumento no tamanho do embriio com o aumento para concentragio de
6leo. Uma forma mais eficiente e rapida para avaliar teor de 6leo em sementes de milho foi
desenvolvida através de espectroscopia de ressonincia nuclear magnética (NMR), esta técnica
possibilitou a avaliagdo de um grande numero de amostras para a concentra¢do de dleo. Um
impulso nos trabalhos de sele¢éo e melhoramento para o caréter teor de oleo foi conseguido
através do desenvolvimento de técnicas de avaliagio deste componente quimico sem que as
sementes fossem destruidas. Através desta técnica de andlise, pode-se trabalhar com uma sé
semente ou com um conjunto destas, obtendo-se os resultados rapidamente. Assim, o
desenvolvimento e o uso desta técnica tem contribuido para a selecio e melhoramento da
concentracdo de 6leo em milho, permitindo o desenvolvimento de cultivares melhorados para o

conteudo de dleo (Alexander et al., 1967; Henderson, 1976; Alexander, 1977).
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Virios trabalhos tém apresentado a participa¢do do efeito de xénia para o contetido de
oleo (Bauman et al., 1963; Curtis et al., 1956; Alexander et al., 1967; Alexander, 1977; Miller e
Brimhall, 1951; Alexander e Lambert, 1968; Garwood et al., 1970; Lambert, 1994). O efeito de
xénia € definido como o efeito imediato dos genes do pdlen no desenvolvimento de tecidos nio
maternais ou embrides e endosperma nas sementes. Miller e Brimhall (1951) concluiram que o
o6vulo representa a maior influéncia para a concentragdo de 6leo na semente, mas o pdlen
apresenta um pequeno efeito. Alexander e Lambert (1968) descreveram que as mesmas plantas
polinizadas pela populagdo IHO apresentaram maior teor de 6leo do que as polinizadas pela ILO.
Letchworth e Lambert (1998) também observaram grande efeito do genétipo da planta mae sobre
o teor de Oleo, mas concluiram que o pélen afetou significativamente esse carater. Assim,
somente quando a polinizagdo para desenvolvimento de hibridos € feita de forma controlada,
pode-se fazer uma estimativa do conteudo de 6leo. Em poliniza¢Ges abertas, o teor de dleo de
hibridos que apresentam baixo conteido desse componente aumentard quando polinizados com
material qu apresenta alto teor de o6leo, hibridos que apresentam alto teor terdo a sua
concentracdo reduzida em fungdo de efeito de xénia quando polinizados com material que
apresente baixo teor de 6leo (Lambert, 1994).

Apesar de existir variagdo genética suficiente para o desenvolvimento de hibridos que
apresentam alto teor de dleo, a variagdo de 6leo para os hibridos comerciais esta entre 4,0% e
4,5% (Dudley e Lambert, 1992). Os valores fenotipicos de diferentes caracteres no mesmo
individuo muitas vezes podem estar correlacionados, esta correlagdo entre dois caracteres pode
originar como resultante de uma complexa via bioquimica, tanto par o desenvolvimento como
regulatoria. Um s6 gene quase sempre influenciara miltiplos caracteres através de um fen6meno
conhecido como pleiotropia (Wright, 1968). Existe uma correlagcdo negativa entre teor de dleo e

produtividade de grios, os alelos que melhoram para o carater teor de dleo parecem ser

25



desvantajosos para produgfo de gréos, isto € existe efeito pleiotrépico entre estes dois caracteres.
Estimativas negativas entre o teor de 6leo nas sementes e produtividade foram obtidas por Miller
e Brimhall (1951), Alexander (1962), Dudley ef al. (1974; 1977) e Lambert et al. (1997), sendo
esse o principal fator que limita a difusdo do uso de milho hibrido com alto conteudo de dleo.
Em geral, a produtividade de grios de hibridos com alto teor de 6leo decresce quando os niveis
sd0 maiores que 8% de 6leo (Dudley et al., 1974; Miller et al., 1981). A correlagdo negativa
entre estes dois caracteres, € devida ao fato de que a sintese de uma determinada quantidade de
dleo, requer duas vezes mais energia que a utilizada para produzir a mesma quantidade de amido
(Alexander e Lambert, 1968).

O conhecimento da localiza¢do e do niimero dos locos que controlam a concentragdo de
6leo e o peso de sementes em milho pode capacitar os melhoristas deste cereal a selecionar de
forma mais eficiente hibridos que produzam alto teor de 6leo e mantenham um nivel adequado
de produtividade, este conhecimento € importante pois estes dois caracteres parecem apresentar
pleiotropia. O 6leo e o amido sfo os principais componentes da semente, portanto ndo €
surpreendente que aumento no teor de 6leo seja acompanhado por decréscimo na deposi¢do de
amido. Locos de RFLP foram associados com o teor de dleo € com o amido, sendo associados de
forma inversa com o conteido de 6leo e peso de sementes (Berke e Rocheford, 1995). Nesse
estudo, também foram mapeados locos associados independentemente com teor de dleo e peso
de sementes. Os principais QTLs associados com a concentragdo de 6leo ndo foram associados
com mudanca no peso de sementes; este fato € importante, pois mostra que a sele¢do para

aumentar a concentrag¢do de 6leo na semente pode ser realizada sem alterar o peso destas.
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2.4- Marcadores moleculares e mapa genético

2.4-1 Aspectos gerais dos marcadores moleculares

Falconer e Mackay (1996) descrevem que a maioria dos caracteres de interesse
agrondmico ndo apresentam classes fenotipicas distintas, sendo denominados de quantitativos.
Dada a natureza continua da variag@o dos caracteres quantitativos, o seu estudo deve ser iniciado
pela distribuicdo de freqiiéncias originadas pelo carater. Tal distribuicdo € caracterizada por
parametros estatisticos, sendo a média e a varidncia os mais importantes. A variagdo continua
pode ser explicada pela agdo conjunta de muitos genes, cada um com pequeno efeito sobre o
carater, os quais sdo denominados de poligenes. Estes genes podem sofrer maior ou menor agio
de efeitos ambientais. Segmentos de DNA que contém locos génicos associados ao controle de
caracteres quantitativos s@o denominados QTLs (Quantitative Trait Loci). Um QTL € um
segmento do cromossomo que afeta uma determinada caracteristica, ndo sendo necessariamente
um unico gene (Falconer e Mackay, 1996).

Os primeiros trabalhos associando caracteres quantitativos com marcadores fizeram uso
de marcas morfologicas (Sax, 1923): No entanto, o uso desses marcadores tornou-se limitado
para a construgdo de mapas genéticos, pois s@o pouco polimérficos, sendo que um nimero
reduzido deles estdo disponiveis. Para suprir a deficiéncia de marcadores, novas classes foram
desenvolvidas. O primeiro marcador molecular usado foi isozimas, que sdo proteinas variantes
detectadas por diferenca na migracio em géis de amido em um campo elétrico. Este marcador foi
extensivamente usado a partir do final da década de 60, mas apresenta um pequeno nimero de
locos e um alto custo quando um grande niimero de individuos sdo avaliados (Lynch e Walsh,

1997). Com o desenvolvimento das técnicas modernas de biologia molecular, tornou-se possivel

27



detectar variacio genética diretamente em nivel de DNA. Este fato foi importante, pois um
grande nimero de marcadores moleculares tornou-se disponivel para as espécies de interesse
econdmico, assim substituindo as isozimas (Lynch e Walsh, 1997).

O primeiro marcador molecular a ser utilizado para detectar variacdo genética em nivel
de DNA foi o Restriction Fragment Lenght Polymorphisms (RFLP) (Botstein ef al., 1980). Esta
técnica é baseada na digestio do DNA gendmico por vérias enzimas de restricdo. O
polimorfismo ¢ criado por exemplo quando mutagdes de ponto, inser¢des e delegdes ocorrem,
etes eventos determinam o aparecimento ou a perda de sitios de restrigdo. Os fragmentos
digeridos sdo separados em gel de agarose e transferidos para uma membrana de nitrocelulose. A
separagdo da seqiiéncia polimérfica especifica do restante do DNA gendmico € realizada através
da hibridizagdo desta membrana com sondas de DNA marcadas. O resultado € observado em
autoradiografia apOs exposi¢do com a membrana marcada.

O marcador RFLP ¢ importante, pois este apresenta heran¢a codominante, sendo possivel
a identificacio de individuos homozigotos e beterozigotos na populagdo. Para as culturas de
interesse econdmico um grande nimero de sondas estdo disponiveis, com a vantagem também de
reprodutibilidade dos resultados obtidos. Em fungio dessas qualidades, o RFLP tem sido
extensivamente usado na constru¢do de mapas genéticos para ﬁuit% espécies cultivadas. Esta é
a mais importante classe de marcador codominante em plantas. Mapas genéticos baseados no
marcador RFLP tém sido construidos para trigo (Blanco et al., 1998), sorgo (Dufour et al., 1997;
Peng et al., 1999), arroz (Korzun et al., 1996; Loarce et al., 1996) e outros vegetais. Em citrus,
este marcador foi utilizado junto com outros marcadores para construgdo do maior rr;apa de
ligagdio divulgado (Cai et al., 1994). Em milho, mapas construidos com RFLP foram publicados
por Coe et al. (1987), Burr et al. (1988) e Coe et al. (1995). Alguns grupos tém produzido mapas

genéticos construidos com RFLP em milho e estes mapas foram utilizados com o objetivo de
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mapear QTLs de interesse econdmico (Beavis e Grant, 1991; Edwards et al., 1992; Pe et al.,
1993; Ajmone-Marsan et al., 1994; Sari-Gorla et al., 1994; Veldboom e Lee, 1994; Veldboom et
al., 1994; Causse et al., 1995; Agrama e Moussa, 1996; Austin e Lee, 1996a; 1996b; Bohn et al.,
1996; Byrne et al., 1996; Lubberstedt et al., 1997; Khairallah et al., 1998 e Kraja e Dudley
2000).

Apesar do marcador RFLP ser usado para a construgdo de mapas genéticos para muitas
espécies, esta técnica apresenta algumas desvantagens frente a outros marcadores. O primeiro
fator limitante para o uso de RFLP como marcador € a auséncia de bibliotecas de sondas para as
espécies pouco estudadas. Esta técnica também € muito trabalhosa envolvendo vérias etapas até
a obteng@o do resultado final, envolve alto custo e geralmente requer o uso de radioisétopos.
Para o desenvolvimento desta técnica, uma grande quantidade de DNA de alta pureza se faz
necessaria; além disso, € uma técnica que ndo € passivel de ser automatizada (Newbury e Ford-
Lloyd, 1993). Ainda para outros organismos, o progresso do uso deste marcador ¢ lento, pois o
nivel de polimorfismo tem sido baixo (Wu e Tanksley, 1993).

Com o desenvolvimento da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mullis e
Faloona, 1987), uma nova série de marcadores foi desenvolvida. A PCR foi a base para o
desenvolvimento do marcador Random Amplified Polymorphic DNAs (RAPD) (Williams et al.,
1990). Este marcador faz uso de oligonucleotideos com seqti€ncia casual de bases como primers
para a amplificagdo do DNA gendmico. A técnica de RAPD baseia-se na amplificagdo de
seqiiéncias de DNA que sdo flanqueadas por duas regibes complementares aos primers
utilizados. Para que um fragmento de DNA seja amplificado, estas duas regides tém que estar a
uma distdncia de até 2.000 pares de bases. Os produtos de amplificagdo sdo analisados em gel de
agarose tratado com brometo de etidio. O polimorfismo para 0 RAPD € proveniente de mutagdes

de ponto, delegbes na regido de pareamento do primer ou de inserg¢des entre essas regides que
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impossibilitam a amplificagdo. Uma vez que o segmento de DNA ¢ ou nido amplificado, este €
um marcador dominante na maioria dos casos estudados.

A simplicidade e rapidez da técnica de RAPD, a pequena quantidade de DNA necesséria
para a andlise e o fato de RAPD usar primers aleatorios, tornando esta técnica aplicavel para
qualquer organismo, permitiram répida difusdo da mesma, com ampla utilizacdo em analises
genéticas, superando as muitas limitagSes da técnica de RFLP (Rafalski ez al., 1991, Waugh ef
al., 1992). Outra vantagem de RAPD sobre RFLP é que um sé primer de seqiiéncia aleatdria
pode revelar véarios locos em uma reagdo, cada um correspondendo a diferentes regibes do
genoma. O marcador RAPD tem sido usado para a identificagdo de cultivares (Hu e Quiros,
1991), nos estudos filogenéticos € genealégicos (Heun e Helantjaris, 1993), na construgdo de
mapas genéticos (Williams et al., 1990; Welsh er al., 1991; Cai et al., 1994) e para mensurar a
similaridade genética e/ou diversidade genética no melhoramento (Lanza er al., 1997). As
desvantagens deste marcador € a sua baixa reprodutibilidade e também a ndo identificagdo da
classe de heterozigoto, uma vez que este marcador € codominante, isto €, um segmento de DNA
sera ou ndo amplificado,

O genoma de eucariotos apresenta varias classes de seqiiéncias de bases repetidas, e uma
destas consiste de curtos motivos. Estes motivos sdo repeti¢des em fandem de um a seis pares de
bases (pb); dentre estes, as repeticdes de dinucleotideos sdo as mais abundantes. Essas
seqiiéncias podem diferir no niimero de repeti¢des entre os diferentes individuos (Schidtterer,
2000), as quais se distribuem aleatoriamente através do genoma (Jacob er al, 1991). Com o
advento da técnica de PCR, as propriedades de DNA microssatélites foram convertidas em um
marcador genético altamente versatil. Estes marcadores foram denominados microssatélites ou

Simple Sequence Repeats (SSR) (Litt e Luty, 1989; Weber e May, 1989).

30



Recentemente microssatélites tém sido usados como marcadores moleculares, pois eles
séo altamente polimoérficos € podem ser amplificados por PCR. Gupta et al. (1996) descreveram
que o marcador microssatélite € uma técnica baseada na amplificacdo das seqii€ncias repetidas.
As seqiiéncias de DNA que flanqueiam a regido varidavel dos SSRs sdo conservadas e sdo
utilizadas para sintetizar primers (Schlotterer, 2000). Esse par de primers ¢ utilizado para a
amplificagdo dos locos de SSR. O polimorfismo € detectado quando existe diferenga no produto
amplificado. Esta diferenga leva a produtos de amplifica¢do com variagdo no comprimento
(Weber e May, 1989; Litt e Luty, 1989). Apds a amplificacdo através de PCR, os produtos da
amplificacdo de locos de SSR podem ser separados através de eletroforese em géis de agarose de
alta resolugdo. Para a detec¢do de pequenas diferengas nos produtos de amplificagdo utilizam-se
preferencialmente géis de poliacrilamida corados com prata. Os resultados também podem ser
analisados em autoradiografias quando os produtos de SSR s3o marcados com is6topos
radioativos. Amplificagcdo de diferentes locos pode ser realizada através de PCR multiplex. Este
tipo de avaliagdo € possivel gracas ao uso de corantes fluorescentes especificos para cada par de
primer usado na amplificagdo dos diferentes locos de SSRs (Gupta et al., 1996). Cada fragmento
produzido através da amplifica¢do, separado através de eletroforese em gel de poliacrilamida
(Kun-Sheng e Tanksley, 1993), ou em gel de agarose de alta resolugdo (Becker e Heun, 1995),
representa um alelo do loco (Gupta et al., 1996).

