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RESUMO

A maior parte dos caracteres de importdncia agrondmica e econ6mica do
milho estdo sob o controle de diversos locos génicos, denominados locos de
caracteres quantitativos (QTL). A possibilidade do uso de marcadores moleculares e
o aperfeicoamento dos modelos estatistico-genéticos possibilitaram o mapeamento
desses locos génicos que afetam tais caracteres. Pouco enfoque no estudo de
mapeamento de QTL foi dado em populagdes derivadas do germoplasma do milho
tropical, o qual possui uma base genética ampla com maior diversidade do que o
germoplasma temperado. Da mesma forma, pouco se conhece sobre as interagoes
dos QTL nos diferentes ambientes (QTL X E). Duzentos e cinqlienta e seis progénies
F..3, derivadas do cruzamento de duas linhagens de milho tropical, foram avaliadas
em cinco ambientes. O mapa genético foi desenvolvido com 139 marcadores
microssatélites, utilizando o programa MAPMAKER/EXP versdo 3.0b. As andlises de
mapeamento de QTL e a detecgao da interagcao QTL X E foram realizadas utilizando
o procedimento JZmapQTL do programa Windows QTL-Cartographer versao 2.5, que
se baseia na anadlise de mapeamento em ambientes multiplos (mCIM). A extensdo
total do mapa genético foi de 1.858,61 cM com intervalo médio entre marcadores
de 13,47 cM. Dezesseis QTL foram mapeados para produgao de graos, oito para
espiga por planta, seis para acamamento, seis para altura de planta, nove para
altura de espiga e dois para numero de folhas. Os efeitos genéticos dos QTL
mapeados apresentaram variagao em sinal e magnitude, demonstrando que cada
QTL contribui de forma particular para a expressao dos caracteres. A maioria destes
QTL apresentou acao génica sobredominante, e muitos deles também apresentaram
significante interagao QTL X E. Esses resultados forneceram dados para uma melhor
compreensao da arquitetura genética do genoma do milho tropical. Estas
informagdes podem ser utilizadas em programas de selecdo assistida dessa espécie,
utilizando marcadores moleculares, gerando mais eficiéncia nos programas

brasileiros de melhoramento.
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SUMMARY

Most of important agricultural and economical traits in maize are under the
control of several gene loci, named quantitative trait loci (QTL). The possibility of
using molecular markers and the statistic-genetic models made possible the
mapping of these gene loci that affect such traits. Little focus has been given to QTL
mapping study in populations derived from tropical maize germplasm, which has a
broad genetic base with greater variability than temperate maize germplasm. Also,
not much is known about the interaction of QTL in various environments (QTL X E).
Two-hundred and fifty-six F,.3 progenies, derived from a crossing between two
tropical maize inbred lines, were evaluated in five environments. The genetic map
was developed with 139 microsatellite markers, using the software MAPMAKER/EXP
version 3.0b. The analyses of QTL mapping and the detection of QTL X E interaction
were performed using the Windows QTL-Cartographer version 2.5, JZmapQTL
procedure, which is based on multiple-environment joint analysis (mCIM). The
genetic map spanned 1,858.61 cM in length with an internal average of 13.47 cM
between markers. Sixteen QTL were mapped for grain yield, eight for ears per plant,
six for plant lodging, six for plant height, nine for ear height and two for number of
leaves. The genetic effects of the mapped QTL presented varied signal and
magnitude, displaying that each QTL contributes in a particular way for trait
expression. Most of these QTL displayed gene action overdominance, many of them
with significant QTL X E interaction detected. These results provide data for a better
comprehension of genetic architecture on tropical maize genome. This information
can be used in the marker-breeding selection of this species, leading more efficiency

to Brazilian breeding programs.



1. Introducao

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais praticadas no mundo, devido
a sua utilizacdo como fonte de alimento para o homem e para varios animais, e
também por sua ampla adaptacao aos mais variados ecossistemas atingindo regidoes
de climas tropicais, subtropicais e temperados (Paterniani e Campos, 1999;
Laborda, 2003).

Os caracteres economicamente importantes na cultura de milho sao
controlados por um loco ou diversos locos, chamados de locos controladores de
caracteres quantitativos ou QTL (Quantitative Trait Loci). Estes locos podem conter
alelos influenciando um carater, com sua expressdo fenotipica apresentando
variacdo continua, que se assemelha a uma distribuicdo normal. A variacdo continua
€ gerada pela segregacao simultanea dos varios locos, pela influéncia do ambiente
no carater e pela interagdao do QTL com o ambiente. Devido a estas caracteristicas,
a avaliacdao da heranca dos caracteres quantitativos, feitos nos programas de
melhoramento genético da espécie, é uma tarefa complexa (Allard, 1960; Stuber et
al. 1987; Falconer e Mackay, 1996).

Parametros estatisticos como médias, variancias e covariancias sao utilizadas
com sucesso no estudo da heranca dos caracteres quantitativos. Contudo sao
baseadas em modelos genéticos que consideram a soma dos efeitos de todos os
locos segregantes da populagao sob investigagao. Com o uso dos marcadores
moleculares, para a investigagao destes caracteres, aliados a disponibilidade de
novas metodologias estatisticas de mapeamento de QTL, possibilitaram o
monitoramento de regides cromossOmicas especificas que afetam a expressao do
carater, fornecendo informagdes sobre o numero, localizacdo e magnitude dos
efeitos do loco ou locos que controlam os caracteres quantitativos (Edwards et al.,
1987; Stuber et al., 1992; Zeng et al., 1999).

A construgdao de um mapa genético utilizando marcadores moleculares com
um bom nivel de saturagdo é um dos primeiros passos para a identificacdao eficiente
dos locos que participam do controle de um carater quantitativo (Lynch e Walsh,
1998). O primeiro marcador molecular que possibilitou saturar o mapa genético de



milho foi o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Helentjaris et al.,
1986; Gardiner et al., 1993). Com o desenvolvimento da PCR (Polymerase Chain
Reaction) uma segunda geracao de marcadores moleculares substituiu
gradativamente o uso do RFLP na construcdo de mapas genéticos. Neste grupo
temos os microssatélites (Litt e Luty, 1989), também chamados de SSR (Simple
Sequence Repeat), que sao os mais eficientes marcadores utilizados na construgao
de mapas genéticos, devido a sua ampla distribuicdo no genoma do milho, alto
polimorfismo, facilidade na obtencao e analise dos dados (Taramino e Tingey, 1996;
Sharopova et al., 2002; Schlétterer, 2004).

Nos ultimos anos varios métodos de mapeamento de QTL foram propostos,
destacando-se: analise de marcas simples (Stuber et al., 1987), mapeamento por
intervalo (Lander e Botstein, 1989), mapeamento por intervalo composto (Jansen e
Stam, 1994; Zeng, 1994) e o mapeamento por intervalos multiplos (Kao et al.,
1999). Contudo, o Unico método de mapeamento de QTL que permitiu as avaliagdes
dos dados fenotipicos em diversos ambientes possibilitando a deteccao QTL X E foi o
proposto por Jiang e Zeng (1995), que é uma extensao do método de mapeamento
por intervalo composto, chamado de método de mapeamento de QTL em ambientes
multiplos (mCIM).

A maioria dos estudos de mapeamento de QTL foi realizada utilizando
linhagens de milho desenvolvidas em regides de clima temperado como Europa e
EUA (Edwards et al., 1987; Stuber et al., 1987, Edwards et al., 1992; Stuber et al.,
1992; Veldboom e Lee, 1996a, Graham et al., 1997, Berke e Rocheford, 1999;
Bouchez et al., 2002). Poucos estudos foram realizados utilizando linhagens
desenvolvidas em clima tropical, que apresenta grande diferenca nas condicOes
ambientais (Ribaut et al., 1996; Sibov et al., 2003; Mangolin et al., 2004). Assim, o
trabalho teve por objetivo saturar o mapa genético de uma populacao F, de milho
tropical, mapear QTL associados a seis caracteres de importancia econémica e
detectar a ocorréncia da interacdo QTL X E em 256 progénies F,.; avaliadas em
diversos ambientes utilizando o método de mapeamento de QTL por intervalo

composto em ambientes multiplos.



