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Resumo

A aplicagdo da selegdo assistida por marcadores moleculares em programas de
retrocruzamento tem sido foco de grande interesse. Inimeros trabalhos tedricos de
simulagdo computacional despontaram a fim de averiguar os pardmetros necessarios para
que uma estratégia experimental eficiente seja posta em pratica. Poucos estudos
experimentais efetivamente relatam sucesso na introgressdo de caracteristicas de interesse
com selecdo assistida por marcadores moleculares.

Marcadores moleculares microssatélites foram utilizados para introgredir um alelo
alvo de uma linhagem doadora (L-08-05) para uma linhagem recorrente (L-14-4B),
provenientes de grupos heterdticos distintos. Uma marca molecular polimérfica e de facil
leitura, PHIO37 (Bin 1.08), foi escolhida para ser transferida, simulando uma caracteristica
monogénica ou um trago quantitativo ligado a ela. Trés geragdes de retrocruzamentos
foram realizadas. As plantas foram genotipadas, selecionadas apenas em nivel molecular e
ao mesmo tempo retrocruzadas. Trés critérios de seleg@o foram utilizados para monitorar a
recuperagdo do genétipo do genitor recorrente: a) duas marcas (CS;); b) quatro marcas
(CSy); ¢) seis marcas (CS3), distribuidas entre os dois bragos de cada cromossomo. A cada
ciclo, plantas foram selecionadas mediante a presenc¢a do alelo alvo cujo loco estava em
estado heterozigoto e também pela maior recuperagdo do genotipo do recorrente. Apenas 0s
microssatélites ndo-recuperados na geragdo anterior foram utilizados para genotipagem da
outra gera¢do. Em RC,, 53 microssatélites polimorficos foram utilizados para genotipar 186

plantas e quatro plantas foram escolhidas de cada critério. Em RC,, 60 plantas de cada

Xiv



critério (180 plantas no total) foram analisadas e quatro plantas de cada progénie dentro de
cada critério foram selecionadas. Em RCj;, 160 plantas por critério (480 plantas no total)
foram genotipadas. As quarenta e oito plantas RCj selecionadas (16 de cada critério) foram
genotipadas com marcas adicionais para saturar 0 genoma. Testes-# foram utilizados para
comparar as médias entre linhagens RCs, saturadas e ndo-saturadas, com a média esperada
(93,75%) e com média saturada (100%). As linhagens RC; foram avaliadas com 09
caracteres fenotipicos, sendo que a linhagem L-14-4B foi incluida na avaliagdo. Analises de
variancias individuais, para os nove caracteres, € multivariadas, para trés conjuntos de
caracteres (produgdo, altura e florescimento) foram realizadas. As 48 linhagens RC;
selecionadas foram comparadas com o genitor recorrente, para todos os caracteres,
utilizando-se para isto o teste de Dunnett.

Para todos os critérios de seleg:é;),” com excecdo das médias de recuperagdo para as
linhagens selecionadas saturadas e ndo-saturadas com marcas do critério CS;, as médias das
linhagens RC; foram significativamente superiores (P < 0,01) ao valor esperado (93,75%) e
significativamente inferiores (P <0,01) ao valor maximo esperado de 100%. Evidenciou-se
que, com o aumento do niimero de marcas (CS3), houve a redug@o na diferenga entre as
médias obtidas para as linhagens selecionadas saturada e ndo-saturada e também redugéo
no desvio-padrdo. Com o aumento do numero de marcas, também houve a redugdo da
presenga de alelos provenientes do genitor doador na geragéo RC; selecionada e saturada.
Na analise de varidncia individual para os nove caracteres avaliados, apenas dois deles
apresentaram baixa significancia (P < 0,05). Pela analise multivariada, em nivel de critérios
de selegdo, ndo houve qualquer significancia. Pelo teste de Dunnett, para cada critério de
selegdo, foram realizados 120 testes dos quais 13, 14 e 8 foram significativos para CS,, CS;

e CSs, respectivamente. Assim, com aumento de marcas em nivel fenotipico, um maior

XV



numero de linhagens mostrou identidade em relagdo ao genitor recorrente. Pelos resultados
moleculares e fenotipicos, pode-se concluir que o alelo PHIO37 foi eficientemente
transferido e que o critério CS;, com aproximadamente seis marcas por cromossomo, se

mostrou superior aos demais.
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Abstract

Marker-assisted selection (MAS) has received great attention and many are the efforts to
establish the best strategy for using marker-assisted selection as a routine in backcross breeding
programs. Although much computer simulation has evaluated the parameters that influence marker-
assisted selection efficiency, few experimental data report successful results of introgression of
desirable traits and estimate the necessary numbers of markers needed for a complete recurrent
genotype recovery. -

Microsatellites were used to introgress a single-locus trait from a L-08-05 donor line to a L-
14-4B recurrent divergent inbred line. A clear reading pattern and polymorphic microsatellite,
PHI037 (Bin 1.08), was chosen to be transferred, simulating an monogenic trait or a QTL linked to
it. Three generations of backcross were conducted. Plants were genotyped by molecular approach,
selected, and at the same time, backcrossed. Three selection criteria were established to estimate the
recoveries of the recurrent parent genotypes: a) two (SC;) markers, b) four (SC,) markers, c) six
(SC,) markers per chromosome. At each backeross cycle, plants were selected based on the target
allele the locus of which was in a heterozygous state and on the greatest recovery of the recurrent
genotype. Only the non-recovered microsatellites, from the previous cycle, were used to genotype
BC samples in the next generation. In BC,, fifty-three polymorphic microsatellites were used to
genotype the 186 plants and four plants were chosen based on each criterion. In BC,, 60 plants of
each criterion (180 plants in total) were genotyped and four plants of each progeny within each
criterion were selected. In BC;, 160 plants per criterion (480 plants in total) were genotyped. Forty-
eight BC; lines (16 from each criterion) were selected from the BC; lines and genotyped with those
microsatellites used only in the other criteria (for SC; and SC;) and also with another additional 19

microsatellites distributed in Bins not assayed previously. This procedure was carried out with the



aim of saturating maize genome and comparing the estimates of the recurrent parent genotype
recoveries, under saturated and non-saturated conditions, for each criterion. t-Tests for comparieon
between BC; line (saturated and non-saturated) means for the expected mean (93.75%) of this
generation and for 100% recovery were computed. The 48 selected BC; lines were evaluated in a
field experiment and the recurrent L-14-4B inbred line was also included. Individual analyses of
variance for the nine traits and multivariate analyses of variance for three composite traits (yield,
height and flowering) were performed. Comparison between the 48 selected BC; lines and the
| recurrent parent (L-14-4B) were performed using the Dunnett test.

For all selection criteria, except from the recoveries for the selected lines for SC; under
saturated and non-saturated conditions, BC; line averages were significantly superior (P<0.01) to
the expected value (93.75%) and significantly inferior (P<0.01) to the maximum expected value
(100%). The increase of the number of markers contributed towards a reduction in the donor
fragment content. SC; criterion also showed smaller differences between saturated and non-
saturated means and standard deviations for their selected lines. According to analyses of variance
for the nine traits, only two of them presented low significance (P <0.05). No significance was
detected for selection criteria by multivariate analyses of variance. The Dunnett test produced 120
tests for each selection criterion and 13, 14 and 8 were significant for SC; SC,, SC;, respectively.
Phenotypically, the higher amount of markers produced a superior number of BC; lines that did not
differ statistically from the recurrent parent. Gathering molecular and phenotypic results, it can be
concluded that PHIO37 allele was efficiently transferred and that the SC; criterion, with
approximately 06 markers per chromosome, was superior to perform marker-assisted backcross

selection.
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Luciana L. Benchimol Introducgio

1. Introdugdo

Antes do século vinte, o melhoramento de plantas era artesanal, com pouco
conhecimento de Genética. Entretanto, a redescoberta das “Leis de Mendel” fez com que o
melhoramento de plantas evoluisse como arte e ciéncia. Na medida em que novas
tecnologias se tornam mais abrangentes ganhos adicionais em produtividade agricola s@o
requeridos para suportar o aumento populacional. Oportunidades de usar novas formas de
sele¢do genotipica ou métodos combinados de selegdo fenotipica e genotipica visando ao
aumento da produtividade agricola tém emergido continuamente.

Varios métodos de selegdo podem ser empregados no melhoramento genético de
plantas (Allard, 1960). A escolha do método mais eficiente e adequado depende de varios
fatores, dentre os quais, da heran¢a da caracteristica a ser melhorada. Entre os métodos
utilizados no melhoramento de linhagens, destaca-se 0 método de retrocruzamentos cuja
aplicagdo no melhoramento de plantas foi originalmente demonstrada por Harlan & Pope
(1922).

O método de retrocruzamentos envolve uma série de cruzamentos da progénie de
dois genitores (Borém, 2001). O genitor que participa apenas do cruzamento inicial € dito
genitor doador ou ndo-recorrente € possui a caracteristica alvo a ser transferida. O genitor
que ¢ utilizado em cruzamentos sucessivos, durante o programa, € dito genitor recorrente.
Este método € geralmente utilizado para se melhorar uma caracteristica qualitativa em um
cultivar que é deficiente (Fehr, 1987). Ao final, o objetivo € se atingir a recuperagéo do
genétipo do genitor recorrente, exceto em relagdo ao alelo em transferéncia. A propor¢do

dos genes do genitor doador é reduzida & metade a cada geragdo de retrocruzamentos
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(Borém, 2001). Na auséncia de selegdo e /inkage drag, a recuperagdo média do genitor
recorrente apos seis geragdes € de aproximadamente de 99%.

Com o advento dos marcadores moleculares e dos primeiros mapas moleculares
genéticos, a selegdo assistida por marcadores (SAM) passou a ser uma idéia atraente para
os melhoristas. Em retrocruzamentos, a tecnologia dos marcadores moleculares pode ser
aplicada em varios estagios. O fingerprinting de DNA de colegdes de germoplasma pode
ser usado para identificar os melhores genitores de um cruzamento; pode ser utilizado
também para identificar a divergéncia entre os genitores, estimando-se o esfor¢o que se tera
para se re-estabelecer o genotipo genitor elite. Em cada ciclo de retrocruzamento, os
marcadores podem ser utilizados para identificar linhagens portadoras do alelo alvo,
contendo a menor quantidade de genétipo doador e para encontrar linhagens com menor
quantidade de segmentos ao redor do alelo alvo (linkage drag). Para caracteristicas
recessivas, marcadores moleculares podem evitar a necessidade de uma geracdo adicional
de autofecundagfio necessaria para se identificar o alelo alvo (Langridge ef al., 2001).

Apesar de muitos trabalhos tedricos de simulagio computacional, envolvendo
algoritmos sofisticados (Hillel ef al., 1990; Hospital et al., 1992; Frisch et al., 1999a,b;
Hospital, 2001; Frisch & Melchinger, 2000), poucos exemplos de sucessos praticos estdao
disponiveis (Weck et al., 1991; Stuber, 1994; Openshaw et al., 1994; Ragot et al., 1995;
Mesquita et al., 2001). Isto parece ser devido a necessidade de desenvolvimento de novas
estratégias que levem em conta a complexidade do genoma, a natureza e nimero dos
marcadores moleculares disponiveis, a complexidade das caracteristicas a serem
introgredidas, o numero de plantas a serem avaliadas em cada gerag@o ¢ o numero de

populagdes que possam ser manipuladas (Ribaut & Hoisington, 1998). As magnitudes dos
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beneficios esperados variam de acordo com o trabalho de simulagdo. Openshaw et. al.
(1994) relataram que o namero de geragdes de retrocruzamentos poderia diminuir de sete
para trés, usando um tamanho de amostra reduzido (N<100) e também poucos marcadores
(N<80), em linhagens de milho. Hospital er al. (1992) concluiram que, com o uso da
sele¢do assistida, seria possivel uma redugdo do nimero de geragdes de sete para duas. O
resultado destas simulagdes n3o pode ser comparado, entretanto, pois as condigdes €
pressupostos utilizados foram diferentes (Lee, 1995). O milho tem 10 cromossomos de
aproximadamente 200 cM. Ao que parece, nos cromossomos néo-portadores do alelo alvo,
dois marcadores por cada 100 cM seriam adequados para a recuperagéo do gendtipo do
genitor recorrente (Hospital ef al., 1992).

Evidéncias apontam que marcadores de DNA oferecem a vantagem de uma
recuperacdo mais rapida do genétipo do genitor recorrente (Weck et al., 1991; Openshaw et
al., 1994). A selegdo assistida com marcadores € esperada ser mais eficiente que a sele¢do
fenotipica quando a herdabilidade do carater é baixa, quando existe uma ligacdo estreita
entre 0 QTL a ser transferido e os marcadores de DNA (Dudley, 1993; Knapp, 1998) e
quando se amplia o tamanho populacional (Moreau ef al., 1998).

Marcadores tém sido utilizados em programas de retrocruzamento para a
introgressdo de resisténcia a virus em tomate (Young & Tanksley, 1989), em arroz
(Ahmadi et al., 2001) e para capacidade de regeneragdo em cultura de tecidos em milho
(Armstrong et al., 1992). A selegfo assistida por marcadores pode gerar ganhos genéticos
em muitas circunstincias. Para introgredir alelos exoticos, por exemplo, para germoplasma

adaptado, a sele¢do assistida por retrocruzamentos utilizando marcadores moleculares
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poderia diminuir o nimero de geragdes necessarias e facilitar a recuperagdo do genodtipo
recorrente (Lee, 1995).

De acordo com Mohan er al. (1997), a introgressdo por selegdo assistida por
marcadores para caracteristicas monogénicas, cuja posicdo do gene de interesse no
cromossomo ¢ conhecida com certeza, tem sido relatada por muitos autores. Existe,
entretanto, menor numero de relatos de trabalhos lidando com QTLs cujas posigdes ainda
néo foram determinadas (Bernacchi e al., 1998; Van Berloo & Stam, 1998).

O presente trabalho se propds a averiguar experimentalmente a utilizagdo de
marcadores moleculares do tipo microssatélites para assessorar a introgressio de uma
caracteristica monogénica arbitraria, um microssatélite polimorfico, em programas de
retrocruzamentos com milho tropical. Entre os pardmetros avaliados, destaca-se o nimero
de marcas por cromossomo € sua influéncia na estimativa de recuperagdo do gendtipo do
genitor recorrente. O procedimento adotado para a condugdo da selegdo foi puramente
molecular, tanto para os critérios de sele¢do para o alelo alvo a ser introgredido quanto para
o monitoramento da recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente. Neste contexto, o
presente trabalho pdde investigar a eficiéncia e viabilidade da selegdo assistida por
marcadores moleculares microssatélites em retrocruzamentos, quando uma marca
molecular ¢é transferida do genitor doador para o recorrente, em trés ciclos de
retrocruzamentos, simulando uma caracteristica monogénica ou uma marca ligada a QTL.
Teve-se como objetivo também avaliar o critério mais adequado para efetuar a introgresséo
do alelo alvo, com o maior percentual de recuperagédo do gendtipo do genitor recorrente € a

menor manutengdo possivel de alelos do genitor doador.
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2. Revisdo de Literatura

2.1. Melhoramento de Linhagens de Milho e o Método de

Retrocruzamentos

O milho (Zea mays L.) ¢ uma espécie altamente politipica, com cerca de 300 ragas
identificadas (Paterniani, 1990) e milhares de variedades.v Pela sua ampla capacidade
adaptativa e grande importincia econOmica, ¢ a espécie vegetal mais cosmopolita do
mundo (Dowswell et al., 1996). Ha ragas e variedades especificas adaptadas a condigdes
ecolégicas igualmente especificas (Paterniani, 1995), como a diferentes altitudes (0-1000m,
1000-2000m, acima de 2000m) e latitudes (Equador até 40° de latitude Norte e Sul). Ha
variabilidade quanto aos tipos de endospermas cultivados (dentado, duro ou cristalino,
amildceo, pipoca e doce) e estes s3o cultivados visando atender as necessidades especificas
de consumo. No Brasil, o milho semidentado amarelo (hibrido resultante do cruzamento do
dentado e cristalino) e o dentado amarelo sdo os mais populares.