A hipervariabilidade de microssatélites no € totalmente entendida, podendo ser originada
através de crossing-over desigual ou deslizamento de seqii€ncias durante a replicagdo do DNA.
Durante a replicagdo do DNA, a fita nova pareia-se com a fita molde. Se o pareamento for feito
com uma repeticdo errada na outra fita, a DNA polimerase pode adicionar ou deletar uma ou
mais copias da repeti¢do na nova fita de DNA em um processo conhecido como slippage (Tautz

et al., 1986). Estes eventos podem resultar em variagdo do numero de copias da unidade basica
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de repeticdo (Schidtterer e Tautz, 1992). Evolutivamente o DNA microssatélite € muito
importante como marcador em fungdo de sua altissima taxa de mutago. E 10.000 vezes mais
provavel um microssatélite ganhar ou perder uma repeti¢do de uma gerég:éo para a proxima, do
que o gene para hemoglobina sofrer mutacdo em uma tnica base, promovendo a desordem
denominada anemia falciforme. Um microssatélite pode retornar ao seu estado de comprimento
original dentro de poucas geragdes (Moxon e Wills, 1999).

O extensivo uso de microssatélites para estudos de variacdo genética ocorre em fungéo
da sua abundancia, hipervariabilidade no comprimento de seus alelos, distribui¢do casual nos
diversos genomas e a pequena quantidade de DNA que ¢ usada para a amplificacdo ¢
subseqiiente analise (Kun-Sheng e Tanksley, 1993). Os microssatélites ocorrem freqiientemente
e randomicamente em todo o DNA de eucarionte examinado (Beckmann e Soller, 1990),
representando uma vasta fonte de marcadores altamente informativos (Zhao e Kochert, 1992;
1993). Trata-se de um marcador codominante apresentando segrega¢do mendeliana simples e
gracas a sua hipervariabilidade, ele é um importante marcador para o mapeamento genético de
espécies com pouco polimorfismo intraespecifico, como € o caso da maioria das espécies
autégamas (Roder et al., 1995).

Os microssatélites tém sido usados para andlise genética em espécies de mamiferos
(Moran, 1993), de insetos (Hughes e Queller, 1993), aves (Moran, 1993), peixes (Rico ef al,
1993), camundongo (Kondo ef al., 1993), gado (Bishop et al., 1994) e plantas (Condit e Hubbell,
1991; Zhao e Kochert, 1992; 1993; Akkaya et al., 1992; Vosman et al., 1992; Langercrantz et
al.,, 1993; Yang et al., 1994; Yu et al., 1994; Roder et al., 1995).

A maior limitagdo do método € a obtengdo dos primers especificos que flanqueiam as

repeticdes. Para a obten¢do destes primers ha a necessidade da construgdo de bibliotecas
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gendmicas e do seqiienciamento de DNA em larga escala, um investimento inicial que € alto e
requer infra-estrutura especializada de laboratorio (Chin et al., 1996).

Outra técnica utilizando PCR, é uma classe recente de marcadores denominada Amplified
Fragment Length Polymorphisms (AFLP). AFLP é uma técnica, na qual o polimorfismo €
detectado apés PCR. Esta técnica combina variagGes obtidas em sitios de restricdo, iguais as
variagdes obtidas em RFLP, com a amplificagdo exponencial dos sistemas baseados em PCR
(Vos et al., 1995; Lin e Kuo, 1995). A técnica é baseada em digestdo simultdnea do DNA
genémico com enzimas de restricdo, sendo que as mais comuns sio a EcoR I e Mse 1. Aos
fragmentos de digestdo sdo ligados adaptadores especificos. Estes adaptadores possuem
seqiiéncias especificas e sdo ligados as extremidades coesivas dos sitios de restrigdo, cada
adaptador possuindo seqii€ncias especificas para diferentes primers complementares. Esses
primers contém ainda de um a trés nucleotideos adicionais na sua extremidade 3°. Assim,
somente os fragmentos que possuem sitios de restricdo para as enzimas utilizadas sdo
amplificados. Uma populacdo de fragmentos amplificados serd separada em gel de
poliacrilamida de alta resolu¢do. A detecgdo dos fragmentos amplificados € feita pela marcagio
radioativa ou fluorescente de um dos primers seletivos.

Em um unico gel de AFLP, pode-se encontrar até 100 ba.t'ldas polimérficas. Dessa forma,
a tecnologia de AFLP ¢ considerada uma eficiente pesquisa para a gera¢do de marcadores
(Powell et al., 1996; Pejic et al., 1998). Esta técnica apresenta alta resolugéo e reprodutibilidade.
O aumento de reprodutibilidade ocorre em fun¢do da utilizagdo de primer especifico ao
adaptador utilizado, de forma que a condi¢do de anelamento do primer pode ser mais estringente
aumentando a especificidade da reagfo (Vos et al., 1995).

O marcador AFLP vem sendo utilizado para desenvolver mapas genéticos em varias

espécies de vegetais (Maheswaran et al., 1997; Alonso-Blanco et al., 1998; Castiglioni et al.,
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1998), incluindo o milho (Castiglione et al., 1999; Vuylsteke ef al., 1999; Ajmone-Marsan et al.,
2001). Este marcador também tem sido usado para aumentar a saturagdo em regides proximas de
locos de interesse, como por exemplo para propiciar a clonagem de genes de resisténcia a

patégenos em plantas (Meksem et al., 1995; Rouppe van der Voort ef al., 1997).

2.4-2 Microssatélites em vegetais

Os estudos realizados indicaram que os microssatélites podem ser também caracteristicos
de genomas de plantas, mas pesquisas em bases de dados tém mostrado que eles sdo 5 vezes
menos abundantes nestes genomas do que em animais. Analises revelaram que as repeti¢des nos
diferentes microssatélites de plantas e animais diferem consideravelmente (Morgante e Olivieri,
1993). O tipo de motivo das repeti¢des e o grau de polimorfismo podem variar de uma espécie
para outra. A repetigdo (CA)n ¢ uma das que ocorre com maior freqiiéncia em humanos e em
muitos mamiferos (Hamada ef al., 1982; Beckmann e Weber, 1992), mas € relativamente menos
freqiiente em genoma de plantas (Langercrantz et al., 1993). Em microssatélites de plantas a
repeticio (AT)n é o dinucleotideo mais comum. Entretanto, a maior abundéncia da repeticdo
(GA)n do que a repetigdo (CA)n parece ser um aspecto consistente de genoma vegetal (Akkaya
et al., 1992; Bell e Ecker, 1994). Quando a fregiiéncia destes dois tipos de repeti¢cdes € avaliada
no genoma de arroz, (CA)n ¢ mais freqiiente que (GA)n (Kun-Sheng e Tanksley, 1993), o
mesmo ocorrendo para o genoma de trigo (Panaud et al., 1995; Roder et al., 1995). Em Pinus
radiata os di-nucleotideos (CA)yo € (GA)1o foram os microssatélites mais abundantes, o que
contraria a informacéio de que a repeti¢io (AT)n é a mais comum em vegetais (Smith e Devey,

1994). Motivos com trinucleotideos e tetranucleotideos também s3o observados em genomas de
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vegetais sendo os mais freqiientes o (AAG)n e o (AAT)n (Langercrantz ef al., 1993; Wang et al.,
1994).

A aplicagdo de SSRs em pesquisas com vegetais € um processo relativamente recente
(Bell e Ecker, 1994; Morgante et al., 1994; Cregan et al, 1994). O primeiro estudo publicado
descrevendo SSR em genoma de vegetal, mostrou que este tipo de seqiiéncia ocorre em alta
freqliéncia em genoma de espécies de vegetais (Condit e Hubbell, 1991). Em poucos anos, locos
de microssatélites foram descritos para uma grande variedade de espécies de vegetais, havendo
aumento no desenvolvimento e identificagdo de primers para SSRs para varias espécies tais
como soja (Rongwen et al., 1995); arroz (Zhao e Rochert, 1993; Wu e Tanksley, 1993; Panaud et
al., 1996); milho (Senior ¢ Heun, 1993; Taramino e Tingey, 1996; Senior et al., 1996; Chin et
al., 1996); Brassica (Langercrantz et al., 1993); trigo (Roder et al., 1995); Arabidopsis (Bell e
Ecker, 1994); arvores tropicais (Condit € Hubbell, 1991); uva (Thomas e Scott, 1993); cevada
(Shagai-Maroof et al., 1994); Pinus radiata (Smith e Devey, 1994) e em tomate (Vosman e
Arens, 1997). Mapas genéticos estdo sendo desenvolvidos para essas espécies (Bryan et al.,
1997; Roder et al., 1998; Chin et al., 1996; Taramino e Tingey, 1996; Milbourne et al., 1998;
Akkaya et al., 1995; Cregan et al., 1999; Chen et al., 1997, McCouch et al., 1997). Para algumas
espécies vegetais, esses marcadores estdo sendo utilizados juntamente com outros para a
construcdo de mapas genéticos mais saturados (Nachit et al., 2001; Korzun et al., 2001; Davies
etal., 1999; Ma et al., 2001).

Senior e Heun (1993) estudaram a presencga e a heranca de microssatélites em milho. Os
resultados desse trabalho mostraram que SSR para essa espécie apresenta polimorfismo
semelhante ao encontrado para o marcador RFLP. Para esse genoma uma relativa abundancia de
diferentes motivos de repeti¢des foi observada, sendo o dinucleotideo (AG)n 0 mais encontrado

(Chin er al., 1996), mas uma baixa freqiiéncia das repeti¢des (AC)n tem sido encontrada. Dentre
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os trinucleotideos, os mais comuns foram (TTG)n, (TTC)n, (CCT)n e (CCG)n. A distribuigio de
SSR através do genoma de milho parece ocorrer de forma casual (Taramino e Tingey, 1996;
Senior et al., 1996).

Atualmente um total de 1.855 pares de primers para microssatélites ja estdo disponiveis
para mitho na Maize DB (http://www.agron.missouri.edu). Esta base de dados tem se expandido
rapidamente, aumentando o nimero de locos de microssatélites € possibilitando assim aumento
na cobertura do genoma deste cereal. Este sistema aberto e acessivel onde locos adicionais
podem ser incorporados rotineiramente, aliado com as qualidades ja descritas, tornam este
marcador ideal para estudos que requerem analises de um grande nimero de amostras, tais como

o estudo de caracteres quantitativos.

2.4-3 Mapa genético

O mapeamento genético de organismos superiores € possivel porque o genoma ¢
organizado e transmitido como unidades lineares denominadas cromossomos (Guimardes e
Moreira, 1999). Os mapas genéticos apresentam a ordem dos locos ao longo do cromossomo e a
relativa distancia entre eles. Estes mapas sdo essenciais para a localizagdo de QTLs. Com o
desenvolvimento de marcadores moleculares, temos atualmente mapas genéticos para humanos,
animais e plantas de interesse econdmico.

Para a construgdo do mapa genético deve ser estabelecida tanto a posi¢do dos marcadores
como a distincia entre eles (Lynch e Walsh, 1997). Os marcadores utilizados no mapeamento
devem ser polimérficos entre os parentais e apresentar segregacdo mendeliana esperada para a
progénie. Os mapas sdo construidos com base em andlises de segregagido dos marcadores em

populagdes que apresentam desequilibrio de ligagdio. A distincia entre os marcadores € obtida
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através da freqiiéncia de recombinacdo, que estima a probabilidade de ocorréncia de permuta
genética entre dois marcadores. Esta medida nio € aditiva, pois ocorre interferéncia, isto €, a
ocorréncia de uma permuta genética afeta a ocorréncia de outras permutas em regides adjacentes.
A distancia de mapeamento, que € expressa em centiMorgans (cM), € calculada com base na
freqiiéncia de recombinacdo através de fungdes de mapeamento. Estas predizem o numero de
crossing-over a partir da freqii€éncia de recombinagdo observada. A fun¢do de Haldane (1919)
assume que O crossing-over ocorra casualmente e de forma independente ao longo do
cromossomo, isto € sem interferéncia. Além da fun¢do de Haldane outras também podem ser
usadas. Uma funcdo bastante usada € a de Kosambi (1944), que considera uma moderada
interferéncia.

N&o ha uma relag¢do universal entre distancia de mapa e a disténcia fisica entre os locos.
Dependendo da espécie de planta a quantidade de DNA que corresponde a 1 c¢M varia
amplamente. Em Arabdopsis 1 cM equivale a 140 Kb (1 Kb = 1.000 pares de bases); em milho
equivale a 2.000 Kb (Lynch e Walsh, 1997). Esta relagdo dentro de um mesmo cromossomo
pode sofrer uma marcante diferenga, principalmente proximo aos telémeros e centromeros (True
et al., 1996). A taxa de recombinagdo esta sob controle genético e alguns genes influenciam esta
taxa ao longo de todo o genoma e outros em regi6es especificas do cromossomo (Brooks, 1988).

O numero de marcadores necessario para construir um mapa genético depende do
tamanho do genoma, do nimero de cromossomos € da freqiiéncia de recombinagdo genética. Um
mapa pode ser considerado satisfatorio quando o numero de grupos de ligagdo obtidos pela
analise dos marcadores for igual ao nimero de cromossomos gaméticos do organismo e quando
todos os marcadores genéticos mapeados estiverem ligados, indicando que todas as regides do

genoma estdo representadas (Guimardes e Moreira, 1999).
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Marcadores cuja segregacdo se apresenta estatisticamente correta através de um teste de
qui-quadrado s@o agrupados com base na analise de dois pontos e, posteriormente, ordenados em
cada grupo de ligagdo de acordo com andlise de trés pontos. Finalmente, a ordem correta dos
marcadores dentro do grupo de ligag@o pode ser realizada através de analise multiponto. Como
houve grande aumento do nimero de marcas utilizadas na construgdo dos mapas, também
havendo aumento no numero de individuos genotipados, houve a necessidade do
desenvolvimento de vérios algoritmos e programas computacionais para a constru¢io de mapas
genéticos, como o MapMaker (Lander ef al., 1987), o Gmendel (Liu e Knapp, 1992) e o JoinMap
(Stam, 1993).