2. Revisao da Literatura

2.1. Milho

2.1.1. Origem

Originario das Américas, o milho é uma das culturas mais antigas do mundo.
Segundo relatos arqueolégicos dos indios das Américas “milho”, significa “o que
gera vida” (Luven, 1968). Um exemplar arqueolégico de milho, com cerca de 7.000
anos de idade, foi encontrado na localidade de Tehuacan, préximo ao vale Puebla no
México (Mangelsdorf, 1974). Possivelmente os antigos habitantes utilizavam suas
sementes na alimentacdao (Beaddle, 1978). A origem do milho estd intimamente
ligada ao teosinto, considerado o seu parente mais préximo e com o qual se cruza
livremente, produzindo progénies férteis. Apesar de diferentes hipdteses
conflitantes, parece mais aceitdvel que o milho corresponda, na verdade, ao
teosinto domesticado (Laborda, 2003).

Logo apds o descobrimento das Américas o milho foi levado para a Europa,
onde foi cultivado em jardins até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido.
Com o tempo o cultivo do milho se expandiu pelo mundo passando a ocupar um
lugar de destaque como principal alimento dos povos, ocupando praticamente todo
o continente americano, em conseqliéncia da selecdao praticada pelo homem
(Paterniani e Campos, 1999). Atualmente o milho é cultivado desde a amplitude
latitudinal de 50°N (Unido Soviética) a 50°S (Argentina), compreendendo climas
tropicais, subtropicais e temperados, e também, ao nivel do mar e as altitudes
superiores a 3.000 metros. Assim, demonstrando a alta adaptabilidade da cultura

para os diversos ambientes (Fischer e Palmer, 1983).

2.1.2. Importéancia genética

O milho ocupa um lugar de destaque entre as espécies aldgamas, devido a

sua importancia econOmica e também pela sua importancia em termos



cientificos/tecnoldgicos, o qual gerou um grande numero de conhecimentos na area
de melhoramento. Esta espécie auxiliou o desenvolvimento de toda a base genética
necessaria ao melhoramento de plantas, cujos resultados tém contribuido tanto
para o aprimoramento de diferentes métodos de melhoramento de milho, quanto
para promover os conhecimentos que tém sido empregados em outras espécies
vegetais cultivadas (Dowswell et al., 1996).

O milho é uma graminea da familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e
espécie Zea mays L.; é uma planta dipléide (2n=20), identificada como Zea mays
L. subsp. mays, para se distinguir do seu parente silvestre mais préoximo, o teosinto
(2n=20) Zea mays L. subsp. mexicana (Goodman e Smith, 1987). O milho é uma
espécie altamente politipica, apresentando cerca de 300 ragas conhecidas, dentro
das quais podem ser identificadas variedades de grande diversidade genética
(Paterniani, 1990; Paterniani e Campos, 1999).

Planta anual de porte alto e com um extensivo sistema radicular, o milho é
uma espécie mondica de polinizacdo cruzada, com estruturas masculinas e
femininas bem distintas e de facil manipulacdo. A inflorescéncia feminina (espiga)
se desenvolve na axila de folhas localizadas na parte central da planta, a
inflorescéncia masculina (penddao) no &pice da mesma planta. Além destas
caracteristicas, esta espécie produz pdélen abundante, grande quantidade de ovarios
e a liberacao de graos de pdlen do penddo, antes da emergéncia dos estigmas da
espiga da mesma planta (protandria), facilitando tanto a fecundagao cruzada
natural, quanto o0s cruzamentos manuais dirigidos. Estes fatores foram
preponderantes na escolha da espécie como organismo modelo para estudos de
genética (Viana et al., 1999).

Por ser uma espécie aldgama, as plantas de milho ndo transmitem o seu
gendtipo integralmente para a geragdo seguinte, como ocorre em espécies
autdégamas, mas os seus alelos. Portanto, a cada geracao surgirdo individuos que
apresentarao combinacdes alélicas diferentes das de seus pais. Isto demonstra que
nas populagbes alégamas o que tem maior importancia ndo é a constituicao alélica
do individuo, mas o conjunto génico que é compartilhado pelo conjunto de

individuos dessa populacdo (Araljo e Paterniani, 1999). Para que os gendtipos das



populagdes sejam fixados, as plantas sao autofecundadas sucessivamente por seis a
oito geracOes para a obtencdo de linhagens homozigoéticas (Shull, 1910). Segundo
Shull (1909), a esséncia da obtencao do milho hibrido é obter o maior nimero
possivel de hibridos através do cruzamento destas linhagens e experimenta-los para
se determinar os pares de linhagens com melhor comportamento de acordo com os
objetivos do programa de melhoramento.

De forma geral, os hibridos formados de linhagens das populacées de
diferentes origens, apresentam desempenho superior em relacdo aqueles obtidos
em linhagens de populagdes da mesma origem, devido ao fenbmeno da heterose.
Assim, é comum classificar as diversas populacées em grupos heterdticos, para que
a heterose dos cruzamentos seja maximizada e, conseqlentemente, sejam
selecionados os hibridos de melhor desempenho (Souza Jr, 2001). O
estabelecimento, a manutencao e o melhoramento desses grupos, dentro dos
programas de melhoramento, sdo de extrema importancia para garantir o sucesso

na obtencdo de melhores linhagens e hibridos (Paterniani e Campos, 1999).

2.1.3. Importéncia econOmica

Cada parte da planta tem seu valor econémico: sementes, folhas, hastes,
paniculas e espigas, usadas para produzir inUmeros produtos, sendo que no grao se
concentra seu alto valor nutritivo (Dowswell et al., 1996). Como elemento basico na
alimentacao, o milho apresenta um importante papel nas Américas Central e Sul, no
Centro e no Sul do continente Africano, Tailandia, Indonésia e parte da China,
podendo ser consumido in natura em graos inteiros ou apds processo de
industrializacdo, de moagem Umida ou seca, obtendo produtos secundarios, como
farelos, farinhas, o6leos de cozinha e adocantes. Varias industrias de bebidas
alcodlicas e de refrigerantes utilizam os produtos obtidos da destilacdo e da
fermentagao do milho (Watson, 1988).

O alto valor nutritivo do milho é devido a presenca nas sementes de grandes
quantidades de carboidratos (principalmente amido que compreende 71,5% da

semente), proteinas (10,3% da semente), 6leo (4,5% da semente) e vitamina



(Perry, 1988). O 6leo de milho possui alto teor de &cidos graxos insaturados,
especialmente o acido linoléico. Esse quando metabolizado pelo organismo, reduz os
niveis de colesterol no sangue, minimizando os riscos da ocorréncia de doencas
cardiovasculares (Weber, 1987). Além disso, o 6leo de milho possui em sua
composicdo antioxidantes naturais, os tocoferois, que correspondem a vitamina E.
Estes antioxidantes ddo maior estabilidade aos produtos, aumentando o periodo de
armazenamento e evitando a adicdo de estabilizantes sintéticos aos mesmos
(Lambert, 1994). Entre os produtos alimenticios derivados do milho se encontram
margarinas e 6leos.