Entre os cereais cultivados no mundo, o milho lidera o segundo lugar no ranking de
producdo, sendo apenas superado pelo trigo. E o milho uma espécie alégama, cuja forma de
reprodugdio natural ocorre com o acasalamento entre plantas; assim, as plantas de uma
geragdo qualquer sdo naturalmente oriundas de gametas femininos e masculinos de
diferentes plantas (Souza Jr., 2001).

As quatro maiores atividades de melhoramento de linhagens e hibridos em milho
sdo: (a) selegdo de populagdes de base melhoradas, (b) desenvolvimento de novas

linhagens, (c) melhoramento de linhagens estabelecidas e (d) avaliagdo dos genitores
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quanto a capacidade de combinacdo geral e especifica. Todos os quatro ramos de atividade
sdo importantes e essenciais para um progresso genético continuo. No caso, o
melhoramento das linhagens estabelecidas envolve: (a) cruzamento com alguma f;oﬁte
(genitor ndo-recorrente) portadora de caracteristicas almejadas; (b) numero variavel de
retrocruzamentos que podem ser feitos, especialmente, quando se almeja uma recuperagéo
do tipo proximo a linhagem original e (c) testes das linhagens recuperadas em combinagdes
hibridas (Bauman, 1977).

Para um programa de retrocruzamentos ser bem sucedido, certas ;:ondiqﬁes basicas
devem ser satisfeitas (Briggs & Allard, 1953): (a) um genitor recorrente satisfatorio deve
existir; (b) deve ser possivel reter uma intensidade adequada do carater que esta sendo
transferido através dos varios retrocruzamentos; (¢) o genétipo do genitor recorrente deve
ser reconstituido em um numero razoavel de geragdes, com tamanho populacional de facil
manuseio.

Muitas caracteristicas importantes economicamente jé foram introduzidas em
variedades cultivadas de plantas por meio de retrocruzamentos, como, por exemplo, genes
de resisténcia a patogenos em tomate (Young & Tanksley, 1989), genes de tolerdncia a
estresse e de qualidade de fruto (Rick, 1974; 1982), genes de resisténcia (Sharma & Gill,
1983) ou peso de sementes (Knott & Talukdar, 1971), em trigo. Em milho, um exemplo
caracteristico pode ser ilustrado pela variedade Pirando, portadora do genétipo br,br,,
sendo br; a designagdo do gene braquitico (Paterniani & Risi, 1976). Este gene reduz o
porte da planta sem afetar o tamanho da espiga. A introdugdo deste gene foi feita por
cruzamento com o genitor doador Tuxpefio que tem o mesmo germoplasma do Piramex.

Nos EUA, os milhos braquiticos ndo tiveram muito sucesso porque, entre outras questoes, o
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numero de retrocruzamentos (2 a 3) tem se mostrado insuficiente para uma recuperagido
satisfatoria do gendtipo do genitor recorrente.

O valor do potencial dos retrocruzamentos no melhoramento de plantas parece ter
escapado a atencdo dos melhoristas até 1922, quando Harlan & Pope assinalaram as
possibilidades do método no melhoramento de cereais de grios pequenos. Anteriormente,
este método era apenas aplicado junto a0 melhoramento animal, para fixar caracteristicas
raciais em animais domeésticos.

O método de retrocruzamentos no melhoramento de plantas consiste numa maneira
precisa de melhoria de linhagens ou variedades elites que possuam um grande nimero de
caracteristicas desejaveis, mas sio deficientes em algum atributo (Allard, 1960). No final
da série de cruzamentos, o(s) gene(s) que estd(ao) sendo transferido(s) estara(ao) em
condi¢do heterozigotica, diferentemente dos demais. Depois do ultimo retrocruzamento,
uma autofecundacdo é conduzida para restaurar a homozigose para o gene introgredido.
Este método pode ser utilizado tanto para plantas autbgamas como para alégamas.

Normalmente, nesse processo, quando a linhagem elite € cruzada como doadora, os
diversos retrocruzamentos realizados sdo acompanhados de intensa selegdo para se
incorporarem os caracteres desejaveis e para recuperagdo, pelo menos parcial, do
desempenho da linhagem elite (Souza Jr., 2001). Espera-se que, em se praticando selec@o,
isto resultard numa linhagem com exatamente a mesma adaptagdo, produtividade e demais
qualidades do genitor recorrente. Este método, ao contrario dos métodos de melhoramento
genealogico e de populagdo, dd ao melhorista um alto grau de controle genético do seu
material (Allard, 1960). De acordo com Briggs & Allard (1953), este método € bem

adequado para realizar pequenas substitui¢des necessarias para aumentar a eficacia de
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variedades bem sucedidas sem o risco de quebra de combinagbes génicas existentes e
favoraveis.

A transferéncia de alelos dominantes ¢ feita mais diretamente que a de alelos
recessivos, na qual a autofecundagédo torna-se essencial para manifestagdo do alelo. Além
disto, caracteristicas de alta herdabilidade sdo transferidas mais facilmente. O tamanho
populacional necessario € tanto maior quanto maior o numero de genes que se almeja
transferir. Entretanto, o método se torna complexo para transferéncia de caracteristicas
quantitativas (Borém, 2001). ]

O nimero de retrocruzamentos depende do grau de divergéncia genética das
linhagens genitoras; quanto mais diferentes em desempenho forem essas linhagens, maior
deve ser o niimero de retrocruzamentos € vice-versa (Souza Jr, 2001). O mérito agricola do
genitor doador, a intensidade de sele¢do dos caracteres do genitor recorrente, da ligagdo
génica entre o gene que esta sendo transferido e outros indesejaveis também influenciam.
Para a transferéncia de apenas um alelo, no final do processo, deve-se obter uma linhagem
original com apenas esse alelo transferido. Além disso, quando se trata de caracteres de alta
herdabilidade, qualitativos ou quantitativos, procura-se recuperar a quase totalidade do
genotipo da linhagem elite. O numero de retrocruzamentos nestes programas € maior,
chegando a seis ou sete geragdes para garantir a recuperagdo da linhagem elite; o nimero
de plantas a serem manipuladas também deve ser maior.

Entretanto, é sabido que a proporg¢do de genes do genitor doador € reduzida a
metade apds cada geragdo de retrocruzamentos. Na auséncia de selecdo e linkage drag, a

recuperagdo média do genitor recorrente (GR) pode ser estimada pela férmula

GR% =100 [1-(14]"],
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onde “n" € o nimero de retrocruzamentos (Tabela I). Apds seis geragdes, a recuperagdo

esperada ¢ de aproximadamente de 99%. Briggs & Allard (1953) afirmaram que, quando ha

Tabela L Proporgdo esperada da recuperagdo
do genoma do genitor recorrente

(GR) durante os retrocruzamentos.

Geracao GR %
P 55,000
RC, 75,000
RC, 87,500
RC; 93,7500
RC4 96,8750
RCs 98,4375
RCe 99,2188
RC;, 99,6094

rigida selegdo nas primeiras geragdes, o numero de retrocruzamentos satisfatdrio encontra-
se em torno de cinco.

E importante ressaltar que os valores da Tabela I sdo médias de recuperagéo, ja
que a cada geragdo ha uma variagdo entre os individuos quanto ao numero de genes do
genitor recorrente que eles possuem.

Uma das maiores dificuldades durante um programa de retrocruzamentos € lidar
com o efeito da ligagdo génica, que promove um “arraste” de muitos outros genes e regioes

indesejaveis junto com o gene alvo que estd sendo transferido. Este fenémeno ¢ dito
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linkage drag. A estimativa de recuperagdo média do genitor recorrente (1- %YH ) expressa

acima ignora o efeito do /inkage drag (Borém, 2001).

Ha varios estudos tentando predizer ou estimar as por¢des indesejaveis ligadas e
transferidas com este processo durante a introgressdo génica em retrocruzamentos. Hanson
(1959), por exemplo, considerou o fendmeno de linkage drag e desenvolveu predigdes de
comprimento dos segmentos cromossOmicos retidos em volta do loco mantido
heterozigoto. Naviera & Barbadilla (1992) derivaram distribui¢des teodricas sobre os
comprimentos dos segmentos de cromossomo doador. Stam & Zeven (1981) fizeram
predi¢oes sobre as porgdes de genoma doador na geragdo seguinte. De acordo com Stam &
Zeven (1981) e Zeven et al. (1983), apds 20 ciclos de retrocruzamentos, espera-se encontrar
ainda uma por¢do consideravel (10 cM) do cromossomo doador ligada a caracteristica
selecionada. Na maioria dos genomas, 10 cM € suficiente para conter centenas de genes.
Young & Tanksley (1989) encontraram que os tamanhos de fragmentos introgredidos
variavam de 4 a 51 cM. E importante ressaltar que a transferéncia de genes adicionais ao
gene de interesse pode resultar uma nova linhagem modificada para outros caracteres que
ndo sejam aqueles originalmente desejados. Isto € mais grave se o genitor doador for
agronomicamente inferior, pois a probabilidade de que genes indesejaveis estejam ligados

ao gene de interesse € grande.

12
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2.2. Marcadores Moleculares

2.2.1. Marcadores Morfolégicos e Bioquimicos

Mendel foi o primeiro a usar a avaliagdo fenotipica baseada em marcadores
morfologicos para estudar a heranga em ervilhas. Posteriormente, em Drosophila, também
foram utilizados marcadores fenotipicos € demonstrou-se que alguns destes marcadores
eram herdados de uma forma ndo-aleatoria, estabelecendo-se a teoria de ligagdo génica.
Esta classe de marcadores possui caracteristicas importantes como facilidade de medida,
penetrancia completa, além de natureza qualitativa. Até a década de 60, esta categoria de
marcadores morfologicos foi utilizada em muitos estudos de genética ¢ melhoramento
relacionados com fenotipos de facil identificagdo visual, como nanismo, deficiéncia
clordtica, cor da pétala ou morfologia foliar (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Infelizmente, marcadores morfoldgicos exibem pouco ou nenhum polimorfismo na
maioria dos organismos (Reiter, 2001). Isto reduz a probabilidade de se encontrarem
associagbes significativas entre estes marcadores e genes de importdncia, limitando sua
utilizagdo em programas de melhoramento.

Uma categoria de marcadores “mais neutros” tornou-se necessdria € o primeiro
passo neste sentido veio com o desenvolvimento de métodos bioquimicos e com o estudo
de proteinas. Iniciou-se o estudo da variabilidade das isoenzimas (Stuber & Goodman,
1983), grupo de multiplas formas moleculares da mesma enzima que ocorre numa espécie.
Com isto, o nimero de marcadores genéticos foi ampliado em pelo menos uma ordem de
grandeza. Potencialmente, todas as espécies de plantas podem ser analisadas por meio de

isoenzimas e variagdo alélica foi encontrada.

13
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Isoenzimas tém sido utilizadas em diferentes estudos genéticos desde variabilidade
genética (Allard et al., 1992), melhoramento de espécies florestais (Adams, 1983),
introgressdo génica e avaliagdo de germoplasma (Tanksley & Orton, 1983). Entretanto, esta
classe de marcadores apresenta duas principais limitagdes que sdo o niimero total de locos
que podem ser detectados no genoma e o nimero de alelos por loco ou polimorfismo
genético detectavel em cada loco. Ha outras dificuldades quanto ao uso das isoenzimas que
devem ser consideradas: modificagdes poOs-traducionais das proteinas, especificidade de
formas isoenzimaticas em tecidos vegetais, polimorfismo em resposta a condig¢bes
ambientais, diferencas de atividade de expressio de acordo com o estagio de

desenvolvimento da planta, dificuldade de interpretagéo dos isolocos (Murphy ef al., 1990).

2.2.2. Marcadores Moleculares RAPD, RFLP e AFLP

Com os avangos da Biologia Molecular, técnicas capazes de acessar diretamente o
DNA surgiram. Apesar de técnicas de seqiienciamento ja terem sido desenvolvidas, elas
eram muito laboriosas € ndo muito convidativas a uma determinagdo genotipica rapida.
Entretanto, com o estabelecimento do primeiro mapa genético usando polimorfismos no
comprimento de fragmentos de restrigdo ou RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphism; Botstein et al., 1980), houve uma guinada na 4rea de andlises genéticas. Os
RFLPs, apesar de muito mais trabalhosos e custosos que as isoenzimas e dificeis de serem
automatizados (Newbury & Ford Lloyd, 1993), mostraram-se poderosos pela abundéncia
de locos polimérficos. A detecgdo do polimorfismo entre individuos € baseada na diferenga
do tamanho de fragmentos de restrigdo do DNA que podem ser causados por mutagdes ao

nivel do sitio de restri¢do, ou por rearranjos de maiores magnitudes, como translocages e
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inversdes (Beckman & Soller, 1986). O marcador RFLP apresenta as seguintes vantagens:
grande numero de marcadores disponiveis, reprodutibilidade e heranca co-dominante. Tem
sido utilizado em grande numero de estudos, seja para a construgdo de mapas moleculares
(O'Donoughue et al., 1995), mapeamento de caracteristicas de interesse (Millach et al.,
1997), caracterizagio de germoplasma (Oliveira et al., 1996), avaliagdo de diversidade
genética e correlagio com dados de desempenho (Melchinger, 1999; Benchimol et al.,
2000).

Entretanto, com o desenvolvimento do PCR (Polymerase Chain Reaction; Saiki et
al., 1985), surgiram técnicas moleculares baseadas na amplificacdo do DNA. As
metodologias atuais mais utilizadas sdo os RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA),
fundamentados na amplificagdo de seqiiéncias arbitrarias e os microssatélites (SSRs -
Single Sequence Repeats), que requerem informagdes de seqiiéncias estabelecidas a priori.