O primeiro mapa construido com marcadores moleculares para mitho foi publicado por
Helentjaris et al. (1986). Coe et al. (1987) e Burr et al. (1988) construiram mapas com RFLP
usando uma populagdo F, e um conjunto de linhagens recombinantes. Gardiner et al. (1993)
adicionaram 214 locos ao mapa construido com esta populagdo F,. Mais recentemente foi
publicado um mapa composto, baseado em 4 populagdes de mapeamento contendo 275 locos
(Causse et al., 1996). Varios mapas genéticos de milho tém sido construidos utilizando RFLP.
Estes mapas foram construidos com objetivo de mapear caracteres que apresentam heranga
quantitativa (Beavis e Grant, 1991; Edwards et al., 1992; Pe et al., 1993; Ajmone-Marsan et al.,
1994; Damerval et al., 1994; Frova e Sari-Gorla, 1994; Quarrie et al., 1994; Sari-Gorla ef al.,
1994; Veldboom e Lee, 1994; Veldboom et al., 1994; Causse et al., 1995; Lebreton et al., 1995;
Agrama e Moussa, 1996; Austin e Lee, 1996a; 1996b; Bohn et al., 1996; Byrne et al., 1996;
Lubberstedt et al., 1997). Marcadores utilizando a técnica de PCR também ja estdo sendo
utilizados na constru¢do de mapas em milho (Taramino e Tingey, 1996; Castiglione et al., 1999;
Vuylsteke et al., 1999; Ajmone-Marsan et al., 2001). O mapa genético de milho ja divulgado

com maior saturag@o foi construido com 1.736 locos, dos quais 1.156 locos foram produzidos
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por cDNA, 545 sdo clones gendmicos randémicos, 16 sdo SSRs, 14 sdo isozimas e cinco sdo

clones andénimos (Davies et al., 1999).

2.5- Detec¢do e mapeamento de QTLs

Importantes caracteristicas de espécies vegetais € animais usualmente estdo sob o
controle de muitos locos génicos. Estas caracteristicas sdo denominadas de poligénicas ou
caracteristicas quantitativas, apresentando variacdo continua em funcdo da segregacdo
genotipica, dos efeitos ambientais e da interagiio genétipo-ambiente (Allard, 1961). Os estudos
de caracteristicas poligénicas inicialmente foram baseados em modelos que consideram a soma
dos efeitos de todos os locos segregando independentemente (Falconer e Mackay, 1996). Com o
desenvolvimento de marcadores moleculares tornou-se possivel o monitoramento de regides
cromossOmicas que afetam um carater quantitativo, regides essas denominadas de QTLs (Stuber
et al., 1987; Keim et al., 1990).

A introdugdo da teoria para interpretar a ligagdo entre um marcador e QTLs descrita por
Thoday (1961; 1979), juntamente com o desenvolvimento de marcadores moleculares, que
permitem detectar variagdo genética diretamente em nivel de DNA, contribuiram para a
elaboragdo de métodos de andlise baseados em marcadores (Lynch e Walsh, 1997).

A idéia inicial para mapear e caracterizar um QTL usando a informac¢do do mapa €
simples: através do cruzamento entre duas linhagens, desequilibrio de ligacdo € criado entre os
locos que diferem entre as linhagens. Este desequilibrio cria associacio entre o loco marcador e
0 QTL segregante. Varios delineamentos experimentais ¢ metodologias estatisticas tém sido
desenvolvidas para explorar este desequilibrio. Os delineamentos mais usuais para as espécies

cultivadas, baseiam-se no uso de populagdes segregantes F,, ou de retrocruzamentos, obtidas
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através do cruzamento entre duas linhagens fenotipicamente divergentes para o carater
quantitativo em estudo.

Segundo Lynch e Walsh (1997), a associagdo marcador-QTL pode ser avaliada
utilizando-se uma, duas ou mais marcas simultaneamente. No método de andlise onde um so6
marcador € utilizado (anilise de marcas simples), a distribui¢do do valor do carater € examinada
separadamente para cada loco marcador. Assim, cada teste de associa¢@o carater-marcador €
realizado independente da informag&o dos outros locos marcadores. Para um cromossomo com n
marcas, 1 testes sdo realizados. A estratégia para detectar QTL nesta analise, ¢ fundamentada na
comparagio entre os valores médios da caracteristica associados com os diferentes gendtipos
marcadores. Uma diferenca significativa entre as médias das classes genotipicas dos marcadores,
indica a possibilidade da presenca de pelo menos um QTL associado ao marcador. Quando o
delineamento experimental apresenta somente duas classes genotipicas (exemplo em RC’s), a
comparacio entre eles pode ser realizada através de teste t. Para os delineamentos experimentais
onde mais que duas classes genotipicas de marcadores estdo presentes, as comparagdes sio
realizadas usando testes padrao da teoria de modelos lineares, tais como teste F em ANAVAS ou
regressio linear.

As informagdes obtidas em Lynch e Walsh (1997), m‘ostram que a analise de marcas
simples ¢é escolhida quando o objetivo ¢ a simples detec¢do de um QTL ligado a um marcador,
sem existir a preocupag¢do da estimativa de sua posi¢io e efeito. Do ponto de vista de andlise de
dados e implementagdo, este € um método simples, uma vez que ndo hi a necessidade do
conhecimento da posi¢cdo de marcadores no genoma (mapa genético), ndo exige rﬁétodos

computacionais complexos. Este método, porém apresenta algumas desvantagens:
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- Nao é possivel a distin¢do entre um QTL de pequeno efeito situado muito proximo ao
marcador de um QTL que apresenta grande efeito mas situado mais distante do
marcador;

- Niéo existe independéncia entre os testes de hipotese para marcadores ligados. Este
fato ndo permite que se obtenha uma precisa posicdo do QTL, ndo sendo também
possivel estimar a magnitude do efeito deste, assim o efeito do QTL é confundido
com a distancia de mapa do QTL do marcador.

Este método fica limitado mais a situagées em que se deseja apenas a simples detecggo de
associagOes entre marcadores e QTLs, sendo muito utilizado como um passo preliminar para a
utilizacdo de métodos mais complexos. Através dele € feita uma varredura de todas as marcas do
genoma. As marcas ndo informativas sdo eliminadas da andlise, aumentando a eficiéncia para as
técnicas mais poderosas como mapeamento por intervalo composto e miltiplo. Este método
auxilia uma rapida sele¢do em programas de melhoramento.

Outro método de mapeamento é 0 mapeamento por intervalo (ou analise por marcadores
flanqueadores) (Lander e Botstein, 1989). Neste método, uma andlise € realizada para cada par
de locos marcadores adjacentes, resultando em n-1 testes separados de associacdo carater-
marcador. Este método oferece aumento no poder de deteccio e precisio na estimativa dos
efeitos e posi¢des dos QTLs. Tanto o método que utiliza um s6 marcador como o método de
mapeamento por intervalo, apresentam desvios quando multiplos QTLs estdo ligados ao
marcador ou ao intervalo de marcadores considerado.

Métodos usando simultaneamente trés ou mais locos marcadores tentam reduzir ou
remover este desvio. O mapeamento por intervalo composto (CIM) considera um intervalo de
marcadores e um conjunto de marcadores previamente selecionados, sendo que n-1 testes sdo

realizados em um cromossomo com n marcadores (Zeng, 1993; 1994; Jansen, 1993a; 1994,
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Jansen e Stam, 1994). O mapeamento de multiplos pontos considera todos os marcadores ligados
em um cromossomo simultaneamente, resultando em uma Unica andlise para um cromossomo

(Kearsey e Hyne, 1994; Hyne e Kearsey, 1995; Wu e Li, 1996).

O elemento chave usado para construir a teoria formal de mapeamento de QTLs, em

qualquer modelo, € a probabilidade condicional de que o genotipo do QTL € Qk , dado que o

genodtipo do marcador observado ¢ }f .. Usa-sea defini¢do de probabilidade condicional, isto é:

PO M)

QM) =55

em que:

Pr(Qk M j) ¢ a probabilidade conjunta de ocorréncia do genétipo do QTL e do marcador. Por
exemplo, Pr(Qk M j) =Pr(qgM /qgM) ¢ a probabilidade do gendtipo qq do QTL ocorrer junto
com o marcador MM na populagdo; Pr(Af) € a probabilidade marginal, isto é, ¢ a
probabilidade de ocorréncia do genétipo do marcador. Por exemplo, Pr(Af = Pr(MM) ¢ a

probabilidade do genétipo MM do marcador ocorrer na populagéo.

Essas probabilidades, Pr(Qk M ,) e Pr(A ,-) sdo fun¢des do delineamento genético
empregado para produzir as populagdes, por exemplo populacdes F, e de retrocruzamentos, € do
mapa de ligag@o.

Com base nesta probabilidade condicional, o valor da caracteristica para os Varios

genodtipos marcadores pode ser calculado. Supondo que existam N genétipos de QTLs, onde a

42



média do Q-ésimo gendtipo do QTL € u Qk , 0 valor médio para o genotipo do marcador }f ¢

dado por

N
“M,= 210, PO, |M)
O efeito do QTL entra como ka e a posi¢do do QTL entra através da probabilidade

Pr(Qk ’ M j). Esta equacgdo ¢ geral, considerando multiplos gendtipos marcadores e multiplos

QTLs.

O uso da probabilidade condicional permite 0o emprego de dois métodos para detectar e
estimar os efeitos dos QTLs. O método baseado em modelos lineares € 0 método baseado na
fun¢do de maxima verossimilhanca.

O modelo linear mais simples descrito por Lynch e Walsh (1997), considera o valor

fenotipico 7, do k-ésimo individuo de genétipo marcador i, como um valor médio 4 mais um

efeito de marcador b,_ eoerog,, isto é:

Zi=H+h +e,

Este é o modelo da analise de varidncia, sendo que a presenga de um QTL ligado €
indicada por efeito significativo dos marcadores. Podemos expressar este modelo como
regressdo multipla para vérias marcas com o valor fenotipico para o individuo j dado por:

N
z=r+2bx, e,
=]
onde X, sdon variaveis indicadoras (uma para cada genétipo de cada marcador). Por exemplo,

para um retrocruzamento,
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1 se o individuo j possui gendtipo marcador i

X~
0 se outros casos.

O teste de maxima verossimilhanca (ML) € bastante utilizado para o mapeamento de
QTLs. Este € um método poderoso, pois usa a informagdo total da distribui¢do caracteristica-
marcador. Para este método, as equagSes sdo resolvidas com auxilio de programas
computacionais, uma vez que para cada variante do modelo original uma nova funcgdo de

probabilidade precisa ser construida.

Assumindo que a distribuicdo fenotipica para um individuo com genétipo do QTL Qk

. ,qe oa . 2 oqs . o
seja normal com média ka e varidncia ¢y , a probabilidade para um individuo com valor

fenotipico z e gen6tipo marcador }f ;€

.
1AM ) =201 0, IO M)
k=1
onde ¢(z, u Qk , O-Z) denota a fungdo de densidade para a distribuigdo normal com média Qk

e variancia 0-2 ; N € numero total de genétipos.
Esta probabilidade é uma distribuicdo de uma mistura de normais. As propor¢des da

mistura (indicadas por Pr(Qk | M ,-) sdo fungdes do mapa genético ¢ do delineamento
experimental, enquanto os efeitos do QTL entram somente através das médias ka e variincia

0-2 que estdo na distribuigéo.

44



O teste para verificar se um QTL est4 ligado ao marcador pode ser baseado na estatistica

da razdo de verossimilhan¢a (LR):

IR = —21p| P EH)
max L([] )

- fungdo de verossimilhanga sob }J e fungédo de verossimilhanga sob [

- Iné o logaritmo neperiano

onde [ refere-se a hipotese da presenca de um QTL ligado ao marcador e Jf  refere-

se a hipotese da auséncia de QTL segregando, sob a pressuposi¢éo de que a distribuicdo dos
fenétipos € uma unica distribui¢do normal.

No mapeamento de QTL € muito comum o uso do LOD score. A diferenca entre LOD
score e estatistica LR ¢ a base do logaritmo usada no teste. O teste LR utiliza logaritmos naturais
e 0 LOD score utiliza logaritmo na base 10. A estatistica LR ¢ interpretada como a probabilidade
de ocorréncia dos dados, sob a hip6tese nula, a qual € testada usando a distribui¢do tedrica de
qui-quadrado. O LOD score nio necessita de distribuicdo tedrica para a sua interpretacdo. Por
exemplo, um LOD score igual a 3 indica que a hipétese alternativa é 10° = 1.000 vezes mais
provavel de ocorrer do que a hipotese nula. E 6bvio que isso nio elimina a necessidade de
determinar a probabilidade de erro tipo I do teste.

A posi¢do do QTL no mapa € estimada usando a estatistica LR como uma fungo de posigéo
de mapa do suposto QTL. As probabilidades de detecgdio e estimativa da posigdo de um QTL
ligado estdao acopladas. Se a razdo de verossimilhanga exceder o limiar critico para aquele

cromossomo, isto fornece evidéncia de QTLs ligados 4 marca, sendo a posi¢do estimada pelo

45



pico da probabilidade do mapa. Se o pico ndo exceder o limiar critico, nfo existem evidéncias
para aceitar a presenga de QTLs na regido.

Os métodos de marcas simples e mapeamento por intervalo sitnplés assumem um s6 QTL
ligado a um marcador de interesse, ndo podendo detectar a presenca de multiplos QTLs e,
portanto, discernir se um efeito significativo em virios intervalos ligados por marcadores ¢
devido a um QTL comum ou a varios QTLs ligados.

A maioria dos métodos desenvolvidos para mapear um s6 QTL pode ser estendido para
multiplos QTLs. Para isso é necessario considerar marcadores adicionais e usar a probabilidade
condicional para genétipos multilocos.

O procedimento mais utilizado atualmente para mapear QTLs € aquele em que se utiliza de
informagdes que podem ser obtidas de todos os marcadores, associado a analise com marcadores
flanqueadores. Este tipo de anilise é denominado de mapeamento por intervalo composto (CIM).
Nesta metodologia considera-se que os efeitos dos QTLs fora do intervalo de analise podem
interferir na varidncia do carater em estudo e, portanto, interferir na detecgdo e mapeamento de
QTL(s) no intervalo em analise. Para minimizar os efeitos destes QTLs fora do intervalo em
analise, estes sdo incluidos nela como cofatores (covaridveis), resultando em aumento
consideravel no poder de detecgdo, na estimativa da posi¢do e nos efeitos genéticos dos QTLs
nos intervalos considerados (Jansen, 1992; 1993a; 1993b; Jansen e Stam, 1994; Jansen et al.,
1995; Zeng, 1993; 1994).