O principal consumo do milho ocorre na alimentagao animal, por ser um
elemento essencial nas ragdes balanceadas, absorvendo quase metade do volume
total de milho produzido. Portanto, a quantidade de milho demandada esta
intrinsecamente ligada as cadeias pecuaristas, mais precisamente, a avicultura e a
suinocultura. O emprego da ragdao contendo milho com alto teor de 6leo resulta no
ganho de peso mais acelerado em aves e suinos (Han et al., 1987; Goss e Kerr,
1992), e também em maior ganho de peso no periodo pés-parto e na
potencializacdo do efeito do hormonio de crescimento em bovinos (Lambert, 1994).
Essas vantagens sao decorrentes do fato de o dleo no grao representar uma fonte
de energia prontamente aproveitavel pelos animais. Em geral, com base no peso, o
conteudo caldrico do 6leo é aproximadamente 2,25 vezes maior que o do amido ou
proteina (Alexander, 1988). Assim, ragdes contendo milho com alto teor de dleo
possuem maior teor energético por unidade de peso, implicando na economia da

quantidade de ragao fornecida aos animais (Lima, 2000).

2.1.4. Dados econOmicos no Brasil e no mundo

O cereal é amplamente cultivado em varios paises, distribuidos em cerca de
140 milhGes de hectares. Os principais produtores sdo os Estados Unidos que detém
guase 40% da producao mundial, seguido pela China e Brasil (Tabela 1). O pais no

qual mais se utiliza o cereal em termo de consumo sao os Estados Unidos, ainda



assim, possui um excedente de 15% para exportacdao, que o torna o maior
exportador mundial de milho (MA, 2005).

No Brasil o milho é cultivado em todo o territéorio. Apenas em 2003/2004 seu
cultivo foi estimado em 13.000 mil hectares, com uma producao de 42.000 mil
toneladas, gerando um valor bruto aproximado de 10.000 milhdes de reais (Tabela
2), o que coloca o milho na posigao do segundo produto mais cultivado no Brasil.
Devido ao clima tropical e subtropical, o Brasil se beneficia, por apresentar duas
safras anuais, uma ocorrida no inicio do ano e outra no meio, esta ultima chamada
de safrinha. O estado do Parana foi o principal produtor em 2003/2004, perfazendo
26% do total produzido. Destacam-se, em seguida, o estado do Rio Grande do Sul
com 17% e, em terceiro lugar, Minas Gerais e Santa Catarina cada qual com 11%
da producgao total (Conab, 2005).

Apesar da producao do milho ter aumentado no Brasil nos ultimos 10 anos,
devido as melhorias nas técnicas de producdo, juntamente com o melhoramento
genético das cultivares (Figura 1), a demanda continua alta (Conab, 2005). Caso a
produgdo ndo continue crescendo no mesmo ritmo do consumo, nos proximos anos
podera ocorrer a escassez do produto no mercado mundial (Figura 2). Assim,
aumenta a necessidade de investimentos no setor por parte do governo, seja com
politica de protecdo interna da cultura, seja no crédito agricola ou no investimento

em ciéncia e tecnologia.



Tabela 1. Dados dos ultimos cinco anos da producdao de graos de milho, em

milhdes de toneladas, dos cinco maiores produtores no ranking mundial.

Ranking de 1° 2° 3° 4° 3°
Producio Estados . . ..
ue ] China Brasil México Franca
Unidos

2000 251,85 106,18 31,88 17,56 16,02
2001 241,48 114,25 41,96 20,13 16,41
2002 228,81 121,50 35,93 19,30 16,44
2003 256,90 116,00 47,99 19,65 11,99
2004 299,92 132,16 41,86 20,00 16,39

Fonte: MA, 2006 (http://www.agricultura.gov.br/)

Tabela 2. Estimativa dos trés principais produtos cultivados no Brasil e os dados de

area plantada, producao de graos e o valor bruto de produgao (2003/2004).

, Producao de Valor bruto de
Area plantada . .

Produto . graos Producgao
(mil hectares)

(mil toneladas) (R$ milhoes)
Arroz 3.654 12.829 7.750,35
Milho (total) 12.783 42.129 11.595,51
Milho (12 safra) 9.465 31.554 -
Milho (22 safra) 3.318 10.574 -
Soja 21.376 49.793 32.627,68

Fonte: MA, 2006 (http://www.agricultura.gov.br/)



48.000

46.000

44.000

42.000

40.000

1.000 ton

38.000

36.000

34.000

32.000

30.000

Figura 1. Produgdao de milho nos ultimos dez anos agricolas em milhares
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Figura 2. Suprimento mundial de milho em graos; safra 2005/2006,
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2.2. Marcadores moleculares e microssatélites

Uma forma alélica originada de um genoma pode ser utilizada como um
marcador genético, sejam os dados provenientes de caracteristicas morfoldgicas, de
proteinas ou de fragmentos de DNA. Para que isto ocorra, é necessario que haja
polimorfismo genético entre os individuos, isto &, diferencas entre tais formas
alélicas. Os marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos exploram o polimorfismo dos
produtos da expressdo de um ou mais genes, ou seja, da fracdo da molécula de
DNA que é transcrita e traduzida. O polimorfismo dos marcadores moleculares, por
sua vez, é originado de formas alélicas de fragmentos de DNA que podem
corresponder a qualquer regiao da molécula, de seqliéncia Unica ou repetida e que
codifiqgue ou nao um gene. Diversas técnicas de biologia molecular estao hoje
disponiveis para a deteccdo da diversidade genética de seqliéncias de DNA, ou seja,
para a deteccdo de polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencao de
um numero ilimitado de marcadores moleculares representando todo o genoma do
organismo (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Souza, 2001).

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi o primeiro marcador
molecular desenvolvido e o primeiro usado na construcdo de mapas genéticos da
espécie humana (Botstein et al., 1980) e plantas (Edwards et al., 1987). Outros
marcadores moleculares baseados na técnica em PCR (Polymerase Chain Reaction)
(Mullis e Faloona, 1987), tém sido largamente empregados, devido a facilidade,
rapidez, versatilidade e sensibilidade dessa técnica. Como exemplo o marcador
molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma metodologia que
utiliza primers curtos e de seqliéncias arbitrarias (Williams et al., 1990). O AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) é outra técnica que associa a
especificidade dos sitios de restricao do RFLP a praticidade da amplificacao por PCR,
tornando-se uma poderosa ferramenta na caracterizacao de genomas e no
mapeamento genético (Vos et al., 1995).

O seqUénciamento do genoma humano evidenciou um grande numero de
variagbes de ponto, encontradas ao se comparar seqliéncias correspondentes no

genoma. Este conhecimento gerou o mais recente tipo de marcador molecular,



conhecido como SNP (Single Nucleotide Polymorphism) identificado como pequenas
e abundantes variacbes em todo o cddigo genético. Sua determinacao corresponde
a posicoes onde existe uma alternéncia dos nucleotideos A, C, G, e T, em uma
freqiéncia alélica minima de 1% numa dada populacdo (Brookes, 1999). As
empresas farmacéuticas sdo as grandes interessadas neste tipo de marcador, pois
um dos objetivos é o de conhecer o genoma humano, de modo a associar os SNPs
com resposta as drogas (Brookes, 2002).

A classe mais popular de marcador genético € o microssatélite (Litt e Luty,
1989), também chamado de STR (Short Tandem Repeat) (Edwars et al., 1991) ou
SSR (Simple Sequence Repeat) (Jacob et al., 1991). Dado a sua aplicabilidade em
diferentes areas, foi intensamente utilizados na ultima década (Ellegren, 2000). Os
microssatélites sao definidos como regides constituidos por 1 a 6 pares de bases
nucleotidicas, repetidas em tandem (ex. CACACACACACA), e flanqueadas por
seqgléncias Unicas conservadas. Termos como mono-, di-, tri- ou tetranucleotideos
sao freqlentemente utilizados para demonstrar o tipo de repeticaio no
microssatélite. As regides contendo estas seqiiéncias repetidas sdao amplificadas
individualmente através da PCR, utilizando um par de primers especificos
complementares as seqiéncias Unicas que flanqueiam as repeticées. O resultado da
amplificacdo revela o polimorfismo resultante da presenca de diferentes nimeros de
elementos simples repetidos no microssatélite. Assim, o polimorfismo é devido
principalmente a variacao da extensdo alélica causada pela diferenca no nimero de
unidades repetidas entre alelos (Morgante e Olivieri, 1993).