Os RAPDs foram descobertos por dois grupos simultdneos (Williams ef al., 1990;
Welsh & McClelland, 1990). Caracterizam-se por serem marcadores dominantes, de
extrema simplicidade técnica e de baixo custo. Além disto, requerem pequena quantidade
de DNA e sdo de rapida execugdio (Waugh et al., 1992). O nivel de polimorfismo obtido
com RAPDs varia grandemente com a espécie. Tém sido amplamente utilizados em estudos
de divergéncia genética entre genétipos (Jain et al., 1994; Santos et al., 1994; Lanza et al.,
1997), mapeamento de caracteristicas agrondmicas de interesse (Wight er al., 1994;
Grattapaglia, 1994), mas apresentam muitas vezes dificuldades quanto a reprodutibilidade
com o uso de primers aleatérios devido a anelamento com mismatch (Neale & Harry,
1994). Esta sensibilidade a condi¢des experimentais dificulta a reprodugdo entre
laboratérios. Pejic et al. (1998) empregaram diferentes marcadores moleculares

comparativamente para acessar a diversidade genética entre linhagens de milho e
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encontraram grande distor¢do do agrupamento gerado por RAPD em relagdo aos outros
marcadores.

Uma outra técnica que evoluiu com a chegada do PCR foi a de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism; Zabeau & Vos, 1993; Lin & Kuo, 1995), cujo
polimorfismo observado por reagdo ¢ muito maior do que o revelado por RFLP ou RAPD.
Em uma unica reagdo de PCR, podem-se detectar mais de 50 locos usando para isto pouca
quantidade de DNA. Seu polimorfismo estd baseado em diferengas entre gendtipos, na
distribuicdo dos sitios de restri¢do e na amplificagdo diferencial de fragmentos. Assim
como 0 RAPD, o AFLP é dominante, entretanto, apesar de mais laborioso, € muito mais
reprodutivel. Esta metodologia oferece a oportunidade de realizar estudos genéticos
detalhados em muitos organismos, tanto para a caracterizagdo de cultivares (Powell et al.,
1996, Hongtrakul et al., 1997) e mapeamento genético (Thomas et al., 1995; Zimnoch-
Guzowska et al., 2000), quanto para analises de divergéncia genética (Lima, 2000; Barbosa
et al.,2001). Um grande numero de mapas genéticos ja foi construido em varias espécies de
plantas usando AFLP (Vuylsteke et al., 1997).

A técnica de AFLP tem custos iniciais mais baixos e é mais aplicavel entre espécies.
AFLPs tém sido amplamente aplicados em espécies como cana-de-aglicar, em que 0s
microssatélites, outra classe de marcadores moleculares, estdo ainda limitados em niumero e

em uso (Cordeiro et al., 2000).
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2.2.3. Marcadores Moleculares Microssatélites ou SSR

Nos genomas de eucariotos, ha diferentes classes de seqiiéncias repetidas, umas
mais complexas (minisatélites) e outras mais simples, os microssatélites (Hamada et al.,
1982; Tautz & Renz, 1984). Os microssatélites ou seqliéncias simples repetidas, ou ainda
SSRs (Simple Sequence Repeats), consistem em pequenas seqiiéncias com 2 a 6
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem, de 10 a 60 vezes (Gupta et al., 1996),
centenas de vezes como no caso do motivo ATT de beterraba (M6rchen et al., 1996), ou até
milhares de vezes (Brown et al., 1996). Estas seqiiéncias estdo dispersas pelo genoma.
Geralmente, repeti¢cdes compostas de dois ou mais motivos de repeti¢do sdo encontradas
(Morgante & Olivieri, 1993).

Os microssatélites ocorrem ﬁeg_ﬁentemente ¢ ao acaso em todos os DNAs de
eucariotos analisados (Gupta et al., 1996). Em especial, em genomas vegetais, existe ampla
variabilidade quanto a freqiiéncia de ocorréncia e a propria forma de distribui¢do (Ogliari,
1999). Para milho, a freqiiéncia média de distribuig¢do € de um loco a cada 50 mil pb (pares
de bases; Chin et al., 1996; Morgante & Olivieri, 1993). Wang et al. (1994) compararam
mono e dicotiledoneas e verificaram que a freqiiéncia média de ocorréncia desses
elementos repetitivos € de um loco a cada 21 mil e 65 mil pb, respectivamente.

As regides repetidas sdo geralmente compostas por di, tri, tetranucleotideos, ou
ainda, as vezes, seqiiéncias repetidas maiores (Tautz & Renz, 1984). Entretanto, seqiiéncias
em bancos de dados tém revelado que a abundancia relativa dos varios motivos de
microssatélites em plantas e animais difere consideravelmente. As repeti¢des de tri e
tetranucleotideos sdo comuns em humanos. Nos genomas de humanos ¢ ratos, as repeti¢cdes

(AC), sdo mais freqiientemente encontradas (Gupta et al., 1996).
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Em plantas, os marcadores microssatélites ja foram descritos para iniimeras espécies
vegetais, como arroz (Wu & Tanksley, 1993), milho (Chin ef al. 1996; Holm et al. 1994;
Senior & Heun, 1993), soja (Akkaya et al., 1992; Morgante & Olivieri, 1993; Rongwen et
al., 1995), brassica (Lagercrantz et al., 1993), videira (Browers et al., 1996), entre outras.
As repeti¢cdes mais freqiientes sdo dinucleotideos (AT),. Além disso, nestes genomas, as
repeticdes (GA), sdo mais freqlientes do que as (CA),. Em trigo, um estudo de diversidade
em 40 cultivares e linhagens utilizando 23 microssatélites, representou um total de 142
alelos, localizados em 15 cromossomos diferentes. O numero de alelos em um loco variou
de 3 a 6, com média de 6,2 alelos por loco (Gupta et al., 1996). Em milho, Chin et al.
(1996) identificaram trés classes mais abundantes dentre as 576 seqiiéncias analisadas:
(AG)n, (CCT), € (CCQ)p.

A explicagdio precisa para a variagdo encontrada no numero de repetigbes em
tandem de um microssatélite é desconhecida, mas acredita-se que esta esteja associada a
ocorréncia de crossing-overs desiguais ou por erros durante a replicagdo do DNA, processo
descrito como sl/ippage e seguido por falha no sistema de reparo que restaura a seqiiéncia
original (Chalesworth et al., 1994; Levison & Gutman, 1987; Strand et al., 1993; Souza,
2001).

Enquanto o nimero de repeti¢ées em tandem de um microssatélite geralmente varia,
a seqiiéncia de bases adjacente ao microssatélite pode ser unica no genoma e conservada
(no mesmo loco), entre diferentes individuos da mesma espécie (Souza, 2001). Assim,
pode-se desenhar um oligonucleotideo especifico para as seqiiéncias adjacentes a um dado
microssatélite e através de uma reagdo de PCR serd possivel amplificar este loco em
diferentes gendtipos. A detec¢do dos locos de microssatélites pode ser feita por

amplificagdo individual através de PCR, utilizando um par de primers especificos (de 20 a
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30 bases) complementares a seqiiéncias Unicas que flanqueiam os microssatélites. Para que

esta reagdo acontega, € necessaria pouca quantidade de DNA (50 a 100 ng), sendo que os

produtos gerados tém geralmente de 50 a 300 pb. Cada loco de microssatélites ¢ analisado

individualmente ao se utilizar o par de primers construido especificamente para sua

amplificagdo. A detecgdo das seqiiéncias de microssatélites via PCR ¢ feita em gel de

eletroforese utilizando-se poliacrilamida ou agarose especial de alta resolugdo, ja que é

necessario um gel adequado para a separagdo de segmentos que diferem por poucos pares

de bases. A visualizagdo ¢ feita por brometo de etideo, nitrato de prata ou por auto-

radiograma, quando se utiliza oligos marcados com radioisétopos (Ferreira & Grattapaglia,

1998).

€A,

5" NNNNNNNNNNNCACACACACACACACACACACACACANNNNNNNNNNN
NNNNRNNNNNNGIGIGIGTGTGIGIGTGTGTGCTGTGT NNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNCACACACACACACACACACACACACANNNNNNNNNNN
+——— PPPFFPPFPPP

PPPPPPPEPPP ———
NNNNNNNNNNNGTGIGTIGIGTGCTGTIGCTIGIGTIGTCTGTNNNNNNNNNNN

+ Individaos
A B C D F G
oo S S——— n+4
s 0+ 2
— — —— n Alelos
e e n-2
wemmm n-4

Figura 1. Microssatélites: a
variagdo no  nimero  de
repetigdes de  dinucleotideos
resulta na variacdo do tamanho
dos fragmentos amplificados.
Esta variacdo € visualizada em
gel de acrilamida ou de agarose
com alto poder de resolucdo.
PPP = oligonucleotideo
adjacente as repeticdes em
tandem, utilizando para a
amplificagdo do microssatélite
em diferentes individuos.

Os locos de microssatélites sdo altamente polimoérficos entre espécies e também

entre individuos dentro de uma mesma espécie ou populagdo. A variagdo do niumero de

unidades de repeti¢do € a base do polimorfismo observado; quanto maior o numero de

repeti¢des, maior o nimero de alelos detectados (Gupta et al., 1996, Figura I).
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O polimorfismo dos locos microssatélites ¢ detectado pela diferenca nos fragmentos
amplificados na reago de PCR com primers especificos. Senior & Heun (1993)
encontraram, para microssatélites em milho, polimorfismo semelhante ao encontrado com
marcador RFLP.

Esta classe de marcadores revelou os seguintes atributos (Gupta et al., 1996): (a) sdo
co-dominantes como os RFLPs, (b) existem muitos alelos numa populagdo e o nivel de
heterozigosidade € extremamente alto e (c) sdo marcadores herdaveis de maneira
Mendeliana ¢ podem ser utilizados para anilise de ligagdo e mapeamento. Outras
qualidades também foram apontadas por Burr (2001), como o fato de serem baseados em
amplificagdo por PCR e poderem ser resolvidos por eletroforese ¢ separados em géis de
agarose de alta densidade. Esta classe de marcadores ¢ ainda a que possui o mais elevado
contetdo de informagdo de polimorfismo (PIC ou Polimorphism Information Content). De
acordo com Garcia et al. (2001), que avaliaram comparativamente as quatro classes de
marcadores (RAPDs, RFLPS, AFLPS e SSRs) para estudos de divergéncia em linhagens
tropicais de milho, os marcadores dominantes retiveram niveis de polimorfismo menores
que os codominantes e, apés RFLPs, os microssatélites foram os marcadores moleculares
que se revelaram como muito promissores em conteiido de informagdo e polimorfismo.
Neste trabalho, o tamanho amostral avaliado para os marcadores microssatélites foi
pequeno (68 locos para SSR versus 185 locos para RFLP), produzindo menor
informatividade em relag¢dio aos RFLPs. Entretanto, se a saturagio de microssatélites fosse
ampliada, provavelmente sua informatividade se equivaleria ou suplantaria a dos RFLPs.

A maior limita¢do do método talvez seja o conhecimento e obtengdo dos pares de
primers que flanqueiam as repeti¢des em tandem, sendo este processo muitas vezes de alto

investimento (Chin ef al., 1996). Estas seqiiéncias podem ser obtidas inicialmente através
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de busca em banco de dados de seqiiéncias de bases, para algumas espécies. Entretanto,
somente através de um programa de desenvolvimento de microssatélites € que se € capaz de
se obter um conjunto completo de primers para a espécie. Este processo envolve a geréééo
de uma biblioteca gendmica, utilizando-se fragmentos de 200 a 600 pares de bases, ja
selecionados previamente quanto a presenca, neles, de repeticdes em tandem. A Biblioteca
sera “enriquecida” em clones capazes de gerar microssatélites. Os clones s&o hibridizados
em condi¢bes de alta estringéncia, com sondas constituidas por primers, apresentando
repeti¢des encontradas nos microssatélites [(GA);s, (GT)is ou (CT)is]. Os clones positivos
sdo inicialmente analisados através de amplificagdo seletiva para se deduzir a localizagdo
da repetigdio em relagdo as extremidades do fragmento clonado (Rafalski et al., 1996). Os
clones detectados devem ser seqiienciados. Este método para obtengdo de microssatélites
requer altos investimentos e infra-estrutura especializada de laboratério (Chin et al., 1996;
Souza, 2001), o que pode se configurar limitante para muitas culturas.

Em milho, ha grande niimero de seqiiéncias disponiveis no site do Maize Data Bank
(http://'www.agron.missouri.edu), passiveis de serem sintetizadas e utilizadas por
laboratorios de todo o mundo, uma vez que esta € uma base de dados publica. Até julho de
2002, 1.855 microssatélites para milho ja estavam disponiveis, dos quais 1.797 destes
mapearam em locos diferentes. Este numero tem sido expandido rapidamente. Isto facilita
bastante o trabalho em relagio a outras culturas onde se requerem investimentos iniciais
para desenvolvimento dos microssatélites. O genoma de milho estd ainda dissecado em 100
Bins, espagados aproximadamente a cada 20 ¢cM ao longo dos 10 cromossomos (Gardiner
et al., 1993).

A aplicagio dos microssatélites em plantas € recente e muitas espécies ja contam

com primers desenvolvidos e mapeados, como soja (Rongwen et al., 1995), arroz (Zhao &
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Rochert, 1993), milho (Senior & Heun, 1993; Taramino & Tingey, 1996), feijdo (Yu ef al.,

2000), trigo (Roder ef al., 1998), cevada (Becker & Heun, 1995) e sorgo (Taramino ef al.,
1997).

Apesar de muitas vantagens, os marcadores microssatélites apresentam ainda
algumas limitagSes quanto a sua aplicagdo. Além da questdo referente aos custos e
dificuldades técnicas relacionadas acima quanto ao seu desenvolvimento, muitos, mesmo
quando disponiveis, ndo podem ser utilizados. Sibov (2002) relataram que de 859
microssatélites escolhidos para amplificar suas amostras de DNA de milho, apenas 213
(25%) mostraram um padrdo adequado de amplificagdo, havendo polimorfismo entre os
genitores. Do restante, 251 (29%) ndo foram polimdrficos, 113 (13%) falharam na
amplificagéio mesmo depois de terem suas temperaturas de aneiamento otimizadas e terem
sido reamplificados. Outros 281 (33%) ndo tiveram resolugdo em agarose. Ainda, dos 213
microssatélites polimorficos, 119 (56%) puderam ser utilizados no mapeamento, pois
segregaram de forma Mendeliana (1:2:1); 35 (16%) ndo apresentaram bandas claramente
distingiifveis durante a genotipagem; 40 (19%) apresentaram distor¢do depois da
genotipagem; e 19 (9%) apresentaram padréo ndo-Mendeliano de leitura com auséncia de
uma das bandas dos genitores em uma ou mais plantas F, testadas. Os autores relataram que
cerca de 5,57 microssatélites foram testados para encontrar um marcador polimoérfico sem
problemas. Apesar de todo este esforgo, algumas regides ndo tiveram cobertura completa,
criando “buracos” sobretudo nos cromossomos 4, 5, 9 ¢ 10. Outros trabalhos também
relatam dificuldades associadas com o uso dos microssatélites como desvios de segregacio,
auséncia de alelos dos genitores da descendéncia genotipada, baixa resolugdo em agarose

ou, até mesmo, auséncia de ligacdo a qualquer grupo de ligagdo (Mangolim, 2002). Neste
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trabalho de mapeamento de QTLs associados com o teor de éleo em linhagens tropicais de
milho, alguns cromossomos apresentaram distincias entre suas marcas superiores a 70cM

(cromossomo 2 € 4).