Neste modelo para uma populagio F», tem-se:

Yj=b0+b1X1j+b2X2j+Zkkajk+eJ, em que
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Y, : valor fenotipico médio da planta j,

b, : intercepto ou a média do carater,

b, : coeficiente de regresséo relacionado com o efeito aditivo,

b, : coeficiente de regressdo relacionado com o efeito de dominéncia,

b, : coeficiente de regressdo da k -ésima marca fora do intervalo considerado,

X, € a variavel indicadora para os efeitos aditivos, cujo valor depende da probabilidade

condicional do QTL estar ligado aos marcadores flanqueadores,

X, variavel indicadora para os efeitos dominantes, cujo valor depende da probabilidade

condicional do QTL estar ligado aos marcadores flanqueadores,

X ;. : varidvel indicadora que apresenta valor que depende do genétipo da k -ésima marca fora

do intervalo considerado,
e residuo com M N(0, O-Z) .

Este modelo considera como cofatores as k& marcas, fora do intervalo, que tém efeito
significativo no fendtipo. Esses cofatores podem ser determinados previamente através de uma
andlise de regressdo multipla usando o procedimento stepwise (Zeng, 1994). Nessa situagéo €

possivel construir um modelo para cada posi¢do no genoma, uma vez que le e X,

consideram as probabilidades condicionais do QTL estar ligado aos marcadores. Em cada
posi¢cdo do genoma € testada a significdncia dos efeitos aditivos e de dominancia do modelo,
sendo este teste realizado pela razdo de verossimilhanga (LR).

Sabe-se que a distribuicdo da razio de verossimilhan¢a pode ser aproximada pela

distribuicdo de qui-quadrado. Contudo, no caso de mapeamento de QTLs deve-se determinar o
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nivel de significAncia dessa estatistica usando uma distribuicdo empirica, obtida com
permutacdes, pelo fato de os pardmetros (fendtipos e marcadores) do modelo nio serem
independentes (Churchill e Doerge, 1994; Doerge e Churchill, 1996).

Para cada experimento de mapeamento, um grande nimero de testes de associagio carater-
marcador é realizado. Assim o nivel de significincia () para esse grande nimero de testes pode
ser obtido de diversas formas. O teste mais efetivo para a obtengdo do nivel de significincia
utiliza procedimento de reamostragem, como o teste de permutagio. A andlise € realizada muitas
vezes em um conjunto de dados que sdo gerados pelo embaralhamento apropriado dos dados
originais (Churchill e Doerge, 1994; Doerge e Churchill, 1996). Isso gera uma amostra com a
informagdo original para os marcadores, mas com valores da caracteristica designados
casualmente sobre o gendtipo e o teste estatistico ¢ realizado nesta nova amostra. Este
procedimento ¢ repetido muitas vezes gerando uma distribuicdio empirica da estatistica do teste
sob a hipétese de ndo existir associagdo carater-marcador. Ha sugestdes de que 1.000
reamostragens seriam suficientes para um nivel de significdncia de 5% (Churchill e Doerge,

1994). Ha outras propostas, como por exemplo usar o LOD score, mas que ndo sdo vantajosas.

2.6- Mapeamento de QTLs associados com o teor de 6leo em milho

Apesar de existir pouca informagdo publicada entre a associagdo de locos marcadores
moleculares com genes controlando o conteudo de 6leo em milho, tanto alteragbes nas
freqiiéncias em locos de isozimas como associagdes com locos de RFLP ja foram investigados,
sendo estes trabalhos realizados com populag¢des submetidas a sele¢do por longo periodo para o

teor de 6leo nos graos (Goldman et al., 1994).

48



Brown (1971) observou alteragdes nas freqii€ncias alélicas em seis locos de isozimas
entre as populagdes lllinois High Oil (IHO) e Illinois Low Qil (ILO) apés 68 ciclos de selegio,
sugerindo que aqueles seis locos estdo associados com teor de 6leo. Kahler (1985) também
observou alteragbes nas freqiiéncias de oito locos de isozimas quando o sintético de milho
Alexho foi submetido a 25 ciclos de selecdo para aumentar a concentragio de Oleo. Esses
resultados sugeriram a presenga de genes controlando teor de 6leo situados proximos aos locos
de isozimas.

Goldman et al. (1994) encontraram significativa associa¢do entre contetido de 6leo e 25
locos de RFLP localizados em 13 bragos cromossémicos. Nos bracos longos dos cromossomos
2, 4, 6 ¢ 8 foram encontrados dois ou mais locos marcadores associados com este carater. A
organizacdo de varios locos associados com esta caracteristica em uma mesma regido do
genoma, isto €, a detecgéio de relativamente poucas regides gendmicas associadas com
concentragdo de 6leo, pode tornar mais ficil o processo de selegdo assistida por marcadores
utilizado para o desenvolvimento de cultivares de milho com alta concentragdo de 6leo. Alguns
dos locos de RFLP associados com teor de Oleo apresentaram tanto efeito aditivo quanto efeito
de dominéncia.

Berke e Rocheford (1995) trabalhando com as populagdes IHO e ILO (EM-Early
Maturity) encontraram associacdo significativa entre 31 locos de RFLP e o teor de dleo, cujos
locos estdo localizados em 11 regiées cromossomicas. Os principais QTLs associados com a
concentracdo de 6leo naquele trabalho foram localizados nos cromossomos 2, 5, 6 € 9, préximos
aos locos de RFLP php90269r, php6012, umc65r e php90427a, respectivamente. Sete locos de
RFLP localizados nos cromossomos 2, 3, 5, 6, 8 e 9 explicaram 54% da variancia fenotipica e

61% da variancia genotipica para o carater teor de 6leo para este cruzamento. Os efeitos aditivos

49



foram predominantes para a maioria dos locos mapeados € o efeito de dominincia, mesmo que
em menor freqiiéncia que os aditivos, também foi observado para alguns dos locos mapeados.

De oito locos de isozimas associados com teor de 6leo por Kahler (1985), seis deles estdo
localizados nos. mesmos bracos cromossdmicos em que foram mapeados locos de RFLP
associados com contetido de 6leo por Goldman et al. (1994). Estes locos sdo adhl, prxl, est4,
pgd2, pgdl e estl localizados nos bragos longos dos cromossomos 1 € 2, no brago curto do
cromossomo 3 € nos bragos longos dos cromossomos 3, 6 e 7, respectivamente.

Sughroue e Rocheford (1994), empregando RFLP, caracterizaram a variabilidade
genética entre e dentro das linhagens de Illinois submetidas a cerca de 90 gera¢Ges de selegio
para teor de 6leo. Esses autores obtiveram consideravel polimorfismo dentro e entre as linhagens
avaliadas. Neste trabalho o loco de RFLP umc10 foi associado com o aumento do teor de 6leo. O
loco umc10 esté localizado préximo ao centrdmero no cromossomo 3. Nesta regido se encontram
os locos para as isozimas PGD2 e EST4. Estes dois locos foram associados com o caréter teor de
6leo na populacdo Alexho por Kahler (1985). Os resultados apresentados nos trabalhos de Kahler
(1985), de Sughroue e Rocheford (1994) e de Goldman er al. (1994), sugerem que existem
regides gendmicas gerais associadas com a concentragdo de 6leo e que essas regides devem
controlar esse carater em diferentes materiais genéticos.

Em quase todas as espécies de plantas a forma quimica de estocagem do 6leo € o
triacilglicerol (TAG) (Ohlrogge e Browse, 1995). Na semente madura TAG € estocado em
corpos lipidicos esféricos densamente empacotados (Huang, 1992; Murphy, 1993; Herman,
1994). Esses corpos sdo rodeados por uma monocamada de fosfolipideos na qual se encontram
embebidas proteinas denominadas oleosinas. Em milho estdo presentes trés oleosinas
denominadas OLE 18, OLE 17 ¢ OLE 16. Em estudo de localizagdo dos genes de oleosina

utilizando RFLP, o gene ole 16 foi mapeado préximo ao gene b/ no cromossomo 2, o ole 18 foi

50



localizado no brago curto do cromossomo 5, proximo ao gene phya 2 e a localizagdo de ole 17
foi predita para o cromossomo 1, préximo a phya 1 (Lee e Huang, 1994). As localiza¢Ges dos
genes mapeados para as proteinas oleosinas s3o coincidentes com as regides que foram
associadas com alto teor de 6leo por Sughroue e Rochefor (1994). As posi¢des dos locos olel6 e
olel8 coincidem, ou estdo proximos dos locos de RFLP umcl34 e npil3, respectivamente. Estes
dois locos foram associados com alto teor de dleo. A relagédo entre os locos olel6 e olel8 com os
locos umcli34 e npil3 ainda ndo é conhecida (Lee € Huang, 1994).

A qualidade do 6leo é uma importante consideragdo para o desenvolvimento de milho
hibrido com alto teor de 6leo. Entre os varios acidos graxos estocados no embrido da semente os
principais sdo: acido linoleico (18:2) (40-60%), oléico (18:1) (20-50%), palmitico (16:0) (10-
15%), estearico (18:0) (2-3%) e linolénico (18:3) (1-2%); outros 4cidos sdo encontrados somente
em pequena quantidade (Coe et al., 1988). A principal caracteristica do 6leo de milho, que o
torna um 6leo de alta qualidade, € seu alto nivel de acidos graxos insaturados (18:1 e 18:2) e seu
baixo nivel de acidos graxos saturados (16:0 e 18:0) (Weber, 1987), também € importante seu
alto nivel de antioxidante natural (Weber, 1983). A alta taxa de 4cidos graxos insaturados
aumenta a qualidade do 6leo de milho, pois quando estes sdo metabolizados pelo homem
resultam em niveis reduzidos de colesterol no sangue.

Assim, existe preferéncia pela produgéo de dleos de milho com maior teor de acido graxo
linoleico (Weber, 1987). A producdo de 6leo de milho com esta qualidade € possivel, uma vez
que a composi¢édo deste ¢ condicionada geneticamente (Alexander, 1988). Linhagens produzindo
diferentes relagdes entre os acidos graxos linolénico e linoleico ja foram desenvolvidas; sendo
que OS Cromossomos que possuem 0S genes responsaveis pela diferenga de producdo destes
acidos graxos, ja comegaram a ser identificados (Poneleit e Alexander, 1965; de la Roche et al,

1971; Plewa e Weber, 1973; 1975; Shadley e Weber, 1980; 1986; Alrefai et al., 1995).
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Alrefai et al. (1995) utilizando marcadores moleculares do tipo RFLP, determinaram o
nimero e a localizagdo dos locos com caréter quantitativo que estdo associados com a sintese dos
cinco principais acidos graxos em milho. Esses autores mapearam 15 locos de RFLP associados
com o acido palmitico, os quais se encontram em 12 regibes cromossomicas. Os principais QTLs
associados com 4cido palmitico foram mapeados nos cromossomos 3 e 7. Associados com 0
4cido graxo estearico foram mapeados 17 locos situados em 10 regides cromossdmicas, sendo
que os principais QTLs para este 4cido graxo foram localizados nos cromossomos 5 e 6. QTLs
associados tanto com a sintese do acido graxo oléico como também com a sintese do acido graxo
linoleico, foram localizados na mesma regido do genoma. Doze locos de RFLP distribuidos em
oito diferentes localizagdes gendmicas, foram associados com a concentragédo destes dois acidos
graxos. O principal QTL controlando a razdo destes dois 4cidos graxos foi mapeado no
cromossomo 6 intimamente ligado ao loco umc65. Associagdo positiva com o 4cido graxo
linolénico foi encontrada para 17 locos, sendo que estes se encontram distribuidos em oito
regides gendmicas. Os principais QTLs associados com esse acido graxo foram localizados nos
cromossomos 5 e 6.

A localizagio dos genes responsaveis pela sintese de dcidos graxos em 6leo de milho €
um aspecto importante, pois existe uma correlagdo negativa entre a porcentagem de 6leo e o grau
de insaturacdio dos acidos graxos que o compde (Quackenbush et al., 1963; Sniegowski e
Baldwin, 1954). Esta correlagio negativa ocorre em fung¢do da diminuicdo do acido graxo
linoleico, a0 mesmo tempo em que ocorre aumento do acido graxo oléico durante processos de

selecdo que visam o aumento na porcentagem de 6leo nos gros (Sniegowski e Baldwin, 1954).
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3- Objetivos

Este trabalho teve como objetivos:
1- Construgdo de um mapa genético para linhagens tropicais de milho (Zea mays L.) utilizando

marcadores moleculares do tipo microssatélite.

2- Mapear QTLs associados com o teor de 6leo, utilizando 408 progénies F, obtidas a partir do

cruzamento entre as linhagens Flint L-20-01 e Dentado L-02-03, contrastantes para o carater.



4- Artigo
4.1- Mapeamento de QTLs associados com o teor de 6leo em linhagens tropicais de
milho (Zea mays L.)

Artigo a ser enviado para: Theoretical and Applied Genetics
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Resumo

O teor de 6leo em grios de milho € um cardter que apresenta heranca poligénica e do
ponto de vista econdmico € de alta importancia. Este trabalho foi realizado para conhecer o
nimero e a localiza¢do dos locos (QTLs) que controlam o teor de 6leo dos grios. Para este
estudo foram cruzadas as linhagens de milho 1.-20-01 e a L-02-03 contrastantes para o conteudo
de dleo nos grdos. A partir deste cruzamento foram obtidas 408 plantas F,, usadas para a
construgdo de um mapa genético com 75 locos de microssatélites, que se encontram distribuidos
nos 10 cromossomos, formando 10 grupos de ligacdo com uma extensdo de 1.438,6 cM. O
nimero médio de marcadores para cada cromossomo foi de 7,5 e o intervalo médio entre
marcadores foi de 19,18 cM. Para a avaliagdo de dleo foram utilizados os grdos das progénies
F,.3, das plantas F, autofecundadas. A média das progénies foi de 58,40 g kg de 6leo, variando
de 44,93 a 72,63 g kg!. O coeficiente de herdabilidade para este carater foi de 98%. Associagdes
entre marcadores € QTLs foram realizadas através do método de mapeamento por intervalo
composto (CIM) e foram consideradas significativas quando o valor da razdo de verossimilhan¢a
(LR) ao longo do cromossomo ultrapassou o valor de 11,97, valor este calculado apés 1.000
permutacdes. Associagdes significativas entre marcadores € QTLs foram obtidas em oito
cromossomos, com um total de 13 QTLs mapeados. Juntos, esses QTLs explicaram 51,16% da
varidncia genética. A principal contribuigdo para o carater teor de 6leo foi proveniente dos QTLs
mapeados nos cromossomos 1 e 5. A maior parte dos alelos que contribuiram de forma favoravel
para o carater foram provenientes da linhagem parental L-20-01, a qual apresentou o mais
elevado teor de Oleo. A ac¢io génica predominante para os QTLs mapeados foi aditiva e de
dominancia parcial, com grau médio de dominincia de 0,47 evidenciando que este carater

apresenta dominancia parcial. As posi¢des de seis QTLs mapeados no presente trabalho foram
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coincidentes com as posigdes descritas em trabalhos ja publicados, sugerindo que eles possam

ser os mesmos QTLs, mas mapeados em diferentes cruzamentos.