A importancia funcional dos microssatélites ainda é bastante controversa,
contudo varios fendbmenos biolégicos vém provando sua importancia funcional na
organizacdao da cromatina, nos processos metabdlicos de regulacdo do DNA
(recombinacao e replicacdo) e em atividades de regulacdao génica (traducao e
transcricdo) (Li et al., 2002). Além disso, certas variacbes de repeticbes de tri e
tetranucleotideo estdao associadas aos fendtipos de céncer e a algumas doencas
neurolégicas em humanos (Kashi e Soller, 1999; Atkin, 2001).

A origem da hipervariabilidade dos microssatélites estd associada a dois

mecanismos. O primeiro mecanismo estd relacionado ao deslize (slippage) da



enzima DNA polimerase. Durante a etapa de replicagao, esta enzima pode parar sua
atividade, provocando a dissociacdo das fitas de DNA. Por se tratar de seqliéncias
altamente repetitivas, a homologia entre elas é grande. Assim, quando as fitas
voltam a se anelar, nem sempre ocorre o alinhamento correto das repeticdes. A fita
que nao se alinhou forma uma alca, que pode levar a adigcdes ou delegbes de
algumas repeticdes (Figura 3). O segundo mecanismo relaciona-se com a ocorréncia
de crossing-over desiguais entre fitas de DNA nao alinhadas, podendo ocorrer entre
cromatides irmas ou mesmo entre cromossomos diferentes, gerando grandes
adicOes ou delecbes de sequéncias repetitivas (Figura 4) (Levinson e Gutman, 1987;
Jarne e Lagoda, 1996; Sia et al., 1997; Hancock, 1999; Moxon e Wills, 1999).

Cada microssatélite, independente do elemento repetido (CA, TG, ATG, etc.)
constitui um loco genético altamente varidvel, multialélico, de grande conteldo
informativo. Cada segmento amplificado diferindo no tamanho representa um alelo
diferente do mesmo loco. Cada loco de microssatélite é analisado ao se utilizar o par
de primers construido especificamente para sua amplificagdo. Mais do que um loco
pode ser analisado de cada vez quando os alelos de cada loco tém tamanhos
suficientemente diferentes e migram para zonas separadas no gel. Nestes métodos
de genotipagem denominados multiplex, mais do que um par de primers especificos
é utilizado simultaneamente na mesma reacdo da PCR. (Souza, 2001).

A deteccao dos fragmentos de DNA que contém o microssatélite utiliza um gel
de poliacrilamida ou agarose especial de alta resolugao em eletroforese, para uma
adequada separacao dos fragmentos, os quais diferem por poucos pares de bases,
dependendo do numero de nucleotideos do elemento repetido (Senior e Heun,
1993). A visualizagao das bandas no gel pode ser feita diretamente por coloragao
com brometo de etideo, nitrato de prata ou através de autoradiografia ao se utilizar
primers marcados por radioisétopos na reacao da PCR.
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Figura 3. Formagcao de mudanca da matriz de leitura durante a replicagao das
fitas de DNA. Nesta etapa pode ocorrer um deslize em uma unidade de repeticao,
podendo ser formada por um ou mais pares de bases nucleotidicas. Ocorre a
formagcao de algcas que sao estabilizadas pelo pareamento desigual das unidades
de repeticdo nucleotidicas, causando insercdes (I) ou delecdes (II) nas fitas de
DNA. Os numeros de 1 a 6 referem-se a unidade de repeticdo de um
trinucleotideo. As fitas de cor preta representam o DNA molde e as de cor azul
representam o DNA recém-sintetizado complementar a fita molde.

Adaptado: (Levinson e Gutman, 1987)

I. II.

Figura 4. Crossing-over desigual entre diferentes cromossomos durante a meiose.
Fendbmeno que ocorre para explicar as mudancas mais drasticas nas unidades de
repeticdo. A figura representa os cromossomos, apds o crossing-over, com muitas
(I) e poucas (II) unidades de repetigoes.
Fonte:http://www.woodrow.org/teachers/esi/2002/Biology/Projects/p3/index.htm.
(Acesso: Julho 2005)



Outra forma de deteccdo do polimorfismo em gel de poliacrilamida é a
marcacao dos produtos amplificados com compostos fluorescentes especificos para
cada par de primer utilizado. Através de um seqlienciador automatico sdo feitas as
analises dos microssatélites, que detecta a fluorescéncia. Este sistema conduz a
uma analise mais eficaz na determinagdo do tamanho dos fragmentos, facilitando a
automacdo da genotipagem através da aquisicao, analise e armazenamento dos
dados (Souza, 2001). Contudo, a escolha deste sistema aumenta muito o custo final
da pesquisa, nao sendo o mais indicado para os projetos de mapeamento genético,
realizados em laboratérios de médio porte que necessitam de genotipagens em
larga escala de forma rapida e econdomica.

Como vantagem tem-se que o0s microssatélites sao abundantes, bem
dispersos no genoma de eucariotos, altamente polimoérficos, estaveis, co-
dominantes e herdaveis de maneira mendeliana (Morgante e Olivieri, 1993). Assim,
seu uso como marcadores torna-se ideal para identificagao e caracterizagao de
gendtipos (Rongwen et al., 1995, Behl et al., 2002), estudos de diversidade
genética (Lu e Bernardo, 2001; Ni et al., 2002), de evolucdo (Schlotterer e
Pemberton, 1998; Goldstein e Schlotterer, 1999) e mapeamento genético de
genomas (Zhao e Kochert, 1993; Rdder et al., 1998; Ferdig e Su, 2000).

Muitas espécies de plantas ja possuem um conjunto de microssatélites
disponiveis para utilizacdo em estudos genéticos, principalmente para espécies de
importancia agrondmica, como é o caso da soja (Akkaya et al., 1992), do milho
(Senior e Heun, 1993), do trigo (Rbéde et al., 1995) e do arroz (Wu e Tansksley,
1993). Morgante e Olivieri (1993) demonstraram ampla distribuicao dos
microssatélites em plantas, sendo as repeticdes de dinucleotidios (AT)n as mais
freqlentes, seguidas pelas de trinucleotidios (AAG)n e (AAT)n. Segundo Condit e
Hubbell (1991), as repeticdoes mais comuns em milho sao (CT)n, (AG)n e (GCT)n.
Sibov et al. (2003) relataram que em milho tropical as repeticdes mais abundantes
e mais polimorficas sdao as dinucleotidicas, enquanto as menos abundantes e menos
polimérficas sdo as tetranucleotidicas.

No caso das espécies que ndao possuem marcadores microssatélites

disponiveis, deve-se iniciar um programa de desenvolvimento dos mesmos, fator



esse limitante em muitos laboratérios, pois além de serem de elevado custo, faz-se
necessario um laboratério equipado e de pessoas qualificadas. O principio basico no
desenvolvimento dos microssatélites para uma espécie envolve o conhecimento das
seqliéncias Unicas, adjacentes a regido contendo os motivos repetidos,
possibilitando a designacao de um loco especifico (Souza, 2001).