2.3. Selecdo Assistida por Marcadores Moleculares (SAM)

A selegdo assistida por marcadores moleculares (SAM) foi originalmente proposta
por Sax (1923) e Thoday (1961) e tem merecido grande destaque e entusiasmo nos
programas de melhoramento atuais. Young (1999) verificou mais de 400 artigos listados
pelo Current Contents de 1995 a 1999 e que portavam como palavra-chave o termo
marker-assisted breeding ou marker-assisted selection. Poucos, entretanto, descreviam a
liberagdo de variedades ou germoplasma tendo usado técnicas de sele¢do assistida por
marcadores moleculares.

Em programas de retrocruzamento, muitas possibilidades surgiram com o advento
dos marcadores moleculares para assessorar a introgressdo génica. Marcadores de DNA
podem, por exemplo, ser utilizados na selegdo indireta do alelo alvo do genitor doador a ser
transferido; selecionar regides ndo-ligadas & regifio introgredida de forma a acelerar o
retorno ao genétipo do genitor recorrente e também selecionar regides ligadas ao alelo alvo,
contribuindo para a redugio do linkage drag (Lee, 1995). A SAM oferece a possibilidade
de analisar plantas em estagio precoce e mesmo de genotipar caracteres epistaticos.

Quando os marcadores moleculares sdo utilizados para monitorar a presenga do
alelo introgredido, denomina-se esta sele¢do de foreground selection (Tanksley, 1983;
Melchinger, 1990; Hospital & Charcosset, 1997). Isto € particularmente interessante

quando a avaliagdo fenotipica ndo € possivel, ou € muito cara, ou ainda pode apenas ser
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realizada tardiamente. Marcadores também podem ser utilizados para acelerar a
recuperagdo do gendtipo do recorrente em outros locos que ndo referentes aquele
introgredido e isto € chamado de background selection (Hillel et al., 1990, 1993; Hosﬁifal
et al., 1992). Estudos preliminares tedricos assumiram que o gene introgredido podia ser
detectado sem ambigiiidade, o que nem sempre € verdade, principalmente quando se trata
de um QTL, cujos heterozigotos n3o podem ser distinguidos distintamente dos
homozigotos.

Intimeros trabalhos de simulagdo computacional tém surgido avaliando e sugerindo
pardmetros para se realizar a introgressdo assistida por marcadores. Estas simula¢des tém
sido bem diversas. Por exemplo, SAM tem sido testada para combinar dados fenotipicos e
genotipicos em um indice de selecdo (Knapp, 1994; Xie & Xue, 1998) e considerando
diferentes gera¢Ges de melhoramento (Edwards & Page, 1994; Xie & Xue, 1998). A
eficiéncia de SAM tem sido avaliada considerando a herdabilidade do carater alvo
(Hospital et al., 1997; Knapp, 1998), o efeito genético do loco alvo (Van Berloo & Stam,
1998) e o monitoramento de regides genOmicas, uma a uma (Hospital et al., 1997). A
maioria dos artigos tedricos relacionados a SAM apresentam modelos matematicos
complexos, tornando-se muitas vezes dificil delinear, na pritica, um experimento
relacionado 4 selegdo assistida. Dificilmente sdo levadas em consideragdo, nestes artigos
tedricos, as implicagdes do uso de diferentes estratégias de laboratério necessarias a se
atingir a selegdo assistida bem sucedida, como o tipo de marcador de DNA a ser utilizado,
suas vantagens riscos e dificuldades (Ribault et al., 2002).

Entre estes trabalhos tedricos, Hillel et al. (1990, 1993) propuseram que os
fingerprinting de DNAs pudessem ser utilizados para introgressdo de alelos em populag¢des

de retrocruzamentos selecionando-os a favor de background genético ou contra ele.
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Usaram-se minissatélites, que ndo sfio adequados para estudos de introgressdo, pois os seus
padrdes ndo podem ser mapeados e possuem uma n#o-aleatoriedade de distribuicdo no
genoma. Estes autores também desconsideraram a recombinagéo ao redor dos marcadores.

Hospital et al. (1992) concluiram que, se marcadores moleculares forem usados, o
genoma do genitor recorrente poderia ser recuperado em aproximadamente duas geragdes
de retrocruzamentos. Openshaw et al. (1994) determinaram o tamanho populacional e a
densidade de marcador necessdria para efetuar a recuperagdo do gendtipo do genitor
recorrente, utilizando o milho como modelo. Eles recomendaram o uso de quatro
marcadores por cromossomo (de 200 cM de comprimento) e a sele¢dio para recombinantes
proximos ao alelo alvo.

Jarboe et al. (1994), em milho, também relataram reducdo no numero de geragdes
de retrocruzamentos necessarias para a obtencdo de individuos recuperados através de
marcadores moleculares. Desta forma, por meio de simulagdo computacional, obtiveram,
com trés geragdes de retrocruzamentos e 80 marcadores, uma recuperacdo de 99% do
genitor recorrente.

Outro trabalho investigou por meio de simulag¢des o ganho relativo em um programa
de retrocruzamentos cuja selegéo fosse feita apenas por marcadores, por caracteristicas
fenotipicas ou por um indice combinando marcadores e caracteristicas fenotipicas (Visscher
et al., 1996). Os autores relataram que marcadores moleculares seriam eficientes em
programas de retrocruzamento para simultaneamente introgredir um alelo e selecionar para
o genoétipo desejado. Marcadores espagados de 10 a 20 ¢cM geraram ganho de uma a duas
geragOes de retrocruzamentos, abreviando o total de geragdes para completa recuperagédo do
gendtipo do genitor recorrente, em relagdo a selegdo apenas fenotipica ou a auséncia de

selecdo.
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Diferentes estratégias de selegdo assistida em programas de retrocruzamentos foram
testadas, por meio de simulagdes, e demonstraram que, com o uso de marcadores
moleculares, o grau de recuperagdo do genitor recorrente em RC; equivaleria ao que seria
alcangado em RC- sem selegdo para transferir um tnico alelo alvo (Frisch ef al., 1999b). Os
autores ainda ressaltaram a importdncia de se elaborarem mapas de ligagdo plenamente
saturados para obtencdo de valores maximos de recuperagdo do genotipo do recorrente nas
geragdes RC; e RCs. A maior eficacia de SAM, em relagéo ao methoramento convencional,
dependente da saturagio do mapa de ligagdo, ja havia sido ressaltada por Stuber & Edwards
(1986).

Embora os resultados tedricos demonstrem que marcadores moleculares possam
assistir programas de retrocruzamentos, muito poucos trabalhos experimentais relatam
sucesso na introgressdo de caracteristicas de interesse por selecdo assistida por marcadores
moleculares. Ragot et al. (1995) utilizaram RFLPs para monitoramento da introgresséo de
um construto génico (com genes para proteinas de resisténcia & fosfinotricina e a inseticida
- gene Br) em linhagens de milho através de retrocruzamentos e relataram grande progresso
do genitor recorrente em RCs;. A linhagem doadora (Lancaster) recebeu o construto por
bombardeamento com microprojétil e houve uma unica inser¢@o no cromossomo 01. O
controle com inseticida foi feito a cada geragéo para eliminar as plantas que ndo portavam o
gene incorporado no genoma. Na geragdo RC; 61 combinagdes sonda-enzimas foram
utilizadas. Os autores calcularam a porcentagem de recuperaggo levando em conta todo o
genoma, inclusive o gene Bt introgredido, e obtiveram para a primeira geragdo 50% de
recuperagdo, abaixo da média esperada. Entretanto, para as outras geragdes, encontraram

médias acima da esperada, se nenhuma selegéo fosse praticada.
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Weck et al. (1991) analisaram experimentalmente 125 plantas RC; com sondas de
RFLP para introgresséo de um tinico alelo do gene de interesse. As 57 plantas heterozigotas
para o carater foram analisadas com 38 sondas. Trés plantas com maior percentual de
recuperacdo do gendtipo do genitor recorrente foram escolhidas e retrocruzadas. As 58
plantas RC, heterozigotas para o carater foram analisadas com as sondas que foram
heterozigotas em RC;. Concomitante as analises de laboratdrio, a geragdo RC, foi
retrocruzada para gerar RC;. A média populacional das plantas RC; selecionadas por RFLP
foi proxima & média esperada para a populagdo RC;. Os autores afirmaram que duas
geracOes de retrocruzamentos assistidos por RFLP so capazes de recuperar o genotipo do
genitor recorrente.

Utilizando marcadores ligados a QTLs, foi possivel introgredir regiGes especificas
do genoma que conferem caracteristicas quantitativas especificas desejaveis a uma
variedade elite (Tanksley et al., 1989; Paterson et al., 1991; Dudley, 1993). Em tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), linhagens tém sido criadas contendo Q7Ls da espécie
selvagem Lycopersicum hirsutum Hub. & Bonpl. Estas linhagens ultrapassam a variedade
elite original em produgdo, conteido de solidos soluveis e coloragdo do fruto (Tanksley &
McCouch, 1997). Este resultado foi obtido com o uso da metodologia desenvolvida por
Tanksley & Nelson (1996), de advanced backcross QTL analysis, ou método de
retrocruzamentos avangados, no qual a populagdo € conduzida através de retrocruzamentos,
mapeamento e sele¢io assistida concomitantemente.

Em um trabalho prévio, QTLs presentes em linhagens de milho oriundas de grupos
heteroticos distintos foram detectados e mapeados (Stuber et al., 1992). Dando
continuidade, em um outro trabalho, estes fragmentos foram transferidos para duas

linhagens alvo formadoras de hibridos elites. Isto foi feito em trés geragdes de
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retrocruzamentos e as linhagens RC; resultantes dos dois programas de retrocruzamentos
foram cruzadas. Pelo menos um marcador foi identificado em cada brago cromossdmico,
além de dois marcadores adicionais, flanqueando o segmento doador a ser transferido.
Apenas os marcadores ndo-fixados foram avaliados na geragdo subseqiiente. A avaliagdo
dos hibridos melhorados mostrou que houve variag@o para produtividade de grios, tendo
sido possivel selecionar hibridos superiores. Interessante € que, neste trabalho, uma
caracteristica quantitativa (rendimento de gréos) foi tratada e manipulada tal qual se fosse
um carater monogénico. Entretanto, detalhes de como foi feita esta introgressdo, como o
nimero de marcas utilizadas ou porcentagem de recuperacdo do genotipo do recorrente,
ndo foram fornecidos (Stuber et al., 1994).

O gene sucr foi introgredido do tomate Lycopersicon chmielewskii para o gendtipo
do tomate L. esculentum cv. Hunt 100’ por selegdo assistida por marcadores, usando
marcadores RFLPs proximais e também um cDNA para enzima acido-invertase de tomate,
como sondas do gene sucr (Chetelat et al., 1995). Na geragcdo RC;F,, o segmento contendo
o gene sucr foi composto de 43,2 ¢cM (1/3 do comprimento do cromossomo 3). Apds
selecdo para recombinagdes entre o gene alvo e marcadores adjacentes, o fragmento
introgredido foi reduzido a 0,8-7,1 ¢cM, na geragédo RCs.

Outro exemplo bem sucedido de selegdo assistida por marcadores moleculares é o
de introdugdio do gene Xa2l de resisténcia a BB (Bacterial Blight) em uma linhagem
restauradora de arroz, a “Minghui 63”, o qual foi feito com sucesso através de trés geracdes
de retrocruzamentos assistidos, seguido de uma geragdo de autofecundagdo (Chen et al.,
2000). Um sistema baseado em PCR foi estabelecido consistindo em um marcador
contendo uma parte do gene Xa21, uma marca localizada a 0,8 ¢cM do loco Xa21 de um

Jado e uma outra marca distando 3,0 cM do gene do outro lado. Um total de 128 locos de
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RFLPs, distribuidos ao longo dos 12 cromossomos, foram analisados e utilizados para
selecionar a recuperagio do genétipo do genitor recorrente. A “Minghui 63 (Xa2I)” obtida
foi exatamente idéntica a original, exceto pela presen¢a de um fragmento menor que 3,8 cM
(<0,21%) de comprimento envolvendo o loco Xa2! do genitor doador, mantendo o resto do
genétipo do genitor recorrente intacto. A linhagem recuperada “Minghui 63 (Xa2/)” e o seu
hibrido F;, “Shanyou 63 (Xa21)”, produziram o mesmo espectro de resisténcia do genitor
doador. Também em relagdo ao desempenho, a linhagem recuperada € o seu hibrido
mostraram desempenho idéntico ao da linhagem original “Minghui 63” e ao hibrido
“Shanyou 63” e, sob condi¢des de doenga, atingiu um potencial produtivo superior aos
originais.

Plantas RC;, RC, e RC; selecionadas para resisténcia ao fungo Colletotrichum
lindemuthianum foram avaliadas por meio de marcadores RAPD (Hagiwara et al., 2001). A
diversidade genética entre os genotipos foi avaliada bem como o parentesco das populagdes
RC,Fs; e RC,F; para com os genitores, de acordo com a genealogia delas. Os autores
confirmaram a utilidade desta classe de marcadores para auxiliar na sele¢do de plantas mais
semelhantes ao genitor recorrente, nas populagdes segregantes, mesmo em RC;.

A reducdo do linkage drag é um dos maiores objetivos da selec@o assistida por
retrocruzamentos (Tanksley et al., 1989). Estudos tedricos mostraram que porgdes ligadas
ao alelo alvo permanecem em geragdes avangadas de retrocruzamentos, sem sele¢do
assistida por marcadores. No caso de alelos alvo introgredidos a partir de germoplasma nao
adaptado, o linkage drag é muitas vezes a causa principal das diferengas entre a linhagem
recorrente e convertida (Frisch ef al., 1999a).

Para um tnico loco, as freqiiéncias esperadas para os individuos serem homozigotos

para o genotipo do genitor recorrente seriam 0,5, 0,75 e 0,875, em RC,, RC; e RC;,
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respectivamente. Estas sdo probabilidades de os locos serem homozigéticos para alelos do
genitor recorrente. As varidncias destas propor¢ées, em cada geracdo, seriam 0,5 (1-0,5)/n,
0,75 (1-0,75)/n, 0,875 (1-0,875)/n, respectivamente, onde » é o nimero de unidades de
recombinagdo independentes no genoma. A variancia presente em RC; é muito maior do
que aquela presente nas geragGes subseqiientes, o que indica uma freqiiéncia de distribui¢do
em RC; mais ampla dos gendtipos do genitor recorrente do que em geragdes mais tardias.
Sendo assim, espera-se que um individuo com recombinagdo entre o gene alvo € os
marcadores flanqueadores ocorra em uma freqiiéncia muito maior na geracdo RC, do que
em RC,, sendo possivel de se realizar a recuperagéo do genotipo do genitor recorrente em
RC; (Chen et al., 2000).

Uma das maiores limitacdes da aplicagdo da selegdo assistida € seu alto custo,
muitas vezes associado ao tipo de marcador e delineamento utilizados. Com o
desenvolvimento de marcadores baseados em PCR, ¢ possivel se mapear e localizar
qualquer carater de maneira mais eficiente e menos custosa (Kumar ez al., 1999).