Palavras-chave conteudo de o6leo - locos de caracteres quantitativos - microssatélites

mapeamento por intervalo composto - Zea mays L.

Introducio

O milho cultivado é um componente essencial na alimenta¢do de animais, sendo que 36%
do milho total produzido no mundo € utilizado na elaboragdo de ragdo para aves e 18% ¢é usado
na alimentagio de suinos (Perry 1988). Quando a rag@o ¢ preparada com grdos que possui alto
teor de 6leo, suinos e aves apresentam acelerado ganho de peso (Han et al. 1987; Goss e Kerr
1992). O dleo de milho é um produto de grande aceitabilidade na alimentagdo humana gracgas ao
alto teor de acidos graxos insaturados. Quando este 6leo € metabolizado pelo homem, baixo
nivel de colesterol € produzido (Weber 1987). Por essa razio, o desenvolvimento de milho com
alto teor de 6leo € um aspecto muito importante e possivel, pois grande varia¢do para este carater
tem sido detectada entre genotipos de milho. Essa variagdo é controlada por multiplos locos de
pequeno efeito, sendo portanto, um carater quantitativo (Dudley 1974; 1977). Apesar de o alto
teor de 6leo em semente de milho ser um cariter importante, nenhuma informagdo sobre a
associac¢do de locos de microssatélites com genes controlando essa caracteristica para material
tropical se encontra publicada, todas as informagdes disponiveis a este respeito sdo provenientes
de estudos realizados com linhagens temperadas utilizando isoenzimas e locos de RFLP.

Mudangas na freqiiéncia alélica para locos de isozimas foram observadas quando sele¢do para o
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contetido de dleo foi realizada, indicando que esses locos podem estar associados com o carater
teor de 6leo (Brown 1971; Kahler 1985). Berke e Rocheford (1995) mapearam 31 locos de
RFLPs associados com o teor de Oleo, distribuidos em 11 regides do genoma. Goldman et al
(1994) utilizando o cruzamento Illinois High Protein (IHP) x Illinois Low Protein (ILP),
mapearam 25 locos de RFLP, distribuidos em 13 bragos cromossémicos, associados com a
concentragcdo de 6leo. Locos de RFLP também foram utilizados para o mapeamento de QTLs
associados com diferentes 4dcidos graxos que compde o 6leo de mitho (Alrefai et al. 1995).

Estes estudos foram possiveis gracas ao desenvolvimento de marcadores moleculares,
que tem ajudado a dissecar os caracteres herdados quantitativamente, uma vez que estes podem
ser associados com seqii€éncias do genoma que controlam tais caracteres. Através da construgio
de mapas genéticos, os marcadores tém se mostrado uma importante ferramenta acelerando o
melhoramento de uma série de caracteristicas de interesse, tornando possivel a selegéo assistida
por marcadores (MAS) e clonagem posicional (Lee 1995).

Em milho, mapas construidos com RFLP tém sido utilizados principalmente para
detecgdo de locos com caracteres quantitativos (QTLs) (Lee 1995; Khavkin e Coe 1997; Kraja e
Dudley 2000). Entretanto, o sucesso deste estudo depende da disponibilidade de mapas
altamente saturados e da capacidade para avaliar grandes populagées. O uso de RFLP para estes
estudos consome muito tempo e os custos s@o elevados. O desenvolvimento da técnica de
Polymerase Chain Reaction (PCR) (Saiki et al. 1988), permitiu a elaboracio de novos
marcadores de DNA, ‘que tem contribuido de forma efetiva para inimeras aplicagGes genéticas.
Dentre estes marcadores estdo os microssatélites, também chamados de Simple Sequence
Repeats (SSRs) (Litt e Luty 1989; Weber e May 1989). Este marcador apresenta varios aspectos
interessantes tornando-o um marcador bastante utilizado. Eles sdo gerados através de PCR e o

seu alto polimorfismo pode ser detectado em curto periodo de tempo, através de procedimentos
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experimentais simples. Eles se comportam como marcadores codominantes e segregam de forma
mendeliana simples (Beckmann e Soller 1990). A facilidade com a qual microssatélites podem
ser amplificados e detectados, juntamente com a possibilidade de automatiza¢do do método,
torna este um marcador ideal para estudos que requerem a andlise de um grande nimero de
amostras, tais como aqueles que envolvem caracteres quantitativos.

Os estudos de microssatélites em milho mostram que eles sdo altamente polimérficos,
sendo distribuidos de forma abundante por todo o genoma (Senior e Heun 1993; Taramino e
Tingey 1996; Senior et al. 1996; Chin et al. 1996). As seqiiéncias para os pares de primers para
microssatélites em milho sdo depositadas em uma base de dados publica. Esta base € um sistema
aberto, onde seqiiéncias podem ser adicionadas continuamente, aumentando a cobertura do
genoma e melhorando o poder discriminatério deste marcador (Chin et al. 1996).

Os objetivos do presente trabalho foi construir um mapa de ligagdo com o marcador
microssatélite para linhagens tropicais de milho, encontrar associacdes entre estes marcadores e
QTLs associados com o teor de Gleo para estas linhagens. Estimar a contribuicdo destes QTLs

para o carater e determinar a a¢do génica dos QTLs mapeados.

Materiais e métodos

Material vegetal

Para a sele¢do das linhagens parentais contrastantes para o carater teor de 6leo nos graos,
foram avaliadas 147 linhagens endogimicas (S;) da populagdo IG-1 e 224 linhagens
endogamicas (S7) da populagio IG-2. Estas populagdes sdo tropicais, possuindo ciclo precoce e

porte baixo, sendo que a populagdo IG-1 possui grdos duros alaranjados e, a IG-2, grdos
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dentados amarelos, estando alocadas em grupos heterédticos diferentes. Amostras de graos destas
371 linhagens foram avaliadas para o teor de Oleo nos grdos utilizando um aparelho de
ressonancia nuclear magnética (NMR) (Alexander et al. 1967, Henderson 1976). Foram
selecionadas as linhagens denominadas de L-02-03, extraida da populagdo 1G-2, e L-20-01
extraida da populagdo IG-1, com teores de 6leo nos grios de 29,24 g kg’ e 79,25 g kg™
respectivamente.

Estas linhagens foram cruzadas produzindo o hibrido simples (F,). Através de avaliagdo
com microssatélites para a presenga dos alelos parentais, foram escolhidos 3 Fis, estas foram
autofecundados produzindo a geracdo F,. Foram utilizadas aproximadamente 500 sementes para
produzir a populagio F,. Esta populaggo foi cultivada no ano agricola de 1998/99 em um stand
de 62.500 plantas por hectare na Estagdo Experimental do Departamento de Genética da
ESALQ/USP em Piracicaba, SP. Para a genotipagem foram coletadas folhas de 408 plantas, as

quais foram autofecundadas para a obtencdo de progénies F.;.
Estimativas de parametros genéticos do teor de dleo

Para realizar a avaliagdo do teor de Oleo, foram utilizadas trés amostras com
aproximadamente 2,5 g de sementes. Esta amostras de graos foram coletadas da regido central de
cada espiga das progénies F».;, seguindo o delineamento inteiramente casualizado. Foi realizada

a analise de varidncia destes dados e estimadas as varidncias genética e fenotipica, utilizando-se

n

os quadrados médios e suas esperangas matematicas: O'é =(OMG-0OME)/r e

A

O'%‘ = OMG/r, onde QMG , QME e r referem-se ao quadrado médio das progénies, residuo e
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ao nimero de repeti¢cbes (r =3), respectivamente. O coeficiente de herdabilidade foi estimado

por h2 = O'%; / O'%‘ e os intervalos de confianca destas estimativas foram obtidos seguindo

metodologia de Knapp et al. (1985) e Knapp et al. (1987).
Extracio de DNA e amplificaciio de microssatélites

As folhas jovens das plantas F, coletadas foram rapidamente congeladas em nitrogénio
liquido, e liofilizadas (72h, -50°C, 05 a 10 microns de Hg). Ap6s a liofilizagdo foram moidas em
moinho mecanico (Ciclotec-1093, "Sample Mill", Tecator) e acondicionadas separadamente em
frascos armazenados a -20°C. O DNA gendmico foi isolado de acordo com a metodologia
descrita por Hoisington et al. (1994). Para a extragiio do DNA foram utilizados 300 mg de tecido
de folhas liolifilizadas. Apos a extragdo, a quantificagio do DNA foi feita através de
espectrofotdmetro GeneQuant (Amersham Pharmacia Biotech) e em géis de agarose 0,8% com
tampdo TAE (Tris/Acetato 0,04M e EDTA 0,001M pH 8.0), 80 Volts, utilizando como padrio
diferentes concentracbes de DNA de fago A. O DNA extraido foi diluido em tampdo TE
(Tris/HC1 10mM e EDTA 1mM pH 8.0) e estocado 4 4°C.

Para a escolha dos marcadores polimérficos entre as linhagens parentais, 648
microssatélites ja4 mapeados foram avaliados, de modo que pelo menos um marcador a cada bin
pudesse ser encontrado. Todos os microssatélites utilizados foram obtidos a partir do site Maize
DB at http://www.agron.missouri.edu.

A PCR foi preparada em microplacas com 96 pogos, usando um termociclador do tipo
PTC-100 (MJ Research, Water-town, MA). Para cada reag@o foram utilizados 50 ng de DNA,

0,5 U de Taq DNA polimerase (GIBCO/BRL), 1 X o tampdo que acompanha a enzima (20 mM
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Tris-HCI (pH 8.4); 50 mM KCL), 0,2 uM do primer F e R especifico, 2 mM de MgCl, e 100
puM de uma mistura de dNTPs em um volume final de rea¢do de 20 pl. Para a amplificagdo dos
microssatélites utilizou-se o programa Touchdown PCR (Don et al 1991), e uma variagdo deste
programa que foi denominado de PC1. Esta variagdo envolve somente a redugio para a metade
dos tempos de anelamento, extensdo e desnaturacdo em relagdo aos ciclos de Touchdown PCR
original. Programas especificos variando a temperatura de anelamento entre 46-56°C também
foram utilizados para microssatélites que ndo produziram resultados satisfatoérios quando
amplificados com os programas citados acima. O produto da amplificagéo foi separado em gel
de agarose MetaPhor : agarose Gibco/BRL (1:1) 4% com o tampdo TBE 0,5 X (Tris/Borato
0,045M e EDTA 0,001M pH 8.3), por 2:30 h a 100 Volts. O gel foi corado em banho de
brometo de etidio 0,5 pg/ml, visualizado sobre transiluminador e fotografado sob luz
ultravioleta. Os alelos de cada loco foram genotipados € a segregacdo dos mesmos foi avaliada
usando um teste de Qui-quadrado (P < 0,05), e os locos que apresentaram desvios da segregacdo

esperada (1:2:1) foram descartados.

Construcio do mapa de ligacio

O mapa genético para os microssatélites segregantes na propor¢do esperada para as
plantas F, foi construido utilizando o programa Mapmaker/Exp 3.0 (Lander et al. 1987). As
freqliéncias de recombinacdo foram convertidas em distincia de mapa em centiMorgans (cM)
usando a funcdo de mapeamento de Kosambi (1944). A informagédo prévia de localizacdo dos
microssatélites, disponivel na Maize DB, foi considerada para formar os grupos de ligacdo. Estes

grupos foram construidos através do comando group com um LOD score de 3,0 e com distancia
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maxima de 0,50. Foram construidos 10 grupos de ligagdo que € equivalente ao nimero de
cromossomos do milho. A ordem dos marcadores dentro de cada grupo de ligagdo foi obtida
testando todas as possiveis ordens, e verificando qual delas apresentou a maior verossimilhanga,

o que indica que essa é a ordem mais provavel. Isso foi obtido através do uso do comando

compare do referido programa.

Mapeamento de QTLs

Para o mapeamento de QTLs foram utilizadas as médias do teor de dleo de cada

progénie e as informag¢des do mapa genético. Utilizou-se o mapeamento por intervalo composto
(CIM), cujo modelo & ¥ = bo+b1XU+b2ij+Zkkajk +g,, em que Y € o valor
fenotipico médio da j-ésima progénie, p, € o valor médio do carater, b, € b, sdo os
coeficientes de regressdo associados aos efeitos aditivos e dominantes respectivamente, p € o
coeficiente de regressdo parcial relativo a k -ésima marca fora do intervalo em analise, X e
X, sdo varidveis indicadoras para os efeitos aditivos e dominantes, respectivamente, cujos

valores dependem de probabilidades condicionais de supostos QTLs estarem dentro do intervalo

em andlise, X , € uma variavel com valores 0 ou 1, indicando a auséncia ou presenga de

possiveis QTLs na marca k. Este é um modelo de regressdo linear miltipla com cofatores que
ajustam os efeitos dos demais QTLs que se encontram fora do intervalo de anilise. As marcas
usadas no modelo como cofatores foram previamente escolhidas por uma andlise de regressdo
multipla com o procedimento stepwise, usando probabilidade de 0,10 para inclusdo e exclusdo

de marcas. O teste de razdo de verossimilhanga foi utilizado em passos de 1 c¢cM entre
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marcadores e QTLs. Com este modelo foram estimados os valores dos efeitos genéticos aditivo
e dominante e também a provdvel posicdo do QTL (Jansen 1994; Jansen e Stam 1994; Zeng
1994). Para esta analise empregou-se o programa QTLCartographer (Versdo 1.14, Basten et al.
2000), considerando window size de 10 cM. O valor critico de LR foi obtido através do teste de
permutagdo, com probabilidade conjunta de 10%, através de 1.000 reamostragens (Churchill e
Doerge 1994; Doerge e Churchill 1996). Assumiu-se a presenga de QTL em uma dada posigéo
no cromossomo quando os valores de LR ultrapassaram o limite critico. Acima do limite,
consider-se que cada pico contém as estimativas do efeito aditivo (a) e dominante (d) do QTL e
da propor¢do da varidncia fenotipica do carater explicada pelo QTL detectado (R?).