Varios métodos podem ser utilizados para a obtencdo dos marcadores
microssatélites, entre eles ha os que se baseiam em clonagem simples (Rassman et
al., 1991) e em PCR (Grist et al., 1993; Cifarelli et al., 1995). Contudo a
metodologia que utiliza a construcdo de bibliotecas genémicas enriquecidas de
seqliéncias microssatélites estd sendo utilizada com sucesso devido a rapidez e
eficiéncia na obtencdao dos dados (Ostrander et al., 1992; Takahashi et al., 1996).
Esse enriquecimento é efetuado através de uma selecao prévia quanto a presenca,
nos fragmentos clonados, de repeticdes em tandem (motivos adjacentes). Em
etapas posteriores, os clones que possuem as repeticdes microssatélites sao
identificados e seqlienciados. A regido contendo a seqiiéncia Unica é utilizada para o
desenho dos oligonucleotideos a serem empregados para a amplificacdo destes
locos em diferentes genodtipos. Este procedimento é feito para a identificacdo e
caracterizacao dos alelos microssatélites entre diferentes genoétipos (Chin et al.,
1996; Souza, 2001).

Um grande numero de marcadores microssatélites de milho esta disponivel
para o uso pela comunidade cientifica, devido ao resultado do trabalho conjunto de
empresas privadas e entidades publicas no desenvolvimento dos microssatélites
(Sharopova et al., 2002). Senior e Heun (1993) foram os pioneiros no uso dos
microssatélites em estudos genéticos do milho, utilizaram 6 microssatélites em 8
linhagens de milho. Atualmente, no banco de dados publico de milho (Maize
Genetics and Genomics Database - http://www.maizegdb.org/) estao catalogados
2.095 microssatélites (MaizeGDB, Jan 2006), para os quais estdo disponiveis as
seqliéncias dos pares de primes necessarios a sua amplificacdo, facilitando, assim,

as pesquisas de diversidade genética e mapeamento em milho.



2.3. Mapeamento de QTL

2.3.1 Caracteres quantitativos e QTL

Grande parte do esforco efetuado nos programas de melhoramento genético
de plantas esta concentrado no conhecimento dos caracteres quantitativos. Estima-
se que cerca de 98% dos caracteres fenotipicos de importancia econdmica em
plantas cultivadas seja quantitativo (WIPO, 2001). Como exemplo de caracteres
quantitativos em milho, tem-se a producao de graos, resultado do efeito combinado
de muitos genes, como os que controlam peso de graos, numero de fileiras de graos
na espiga, fotossintese, desenvolvimento da raiz, tempo de germinacdo, entre
outros (Hallauer e Miranda, 1988).

O carater quantitativo em uma populagdo é influenciado por dois principais
fatores que alteram a expressdo deste carater. O primeiro é a sua heranca
poligénica (Mather e Jinks, 1982), isto é, a variacdao fenotipica é determinada por
diversos genes segregando de modo Mendeliano, cada um com pequenos efeitos
aproximadamente aditivos sobre um determinado carater (Kearsey e Poni, 1996). O
segundo é o seu carater multifatorial, as respostas dos caracteres quantitativos sao
sensiveis aos fatores ambientais, seja devido as mudancas climaticas ou de
localizacdo. Apesar dos caracteres quantitativos possuirem particularidades, é dificil
definir precisamente um carater. O melhor que pode ser dito sobre uma
caracteristica quantitativa em uma dada populacdo, é que o carater apresenta uma
variacdo continua na populacdo, apresentando uma distribuicdo mais ou menos
normal.

Desta forma, ndo é possivel separar um cardter quantitativo em classes
distintas, como é feito nos caracteres qualitativos (Fisher, 1918; Faconer e Mackay,
1996). Os genes qualitativos possuem um grande efeito no fendtipo,
freqlientemente possuem alelos ndo funcionais, dos quais resultam fendtipos bem
diferentes (Kearsey, 1998). Contudo, diferengas alélicas podem ocorrer na estrutura
ou na regulacao dos genes, o que altera diretamente a acao dos genes produzindo



pequenos efeitos fenotipicos. Este tipo de variacdo alélica é a que esta envolvida na
variagao quantitativa (Kearsey e Poni, 1996).

Inicialmente os genes que participavam de caracteres com heranca poligénica
eram chamados de poligenes (Mather e Jinks, 1982). No trabalho de Geldermann
(1975), foi utilizado o termo "“QTL” pela primeira vez, que significa locos
controladores de caracteres quantitativos. Os locos seriam segmentos de DNA que
afetam uma determinada caracteristica quantitativa, podendo ser um Unico gene ou

multiplos genes.

2.3.2. Marcador e mapeamento genético

Técnicas estatisticas baseadas na estimativa de parametros, como médias,
variancias e covariancias, sao bastante utilizadas para descrever as caracteristicas
da distribuicdo fenotipica continua, pois permitem a estimacdao aproximada do
nimero de locos afetando um carater, a acdao génica média (dominante ou
recessiva), o grau de interacao dos locos (entre eles e com o ambiente) na
determinacdo do fendtipo. Contudo, utilizando-se apenas as técnicas estatisticas,
ndo é possivel conhecer a magnitude dos efeitos, heranca, acdo génica de locos
especificos afetando um carater (Tanksley, 1993; Falconer e Makay, 1996).

O trabalho pioneiro de Sax (1923), que estudou o carater tamanho da
semente de feijdo (carater quantitativo) e cor da semente (carater qualitativo),
sugeriu a ligagdo entre esses caracteres, isto €, que a expressdao de um gene
simples estaria ligada a expressdo de um QTL. Trabalhos seguintes também
confirmaram a ligagao de genes que controlavam a variagdao quantitativa utilizando
marcadores simples (Smith, 1937; Breese e Mather, 1957; Thompson, 1975).

ApOs os resultados de Thoday (1961), surgiu a idéia de se utilizar marcadores
de genes simples para mapear QTL. Nesta época a aplicacao pratica da metodologia
encontrava certas limitagbes, pois os estudos eram feitos utilizando marcadores
fenotipicos ou citoldgicos. Estes marcadores eram dificeis de serem obtidos e em

nimero muito limitado, representando apenas uma fracdo do genoma, ndo sendo



possivel a estimativa precisa na avaliacdo da variacdo nas populacdes (Tanksley,
1993).

Estas limitagGes foram superadas na década de oitenta devido ao surgimento
dos marcadores moleculares, os quais refletem a variabilidade da molécula de DNA,
podendo ser utilizados como marcadores em populagdes naturais. Além disso,
propriedades como neutralidade fenotipica, informatividade dos locos, abundancia
no genoma em qualquer individuo, alelos codominantes e facilidade na obtencao dos
dados, possibilitou sua generalizacdo nos estudos genéticos e rapido avango no
mapeamento de QTL (Stuber et al., 1987; Stuber et al., 1992).

2.3.3. Populagdes utilizadas no mapeamento

O principio basico que fundamenta as analises de QTL é a existéncia do
desequilibrio de ligacdo entre os alelos do loco marcador e os alelos ligados ao QTL.
O desequilibrio de ligacao pode ser definido, como uma associacao dos alelos de
diferentes locos, em uma populacao ndo randémica e pode ser causado por varios
fatores, incluindo selecao e deriva genética. Contudo, em geracdes segregantes
derivadas do cruzamento controlado de linhagens (F,, F..3 ou populagdes de
retrocruzamento) a causa do desequilibrio de ligacao é a ligacdo fisica dos locos,
formando a base para o mapeamento de ligacao classico. O desequilibrio de ligacao
devido a ligacao fisica dos locos possui seu valor maximo nas populagdes de
cruzamentos controlados e, como conseqliéncia, a obtencao do mapa e deteccao de
QTL é também maximizada utilizando locos marcadores. Assim, um grande numero
de delineamentos experimentais e metodologias estatisticas foram desenvolvidos
para explorar esta informacgao. Os principais tipos de delineamentos empregados em
mapeamento genético utilizam populagdes F,, F,.3, populagdes obtidas por
retrocruzamentos, linhagens puras recombinantes ou linhagens duplo-hapldides
(Tanksley,1993; Lynch e Walsh, 1998).