Luby & Shaw (2001) avaliaram a eficiéncia e custos comparativos de SAM para
caracteres monogénicos e poligénicos em relacdo a esquemas de melhoramento
convencionais, com selegdo fenotipica, para programas de melhoramento de frutiferas, e
concluiram que SAM pode representar uma ferramenta de sele¢do de individuos
substancialmente superiores comparados com o melhoramento convencional. Esta visdo
otimista também € evidenciada por Young (1999), que atentou para o fato de a tecnologia
de selegdo assistida necessitar de um melhor planejamento e execugdo no que tange a
genotipagem dos individuos, ao tamanho populacional, a uma andlise genética quantitativa
apropriada e a conteudos genéticos diferenciados. Uma questdo interessante a ser abordada

é que a maioria dos caracteres agronomicamente importantes sdo quantitativos e
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influenciados por numerosos locos espalhados no genoma, com efeitos pequenos e
individuais (Lande, 1981). Esforgos crescentes vém sendo aplicados para maximizar a
eficiéncia do mapeamento de QTL conjuntamente com o processo de SAM. Uma vez
mapeados, os QTLs podem ser manipulados e transferidos. Entretanto, as teorias de
genética quantitativa aplicada a SAM tém sugerido que a eficiéncia da selec@o assistida por
marcadores seja inversamente proporcional a herdabilidade do carater (Lande &
Thompson, 1990; Paterson et al., 1991). Este pressuposto também foi comprovado por
Schneider er al. (1997), utilizando sele¢do assistida por RAPD para melhorar a resisténcia a
seca em feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.).

Em relacio a germoplasma exdtico, hd vdrias caracteristicas interessantes
(qualitativas e quantitatiyas) que poderiam ser incorporadas em hibridos elites e
transferidas por SAM. Com os avangos; da técnica de PCR, novas tecnologias, tais como
novos tipos de marcadores moleculares, como SNPs (Single Nucleotide Polychips de DNA -
Gilles et al., 1999), ou o uso de microarrays (Lemieux et al., 1998; Winzeler ef al., 1998),
ou ainda o perfil de expressio de DNA, podem ser adotadas. Os melhoristas precisam
apenas reconhecer a importancia de mudangas no paradigma e usar as melhores ferramentas
possiveis e, desta integragdo do convencional e molecular, novos ganhos genéticos poderdo
ser atingidos.

Desta forma, a integracdo de estratégias gendmicas ou de bioinformatica e os
avangos na tecnologia dos marcadores de DNA levardo a uma profunda revolugéo no
melhoramento de plantas de forma a minimizar os custos e viabilizar a aplicagdo de SAM a
projetos especificos, a qual tem se mostrado superior ao melhoramento convencional,

quando este é baseado apenas no fendtipo. Ndo se espera que marcadores moleculares
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suplantem o melhoramento convencional, mas que ampliem a eficiéncia da selegio,

promovendo aumento dos ganhos genéticos.
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3. OBJETIVOS

a)

b)

d)

Investigar a viabilidade do uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites
para assessorar a introgressdo de uma marca molecular, através de trés ciclos de

retrocruzamentos;

Selecionar o percentual de recuperagdo do genotipo do genitor recorrente com base
em trés critérios de sele¢do molecular: (a) duas marcas por cromossomo (CS;); (b)
quatro marcas por cromossomo (CS;) e (c) todas as marcas polimorficas
disponiveis, o que representou aproximadamente seis marcas pOr Cromossomo

(CS3);

Comparar as médias de recuperagdo obtidas para cada geragdo com selegdo
puramente molecular, dentro de cada critério de selecdo, com a média de
recuperagdo esperada para trés ciclos de retrocruzamentos na auséncia de selegdo ¢

de linkage drag, e também com a média de 100% de recuperagéo;

Verificar, nas plantas RC; selecionadas, como estdo as demais regides néo aferidas

por microssatélites durante o processo de selegdo assistida.

Comparar fenotipicamente as linhagens RC; obtidas entre si e também com o

genitor recorrente.
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Abstract

Marker-assisted selection (MAS) has received great attention and many are the efforts to
establish the best strategy for using marker-assisted selection as a routine in backcross breeding
programs. Although much computer simulation has evaluated the parameters that influence marker-
assisted selection efficiency, few experimental data report successful results of introgression of
desirable traits and estimate the necessary numbers of markers needed for a complete recurrent
genotype recovery.

Microsatellites were used to introgress a single-locus trait from a L-08-05 donor line to a L-
14-4B recurrent divergent inbred line. A clear reading pattern and polymorphic microsatellite,
PHI037 (Bin 1.08), was chosen to be transferred, simulating an olygogenic trait or a QTL linked to
it. Three generations of backcross were conducted. Plants were genotyped by molecular approach,
selected, and at the same time, backcrossed. Three selection criteria were established to estimate the
recoveries of the recurrent parent genotypes: a) 02 (SC;) markers, b) 04 (SC;) markers, c) 06 (SCs)
markers per chromosome. At each backcross cycle, plants were selected based on the target allele
whose locus was in a heterozygous state, and on the greatest recovery of the recurrent genotype.
Only the non-recovered microsatellites, from the previous cycle, were used to genotype BC samples
in the next generation. In BC,, fifty-three polymorphic microsatellites were used to genotype the
186 plants and four plants were chosen based on each criterion. In BCy, 60 plants of each criterion
(180 plants in total) were genotyped and four plants of each progeny within each criterion were
selected. In BCs, 160 plants per criterion (480 plants in total) were genotyped. Forty-eight BC; lines
(16 from each criterion) were selected from the BC; lines and genotyped with those microsatellites
used only in the other criteria (for SC, and SC,) and also with another additional 19 microsatellites
distributed in Bins not assayed previously. This procedure was carried out with the aim of saturating

maize genome and comparing the estimates of the recurrent parent genotype recoveries, under
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saturated and non-saturated conditions, for each criterion. z-Tests for comparison between BC; line
(saturated and non-saturated) means for the expected mean (93.75%) of this generation and for
100% recovery were computed. The 48 selected BCs lines were evaluated in a field experiment and
the recurrent L-14-4B inbred line was also included. Individual analyses of variance for the nine
traits and multivariate analyses of variance for three composite traits (yield, height and flowering)
were performed. Comparison between the 48 selected BC; lines and the recurrent parent (L-14-4B)
were performed using the Dunnett test.

For all selection criteria, except from the recoveries for the selected lines for SC, under
saturated and non-saturated conditions, BCs line averages were significantly superior (P<0.01) to
the expected value (93.75%) and significantly inferior (P<0.01) to the maximum expected value
(100%). The increase of the number of markers contributed towards a reduction in the donor
fragment content. SC; criterion also showed smaller differences between saturated and non-
saturated means and standard deviations for their selected lines. According to analyses of variance
for the nine traits, only two of them presented low significance (P<0.05). No significance was
detected for selection criteria by multivariate analyses of variance. The Dunnett test produced 120
tests for each selection criterion and 13, 14 and 8 were significant for SC; SC,, SCs, respectively.
Phenotypically, the higher amount of markers produced a superior number of BC; lines that did not
differ statistically from the recurrent parent. Gathering molecular and phenotypic results, it can be
concluded that PHIO37 allele was efficiently transferred and that the SC; criterion, with
approximately 06 markers per chromosome, was superior to perform marker-assisted backcross

selection.

Key words: MAS, marker-assisted backcrossing, marker-assisted selection, microsatellites,

backcross
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Introduction

Important economic traits have been introduced into elite maize inbred lines by
backcross breeding. This method is used to improve a characteristic of a cultivar which is
deficient (Fehr 1987). Usually, the trait to be transferred is controlled by a single gene,
however more complexly inherited traits have been transferred successfully by this method
(Rinke and Sentz 1961; Shaver 1976). A donor inbred line (DP) carrying a trait of interest
is crossed with the recurrent parent (RP), an elite line that is lacking the trait (Openshaw
1994). Backcrossing of the selected plants with the RP can be repeated during each cycle
until a version of the RP including the introgressed allele has been obtained.

Backcrossing approach has been usually successful but presents certain limitations
such as the number of generations to achieve a complete recovery of the genetic
background of the RP, which depending on the crop, may be time consuming. The expected

fraction of the genome from the recurrent parent in the n™ backcross generation is

calculated as 1—(%)”“. However, this expression does not take into account the

occurrence of recombination, which leads to a variation in this average value. Thus, in a
backcross population the amount of the genome of the recurrent parent can vary
considerably among plants. Another problem in backcross breeding programs is the
presence of the donor’s genetic portions surrounding the allele that is being introgressed,
which is termed “linkage drag”.

With the development of molecular markers, high-density linkage maps have been
available in most crop species, opening many possibilities to backcross introgression.

Molecular markers could be used to assess the presence of the introgressed gene, i. e., the
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“foreground selection” (Tanksley 1983; Melchinger 1990; Hospital and Charcosset 1997)
and/or to accelerate the recovery of the recurrent parent genotype at other loci, i. e., the
“background selection” (Tanksley 1983; Young and Tanksley 1989). Tanksley et al. (1989)
have proposed an approach for the selection of individuals that carry the target gene and are
also homozygous for the recurrent parent alleles, in a large proportion of markers. This
background selection would be employed with the aim of accelerating recovery of the
recurrent parent genome and reducing the number of backcross generations required. DNA
markers can aid in the selection of the maximum similarity for the recurrent inbred line and
the minimum similarity for the donor inbred line (Hillel et al. 1990).

Many theoretical studies (Hospital et al. 1992; Visscher et al. 1996; Frisch and
Mechinger 2001; Hospital 2001) have evaluated different parameters involved; however
there are still few experimental and practical examples evaluating and testing the necessary
parameters for an efficient marker-assisted selection. Planning a marker-assisted backcross
program, includes considering the time advantage to assist backcrossing, the number of
markers needed and the number of genotypes to be evaluated (Openshaw et al. 1994).
Computer simulations suggest that recurrent parent genotype can be recovered in three
generations by molecular markers, for background selection (Tanksley et al. 1989).
Simulations carried out by Hospital et al. (1992), for instance, have indicated that four
markers per 200 cM chromosome would be adequate to greatly increase the effectiveness
of selection in BC;. Openshaw et al. (1994) supported these results. They also
recommended that preference should be given to the selection for proximal recombinants to
the allele of interest without forgetting the selection of recovery of the recurrent parent

elsewhere in the genome.
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Weck et al. (1991) have stated that RFLP-assisted selection could increase the gain
over phenotypic selection; using 125 plants in BC; and a single gene of interest, and after
two backcross generations, 97.4% of recovery of the recurrent parent genotype could be
achieved. Stuber (1994) used marker-facilitated introgression to transfer identified QTLs
into the target divergent lines, in three backcross generations. After the third backcross, the
resulting lines were crossed, generating enhanced hybrids which were evaluated under field
conditions and compared to a check hybrid derived from the original parental lines. Both
crosses produced a proportion of hybrids that yielded more than the checks, demonstrating
that marker-facilitated backcrossing could be successfully employed to manipulate
complexly inherited traits in maize, such as grain yield.

The sucr gene was introgressed from Lycopersicon chmielewskii into a cultivated
tomato, L. esculentum cv. 'Hunt 100°, by marker-assisted selection using tightly linked
RFLP markers and a tomato acid invertase cDNA as probes for sucr (Chetelat et al. 1995).
Sanchez et al. (2000) have used sequence tagged site marker-assisted selection via
backcrossing to improve the resistance of three rice lines in Xanthomonas oryzae pv.
oryzae. Three bacterial blight resistance genes were successfully transferred to these lines
by MAS, demonstrating the usefulness of this strategy for pyramiding in terms of resistance
recessive genes. Chen et al. (2000) introgressed a gene that conferred resistance to a broad
spectrum of pathogen races into an elite restorer line of a hybrid rice using a PCR-based
MAS system. A total of 128 RFLPs were used to recover the genetic background of the
hybrid rice.

Marker assisted selection with microsatellites was implemented to assess the
feasibility of using it in maize breeding programs. Thus, three objectives of this research

were: (1) to evaluate the number of markers per chromosome to be used for background
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selection, (2) to compare the selected lines with the recurrent parent inbred line after three

generations of backcross marker-assisted selection.

Material and Methods

Plant Material and Backcrossing Generations

The L-08-05 (S; - P;) inbred line, derived from the IG-1 population was used as
donor parent and crossed with the L-14-4B (Ss - P;) inbred line, used as a recurrent parent,
and derived from the BR-106 population. L-08-05 is early-maturing with orange flint
kernels and L-14-4B is early maturing with yellow dent kernels. These populations were
allocated into different heterotic groups (personal comunication).

A unique F, ear was chosen from P, x P, cross. BC; generation resulted from the
backcrossing of F; with the recurrent parent. A hundred and eighty six BC, plants were
genotyped and four plants were selected from each selection criterion (SCy, SC,, SCs),
totalizing 12 progenies. BC, generation was derived from the cross of BC, selected plants
to P;. Fifteen plants per progeny/selection criterion were genotyped (a total of 60
plants/selection criterion and 180 plants genotyped). Four plants were selected from each
criterion/progeny, performing a total of 16 plants per selection criterion and 48 BC;
progenies selected.

The cross of BC; x P; generated the BC; generation. Ten plants from each
progeny/selection criterion were genotyped making up 160 plants per selection criterion
and 480 plants in general. Following the same strategy described for the previous cycles,
four plants were selected per progeny/selection criterion, making up a total of 16 plants per

selection criterion, and 48 lines selected.
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Molecular Selection Approach

Molecular approach for selecting plants in each backcross generation was based on
a three selection criteria: (a) two (SC;) markers per chromosome, (b) four (SC;) markers
per chromosome and (c) six (SC;) markers per chromosome, approximately (53
polymorphic microsatellites available in BC;). Those markers were chosen for their clear
polymorphic profile and distribution along the chromosomes. Thus, i. e., for SC;, one
marker per chromosome arm was chosen, maintaining a certain distance from the
centromere to increase recombination and decrease the “linkage drag”; for SC,, two
markers per chromosome arm were used, and for SCs, approximately three markers per
chromosome arm (Tablel). However, this average in SC; criteria was not achieved for all
chromosomes due to the difficulties in obtaining polymorphic rﬁarkers. At each generation,
selection was focused on plants that gathered favorable genetic recurrent inbred line
background and maintained the specific target locus in a heterozygous state. The
comparison of the percent of recovery of the recurrent parent genotype and the
effectiveness of the increase in the number of markers per chromosome used during the
selection process were done based on the molecular criteria.

A clear reading polymorphic microsatellite, PHI0O37 (Bin 1.08), was elected and
used as a target locus to be introgressed. Its recovery was monitored throughout all the
three backcross generations. Apart from its reliable pattern, PHI037 also presented clear
polymorphic flanking microsatellites (PHIO11, at Bin 1.09 for SC,/SCz; BNLG615, at Bin
1.07 for SC3) that could contribute to diminish the “linkage drag” around the locus. Every
selected plant in any backcross generation would need to have, in order of importance, the

following conditions: (1) the introgressed marker (PHI037) in a heterozygous state; (2) the
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highest percent of recovery of the recurrent parent genotype, (3) no donor allele present in
the genotyping of the individual plant. A plant that did not have PHI037 in a heterozygous
state would not be selected, even if it had achieved a superior recovery of the recurrent
parent genotype. This condition was generated by the combined need for introgression of

the target locus and maximum recovery of the genetic background of the recurrent parent.