Com as estimativas dos efeitos genéticos (a e d), foram estimados os graus de
domindncia (GD = |d|/|a|) para cada QTL e o grau médio de dominancia obtido pela média,
ponderada pelo R?, dos efeitos individuais de cada QTL. Para GD < 0,2 a agio do QTL foi
considerada aditiva; para 0,2 < GD < 0,8, como de dominincia parcial; para 0,8 < GD < 1,2, de

dominincia completa; e para GD > 1,2, sobredominante (Stuber et al. 1987).

Resultados

Meédias e herdabilidade

A concentra¢do média de 6leo em grios de milho para as 371 linhagens S; avaliadas foi
de 48,20 g kg™'. Para estas linhagens foi observada alta variacdo no conteudo de 6leo: a menor
média para o contetido foi de 29,24 g kg™’ avaliada para a linhagem L-02-03 (P,) e, a maior, de

79,25 g kg™ avaliada para a linhagem L-20-01 (P)), estas duas linhagens foram escolhidas para o
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experimento em fungdo do seu contraste para o cariter em estudo. Uma consideravel variacéo
também foi observada entre as progénies F,.3. Para estas progénies o conteudo de dleo variou de
44,93 g kg! a 72,63 g kg, com uma média de 58,40 g kg'. O coeficiente de variagfo

experimental foi de 1,7% (Tabela 1A). A andlise de varidncia revelou diferengas altamente

IS

significativas (P < 0,01) entre as progénies F»3. As varidncias genética (O'QG') e fenotipica

A

(O'%") estimadas para o carater teor de 6leo para estas progénies foram 20,31 e 20,64 (g kg,
respectivamente. Em fungdo da pequena diferenga entre as variincias, a estimativa do coeficiente

de herdabilidade ( hz) foi de 98% (Tabela 2A).

Mapa genético

O DNA gendmico das linhagens L-20-01 e L-03-02 e das progénies F; foram avaliados
com 648 microssatélites, dos quais 162 (25%) foram polimoérficos. Dentre os polimérficos, 87
deles ndo foram utilizados para a construgio do mapa genético devido a: (1) desvios de
segregacgio; (2) auséncia do alelo de um dos parentais nos Fis; (3) pequena diferenga entre os
dois alelos parentais quando separados em gel de agarose de alta resolugdo; e (4) os
microssatélites UMC1177, BNLG572 e PHI116 originalmente mapeados nos bins 1.01, 7.03 ¢
bin 7.06 nio foram ligados a qualquer marcador dos respectivos grupos de ligagdo.

Somente 75 microssatélites polimérficos, ou seja, 11,57% dos microssatélites avaliados
para as duas linhagens foram utilizados para construir o mapa genético da populagdo F,. Estes
locos formaram 10 grupos de ligagdo, representando os 10 cromossomos do milho, com uma

extensio de 1.438,6 cM. O numero de marcadores para cada grupo de ligagdo variou de 10
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marcadores no cromossomo 1 a quatro marcadores no cromossomo 10. Os grupos de ligagio
variaram de 232.,4 ¢cM no cromossomo 4 a 80,7 ¢cM no cromossomo 10. O nimero médio de
marcadores por cromossomo foi de 7,5, com intervalo médio entre marcadores de 19,18 cM. A
distancia entre marcadores mapeados variou de 0,6 cM a 99,4 cM, ambas no cromossomo 4.
Algumas regides em todos os cromossomos apresentaram distancias relativamente grandes entre
marcadores, como € o caso dos cromossomos 2 € 4, em que pode-se observar distdncias entre
marcadores com valores acima de 70 cM (Figura 1A).

Algumas altera¢Ges nas posi¢des de marcadores foram encontradas para os cromossomos
2 e 4. No cromossomo 2, o marcador BNLG166 foi mapeado na sua extremidade, ao invés de no
bin 2.04, como esta apresentado no Maize DB. Para este cromossomo houve também uma
inversdo de posi¢ao entre os marcadores BNLG1045 (bin 2.07) e PHI127 (bin 2.08). Inversdo
também foi observada entre os marcadores UMC1550 (bin 4.03), NC005 (bin 4.05) e BNLG252
(bin 4.06) no cromossomo 4. A seqiiéncia obtida para o grupo de ligagéo entre estes marcadores
foi: BNLG1370 (bin 4.00), BNLG252 (bin 4.06), NC005 (bin 4.05), UMC1088 (bin 4.05),

UMC1550 (bin 4.03) (Figura 1A).

Mapeamento de QTLs

O valor limiar de LR para uma significincia conjunta de 10%, determinado através de
1.000 permutacdes, foi de 11,97. Associagdes significativas entre marcadores e QTLs foram
consideradas quando o valor de LR ao longo do cromossomo ultrapassou este valor obtido.
Associages significativas foram observadas em oito dos 10 cromossomos do milho, exceto para
os cromossomos 8 e 10, um total de 13 QTLs foram mapeados (Figura 2A). A localizagdo e o

comportamento dos QTLs associados com teor de dleo estdo apresentadas na Tabela 3A.
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Um s6 QTL foi mapeado nos cromossomos 2, 3, 7 e 9. Esses QTLs explicam 3,63, 3,27,
2,28, 2,76 e 3,10% da variagio fenotipica (R?), respectivamente. Para o cromossomo 1 foram
mapeados dois QTLs, que juntos explicam 12,77% da variancia fenotipica. Para os cromossomos
5 e 6, foram mapeados trés QTLs, que explicam 12,36 e 9,64% da variincia fenotipica,
respectivamente. Os 13 QTLs juntos explicam 50,13% da varidncia fenotipica, a maior
contribuigdo para o carater teor de Oleo sendo proveniente dos QTLs mapeados nos
cromossomos 1 € 5. O maior valor de R? para teor de 6leo foi atribuido a0 QTL-1b mapeado na
posicdo 62,08 cM do cromossomo 1. Esse QTL explica 8,40% da varidncia fenotipica , sendo o
principal QTL mapeado para o teor de 6leo no cruzamento estudado (Tabela 3A). A maior parte
dos alelos que contribuem de forma favoravel para o carater teor de 6leo sdo provenientes da
linhagem L-20-01 (P;), que apresentou o maior teor de 6leo. A contribui¢do através de alelos
favoraveis por esta linhagem foi efetiva para nove QTLs. Para os demais QTLs os alelos
favoraveis sdo provenientes da linhagem L-03-02 (P;), que apresentou o menor teor de 6leo.

As estimativas dos efeitos genéticos mostraram que a a¢do génica predominante para os
QTLs mapeados é aditiva e de dominéncia parcial (observadas para cinco QTLs); dois QTLs
apresentaram efeito de dominincia completa e um de sobredominéancia que, juntos, apresentaram
um grau médio de dominincia de 0,47 evidenciando que este carater apresenta em média

dominancia parcial (Tabela 3A).
Discussao

Os resultados mostraram que 25% dos microssatélites avaliados foram polimoérficos,
indicativo, portanto, de um baixo nivel de polimorfismo quando comparado com os descritos na

literatura. Um alto nivel de polimorfismo foi descrito para microssatélite em milho (Taramino e
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Tingey 1996). Em seu trabalho estes autores comparam o nivel de polimorfismo deste marcador
com o obtido com o emprego de RFLP. Chin et al. (1996) encontraram polimorfismo de 34,5%
para os microssatélites avaliados. A porcentagem de polimorfismo obtida em milho por esses
autores € considerada moderada quando comparada com a porcentagem obtida para outras
espécies de cereais (Bell e Ecker 1994). No presente estudo todos os marcadores avaliados para a
constru¢do do mapa genético, foram aqueles desenvolvidos para material temperado. As
linhagens Flint L-20-01 e Dentado L-02-03 avaliadas neste trabalho sdo materiais
exclusivamente tropicais, este fato pode explicar a diferenga no nivel de polimorfismo obtido
quando comparado com os resultados publicados.

Somente 11,57% dos microssatélites avaliados puderam ser utilizados para a construgéo
do mapa genético, porque além do baixo polimorfismo encontrado, observou-se distorg@o para a
segregacdo mendeliana esperada para este marcador. Auséncia de alelo de uma das linhagens
parentais nos hibridos simples, também contribuiu para o baixo aproveitamento deste marcador.
Esta auséncia pode ser caracterizada como alelo nulo. Alelos nulos para SSRs também foram
detectados em 5% das linhagens de milho estudadas por Taramino e Tingey (1996). A ndo
amplificacdo de um alelo foi explicada por Taramino e Tingey (1996) como podendo ser em
fungdo de polimorfismo apresentado por uma seqiiéncia de nucleotideos de um dos primers, ndo
permitindo o seu anelamento e como conseqii€ncia a nio amplificagéo.

O mapa descrito no presente trabalho, que apresenta extensdo de 1.438,6 cM, €
comparavel com a extensdo de outros mapas construidos por Ribaut et al (1996) e Jiang et al
(1999). Mas o presente mapa € menor que o comprimento de 1.883,6 cM determinado por Matz
et al. (1995), 1.765 cM, por Causse et al. (1996) e 1.727,4 cM, por Davies et al. (1999). Essa
diferenga em tamanho pode ser em fung@o da baixa quantidade de locos marcadores em vérias

regides, onde grandes distancias entre marcadores podem ser observadas (Figura 1A).
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Os valores calculados para a estimativa das varidncias fenotipica e genética para o
cruzamento estudado foram muito proximos, mostrando que o componente genético € o fator
mais relevante para o carater teor de 6leo. Jellum e Marion (1966) também mostraram que o
gendtipo exerce maior influéncia nos valores de 6leo do que as condigdes ambientais. O calculo
da estimativa da herdabilidade (h?) foi de 98% para o cruzamento em estudo. Este valor €
concordante com o descrito na literatura, que aponta este carater como de alta herdabilidade,
podendo ser maior que 0,70 (Hallauer e Miranda Filho 1988; Alexander 1988). A herdabilidade
para concentragio de 6leo em familias S; provenientes do cruzamento entre IHO X ILO foi
calculada como 0,80 (Goldman et al. 1994) e para uma populagdo de linhagens S, originada do
cruzamento de planta IHO e ILO(EM) o coeficiente de herdabilidade foi de 0,89 (Berke e
Rocheford 1995).

Antes do desenvolvimento de marcadores moleculares caracteres quantitativos
tradicionalmente eram investigados através de modelos estatisticos. Através desta metodologia o
niimero de locos controlando o conteudo de 6leo foi estimado para as populagdes IHO e ILO
(Dudley 1977; Dudley e Lambert 1992; Moreno-Gonzalez et al. 1975), a medida que os ciclos e
o progresso de selegio aumentam ha também um aumento na estimativa do numero de locos
controlando este carater (Lambert, 1994). Apos 96 geragdes de selegdo, Dudley e Lambert
(1992) estimaram que 69 locos controlam o teor de 6leo em grios de milho. Marcadores
moleculares tém se tornado uma ferramenta importante para o estudo de genética quantitativa.
No presente estudo foram mapeados 13 QTLs associados com teor de 6leo. O niumero de regides
do genoma associadas com este carater, detectadas com o uso de microssatalites ¢ diferente do
nimero registrado na literatura. Goldman et al. (1994) descreveram 25 locos marcadores
associados com teor de 6leo, 31 locos de RFLP foram associados com este carater por Berke e

Rocheford (1995). Alrefai et al. (1995) detectaram associagio entre varios locos de RFLP e a
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concentragdo de cinco diferentes acidos graxos que compde o 6leo de milho. As diferencas
quanto ao mumero de QTLs associados com concentragdo de dleo no presente trabalho e os
descritos na literatura podem ser decorrentes de algumas regides do mapa genético apresentarem
grandes distancias entre marcadores, de diferencas de metodologia de analise empregada e do
material genético analisado.

A posi¢do nos cromossomos, para 17 QTLs mapeados e associados com teor de dleo no
trabalho realizado por Goldman et al. (1994), se encontra disponivel na Maize DB. Quando sio
comparadas as posi¢des dos QTLs mapeados no presente trabalho com os resultados descritos
por Goldman et al. (1994), observa-se que os locos qoilc3, qoil7, qoil8 e qgoill4 associados com
conteddo de dleo foram mapeados por esses autores nas mesmas posi¢des dos QTL-2, QTL-4,
QTL-6¢c e QTL-7, sendo possivel que estes quatro QTLs sejam os mesmos para os dois
experimentos. Outras regides associadas com teor de dleo, descritas por outros autores, também
foram confirmadas no presente estudo. O QTL-1b mapeado no bin 1.06 pode corresponder ao
loco olcl; este loco esta descrito na Maize DB como localizado entre os bins 1.06 € 1.12. O gene
olcl esta associado com o nivel de acido oleico encontrado em embrido de milho (Alrefai et al.
1995).

Trés dos principais QTLs associados com teor de dleo e localizados nos cromossomos 5,
6 e 9 no trabalho de Berke € Rocheford (1995), sdo coincidentes com os QTLs 5b, 6¢c e 9
respectivamente, indicando que estes QTLs possam ser os mesmos para os 2 trabalhos. O QTL
mapeado no cromossomo 6 no trabalho de Berke e Rocheford (1995) esté intimamente ligado ao
loco de RFLP umc65. H4 indicagdes de que o loco umc65 esteja firmemente ligado ao gene
linoleic (Inl). Foi proposto que este gene controla a razo entre os acidos graxos oléico (18:1) e
linoléico (18:2) (Poneleit 1976). Alrefai et al. (1995) mapearam o principal QTL que controla a

razdo destes 2 4cidos graxos no cromossomo 6 proximo ao loco umc65. A conversdo do acido
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graxo 18:1 para 18:2 é feita pela enzima omega-6 desaturase, assim ha indica¢des de que o loco
Inl possa ser o loco da omega-6 deaturase em milho (Alrefai et al. 1995). No presente trabalho,
no cromossomo 6 na mesma posi¢do do loco umc65, foi mapeado o QTL-6c, sugerimos que este
seja 0 mesmo QTL descrito no trabalho de Berke e Rocheford (1995) e que esteja envolvido com
a conversdo dos acidos graxos 18:1 para 18:2 como descrito por Alrefai et al. (1995).