Populacbes por retrocruzamentos sao obtidas através do cruzamento dos
gametas produzidos pelos individuos da geragdo F; com uma das linhagens

parentais. Elas sao facilmente produzidas a partir de linhagens de diversas espécies,



incluindo espécies aldgamas como o milho e autégamas como o trigo. Apesar da
obtencao rapida de individuos utilizados no mapeamento, este delineamento
encontra limitagdo devido ao pequeno numero de individuos gerados com relacao
aos outros delineamentos utilizados. Portanto, caso sejam necessarios multiplos
testes em multiplos locais para se realizar as avaliagdes de um dado carater, este
tipo de delineamento certamente ndo é o mais adequado (Coelho, 2000). Um
exemplo de delineamento experimental com retrocruzamento é o delineamento III,
que utiliza plantas F, originadas do cruzamento entre duas linhagens endogamicas
(Comstock e Robinson, 1952). Ao invés de usar plantas F, para o retrocruzamento,
pode-se utilizar progénies F,.3 obtidas pela autofecundacgdo de cada planta F,, uma
vez que o conjunto de gametas de cada progénies F,.; representa os gametas da
planta F, correspondente. Esta estratégia aumenta o nimero de sementes que
podem ser obtidas de cada retrocruzamento, visto que a colheita de sementes sera
feita em varias plantas F,.5 ao invés de apenas uma planta F,, aumentando também,
0 numero de experimentos que podem ser realizados para as avaliagdes fenotipicas
dos caracteres quantitativos (Silva, 2002).

Linhagens puras recombinantes sao produzidas pela autofecundagao por cinco
ou mais geracoes de plantas de uma geragao F,. Segundo Tanksley (1993) o
desequilibrio de ligacao encontrado neste grupo é menor que os encontrados nos
outros delineamentos, o que diminui o poder de deteccao de ligagao entre os locos e
o carater quantitativo. Entretanto, Burr et al. (1988) consideraram uma série de
vantagens para a sua utilizagao: (I) a populagao pode ser considerada permanente
e nao havendo mais segregacao pode ser utilizada indefinidamente no
mapeamento; (II) a informacdo gerada é cumulativa, possibilita a integracao de
novos dados a um mapa existente; (III) o niumero de sementes ndo é mais
limitante, possibilitando a obtencdo de quantas sementes forem necessarias; (IV)
maior possibilidade de recombinacgao devido as varias geragdes de autofecundagoes
a que as linhagens sao submetidas, permitindo a identificacao de marcadores
fortemente ligados aos caracteres fenotipicos (Silva, 2002).

As plantas duplo-hapldides sdo obtidas pela cultura de anteras de plantas F;,

onde a colchicina é utilizada visando a duplicacdo do numero de cromossomos de
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grdaos de pédlen. Linhagens duplo-hapldides sao consideradas totalmente
homozigotas, uma vez que seu genoma é constituido do conjunto hapldide de
cromossomos duplicados. A autofecundacdao de plantas desse tipo dara origem as
sementes com gendtipos idénticos, isto &, linhagens duplo-haploides. Nas espécies
nas quais este tipo de linhagem pode ser obtido, diversos mapas genéticos tem sido
construidos utilizando este delineamento, como cevada, cana-de-agucar, brassicas,
entre outras. (Coelho, 2000; Silva, 2002).

O delineamento genético utilizando individuos da geracdo F,, resultante do
cruzamento entre duas linhagens homozigotas divergentes é o mais empregado. A
principal vantagem em utilizar este delineamento é devido a obtencdo de trés
gendtipos de cada loco de marcador, o que permite a estimativa do grau médio de
dominancia associado ao QTL detectado. A estimativa do grau médio de dominancia
estd diretamente associada a uma escolha eficiente nos métodos de melhoramento
a serem adotados na cultura (Hallauer e Miranda, 1988). Young (1994) comentou a
condicdo temporaria deste delineamento, apesar do desequilibrio de ligacao
apresentar seu ponto maximo. Nessas populagles, tanto a genotipagem quanto a
avaliacao dos caracteres quantitativos sao feitas para cada planta em separado,
aumentando a variacao experimental e diminuindo a precisao da deteccao ou do
mapeamento de QTL. Essa limitagao foi superada por Finsh et al. (1996), utilizando-
se de delineamentos F,.3, onde as plantas F, sao genotipadas, enquanto o carater
associado ao gendtipo individual é estimado pelo valor médio das progénies F;.s.
Este delineamento ofereceu um aumento no poder de deteccao dos QTL com a
reducao da variancia de amostragem. Outro ponto a favor é a manutencao das
progénies F,.; através das polinizacbes controladas entre plantas da mesma
progénie, perpetuando a fonte de material vegetal para avaliagbes experimentais
em diversos anos e locais, para coleta de DNA e para utilizacdo dessas progénies no
prosseguimento do programa de melhoramento genético daquela espécie (Lynch e
Walsh, 1998).
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2.3.4. Mapa genético

Mapas de ligacdo ou genéticos sdo representacoes graficas dos cromossomos
de uma espécie, obtidos através de analises estatisticas. Um mapa de ligacdo é
composto por varios grupos de ligacdo, sendo que o numero deles depende da
espécie em estudo. Assim, um grupo de ligagdo contém locos ordenados, podendo
estes ser genes (marcadores morfoldgicos ou isoenzimaticos) ou ndao (marcadores
moleculares), alinhados ao longo de um mesmo cromossomo, indicando as
distancias relativas entre eles. Os mapas genéticos sdao essenciais para os estudos
genéticos: (i) em genética quantitativa eles permitem a localizacdo dos QTL,
facilitando a selecao assistida no melhoramento genético; (ii) em biologia molecular
mapas genéticos com um grande numero de marcadores facilitam a clonagem
posicional de genes, fornecendo o esqueleto genético para a construcao do mapa
fisico; (iii) em estudos evolutivos permitem tanto a comparacao das estruturas
genOmicas de diferentes espécies ou populacdes, quanto a homologia de genes,
conservacao de distancia e ordem de ligagdo dos cromossomos (Lynch e Walsh,
1998).

Na cultura de milho, o primeiro mapa genético foi publicado por Emerson et
al. (1935), no qual continha 62 locos baseados em caracteres morfoldgicos.
Helentjaris et al. (1986) construiram o primeiro mapa genético do milho, utilizando
0 marcador molecular do tipo RFLP. O mapa continha 116 locos RFLP, derivados de
cDNA e de clones genémicos. Burr et al. (1988) desenvolveram um mapa de RFLP
baseados em dados de segregacao de duas populagdes de linhagens recombinantes.
Contudo, apenas na década de 90 foi possivel viabilizar a integracdo dos mapa de
ligagdo do genoma do milho, utilizando marcadores core. Gardiner et al. (1993)
escolheram marcadores core RFLP com base em seu baixo numero de cdpias no
genoma, alto polimorfismo e cobertura equidistante no genoma (+/- 20cM),
permitindo a divisdo do genoma do milho em uma série de unidades binarias
chamadas de bins. Um par de marcadores RFLP define um bin, cada um é numerado
de acordo com o cromossomo ao qual pertence, seguindo um ponto decimal que sao

as subdivisdes seguintes, sendo criado um numero seqliencial do marcador core do
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braco curto mais distante para o préximo marcador core. Este sistema de bin serve
como um esqueleto em um mapa de milho facilitando a compreensao das
informagdes genéticas vinda dele. Deste entdo, inUmeros mapas de ligacdo do
genoma do milho foram construidos, utilizando diferentes estratégias de
mapeamento, sistemas de marcadores genéticos e processos estatisticos-
computacionais (Davis et al., 1999). Atualmente, o marcador molecular do tipo
microssatélite € o mais utilizado em estudos de mapeamento (Senior e Heum,
1993; Senior et al., 1996; Sharopova et al., 2002), devido as suas inUmeras

vantagens com relagéo aos outros marcadores.