DNA Extraction and Microsatellite Analysis

Leaf material from parents, BC;, BC, and BC; generations were collected, freeze-
dried, ground to powder and stored at -20°C in individually labeled vials. DNA extraction
followed the procedures described in Hoisington et al. (1994). Fifty-three polymorphic
microsatellites were selected among 392 primer pairs to amplify maize microsatellites and
were obtained from the Maize Data Bank (2001). Gibco BRL synthesized them (S&o Paulo,
SP). When available, tetranucleotides repeats or even a greater number of repeats, were
preferably selected to relate to di- or trinucleotide ones. Independently from the repeat type,
microsatellite Joci with higher repeat counts and perfect motif were the first choice.

By means of agarose gels, the primer pairs were screened against the parents and
the F plants. Microsatellites showing the clearest polymorphism among the parental lines
were chosen for genotyping backcrossing generations. Locus designation, chromosome
location, primer sequence information, description of microsatellite motif, and size of PCR
product amplified in reference lines, can be found in the Maize Data Bank (2001).

Each amplification was carried out containing the DNA from donor, recurrent and
F), apart from the backcrossed samples. Only the non-recovered microsatellites at BC; were

used to screen BC,. This approach was adopted up to the final BCs generation. The 48
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(BCsse1) BC3 selected plants were analyzed with extra primers not used in the previous
generation of selection with the aim of saturating the genome up to 07 markers, in average,
per chromosome (19 additional primers). Apart from SCs, SC, and SC; plants were ;lso
screened with primers used in genotyping of selected plants from other criterion. By this
procedure, an amount of 72 microsatellites distributed over the ten chromosomes was
reached (Table 1). Recurrent parent recovery was recalculated for this generation (BCsse™).
Although the same genetic background constituted BCse™ and BCsee™"*%, the estimates of
the genetic content associated with the recurrent parent recoveries were dii;ferent, regarding

genome saturation.
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Table 1. Primers used in each selection criterion and their respective
Bins. Sar (saturated) notation refers to the extra-primer set used to
amplify the 48 selected BC; plants and saturate maize genome. SC is

the selection criterion used.

Primers SC Bin Primers SC Bin
BNLG 1627 SC,/SC,/SC; 1.02 |PHI 126 SC,/SC,/SC; 6.00
BNLG 2238  SC,/SC; 1.04 |PHI 077 SC,/SC; 6.01
BNLG 1598 SC; 1.06 |BNLG 1371  SC,/SC; 6.02
BNLG 615 SC, 1.07 |UMC 1614 Sat 6.04
PHI 037* All 1.08 |NCO13 SC,/SC,/SC, 6.05
PHI 011 SC,/SC,/SC; 1.09 |UMCI1520 Sat 6.06
PHI 120 SC,/SC; 1.11  |BNLG 1759 SC; 6.07
BNLG 125 SC,/SC; 202 |UMC 1426 Sat 7.00
BNLG 2248 SC; 2.03 |UMC 1632 Sat 7.01
BNLG 166 SC,/SC,/SC; 2.04 |PHI114 SC,/SC; 7.03
DUPSSR 21 SC; 2.05 |BNLG434 SC,/SC,/SC;s 7.03
BNLG 1396 SC; 2.06 |DUPSSR 13  SC,/SC; 7.04
UMC 1560 Sat 2.07 |UMC 1407 Sat 7.05
BNLG1520 SC,/SC,/SC; 2.09 |PHI 116 SC,/SC; 7.06
UMC1394 Sat 3.01 |UMC 1139 Sat 8.01
BNLG 1144 SC,/SC,/SC; 3.03._ [PHI 119 SC,/SC,/SC; 8.02
BNLG 602 SC; 3.04 |PHI115 SC; 8.03
MMC 0022  SC,/SC; 3.05 |BNLG 1863  SC,/SC; 8.04
BNLG 420 SC,/SC; 3.05 |BNLG 1176 SC; 8.05
UMC 1659 Sat 3.07 |BNLG 1823 SC,/SC,/SC; 8.07
BNLG 1536 Sat 3.09 |DUPSSR14  SC,/SC; 8.09
BNLG 1098 SC,/SC,/SC; 3.10 [DUPSSR 06 SC,/SC,/SC; 9.02
UMC 1276 Sat 401 |BNLG 430 SC,/SC; 9.03
UMC 1652 Sat 4.04 |UMC 1107 Sat 9.04
PHI 026 SC,/SC,/SC; 405 |BNLG 1012  SC,/SC; 9.05
BNLG 252 SC, 4.06 |BNLG 292 SC; 9.06
DUPSSR 34  SC,/SC; 4.07 |BNLG 128 SC,/SC,/SC; 9.07
BNLG 2244 Sat 408 |[BNLG619 Sat 9.07-9.08
BNLG 1917 SC,/SC,/SC; 4.10 |PHI 117 Sat 10.00
BNLG 589 SC,/SC; 411 [UMC 1318 Sat 10.01
BNLG 1006 SC,/SC,/SC; 5.00 |BNLG1451 SC,/SC,/SC; 10.02
PHI 113 SC,/SC; 5.03-5.04 |BNLG 640 SC,/SC; 10.03
DUPSSR 10 SC,/SC; 5.04 |BNLG 1526 SC,/SC; 10.04
BNLG 278 SC; 5.05-5.06 |UMC 1930 Sat 10.05
UMC 1019  SC,/SC,/SC; 5.06 |BNLG 1839 SC,/SC,/SC; 10.07
PHI 128 SC; 5.07

UMC 1153 Sat 5.09

" PHI037 was transfered as a microsatellite aliele for all selection criteria.
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Amplification and Detection Conditions

The 20yl reactions contained 10 ng of genomic DNA, 0.2uM of each primer, 2 mM

of magnesium chloride, 100 uM of each dNTP, 0.5U of Tag DNA polymerase (Gibco
BRL) and 1x of Gibco-BRL buffer. Reactions were carried out in 96-well microtitier plates
using a PTC-100 Thermal Cycler (MJ Research, Watertown, MA), and an adaptation of the
PCR protocol called Touchdown (Don et al. 1991; Chin et al. 1996). When the pairs of
primers failed to amplify using the “touchdown” program, the amplifications were
performed with low stringency annealing temperatures. -

Products were separated by electrophoresis on a 4% metaphor:agarose gel, using
TBE buffer 1x (5x: 89mM Tris-HCL pH 8.0, 89 mM Boric Acid, 2mM EDTA dissodic),
over a 2:15 hour-run under 100V. The gel was stained with ethidium bromide and
visualized under UV. The visual score of the amplifications was done directly over the UV
apparatus, always comparing with P;, P and F, patterns. Gel was photographed and the

photo kept as a register.

Molecular Data Analysis

Results were scored as A for P allele (GD), B for the P, aliele (GR) and H for the
F, pattern, composed by P, and P, alleles. The percentage of the recurrent parent genome
present in each genotyped plant was estimated by the following expression: GR% =
[B+(0.5H)/(B+H+A)]  100. This percentage corresponds to the number of B alleles present
in the genotype of each genotyped plant. The introgressed locus, PHI037, was taken out

from the computation of the total recoveries of the recurrent parent genotypes.

47



Luciana L. Benchimol Artigo

M

BC; and BC; percent recovery means were compared to the expected averages for
each backcross generation. The 48 selected BC; plants were analyzed considering
saturating (BCsse®™) and non-saturating (BCsse™™**) conditions. Data were transformeci ’By
arcsin function in order to compare the percentages of recovery between the selected plants.
t-Tests of comparisons were performed for the percent recoveries of the recurrent parent for
BC; lines, under saturated and non-saturated conditions, to the expected average of 93.75%,

and the saturated average of 100%, for each selection criterion.

Experimental Evaluation and Statistical Analysis

The 48 BC; selected lines were evaluated in the Experimental Station at the
Department of Genetics, Piracicaba, in the state of Sdo Paulo. Plots were 6m long, spaced
0.80 m between rows, and 0.20 m between plants within plots, with 30 plants per plot. Ten
plots containing the recurrent parent (L-14-04B) were included among the BC; lines plots.
In the BC; lines plots, phenotypic data was recorded from ten competitive plants. In the L-
14-04B plots, data from 05 competitive plants was taken from each plot. Data was recorded
on the following phenotypic traits: ear weight (EW), number of kernel-rows per ear (NKE),
number of rows per ear (NRE), ear length (EL), ear diameter (ED), plant height (PH), ear
height (EH), days to silk extrusion (DSE), days to pollen shed (DPS). DSE and DPS were
taken as one record per plot each. DSE refers to the days after planting date until 50% of
the plants in a plot had visible silks extruded and DPS refers to the days after the planting
date until 50% of the plants in a plot were shedding pollen.

Hierarchical analyses of variance were performed, and the sources of variation were

partitioned into two main effects: Selection Criteria (SC) and BCs Lines (L)/SC. This latter

48



Luciana L. Benchimol Artigo

level was partitioned into L/SC;, L/SC; and L/SC;. Multivariate analyses of variance were
performed for three composite traits: yield, height and flowering. Yield was composed by
ear weight, number of kernel rows per ear, number of rows per ear, ear length and ear
diameter; height was composed by plant and ear heights; flowering was composed by days
to silk extrusion and days to pollen shed, with the sources of variations partitioned as for
the individual analyses of variance, and significances were obtained by Hotelling-Lawley
Trace F-test. Dunnett bilateral test was applied to compare the 48 BC; lines to the recurrent
parent (L-14-4B). All these analyses were performed using SAS software (SAS Institute
2001). For seven traits (EW, NKE, NRE, EL, ED, PH, EH), the 48 selected lines were
compared; but, for two traits (DSE and DPS), as they had just one record per plot each, they

were grouped by their BC; origin and 04 tests were performed for each criterion.

Results and Discussion

The three molecular criteria showed an average of 74.32% of recovery of the
recurrent parent genotype for the first backcross generation. This average did not differ
from the expected one (75%), little variation was detected among the three criteria, and the
maximum value was 87.50%. The average recovered value of the four selected plants in
BC, generation was 83.75% for SC;, 83.13% for SC; and 82.69% for SC; (Figure la, 1b
and 1c). In the BC, generation, the three criteria showed an average of 91.16% and
maximum value of 98.08%. The mean expected value for this generation, without selection,
was 87.5%. The average recovered value of the 16 selected plants in the BC, generation
was 94.38% for SC;, 92.50% for SC,, 92.05% for SC; (Figure 1d, le and 1f). In the BC;

generation, the three criteria showed an average of 96.61% which was superior to the
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expected mean for this generation (93.75%). The maximum value was 100% (without
considering the PHIO37 allele). The average recovered value of the 16 selected plants in the
BC3 generation was 97.25% for SC;, 96.23% for SC, and 96.35% for SC; (Figure 1g, 1h
and 1i). These averages were compatible to the ones expected in BC4 or BCs, indicating a
genetic gain in recurrent parent recovery due to marker-assisted selection.

Hospital et al. (1992), using computer simulations, described a shortening in the
number of backcross generations, from seven to two, to achieve a complete recovery of the
recurrent genotype using MAS. Weck et al. (1991) reportegi a complete recovery of the
recurrent genotype in only two RFLP-assisted selections.

The 16 selected BC; lines in the three selection criteria were saturated with more
markers, and the mean values of the recurrent parent recovery showed that the averages for
the selected saturated BC; lines were significantly lower (P <0.01) for SC; and SC,, but for
SCs, there were no significant differences. Indeed, there was a great decrease in the
recurrent parent genotype recovery for SC; (99.84% to 92.40%) and for SC; (99.06% to
95.50%) with genome saturation. The increase in the number of markers also reduced
significantly (P<0.01) the difference between the averages and standard deviations for
BC36™™** and BCse™. All selection criteria, except from BCig™" ™ and BCss™ from
SC;, were significantly superior (P<0.01) to the expected mean value (93.75%), and
significantly inferior (P<0.01) to the maximum value (100%). For SC; BC3s™"** did not
differ from the maximum value (100%) whereas BCss*™ was significantly inferior to the
expected mean value (93.75%), for this generation. It should be emphasized that CS;

criterion differed significantly from CS; and CS; in BC3™ (Table 2).
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Figure 1. Distribution of the recurrent parent genotype recovery with three

selection criteria (SC;, SC; and SCs) for three backcross generations (BC;, BC;

and BC3).
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The presence of alleles derived from the donor parent was not detected in the non-
saturated condition. However, in the selected saturated BC; lines some donor alleles were
detected in Bins that had not been assayed previously for selection (sar primers, Table 1). It
should be emphasized that the average number of donor alleles reduced with the increment
of markers per chromosome used for selection, i. €. 0.75 + 0.25 for SC;, 0.44 + 0.16 for
SCp, and 0.13 * 0.09 for SC;. These results showed that only few markers per
chromosome could not efficiently monitor the recovery of the recurrent parent genotype for
background selection.

Table 2. Comparisons of BC; lines percent of recurrent parent genotype for the

expected mean of BC; generation (93.75%) and for 100%, under non-saturated (non-
sat) and saturated (sat) conditions.

Selection Criteria

sc,’ sC,' sc,;’
Mean Sd N R | Mean Sd N R Mean Sd N R
B Csall BC3aII BC3a“

97.25%* 226 160 10 [96.23** 2.13 160 8.7596.35** 1.89 160 8.82

B Csselnon-sat B Csselnon-sat B Csselnon-sat

99.84° 0.63 16 2.50[99.06** 0.72 16 2.50 |97.47** 046 16  1.05

BCjee™ BCs™ BCj™
92.40° 1.90 16 590195.50** 150 16 4.30[96.90** 120 16 3.50

¥ Sd: standard deviation; N: number of plants analysed; R: range between maximum and minimum values.
*, ** Significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectively.

* Significant at 0.01 probability level for 93.75%, and non-significant at 100%.

YSignificant a1 0.05 probability level for 93.75%, and significant 0.01 probability level for 100%.

In the individual analyses of variance for the nine phenotypic traits no significance
was detected between different selection criteria, except from the number of kernel rows

per ear (NKE) and ear diameter (ED) that showed low significance (P <0.05). This could be
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explained by the great similarity found among the averages for the three selection criteria.
For BC; lines, significance (P<0.01) was detected for most of the traits (Table 3). In the
multivariate analyses of variance, for the three types of traits evaluated (yield, height,
flowering), no significances were detected for selection criteria and the BC; lines differed
significantly (P <0.01) within each criterion (Table 4). Thus, the analysis of the phenotypic
data did not detect differences among the three selection criteria, but there were significant

differences between the BCs lines within each selection criteria.

Table 3. Values and significances of mean squares (MS) from the analyses of variance for
nine traits: ear weight (EW), number of kernel rows per ear (NKE), number of rows per
ear (NRE), ear length (EL), ear diameter (ED), plant height (PH), ear height (EH), days to
silk extrusion (DSE), and days to pollen shed (DPS).