Os locos associados com teor de dleo localizados nos bragos cromossomicos 2L, 3L, 6L e
7L, no presente trabalho, estfo localizados nos mesmos bragos cromossémicos em que Kahler
(1985) verificou mudanga na freqiiéncia para oito locos de isozimas. Mudangas estas associadas
com sele¢do para aumento na concentragdo de 6leo no sintético Alexho. Goldman et al. (1994)
mapearam QTLs associados com o teor de dleo nestes mesmos bragos cromossémicos. O loco
RFLP UMCI0 localizado no bin 3.05, préoximo ao centrdmero, foi associado com concentragdo
de 6leo nas Illinois Oil Strains por Sughroue e Rocheford (1994). Goldman et al. (1994) também
detectaram associa¢do para concentragdo de 6leo com esse loco. O loco para a isozima PGD2,
um dos associados com teor de 6leo por Kahler (1985), estd localizado préximo ao centrémero
no cromossomo 3. No presente experimento, na regido do bin 3.05, onde estd mapeado o
microssatélite PHI073, mapeou-se o QTL-3, sugerindo que este seja 0 mesmo descrito nos
demais trabalhos. Dos 13 QTLs associados com concentragio de 6leo mapeados no presente
trabalho, oito foram coincidentes com QTLs ja descritos para outros cruzamentos, sugerindo que
deve haver consisténcia para a localizagdo dos locos que controlam a concentrag@o de dleo para
os diferentes germoplasmas de milho. Para os demais QTLs (la, 5a, 5c, 6a e 6b) mapeados no
presente trabalho, ndo se observou coincidéncia com a posicdo de QTLs mapeados para outros
cruzamentos, mas estes se encontram nos mesmos bragos cromossémicos em que Berke e
Rocheford (1995) e Goldman et al. (1994) mapearam QTLs associados com esta caracteristica.

Este resultado refor¢a a sugestdo de que a localizagdo de alguns QTLs associados com teor de
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oleo seja dependente do material genético e dos cruzamentos realizados. Alguns gaps maiores
que 40 cM, presentes nos cromossomos 1, 2, 4, 7, 9 e 10, diminuem a eficiéncia de mapeamento,
de forma que novos microssatélites deverdo ser utilizados para essas regides, podendo aumentar
a precisdo de mapeamento e o nimero de QTLs associados com concentragcdo de dleo para o
cruzamento em questao.

Neste trabalho nenhum segmento dos cromossomos 8 e 10 foi associado com teor de
oleo, diferindo dos resultados publicados. Para o cromossomo 10, somente quatro microssatélites
foram utilizados na constru¢do do mapa de ligacdo (Figura 1A). Com estes marcadores, 0 mapa
de ligacdo apresenta um intervalo de 50,30 cM entre os microssatélites BNLG1526 (bin 10.04) e
BNLG1330 (bin 10.07). Esta distancia entre marcadores diminui a precisdo de mapeamento, pois
a resolucio do mapeamento ¢ baseada no nmimero de eventos de recombinagdo entre um
marcador e um QTL (Liu 1998). Associa¢des de QTLs para os acidos graxos palmitico (16:0);
estearico (18:0); oléico (18:1) e linol€ico (18:2), foram descritas para segmentos do cromossomo
10 por Alrefai et al. (1995). A associacdo do cromossomo 10 com teor de oleo foi também
descrita por Goldman et al. (1994) e por Berke e Rocheford (1995). Portanto, o presente
resultado nfo € conclusivo, havendo necessidade de maior saturagio entre os bins 10.04 ¢ 10.07
deste cromossomo.

O mapa de ligagdo do cromossomo 8 foi construido com uma distdncia média entre
marcadores de 12,06 cM, sendo que o intervalo entre marcadores ndo excedeu a 24 cM (Figura
1A). A distdncia entre os marcadores utilizados para este cromossomo foi menor que a ideal
sugerida por Lander e Botstein (1989), sustentando, portanto, os resultados do presente trabalho,
indicando a nfo associa¢cdo do cromossomo 8 com o teor de dleo. Alrefai et al. (1995)
encontraram associa¢do desse cromossomo com a concentragdo dos acidos graxos estearico

(18:0) e linolénico (18:3). Goldman et al. (1994) observaram a associagdo com teor de 6leo para
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mais que um loco de RFLP no brago longo do cromossomo 8. Berke e Rocheford (1995) também
descreveram a associagdo deste cromossomo com o teor de 6leo. Estes resultados sugerem que
algumas regides gendmicas associadas com esta caracteristica podem ser especificas para
determinados cruzamentos € materiais genéticos. O mapeamento realizado neste estudo e os
experimentos realizados por Berke e Rocheford (1995), mostrando QTLs associados com teor
de 6leo localizado no cromossomo 9, em contraste aos resultados obtidos para o cruzamento
realizado por Goldman et al. (1994) mostrando que esse foi o Unico cromossomo que nio
apresentou associagdo com teor de 6leo, suportam a proposta de que alguns QTLs associados
com teor de 6leo sdo especificos de genotipos de milho. Esta mesma idéia € refor¢ada pelos
resultados observados para o cromossomo 1. Associagdes positivas entre marcadores € QTLs
foram obtidas no presente trabalho e para o trabatho de Goldman et al. (1994). Mas este foi o
inico cromossomo nio associado com o teor de 6leo por Berke e Rocheford (1995).

Os 13 QTLs mapeados no presente trabalho, explicam 50,13% da varidncia fenotipica
(R%) e 51,16% da variancia genética. O principal QTL associado com o teor de 6leo foi mapeado
na posigio de 62,08 cM no cromossomo 1, contribuindo com 8,40% da varidncia fenotipica, e a
contribuicio para os demais QTLs ficou entre 2,35% e 5,59%. O grau médio de dominéncia para
este cruzamento foi de 0,47, indicando que o efeito de dominéncia parcial é o mais importante
para o caréter. Silvela et al. (1989) assumiram que o carater teor de 6leo em milho estd sob
controle genético aditivo. Dudley (1977) descreveu efeito de dominéncia para contetido de dleo
em milho, mas sugeriu que este efeito ¢ relativamente sem importancia para este carater. Nos
experimentos realizados por Dudley e Lambert (1992) alta propor¢do de QTLs com efeito
aditivo foram observados. Goldman et al. (1994) e Berke e Rocheford (1995), descreveram que a
maior parte dos QTLs associados com teor de 6leo também apresentaram efeito aditivo. Alrefai

et al. (1995) mapearam QTLs envolvidos com a sintese de 4cidos graxos componentes do 6leo
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de milho, e o nimero de QTLs com efeito aditivo foi predominante, para este trabalho dois
QTLs associados com o acido graxo estedrico apresentaram efeito de sobredominancia. O QTL-
1a mapeado no presente trabalho apresentou efeito de sobredominéncia. Sobredominéncia pode
ser assumida como rara, podendo ser atribuida a liga¢do de mais que um gene em repulsdo, isto €
a presen¢a de um bloco génico. Estes genes devem apresentar agio génica de dominéncia parcial
ou de dominancia. Sobredominancia também foi observada para regides associadas com peso de
graos e caracteres relacionados (Edwards et al. 1987), e para este caso foi sugerido a existéncia
de mais que um gene nestas regides (Edwards et al. 1992).

Os alelos dos QTLs 1b, 2, 4, S5a, 5c, 6a, 6b, 6¢ e 9, que contribuem de forma favoravel
para o carater teor de 6leo estdo concentrados na linhagem L-20-01, que apresentou o maior teor
de dleo. A contribui¢do através de alelos favoraveis por esta linhagem foi efetiva para nove
QTLs. Para os demais QTLs, os alelos que contribuem de forma favoravel para o aumento do
conteudo de oleo nos grios foram provenientes da linhagem L-03-02, que apresentou o menor
teor de dleo.

Para as populagdes de Illinois, sele¢do para aumento na concentragdo de dleo foi
associado com diminui¢do do tamanho das sementes (Dudley 1977), as mesmas regides do
genoma devem estar envolvidas na alocacdo de fotoassimilados para producdo de amido e/ou
deposic¢do de oleo nas sementes de milho, existe efeito pleiotropico para os QTLs que controlam
as duas caracteristicas. Através dos resultados obtidos no trabalho de Berke e Rocheford (1995),
vemos que € possivel a realizag@o de sele¢do para os dois caracteres independentemente, pois
estes autores mapearam QTLs especificos para estas duas caracteristicas. Uma vez que a posi¢do
destes QTLs seja conhecida, podemos realizar selegdo para aumento no teor de 6leo na semente
sem diminuir o peso. Este tipo de selecdo pode facilitar o desenvolvimento de milho hibrido de

interesse.
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Apesar do carater teor de 6leo apresentar alta herdabilidade, o uso de marcadores para a
selecdo € importante, pois o Oleo é uma caracteristica que sé podera ser avaliada apds o
florescimento. Assim, os locos marcadores associados com este cgréier podem ser testados
através de selegdo assistida por marcadores (MAS) antes deste periodo para todas as geragdes,
diminuindo o tempo gasto neste processo. Como a herdabilidade para este carater é alta, existe
maior probabilidade de detectarmos os mesmos QTLs em experimentos realizados como os
mesmos materiais genéticos, mas em diferentes ambientes. A estratégia mais promissora para
MAS, parece ser a descrita por Hospital et al. (1997), esta estratégia mostra que € possivel a
realizacdo de dois ou trés ciclos de selecio em marcadores somente apds o primeiro ciclo de
selecdo combinada, reavaliando os efeitos dos QTLs. Uma vez que se obtenha associacdo QTL-
marcador no primeiro ciclo, para os demais ciclos serdo realizadas genotipagens de individuos
somente para os marcadores localizados proximos aos QTLs detectados. Desde que nenhuma
avaliacdo fenotipica e nenhuma genotipagem completa s3o necessarias, estes ciclos podem ser
realizados de forma mais rapida € com menos custo do que ciclos de selegdo fenotipica ou
combinada. Com esta estratégia MAS ¢ eficiente para caracteres que apresentam média e alta
herdabilidade, por causa da reducgéo de tempo (Moreau et al. 2000).

O desenvolvimento de germoplasma de milho tropical com alto teor de 6leo pode ser
acompanhado e facilitado com o emprego de microssatélite, pois um pequeno nimero de QTLs
controlando conteudo de dleo foram mapeados, a varidncia fenotipica explicada por cada QTL ¢
praticamente genética, o que confere alta herdabilidade, e ainda que 8 dos 13 QTLs mapeados
estdo em um intervalo entre marcadores menor que 20 cM, isto € importante pois, quanto menor

o intervalo de marcadores flanqueando o QTL melhor ser4 a resposta genética para esta seleg3o.
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Tabela 1A. Apresentacdo da andlise de varidncia para o teor de

6leo em grédos de mitho estimada para as progénies F».3.

Fonte de variagio GL Quadrado médio
Progénies 407 61,91**

Erro 816 0,98

CV1,70

** P<0,01
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Tabela 2A. Valores médios, intervalo de varia¢io e estimativas das varidncias genética

e fenotipica e do coeficiente de herdabilidade para teor de 6leo nos grdos da populagio

Fas.
Parametros Teor de oleo Intervalo de confian¢a *
(gkg)
Média 58,40 57,51 -59,29
Intervalo de variacao 44,93 —72.63
ol¢ 20,31 17,75 - 23,47
o’ F 20,64 18,07 — 23,79
h’ 0,98 0,98 — 0,99
* P<0,05
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Tabela 3A. Localizagdo, estimativas dos efeitos genéticos e dos coeficientes de determinagdo dos QTLs

associados com o caréter teor de 6leo em grdos de miltho tropical, obtidos através de andlise de mapeamento

por intervalo composto (CIM).

Efeito genético

Cromossomo QTL Marcadores do Posicéio Graude Origem
estimada Adit. Dom. dominincia® doalelo R%c RS
Intervalo dz)c 1(31')1“1, favoravel % %

018 la  BNLG1083-BNLG439 8,01 0,088 0,150 SD (1,70) P2 4,11 4,20
01C b  BNLG1057-BNLG2057 62,08 0,198 -0,064  DP (0,32) P1 8,40 8,57
02L 2 PHI127-BNLG1045 142,57 0,117 -0,068  DP (0,58) P1 3,63 3,71
03L 3 PHI073-DUPSSRO017 120,06 -0,129 -0,035  DP (0,27) P2 327 3,34
04L 4 BNLG252-NC05 113,43 0,121 0,033 DP (0,27) P1 2,86 2,92
05S 5a  UMC1365-BNLG1700 15,01 0,176 -0,010 A (0,06) P1 5,59 5,70
05L 5b DUPSSRO10-MMC0282 56,03 -0,124 0,110 D (0,89) P2 4,42 4,51
0SL 5¢c  BNLG2305-BNLG386 129,19 0,082 -0,080 D (0,98) P1 235 2,40
06S 6a BNLG238-BNLG426 0,01 0,106 -0,013 A (0,12) P1 2,66 2,71
06L 6b UMC1133-UMC1614 55,31 0,121 0,073 DP (0,60) P1 3,73 3,81
06L 6¢c UMC1614-NC013 73.01 0,128 0,019 A (0,15) P1 3,25 3,32
07L 7 UMCI1112-BNLG1805 95,61 -0,116 0.005 A (0,04) P2 2,76 2,81
09 9  BNLGI1714-BNLG1209 69,74 0,124 0,023 A (0,19) P1 3,10 3,16

GMD DP (0,47) R*Total 50,13 51,16

“Posicio do QTL relativo ao primeiro microssatélite no cromossomo.

®Grau de dominincia: A=aditiva (jd/a|< 0,2), DP=dominancia parcial (0,2<|d/aj< 0,8), D=dominincia (0,8
<|d/aj< 1,2), SD=sobredominincia (jd/a] = 1,2); GMD: grau médio de dominancia.

‘R%; = Porcentagem da variagdo fenotipica explicada pelo QTL.

9R?;=Porcentagem da variagio genética explicada pelo QTL (R*¢/h%).
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Figura 1A. Mapa genético dos 10 cromossomos de milho construido com 75 microssatélites. Os
marcadores estdo listados a direita da linha de mapa. O niimero a esquerda do cromossomo
indica a distdncia em centimorgan (cM) entre marcadores determinada através da fungdo de
Kosambi. A posi¢io de cada QTL associado com o teor de éleo nos grios de milho, no intervalo

entre marcadores, esta apresentada a direita do cromossomo.

Figura 2A. Mapeamento de QTLs associados com teor de dleo nos grdos obtido por
mapeamento por intervalo composto (CIM). O limite critico de LRT para uma significancia
conjunta de 10%, foi obtido através de 1.000 permutagdes. As posigcdes dos QTLs nos

cromossomos estdo indicadas por seta.
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5- Resultados complementares

5.1- Estatistica descritiva para o teor de dleo

Foram avaliadas 371 linhagens endogémicas (S¢ € S;7) de milho para o teor de 6leo nos
grdos. A avaliagdo foi realizada para a selecdo das duas linhagens contrastantes que foram
utilizadas como genitoras para produzir a populagdo F,. A média do teor de dleo nos grdos destas
linhagens foi de 48,20 g kg™ (gramas de 6leo por quilogramas de grios), com intervalo de
variacdo de 29,24 g kg '(L-02-03) a 79,25 g kg™ (L-20-01). A distribuicdo de freqiiéncias deste
carater para estas 371 linhagens encontra-se na Figura 1RC A.