O conceito utilizado na construgdao de um mapa de ligacao entre os genes é o
mesmo em todos os casos. As freqiiéncias de recombinacdes (produto da meiose)
na amostra sao medidas e, por esta medida determina-se o grau de ligagao entre os
genes em questdo. A freqiéncia de recombinacdo entre dois locos é fungao da
distancia entre eles. Quanto maior a distdncia maior a probabilidade de ocorréncia
de recombinacdo entre os locos. Assim, a freqliéncia de recombinacdo pode ser

utilizada como uma medida de distancia entre os locos (Liu, 1998).

Nem sempre a freqiéncia de recombinacdao fornece uma medida precisa da
distancia no mapa. As freqliéncias de recombinacdo sao estimativas das
probabilidades de ocorréncia de crossing-overs e como tais ndao possuem a
propriedade de serem aditivas. Além disso, o fenOmeno de interferéncia, isto é, a
ocorréncia de um crossing-over afeta a ocorréncia de um segundo em regidoes
adjacentes, tornando menos precisa a utilizacdo da freqiiéncia de recombinacdo
para estimar a distancia. Correcbes para os fen6menos citados sao feitas utilizando
diferentes funcdes de mapeamento. As duas fungdes mais utilizadas sao as
descritas por Haldane (1919) e por Kosambi (1944). A primeira supde auséncia de
interferéncia e a segunda prop0s uma funcao alternativa na qual é considerado uma

inteferéncia moderada.

As distancias estimadas do mapa ndao possuem uma relacdo universal com a
distancia fisica entre os locos. A quantidade de DNA que correponde a 1 cM

(centimorgan) varia amplamente dependendo da espécie estudada, podendo
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corresponder desde 10 até 1.000 Kilobases (Kb). Além disso, a freqliéncia de
recombinacdo estd sob controle genético e alguns genes influénciam esta freqiéncia
ao longo de todo o genoma, enquanto outros tem acao em regides especificas do
cromossomo. Este fato pode fazer com que a quantidade de DNA para cada cM, até
dentro de um mesmo cromossomo e, principalmente, proximo aos telomeros e
centrOmeros, sofra uma consideravel variacdao (Brooks, 1988). Estima-se que o
genoma do milho contenha 1.400 cM de extensdo e que seja constituido por 3x10°
pares de bases (pb). Desta forma, em milho 1 cM equivale a 2,143x10° pb, em
média (Lynch e Walsh, 1998).

2.3.5. Métodos de mapeamento

Para um mapeamento eficaz faz-se necessario um método que forneca uma
precisa identificacao e localizacao dos QTL individuais no genoma, para uma
estimativa dos parametros genéticos apropriados. Para que isto aconteca é
necessario a utilizacdo de um delineamento experimental adequado, um mapa
genético saturado e um modelo ideal na anadlise do método de mapeamento
empregado.

A deteccao de QTL utilizando apenas um marcador de cada vez apresenta um
principio simples. O genétipo do loco marcador do individuo é determinado, assim
como o fendtipo para o carater quantitativo. Caso ocorram diferencas nas médias
fenotipicas entre as classes de genodtipos marcadores, faz-se a inferéncia da
existéncia de QTL ligados aos marcados (Mackay, 2001). O poder estatistico que
este método apresenta é baixo, pois apenas permite detectar quais as marcas que
tém influéncia sobre o carater e ndo o efeito e localizagdo dos QTL.

Ap6s o surgimento dessa metodologia inicial, outros métodos foram
propostos e aprimorados. Contudo, o principio de mapeamento fundamentado na
probabilidade condicional de que o gendtipo do QTL é Q,, dado que o gendtipo do
marcador observado é M;, é o mesmo para todas as metodologias de mapeamento

que se seguiram. Pela definicao de probabilidade condicional tem-se:
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pelo, v, )=o)

onde: Pr(Qij)é a propriedade conjunta do genétipo do QTL ser Q, e 0 gendtipo do
marcador ser M; [por exemplo, Pr(Qij): Pr(gq/MM) é a probabilidade do genétipo
gq do QTL ocorrer junto ao marcador MM na populagaol]; Pr(M_/.) € a probabilidade

marginal, ou seja a probabilidade de ocorréncia do genétipo do marcador [por

exemplo, Pr(M_/.):Pr(MM) € a probabilidade do gendétipo MM do marcador ocorrer

na populagao]. Estas probabilidades Pr(Qij) e Pr(M_) sao fungdes do mapa de

J
ligacao e do delineamento experimental empregado para produzir as populagoes
(Lynch e Walsh, 1998).

Com base nesta probabilidade condicional, o valor do carater para os varios
gendtipos marcadores pode ser calculado. Supondo que existam n gendtipos QTL,

onde a média do Q-ésimo genotipo do QTL € ,, , o valor médio para o genétipo do
marcador M ,é dado por: u,, =Y ty Pr(Qk/M_/.). O efeito do QTL é representado
K=1

por u, € a posicdo do QTL é representada através da probabilidade condicional
Pr(Qk/Mj). Esta equacdo é geral e pode ser utilizada com varios gendtipos

marcadores e varios QTL.
O teste para verificar se um QTL estd ligado ao marcador, é baseado na
estatistica da razao de verossimilhanca (LR):

LR=-2 ln{

onde: a hipdtese alternativa (H,) refere-se a presenca de um QTL ligado ao
marcador e a hipétese de nulidade (Hy) refere-se a auséncia de ligacdo de um QTL

a esse marcador, com a pressuposicdo de que a distribuicdo dos fendtipos é normal.
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O teste de significancia também pode ser feito através do LOD score (likelihood of
odds score). A diferenca entre o LOD score e a estatistica LR é a base do logaritmo
usado no teste. O teste LR utiliza logaritmos naturais e o LOD score utiliza
logaritmos na base 10. A estatistica LR é interpretada como a probabilidade de
ocorréncia dos dados, sob a hipétese nula, a qual é testada usando a distribuicao
tedrica de qui-quadrado. O LOD score ndo necessita de distribuicao tedrica para a
sua interpretacdo, um LOD score igual a 3 indica que a hipdtese alternativa é 103
vezes mais provavel de ocorrer do que a hipétese nula (Lynch e Walsh, 1998).

Com base nestas idéias Lander e Botstein (1989) propuseram o mapeamento
por intervalo (IM), utilizando as informacgOes de segregacao de pares de marcadores
adjacentes flanqueadores, sendo estimadas as freqUéncias de recombinacdo e as
magnitudes dos efeitos do QTL. Com a inovacao deste tipo de mapeamento foi
possivel a separacao da localizacao do QTL e do seu efeito, o que aumentou a
precisdo do mapeamento (Liu, 1998). Este método foi utilizado no desenvolvimento
do programa de mapeamento MAPMAKER-QTL (Lander et al., 1987; Lincoln et al.,
1992). No mapeamento por intervalo, as anadlises sao realizadas em um intervalo
de cada vez, isolando o efeito do QTL no intervalo, dos efeitos dos demais QTL do
genoma. Este isolamento nao permite determinar se os efeitos significativos dos
intervalos adjacentes sdo devidos a um Unico QTL, comum a tais intervalos, ou a
varios QTL ligados, um em cada intervalo. Além disso, como o isolamento ndo
permite que sejam considerados os efeitos significativos de outros QTL, as
estimativas da posicao e do efeito do QTL no intervalo podem ser imprecisas,
diminuindo o poder de deteccdo do método (Lynch e Walsh, 1998).