Sources of DF Mean Squares
Variation EW  NKE NRE EL ED' PH EH DSE*  DpS*
(g plant'l) (number)  (number) (cmear') (cm ear") (cm plant") (cm ear’) (number)  (number)
Selection Criteria (SC) 2 27231 19531* 1.11 7.14 120.06* 1466.56 259.38 1.69 1.65
BC; Lines (L)/SC 45 470.09** 33.62* 1.47* 4.86%* 26.44**  553.82** 303.96** 1.57 1.60
L/SC, 15 422.71** 3581 1.33 4.55%* 30.98**  536.15%* 447.31** 211 1.85
L/SC, 15 488.65%* 53.52** 2.05** 2.89*%* 13.56**  622.67** 267.25** 203 1.36
L/SC, 15 498.91** 11.53 1.04 7.14%* 34.77*%  502.65** 197.33** 1.30 1.60
Sampling Error 432 129.21 20.55 0.89 1.04 6.73 143.02 81.13 - -
General Mean 57.73 3097 8.68 12.89 3.34 190.75 111.50 58.50 59.73
SC; mean 57.27 3224 8.70 12.65 324 189.81 110.56 58.13 59.38
SC, mean 57.77 3045 8.75 13.02 3.40 191.00 112.13 58.69 59.81
SC; mean 58.15 30.22 8.60 12.98 3.38 191.44 111.80 58.69 60.00
CV% 19.69 14,64 10.89 7.90 7.77 6.27 8.08 1.99 1.81

o Significant at 0.05 and 0.01 probability levels, respectevc]y;“mean squares multiplied by 102 *For DSE and DPS,
there was only one record per plot each, and it was not possible to have an estimate for error value.
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Table 4. Values and significances of F tests (Hotelling-
Lawley Trace) from the multivariate analyses of
variance for yield, height, and flowering.

F Test
Sources of Variation Yield' Heightx F]owering§
Selection Criteria (SC)  1.27 1.75 0.39
BC; Lines (L)/SC 2.10** 2.29** 1,28
L/SC, 1.99** 3.35%* 1,15
L/SC, 2.10%* 2.00%* 0,62
L/SCs 2.00** 1.70%* 0,35

Sampling Error --—- --- -—-
“Significant at 0.01 probability level;'Yield refers to the following traits: ear
weight, number of kernel rows per ear, number of rows per ear, ear length, and ear
diameter. * Heigth refers to plant and ear heights. § Flowering refers to days to silk
extrusion and days to polien shed; there was only one record per plot, and
consequently, it was not possible to compute the matrix for the error term.

The 48 selected BCs lines were compared with the parental inbred recurrent L-14-
4B line,using the Dunnett test. For each selection criterion, 120 tests were performed and
13 (10.83%), 14 (11.67%) and 8 (6.67%) of them were significant for SC,, SC; and SC;
respectively. Plant height presented the highest number of significant tests (10); 4, 4 and 2
of them for to SC;, SC; and SCs, respectively. For number of rows per ear (NKE) and
flowering traits (DSE and DPS), the BC; lines did not present differences in relation to the
parental recurrent line (Table 5). Based on these phenotypic results, the SC; criterion
showed an inferior number of significant tests, indicating that the increase in the number of
markers during marker-assisted selection resulted in plants that were closer to the recurrent
parent (Table 5). Dunnett test performed was conservative since Bonferroni’s correction for
the probability level (Zar 1999) was not used; if it were applied, no BC; lines were
significantly different for any of the traits in relation to the parental inbred line (L-14-4B).
This result showed that even though the analyses of variance had shown the existence of

genetic variability among the BC; lines, this variability was not enough to generate great
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differences in relation to the recurrent parent line. However, the SC; (approximately six
markers per chromosome) criterion showed itself to be superior to any other, as it presented
the fewest number of significant tests and lines with significant tests, for more than one trait
simultaneously. Therefore, in the phenotypic level, the superior number of markers per
chromosome increased the efficiency of marker-assisted selection in a way that the final
SC3/BC; selected lines were closer to the parental type than the other lines selected by SC,

and SC,.

Table 5. Numbers and percentages (between parenthesis) of
significant Dunnett tests for nine traits. BC; lines were compared to

the recurrent parent inbred line L-14-4B.

Trait’ Number of significant tests*
SC; (%) SC, (%) SC; (%) Total (%)

EW 3 (18.75) 3 (18.75) 3 (18.75) 9 (18.75)
NKE 2 (1250) 3 (18.75) 0 (0.00) 5 (10.42)
NRE 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) O (0.00)
EL 1 (625 3 (1875 1 (625 S (10.42)
ED 0 (0.00) 0 (0.00) 1 (625 1 (2.08)
PH 4 (2500) 4 (25.00) 2 (12.50) 10 (20.83)
EH 3 (1875) 1 (6.25) 1 (625) 5 (10.42)
DSE 0 (0.000 0 (0.00) O (0.000 O (0.00)
DPS 0 (0.00) O (0.000 O (0.00) O (0.00)
Total 13 (10.83) 14 (11.67) 8 (6.67) 35 (9.72)
Total of tests 120 120 120 360

YEW: ear weight, NKE: number of kernel rows per ear, NRE: number of rows per
ear, EL: ear length, ED: ear diameter, PH: plant height, EH: ear height, DSE: days

to silk extrusion and DPS: days to pollen shed. * SC,, SC,, SC;: selection criteria.

Backcrossing has been mainly used to introgress single Mendelian traits such as

disease resistance or quality factors into elite germplasm. It allows target modifications to

be performed without disrupting the existing overall genetic balance of the recurrent parent.
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Nevertheless, reaching a near isogenic line through classical backcrossing procedures is a
lengthy process. In the absence of linkage drag, seven classical backcross generations are
required to recover more than 99% of the recurrent parent genotype. Maize is a crop with a
fast turnover of elite cultivars, and therefore, the attractiveness of reducing the number of
backcross generations through molecular markers is immense (Tanksley et al. 1989;
Hospital et al. 1992; Openshaw et al. 1994).

Many are the efforts to establish the best strategy for using marker-assisted selection
as a routine in breeding programs. A great number of papers focusing on computer
simulations and investigating the parameters involved have turned up (Hospital et al. 1992,
1997; Tanksley and Nelson 1996; Visscher et al. 1996; Reyes-Valdés 2000), but few are the
experimental results validating the efficiency on marker-assisted methodologies in different
crop species (Stuber 1994; Barone et al. 2001; Chen et al. 2000). This paper has the aim of
introgressing a polymorphic microsatellite simulating an oligogenic trait or a QTL linked to
it, by marker-assisted selection, with no field selection steps in-between. The idea was to
observe recurrent parent genotype recovery when different numbers of markers per
chromosome are carried out to assist selection, and whether efficiency is supported or not
by genome sampling. According to our molecular and phenotypic results, the PHI037 allele
could be efficiently transferred by marker-assisted selection and SC; criteria showed itself
to be the most efficient.

Before microsatellites availability, marker-assisted selection schemes had to be
designed within the constraints imposed by RFLPs, a very reliable marker system, but
rather laborious. RFLPs have practical limits on the number of individuals that can be
genotyped efficiently (Ribaut et al. 1997). Microsatellites are codominant markers and can

assess a great number of individuals. They are reliable, PCR-based markers with a high
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level of heterozygosity, inherited in a Mendelian pattern. However, microsatellites
sometimes have drawbacks related to their use; some genomic regions present large
intervals among markers. Sibov (2002) reported that 5.57 microsatelliets on average v;ere
tested to find a polymorphic reliable marker. Despite the efforts, some regions could not
show complete coverage, and gaps remained in chromosomes 4, 5, 9 and 10. There were
intervals up to 40 ¢cM on chromosomes 4 and 5 related to Bins without polymorphic
markers. Another study reported difficulties of the same nature (Mangolim 2002). Some
features were observed with these microsatellites, such as segregation di‘stortion as some
microsatellites segregated in a non-Mendelian fashion, absence of one parental allele in the
descendant generation and low resolution in agarose gels. In that study, QTLs associated to
oil content were mapped in tropical maize inbred lines, but some chromosomes presented
distances up to 70cM between their markers. In our research, some gaps between the
markers still remained, even after genome saturation, due to the difficulties in finding
polymorphic microsatellites for these Bins. Others molecular markers such as RFLPs
mapped on this interval could solve this question.

Hospital et al. (1992) studied the effects of population size, number and position of
selected markers in introgression breeding programs considering the expected proportion of
the recipient genome. After analyzing the behavior of the recurrent parent markers in
chromosomes not carrying the gene of interest, they reported that increasing the number of
markers to more than three per chromosome would not be efficient. Our study, however,
has showed that a higher number of markers would enhance the confidence of the recurrent
parent estimates. This difference might be due to what Reyes-Valdés (2000) had attempted
in relation to Hospital et al. (1992), their assumption of independence among all loci when

calculating the expected proportion of recipient genome in non-carrier chromosomes.
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Marker-assisted selection using microsatellites appears to be particularly promising.
As a result from this research, the number of markers per chromosome per generation
contributes to increasing the effectiveness of MAS. Compared to phenotypic selection,
MAS proved to generate consistent results and high genetic gains in only three generations
of backcrosses. The strategy used could be adjusted to a single gene trait with a tightly
molecular marker linked to it. The results herewith demonstrated the usefulness of MAS in
allele introgression and the importance of considering the correct parameters to design and
develop a marker-assisted selection program. Usually, when a breeding backcross program
is developed in the field, phenotypic selection is performed and plants are compared with
the recurrent inbred line. In this research, marker-assisted selection showed itself to be
efficient without phenotypic selection; but a 100% of recovery of the recurrent parent
genotype was not achieved and the Bé3 lines differed from the parental line as in the
Dunnett test. Practically, MAS could be associated to phenotypic selection and this

partnership will enhance parental genotype recovery.
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5. Conclusoes

a) Marcadores microssatélites se mostraram adequados para serem utilizados na
introgressdo de uma caracteristica monogénica, para monitoragdo e recuperagio
rapida do gendtipo do genitor recorrente, em trés geragdes de retrocruzamentos

assistidos;

b) O alelo PHI037 foi transferido da linhagem doadora para a linhagem recorrente e a
eficiéncia desta transferéncia mostrou-se superior com a utilizagio do critério CS3,

com aproximadamente seis marcas por Cromossomo;

¢) Em nivel molecular e fenotipico, o critério CS; foi o mais eficiente para praticar a
sele¢do assistida por microssatélites. Mostrou maior precis@o para as estimativas de
recuperagdo do gendtipo do recorrente sob diferentes condigdes de saturagdo do
genoma, menor propor¢do de alelos remanescentes do doador nas plantas RCj
selecionadas e maior identidade das plantas selecionadas por este critério com o

genitor recorrente;

d) O espagamento médio de 25 cM para os 72 microssatélites utilizados, ao longo dos

10 cromossomos, foi adequado para realizar seleg@o assistida por marcadores.
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6. Perspectivas Futuras

O uso de selegdo assistida por marcadores moleculares em programas de
retrocruzamentos ainda € um desafio. Este trabalho acrescenta uma nova dimensio tedrico-
pratica de que a seleg@o assistida por marcadores moleculares do tipo microssatélites €
viavel e pode trazer uma recuperagdo mais rapida do genétipo do genitor recorrente, em
trés geracdes de retrocruzamentos assistidos, comparada ao melhoramento convencional,
quando baseado apenas no fenotipo. Entretanto, o delineamento experimental a ser
utilizado num protocolo de SAM consiste em um passo determinante para o sucesso do
método, principalmente no que tange ao numero de marcadores a serem utilizados para o
monitoramento da introgressdo da caracteristica de interesse e para a recuperagdo eficaz do
gendtipo do genitor recorrente. De acordo com os nossos resultados, evidenciou-se a
necessidade de se utilizar seis marcas por cromossomo no minimo para um monitoramento
fiel da introgressdo do alelo alvo e da recuperagdo da caracteristica de interesse.

O emprego de SAM deve requerer o estabelecimento de prioridades e estratégias
adequadas a depender do perfil da caracteristica, do niimero de caracteristicas que se almeja
selecionar ¢ da espécie em questdio, de forma a se obter uma probabilidade razoavel de
recuperagdo do gendtipo com a menor alocagdo de recursos e esforgos. Torna-se
complicada a utilizagdio de SAM, em se tratando de caracteristicas quantitativas, quando
nenhum gene de efeito maior for detectado (Grattapaglia, 2000).

Considerando-se que as principais caracteristicas de importancia agrondmica séo de
heranga quantitativa, o principal objetivo dos trabalhos envolvendo mapeamento de O7Ls €

a sua aplicagdo para a sele¢do assistida por marcadores em programas de melhoramento de
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varias espécies. Quanto maior a dificuldade relativa a selegdo fenotipica de uma dada
caracteristica, mais util devera ser a aplica¢do de SAM (Lande & Thompson, 1990).

Paralelamente, quanto maior a complexidade de manejo de uma espécie, mais frutos
podem ser colhidos pela utilizagdo de técnicas de sele¢do assistida por marcadores
moleculares. Em espécies florestais como Eucalyptus, a selecdo assistida deve ser 1til para
caracteristicas de baixa herdabilidade (Grattapaglia, 2000). Entretanto, bom senso ¢
necessario, pois muitas vezes a implementa¢do de SAM ainda pode ser um desafio.

Com o avango das técnicas de DNA Recombinante, a selegdo assistida por
marcadores moleculares pode ser um veiculo ttil para a introgressdo de construtos génicos
ja previamente incorporados e transmitidos de forma estavel em uma dada linhagem (Ragot
et al., 1995). Apesar dos riscos ja conhecidos, ndo se pode negar que os transgénicos
ampliem o espectro de manipulagdo genética no melhoramento de muitas espécies.

Deve-se considerar que apds uma dada caracteristica ser introgredida para uma
linhagem elite, torna-se necessario também utilizar a selegdo assistida via retrocruzamentos
para transferir esta caracteristica para outras linhagens elites. No caso de caracteristicas
monogénicas, o sucesso da aplicagdo de SAM ¢ muito mais garantido. Entretanto, deve-se
avaliar o custo-beneficio do método, deixando-se a cargo da seleg@o assistida aquelas
caracteristicas cuja detec¢do e monitoramento fenotipico ndo sdo triviais por metodologias
classicas. Para estas caracteristicas, pode-se pensar e sugerir uma metodologia alternativa &
desenvolvida neste trabalho. Por exemplo, ao invés de se fazer o monitoramento com todas
as marcas, desde o primeiro ciclo de retrocruzamentos, esta averiguagdo poderia ser feita,
nos ciclos iniciais, apenas amplificando-se a marca ligada ao alelo alvo a ser transferido

(foreground selection). Combinadamente, nestes ciclos iniciais, sele¢do fenotipica seria
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praticada. Na terceira geragdo de retrocruzamentos, entretanto, todos os marcadores
moleculares polimoérficos e disponiveis seriam utilizados para a averiguag¢do do percentual
de recuperagio do genotipo do parental recorrente. Isto demandaria um tamanho
populacional maior do que o utilizado neste trabalho para a terceira geragdo de
retrocruzamentos, a fim de se atingir o maximo de saturagdo possivel do genoma
(background selection). Desta forma, o monitoramento da recuperagdo do genétipo do
genitor recorrente seria totalmente feito neste ciclo. Para saber qual a viabilidade desta
metodologia, as estimativas de recuperagio do genitor recorrente a serem alcangadas teriam
que ser avaliadas.