A populagdo F,, obtida destas linhagens contrastantes (L-02-03 X L-20-01), foi
autofecundada gerando 408 progénies F».3, cujos grios foram avaliados para teor de 6leo com
trés repeti¢des. A média da populagio foi de 58,40 g kg™ de 6leo, com intervalo de variagdo de
4493 g kg a 72,63 g kg de 6leo. A distribui¢io de freqiiéncia das médias em teor de 6leo
dessas progénies encontra-se na Figura IRC B. O coeficiente de variagdo experimental (CV) foi

de 1,7%, indicando que essa avaliagdo apresentou elevada precisdo experimental.

5.2- Amplificacdo dos microssatélites e constru¢io do mapa de ligacio

O DNA genoémico das duas linhagens de milho e das progénies F; foi amplificado com
648 microssatélites. A amplificacdo teve como objetivo avaliar e escolher os marcadores
polimoérficos. Os microssatélites polimorficos foram utilizados para a construgdo do mapa
genético. A avaliagfo inicial dos microssatélites foi realizada utilizando o programa Touchdown

PCR (Don et al., 1991) e uma variagio desse programa, denominado PCl (Quadro 1). A
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Figura 1RC. Distribui¢do do contetiido de 6leo em sementes de milho de
371 linhagens endogidmicas (1IRC A) e em 408 progénies

F,3 (IRC B).

amplificagdo dos microssatélites utilizando o programa Touchdown PCR tedricamente satisfaz as

condi¢des de anelamento de qualquer par de primer, e o uso da variagdo deste programa
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genérico, o PC1, objetivou diminuir o tempo e melhorar a qualidade de amplificagdo dos
microssatélites. Os resultados mostraram que os programas Touchdown PCR e PC1 inicialmente
utilizados, sdo importantes para uma primeira selecdo dos microssatélites, pois esses dois
programas foram eficientes para amplificar 61% dos microssatélites utilizados na construgédo do
mapa de ligagdo (Tabela 1RC). Para os microssatélites que ndo apresentaram padrdes
aproveitaveis com esses programas, optou-se pelo uso de programas com temperatura especifica
de anelamento (Quadro 2). Todos os microssatélites utilizados para a construcdo do mapa, suas
localizagGes e os programas utilizados para a sua amplificagdo estdo apresentados na Tabela

IRC.

Quadro 1. Programa de Amplificagdo Touchdown PCR com temperatura variando de 65°C a

55°C e o programa PC 1, variante do primeiro programa.

Passo Etapa Temperatura Tempo
Programas
Touchdown PCR PC1

1  Desnaturacdo inicial 94 °C 1 min 2 min
2 Desnaturagdo 94 °C 1 min 30s
3  Anelamento 65 °C(-1 °C/Ciclo) 1 min 30's
4  Extensdo 72°C . 2min 1 min
5  Despaturagio 94 °C 1 min 30s
6  Anelamento 65 °C(-1 °C/Ciclo) 1 min 30s
7  Extensdo 72°C 2 min 1 min
8 Volta ao passo 2, 9 vezes

9  Desnaturagio 94 °C 1 min 30's
10  Anelamento 55°C 1 min 30s
11  Extensfo 72°C 2 min 1 min
12 Volta ao passo 9, 17 vezes

13 Extensdo Final 72°C 2 min 2 min
14  Imersdo 15°C - -
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Quadro 2. Programa de amplificagdo com temperatura especifica de anelamento

(46 °-56 °C), dependendo do microssatélite utilizado.

Passo Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturagio inicial 94 °C 2 min
2 Desnaturacao 94 °C 1 min
3 Anelamento 46 °-56 °C 1 min
4 Extensdo 72 °C 2 min
5 Volta ao passo 2, 30 vezes
6 Extenso final 72°C Smin
7 Imersdo 72°C -

Dos 648 microssatélites testados, 162 apresentaram polimorfismo entre as duas linhagens
parentais, ¢ a diferenca entre os dois alelos parentais pode ser visualizada na Figura 2RC. O nivel
de polimorfismo obtido para esses microssatélites foi de 25%. Apesar de 162 microssatélites
apresentarem polimorfismo, 87 deles nfio foram utilizados para a construgdo do mapa de ligaggo.
Vinte desses microssatélites (12,35%) apresentaram pequena diferenga entre os dois alelos
parentais quando separados em gel de agarose de alta resolucdo. Essa pequena diferenga
dificultou a leitura dos alelos parentais, razio porque ndo foram utilizados neste experimento.
Senior ¢ Heun (1993), descreveram a agarose MetaPhor como efetiva para separar alelos de
SSRs, mas esta condi¢do de separagdo ndo resolve diferengas menores que 4 bp. A maior parte
desses microssatélites possui repeticdes de dinucleotideos. A distingdo de individuos
heterozigotos para os locos onde os alelos diferem por somente dois bp € dificil com essa
agarose. Para esta resolugio se faz necessario o uso de géis de poliacrilamida desnaturante.

Oito microssatélites polimérficos (4,94%) localizados em quatro dos 10 cromossomos do

milho ndo foram utilizados para a construgdo do mapa, pois através de teste de ¥* com um nivel
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Tabela 1RC. Locos de microssatélites polimdrficos distribuidos através do genoma de milho e usados

para a construgdo do mapa genético, com os programas utilizados para a amplificagdo destes locos

marcadores.

Locos de Localizacio no Programa de Locos de Localiza¢do no  Programa de
microssatélite cromeossomo amplificacio microssatélite Cromossomo amplificagdo
BNLG1083  1.02 PC1 BNLG1700 5.03 PC1
BNLG439 1.03 55°C DUPSSR0O10  5.04 PC 1
BNLG1811  1.04 PC 1 MMC0282 5.05 50°C
BNLG2295  1.05 56 °C UMC1524 5.06 55°C
BNLG1057  1.06 PC 1 BNLG2305 5.07 50°C
BNLG2057  1.06 50 °C BNLG386 5.09 53°C
UMC1147 1.07 55°C BNLG238 6.00 Touchdown PCR
BNLG615 1.07 50 °C BNLG426 6.01 PC 1
DUPSSR012  1.08 PC 1 UMC1133 6.01-6.03 PC 1
BNLG1720  1.09-1.10 50°C UMC1614 6.04-6.05 559C
BNLG1092  2.01 50°C NCO013 6.05 PC 1
BNLG125 2.02 PC 1 UMC1248 6.07-6.08 PC 1
UMC1165 2.02 PC1 UMC1426 7.00-7.01 50 °C
BNLG2248  2.03 50 °C PHI034 7.02 PC 1
BNLG166 2.04 Touchdown PCR  BNLG657 7.02 PC 1
DUPSSR021  2.05 Touchdown PCR  UMC1112 7.03 50°C
NC003 2.06 48 °C BNLG1805 7.04 PC 1
BNLG1045  2.07 Touchdown PCR  BNLG1194 8.01-8.02 PC 1
PHI127 2.08 Touchdown PCR  BNLG2235 8.02 PC 1
BNLG1523  3.02 PC 1 PHI125 8.03 PC 1
PHI029 3.04 PC 1 BNLG1863 8.04 50 °C
PHI053 3.05 PC1 BNLG1812 8.05 PC 1
PHI0O73 3.05 PC 1 BNLG240 8.06 PC 1
DUPSSRO017  3.06 PC 1 UMC1055 8.07 50 °C
BNLG197 3.07 55°C BNLG1056 8.08 PC 1
BNLG1108  3.08 PC 1 PHI080 8.08 PC 1
BNLG1754  3.09 50 °C BNLG1272 9.00 PC 1
UMC1594 3.10 55°C PHI068 9.01 PC 1
BNLG1370  4.00 56 °C UMC1033 9.02 50 °C
UMC1550 4.03 PC1 PHI065 9.03 PC 1
UMC1088 4.04 50 °C BNLG1714 9.04 PC 1
NC005 4.05 PC 1 BNLG1209 9.05 PC 1
BNLG252 4.06 PC 1 BNLG128 9.07 PC1
DUPSSR034  4.07 PC 1 UMC1576 10.02 559C
BNLG2162  4.08 50 °C BNLG1716 10.03 PC 1
UMC1109 4.10 50°C BNLG1526 10.04 50°C
BNLG1890  4.11 PC 1 BNLG1360 10.07 PC 1
UMCI1365 5.01 50°C
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Figura 2RC. Perfil de separagio dos alelos do microssatélite polimérfico PHI029 em gel
de agarose metaphor 4 %. P; corresponde a linhagem L-20-01 e, P, a
linhagem L-02-03. O F; ¢ um dos hibridos simples proveniente do cruzamento
entre as duas linhagens, e apresentando os dois alelos parentais. Pode-se notar

que os dois alelos segregam na amostra da progénie F».

de significancia de 5%, estes marcadores apresentaram desvio de segregag¢@o para a proporgdo
mendeliana esperada (Tabela 2RC). No cromossomo 1 entre os bins 1.10 e 1.11, dois marcadores
apresentaram distorcdo de segregagdo, apresentando um numero muito pequeno de
heterozigotos, prevalecendo, portanto, os alelos parentais; no bin 2.09 um marcador apresentou
excesso de alelos da linhagem L-20-01, e dois apresentaram excesso de heterozigotos, 0 mesmo
sendo observada para um microssatélite do bin 9.06. Para os marcadores localizados no bin 5.00
foi observada uma baixa freqiiéncia do alelo do parental 1 (L-20-01).

Os microssatélites UMC1177 (bin 1.01), BNLG572 (bin 7.03) e PHI116 (bin 7.06)
(1,85% dos microssatélites polimérficos) foram excluidos, pois ndo apresentaram ligagdo a
qualquer marcador dos respectivos grupos de ligagdo com LOD 3,0.

Os demais microssatélites ndo foram utilizados, pois o alelo de um dos parentais ndo foi

observado em uma ou em todas as progénies Fj, caracterizando um alelo nulo (Figura 3RC A,

94



3RC B). A fim de obter uma amplifica¢do uniforme, tentando resolver este problema, fez-se a
otimizagdo das concentra¢gdes de DNA, Tag DNA polimerase ¢ MgCl,, sendo obtido melhor
padrio de amplificagdio com as concentragdes apresentadas no Quadro 3. O padrio de auséncia
do alelo de um dos parentais em progénies F; ndo foi alterado, assim indicando quea
concentracdo dos reagentes ndo € o fator determinante para amplificacdo dos alelos. Dentre os
microssatélites polimdrficos ndo utilizados, apenas oito ainda nfo estdo mapeados.

Dos 162 microssatélites polimdrficos, 86 foram amplificados com o DNA das 408
progénies F,. O comportamento desses microssatélites para cada grupo de ligacdo estd

apresentado na Tabela 2RC.

Quadro 3. Concentragdes de reagentes utilizados para cada reagdo de

amplificagdo dos microssatélites.

Reagentes El (;Llic:lntraqﬁo gi(:;clentragﬁo 1 Reacido
Agua 9,7 ul
Tampio 10X 1X 2,0 i
MgClL, 25 mM 2,0 mM 1,6 pl
Mix dNTPs 2,5 mM/cada 100 uM/cada 0,8 ul
Taq/DNA polimerase 50/l 0,5U 0,1 pl
Primer F 50 ng/pl 20 ng ou 0,2 uM 0,4 ul
Primer R 50 ng/pl 20ng ou 0,2 uM 0,4 pl
DNA 10 ng/ul 50 ng 5,0 ul
Total 20 ul
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Figura 3RC. Amplificagéio de locos de microssatélites para as duas linhagens
parentais (P, e P,) e para os trés hibridos simples (F;). Em 3RC A,
na amplificacdo do microssatélite BNLG210 o alelo de P,
denominado a néo foi amplificado para um hibrido F;. Em 3RC B, o
alelo de P,, denominado b para o loco BNLG249, ndo foi
amplificado para os trés hibridos F;, caracterizando alelo nulo em

microssatélites.
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Tabela 2RC. Comportamento dos microssatélites para cada grupo de ligacdo do mapa genético construido e
localizagdo de marcadores que ndo formaram grupo de ligagdo e que apresentaram segregacdo nfo

mendeliana.

Grupo Numero total Comprimento Distincia  Marcador  Maiores Distorcio para a

de de do cromossomo média entre nio ligado distincias razio de
ligacio microssatélites marcadores segregacio
cM cM bin cM Numero/bin
1 13 1494 14,94 1.01 48,2 1.10; 1.11
2 12 217,9 24,21 71,2 3/2.09
3 09 190,8 21,20 38,6
4 09 2324 25,82 99,4
5 09 130,1 18,59 37,1 2/5.00
6 06 113 18,83 33,7
7 07 97,6 19,52 7.03; 7.06 44,0
8 09 108,6 12,07 24,1
9 08 118,1 16,87 48,2 9.06
10 04 80,7 20,18 50,3
Total 86 1438,6 03 08

97



6- Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:
1. O nivel de polimorfismo obtido para os microssatélites testados para as linhagens de milho
tropical Flint L-20-01 e Dentado L-02-03 foi de 25%, um valor menor que o descrito na

literatura para linhagens de clima temperado;

2. Apesar do baixo aproveitamento dos marcadores testados (11,57% dos microssatélites
avaliados), foi possivel a construgdo de um mapa de ligagdo utilizando uma populagéo de 408
progénies F,, indicando assim, que mapas podem ser construidos de forma mais rapida e
eficiente utilizando microssatélite como marcador em trabalhos que envolvem grandes

populagdes;

3. No cruzamento entre as linhagens Flint L-20-01 e Dentado L-02-03 foram mapeados 13 QTLs
associados com teor de dleo, que juntos explicam 50,13% da varidncia fenotipica € 51,16% da

varidncia genética;

4. Os QTLs mapeados estdo localizados em quase todos os cromossomos, exceto nos
cromossomos 8 e 10. A maior concentragdo de QTLs encontra-se nos cromossomos 5 € 6, onde

foram detectados 3 QTLs em cada um;

5. O grau de domindncia dos QTLs mapeados variou muito, apresentando valores de

sobredominancia (1 QTL), domindncia completa (2 QTLs), dominancia parcial (5 QTLs) e
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aditivo (5 QTLs). O grau médio de domindncia do conjunto destes QTLs ¢ de dominancia

parcial;

6. Algumas regides de todos os cromossomos apresentaram grandes distancias entre marcadores,
principalmente nos cromossomos 1, 2, 4, 7, 9, e 10. Estas regides podem conter QTLs que
controlam o teor de 6leo nos grios que nio foram detectados. Portanto os treze QTLs mapeados
podem representar apenas parte do numero total que controlam este carater nesta populagéo.

Saturag¢bes com microssatélites nestas regides devem ser consideradas para a continuidade desta

pesquisa.
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