Torna-se importante ressaltar que marcadores microssatélites constituem uma
ferramenta poderosa para se praticar a sele¢do assistida possibilitando a clara identificagdo
rapida e eficaz dos alelos dos genitores além da visualizagdo do heterozigoto. Esta ¢ uma
técnica de facil manipulagdo baseada em amplificagio por PCR e leitura das bandas em
géis de agarose de alta resolugdo, o que faz com que a obteng@o dos resultados seja rapida e
eficaz, uma vez que ja se tenham os pares de primers desenvolvidos para a espécie.
Possibilita a manipulagdo de grandes quantidades de genotipos a0 mesmo tempo, de forma
ndo destrutiva. No caso de milho, ja existem muitos microssatélites disponiveis no Maize
Data Bank para serem sintetizados e utilizados. Entretanto, em muitas culturas, como € no
caso da cultura de feijoeiro, ndo existem microssatélites suficientes desenvolvidos nem tdo
pouco mapeados. Mesmo para aquelas espécies em que estes ja séo abundantes, ainda ha
dificuldades técnicas quanto a detecgdo de polimorfismo, desvios de segregagdo ou ate

inconstancia de um dos alelos presentes nos genitores (Sibov, 2002; Mangolim, 2002).
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Num curto periodo de tempo, empregando-se a metodologia correta para se ter uma
boa avaliagfo genotipica durante a selegdo, SAM deve ganhar difusio entre muitas espécies
de importdncia comercial. A expectativa de sua utilizagdo é imensa e tem gerado grande
atenc¢do. Ha resisténcia principalmente por desconhecimento da melhor metodologia a ser
utilizada. Neste contexto, espera-se que o presente trabalho sirva de contribui¢do quanto a
defini¢do de alguns pardmetros reais e por prover resultados praticos € bem sucedidos da
aplicagéo da selecdo assistida por marcadores moleculares microssatélites em programas de

retrocruzamentos em milho.
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Figura 1AN. Amplifica¢do das plantas RC; com o microssatélite PHI 037 (Bin 1.08).
®X/Hinf foi usado como marcador de peso molecular. A é o alelo do genitor doador (L08-
05F) e B é o alelo do genitor recorrente (L.14-4B). H refere-se ao genétipo observado para o

Fi.
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Marcas Passadas no Cromossomo O1

cM BIN
1.00y
1.0
1014
18.8
1024 BNLG 1627 (CSI/C - :/ CS3)
18.6
1.03¢4+
25.6
1094 BNLG 2238 (CS: / CS3)
14.5
105+
24.4
106+ BNLG 1598 (CS3)
299
1074 BNLG 615 (CS3)
25.3
1034 (| PHIO37
12.6
1091+ PHIO11 (CS1 / CS:/CS3)
18.5
1104
201
1114 PHI120 (O, /CS;)
259
112

Figura 2AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 01 e utilizados na amplificagéo

das amostras RCy, RC; e RCs. CS;, CS; e CS; s#o os critérios de selegéo.
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Marcas Passadas no Cromossomo 02

cM BIN
2.007
2014
12.4
2024 BNLG 125 (Cs./CS;)
382
203+ BNLG 2248 (CS;)
196
204+ BNLG 166 (CS,/ CS,/CSy)
202
2051 DUPSSR21 (CS5)
19.7
206+¢ BNLG 1396 (CS,)
237
20i1+ UMC 1560 (Sar)
15.4
2084
27
2091+ BNLG 1520 (CS,/ U>./ CS;y)
28.3
2104

Figura 3AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 02 e utilizados na
amplificago das amostras RC;, RC; e RCs. CS;, CS; e CS; sdo os critérios de
selecdo; Satr € a notagdio para designar o conjunto de pares de primers

complementares utilizados para saturar o genoma das 48 plantas RCjg..

72



Marcas Passadas no Cromossomo 03

cM

139

23.7

5.2

251

191

21.3

9.2

224

24.9

J0oy

ny

302+

3.039
3.04¢

3.054+

3.064

3.074

3.08¢

3.09+

3104

UMC 1394 (Sar)

BNLG 1144 (CS,/{>./CS;)

BNLG 602 (CS,)
MMC 0022, BNLG 420 (CS. / CS,)

UMC 1659 (Saf)

BNLG1536 (Sar)

BNLG 1098 (CS,/ C5,/ CS))

Figura 4AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 03 e utilizados na

amplificagdo das amostras RC{, RC; e RC;. CS,, CSz @ CS; sfo os critérios de selecdo;

Sat é a notagdo para designar o conjunto de pares de primers complementares

utilizados para saturar o genoma das 48 plantas RCjsi..
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Marcas Passadas no Cromossomo 04

cM

209

14.2

14.2

12.4

16.7

295

12.3

20.5

19.2

16

BIN
4.00T

amt UMC 1276 (Saf)

a.02¢

4034

20a4 UMC 1652 (Sar)

aps+ PHI 026 (CS,/Cx./CS;)
2061 BNLG 252 (CS;)

a07} DUPSSR34 ({3, /CS;)

s0s+ BNLG2244 (Sar)

.09+

a10+ BNLG 1917 (CS, /€S, /CS;)
411+ BNLG 589 (CS./CS;y)

Figura SAN. Microssatélites ancorados no cromossomo 04 e utilizados na amplificagdo das

amostras RC; RC, e RCs;. CS;, CS, e CS;3 sdo os critérios de selegdo; Sat € a notagdo para

designar o conjunto de pares de primers complementares utilizados para saturar o genoma das 48

plantas RCsg;.
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Marcas Passadas no Cromossomo 05

cM

11.6

24.7

18.7

Ma

144

19.9

13

18.3

215

5.00+

5014

5.02¢

5.034

- BNLG 1006 (CS, /7 5. /CS,)

PHI113 (C=. /CS;)

se4{ DUPSSR10 (C5,/CS,)
sest UMC 1019 (CS, /CS./CS,)
BNLG 278 (CS,)
5051 PHI 128 (CS,)
5.074
5084
5.094

UMC 1153 (Saf)

Figura 6AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 05 e utilizados na amplificagdo das

amostras RC,, RC, e RC3. CSy, CS; e CS; sfo os critérios de sele¢do; Sat ¢ a notacdo para

designar o conjunto de pares de primers complementares utilizados para saturar o genoma

das 48 plantas RCjs..
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Marcas Passadas no Cromossomo 06

cM BIN

s001 PHI126 (CS,/CS. /CS,)

228

we SOt PHIO077 (CS./CS,)

6.02

BNLG 1371 (CS./CS;)

12.5
6.03

152 604 L UMC 1614 (Saf)

02 89 L NCO13 (CS, /TS, /CS,)

30.7
806 - UMC 1520 (Sa?)
16.6
607 - BNLG 1759 (CS,)
27.0

6.08 L

Figura 7AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 06 e utilizados na amplificagdo das
amostras RC;, RC, e RC;. CS;, CS; e CS3 sdo os critérios de sele¢do; Sat € a notagio para
designar o conjunto de pares de primers complementares utilizados para saturar o genoma

das 48 plantas RCs ..
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Marcas Passadas no Cromossomo 07

cM BIN
700 T UMC1426 (Sar)
228
701 | UMC1632 (Sar)
20.7
7.02 I~
22.6
.03 L BNLG 434 (CS, /CS,/ CS,);
PHI 114 (5. /CS,)
25.4
704 - DUPSSR 13 (S, /CS;)
24.8
705 L UMC1407 (Sa?)
21.2
706 L PHI 116 (CS,/C5./ CS,)

Figura 8AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 07 e utilizados na amplificago das
amostras RC, RCs e RC;. CSy, CS; € CS; sdo os critérios de sele¢do; Saf € a notaglo para
designar o conjunto de pares de primers complementares utilizados para saturar o genoma

das 48 plantas RCs ..
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Marcas Passadas no Cromossomo 08

cM

30.6

18.7

13.6

18.1

24.5

23.1

16.1

22.9

8.00

8.01

8.02

8.03

8.04

8.05

8.06

8.07

8.08

8.09 &

UMC1139 (Saf)

PHI 119 (CS, /T . /CS,)

PHI 115 (CS,)

BNLG 1863 ( = /CS,)

BNLG 1176 (CS,)

BNLG 1823 (CS, /. . /CS;)

DUPSSR14 (¢ ./CS;)

78

Figura  9AN.  Microssatélites
ancorados no cromossomo 08 e
utilizados na amplificagdo das
amostras RC;, RC, e RCj;. CSy,
CS, e CS; sdo os critérios de
selecdo; Sar € a notagdo para
designar o conjunto de pares de
primers complementares utilizados

para saturar o genoma das 48

plantas RCsg .



Marcas Passadas no Cromossomo 09

cM BIN
9.00
155
9.01 P
23.8

202 |- DUPSSRO06 (CS, /Z=. /CS,)

244

903 - BNLG430 ({ =. /CS;)

9.1
s.04 |- UMC1107 (Sar)

133 Figura 10AN. Microssatélites

d 09

s0s |- BNLG1012 (T /CS,) ancorados no cromossomo €

utilizados na  amplificacdo  das

18.3 amostras RCy, RC, e RC;. CSy, CS; e
%06 - BNLG292 (CS;)

CS; sdo os critérios de selecdo; Sat ¢ a

163 notacdio para designar o conjunto de

s0r | BNLG 128 (CS, /7 *./CS,)
‘ pares de primers complementares
29.2 utilizados para saturar o genoma das

48 plantas RCjg .

205 L BNLG619 (Sa?)
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Marcas Passadas no Cromossomo 10

oM BIN
" 1008+ PHI 117 (Saf)
100t UMC1318 (Saf)
17.6
1024 BNLG 1451 (CS, /" - ICS))
259
1003+ BNLG 640 (L -./CS;)
103 -
1004+ BNLG 1526 (: ~./CS;)
2
1005+ UMC1930 (Saf)
19.9
10.064
16.4
1074 BNLG 1839 (CS, /L. /CS;)

Figura 11AN. Microssatélites ancorados no cromossomo 10 e utilizados na amplificacdo das
amostras RC;, RC, e RC;. CS;, CS; e CS; sdo os critérios de sele¢do; Sat € a notagdo para
designar o conjunto de pares de primers complementares utilizados para saturar o genoma das 48

plantas RCsgq .
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RCHCS1 RCH/CS2 RC1/CS3 RC2CS1 RC2CS2 RC2CS3 RC3ICS1 RCICS2 RCICS3I

Geracéo de retrocruzamentos/progénie

Figura 12AN. Médias de recuperago do gendtipo do genitor
recorrente para cada um dos critérios (CS;, CS; e CSj)
obtidas em cada geragdo de retrocruzamentos com sele¢do

assistida por microssatélites.
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Tabela 1AN. Plantas RC, selecionadas € o percentual do gendtipo do
genitor recorrente para os critérios de selecgio avaliados (CS;, CS; e CS;).

CS, S, S
Progénies Rec. (%) A Progénies Rec. (%) A} Progénies Rec.(%0) A
8 82,50 0 12A 8375 0 12B 82,69 0
93 8250 0 201 8125 O 91 82,69 0
204A 82,50 0| 204B 82,50 0 232 80,77 0
247 87,50 0O 300 8500 O 300 84,62 0
Média 83,75 Meédia (<, 83,13 Média g 82,69
Meédia pe; * 74,16 Média p; * 74,47 Média y; * 74,34
Desvio oy * 5,09 Desvio gy * 4,87 Desvio p; * 4,79
Min 62,50 Min 59,68 Min 61,54
Mexe 87,50 Max 85,00 Max 85,58
Amplitude 25 Amplitude 25,35 Amplitude 24,04
N 186 |7 186 [N 186

" As médias e 0s desvios-padrdes foram calculados para as quatro plantas selecionadas dentro de cada critério.
N: ¢ 0 niimero de observages em cada critério de selegiio
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Tabela 2AN. Plantas RC, selecionadas € o percentual de recuperaggo dos gendtipos do
genitor recorrentte para cada critério de selegfo avaliado (CS;, CS, € CS;).

G S G
Progénies Plantas A Rec. (%) |Progénies Plantas A Rec. (%) Progénies Plantas A Rec. (%)
8 12 0 975 [12A 1 0 9250 |12B 5 0 8846
26 0 9750 14 0 9375 23 0 9135
29 0 9500 17 0 9250 26 0 9135
34 0 9500 2 0 96,25 31 0 8846
93 1 0 90,00 [201 11 0 9000 |91 25 0 9231
15 0 9250 29 0 9125 32 0 9210
16 0 9250 30 0 90,00 33 0 9231
34 0 9500 4q4 0 9,00 36 0 9423
204A 10 0 9500 j204B 3 0 90,00 232 2 0 9135
16 0 90,00 10 0 9250 0 9135
24 0 9250 21 0 90,00 0 95,19
28 0 90,00 25 0 90,00 0 90,38
247 14 0 97,50 |300A 6 0 93,75 300 0 9327
21 0 9750 8 0 9500 0 9519
25 0 9500 3B O 925 0 90,38
31 0 9750 34 0 925 40 0 9519
Média o 9438 |Mdia N.50 |Mdia 92,05
Mediap s 91,16** Mediapores: 91,58** Mediapcpss 90,73**
Desvio prowes: 3,63 Desvio gy 2,86 Desviopanxs 2,73
Mn 82,50 Mn 85,00 Mn 83,65
Max 97,50 Max 97,50 Max 98,08
Anplitude 15 Anplitude 12,50 | Anplitude 14,43
N 60 N 60 N 60

** Comparagdes com o valor esperado de 87,5% foram significativas a0 nivet de probabilidade de 0,01.
*N: é o nimero de observacdes em cada critério de selegio.
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Tabela 3AN. Comparagées entre
RCie™ (selecionada e saturada) x
RC3""** (selecionada e nio-saturada),
em relagdo a presenga de alelos do
genitor doador (A). Sz € o erro padrdo
da média.

Critérios RC; """ RC;,."™

Média Média (Sz)

CS, 0 0,75 (0,25)
CS, 0 0,44 (0,16)
CS; 0 0,13 (0,09)
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Tabela 4 AN. Comparagdes entre o0s
diferentes critérios das amostras RC; totais

(RC; ™), saturadas (RC; ;") € ndo-saturadas
(RC35 ™™).

RC; Critérios Valores de ¢

RC;™" CS;x CS, 4,59%*
CS,x CS;s 0,13
CS; x CS, 5,10%*

RCse™ CS; x CS; 7,31%*
CS, xCS; 2,82%
CS;x CS, 8,65%*

RC; "™ CS, xCS, 4,04%*
CS, x CS; 5,37%*
CS; x CS, 14,05%*

*, ** Sionificativos a niveis de probabilidade de 0,05 ¢ 0,01,
respectivamente.
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