Zeng (1994), procurando aprimorar o método por intervalo, propds o
mapeamento por intervalo composto (CIM). Nesta metodologia, além dos pares de
marcadores adjacente, sao selecionadas e adicionadas ao modelo marcas como
cofatores, o que permite controlar os efeitos de outros QTL sobre aquele QTL
investigado no intervalo. A inclusao das marcas com efeitos significativos sobre o
QTL do intervalo analisado diminui o residuo do modelo, aumentando sensivelmente
o poder de deteccdo do QTL, além de melhorar a precisao das estimativas do efeito

e da posicdao do QTL. Os cofatores empregados na anadlise sao selecionados através
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de regressdo multipla, a qual permite selecionar as marcas com efeitos
significativos sobre o QTL do intervalo analisado, que estejam associadas a QTL
ligados ou nao.

A utilizagao de marcas significativas como cofatores resolveu o problema da
deteccao de falsos QTL e isto contribuiu para o uso deste método nos estudos de
QTL. Assim, diversos programas foram desenvolvidos baseado neste método.
Alguns exemplos sao os programas MapQTL (Van Ooijen, 1996), MQTL (Tinker e
Mather, 1995), PLABQTL (Utz e Melchinger, 1996), QGENE (Nelson, 1997) e
QTLCartographer (Basten et al., 1999).

Jiang e Zeng (1995) estenderam a idéia do CIM para o mapeamento de QTL
associados aos varios caracteres, denominado mapeamento de caracteres multiplos
(mCIM). O mesmo modelo pode ser utilizado nos caracteres correlacionados ao
carater analisado, nas correlacées entre determinado carater e também na analise
de um cardter em diversos ambientes. A incorporacdo dos caracteres
correlacionados ao modelo aumenta o poder de deteccao e de precisao das
estimativas dos QTL, pois considera as informagdes de diversos caracteres em
conjunto. A escolha desta abordagem possibilita a investigacao da natureza da
correlacdo genética entre os caracteres (QTL com efeitos pleiotropicos ou a ligagao
entre eles) além de permitir a anadlise da interacdo QTL x ambiente (Bearzoti,

2000). O modelo estatistico é definido como:
* ok *® %k t
Yu =by +bx;+d,z; +zl(blkx_/, +dyz,)+e,

onde:
yjx= valor fenotipico do cardter no ambiente k do j-ésimo individuo (k=1,...,5;
j=1,...,256);

b,, = efeito médio do modelo para kK ambiente;

b, = efeito aditivo do QTL no ambiente k;
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x, = variavel indicadora para o j-ésimo individuo, que assume valores em fung&o do

gendtipo dos QTL, inferidos indiretamente a partir dos marcadores flanqueadores i e
i+ 1;
d;, = efeito dominante do QTL no ambiente k;

zj: variavel indicadora de heterozigosidade do QTL com valores 1 e 0 para

heterozigoto e homozigoto, com probabilidade dependente do gendtipos marcadores
flaqueadoresiei + 1.

X; € z,;= variavel correspondente para o marcador /, assumindo que t marcadores

sao selecionados utilizando a regressao stepwise para controlar a variacao genética
residual (cofatores);

b, e d, = sdo os coeficientes de regressao parcial de yxem x, € z,;
e; = residuo do modelo.

O método de mapeamento mais recente, foi o proposto por Kao et al. (1999),
chamado de mapeamento por intervalo multiplo (MIM). Durante as andlises varios
intervalos sdo considerados simultaneamente e ndo apenas um Unico intervalo
como ocorre nos outros meétodos, além disso, o parametro de epistasia foi
incorporado ao modelo da analise, aumentando o poder de deteccao dos QTL.
Contudo, estudos de simulacao em larga escala para avaliar a repeticao e robustez
do método na identificacgdo do modelo genético utilizado ainda ndo estdo
disponiveis na literatura, dificultando assim a aplicabilidade dessa metodologia
(Zeng et al., 1999).
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2.4. QTL em milho

2.4.1. Milho temperado

As duas ultimas décadas foram promissoras para o mapeamento de QTL em
milho, devido aos inumeros trabalhos publicados, possibilitando informagdes
detalhadas sobre o niumero de genes, acao génica, heterose e interagdes QTL X
ambiente. Os trabalhos de mapeamento de QTL em milho temperado utilizam
basicamente material genético resultante de dois sintéticos desenvolvidos em
programas de melhoramento de milho norte-americanos, referidos como Iowa Stiff
Stalk Synthetic (BSSS) e Lancaster. A maioria dos hibridos simples plantados
comercialmente foi produzida pelo cruzamento de linhagens vindas destes dois
grupos. Como exemplos, no primeiro grupo temos as linhagens B73, B37 e A632, e
no segundo grupo as linhagens Mo17, Oh43 e Va35 (Stuber, 1995).

O primeiro trabalho de mapeamento de QTL em milho foi realizado por
Edwards et al. (1987), em duas populagdbes F,, empregando marcadores
isoenzimaticos e morfoldégicos com analise de mapeamento de marcas simples. Os
resultados detectaram, em média, 14 marcadores significativamente associados aos
QTL em 25 caracteres agrondmicos (entre eles producao de grdos). A acao génica
variou para ambas as populagdes entre caracteres e entre locos, embora
sobredominancia apareca especialmente mais freqliente para os caracteres ligados a
producao de graos.

Utilizando as mesmas populagdes de mapeamento e 0s mesmos marcadores
(isoenzimaticos e morfolégicos), Stuber et al. (1987) detectaram QTL associados a
producao de graos em 24 caracteres relacionados. Os autores comentaram sobre o
grande numero encontrado de associagoes significativas de certos locos marcadores
com os caracteres. Uma re-avaliagao de uma das duas populacdes F, estudadas
acima (Co159 X Tx303), foi realizada utilizando marcadores isoenzimaticos e RFLP.
Os resultados mostraram um aumento no numero de QTL detectados de 17 para
114, fornecendo uma localizagao mais precisa dos mesmos (Edwards et al., 1992).

Estes trabalhos iniciais de mapeamento de QTL mostraram a existéncia de
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associagoes entre os locos dos marcadores moleculares com os locos dos caracteres
ligados ndo apenas a producdo de grdos, como também aos componentes de
producdo. Além disso, estes trabalhos indicaram a distribuicdo dos QTL ao longo do
genoma.

Stuber et al. (1992) foram os primeiros a explorar dois fendmenos
importantes na genética do milho: a heterose e a interacdo gendtipo X ambiente. Os
autores utilizaram as linhagens parentais B73 e Mol7, e dois métodos de
mapeamento de QTL, por marcas simples e por intervalo, com 76 marcadores
moleculares (isoenzimaticos e RFLP). Os resultados mostraram-se semelhantes, na
utilizacdo dos dois métodos e sugerem que a maioria dos QTL estava associada a
sobredominancia, podendo estar atuando de forma significativa no fenémeno de
heterose. Contudo, os autores comentam que a agdo génica poderia ser na verdade
uma pseudo-dominancia, isto é, locos préximos aos alelos dominantes ou
parcialmente dominantes, que apresentam vantagens nos efeitos quando os locos
ligados estao em fase de repulsao. Apesar do estudo ter sido realizado em cinco
ambientes diferentes, ocorreu uma pequena evidéncia da interacdo QTL X ambiente.

Estudos posteriores empregaram mapas genéticos saturados, utilizando
apenas marcadores moleculares (RFLP e microssatélites), populacdes derivadas de
outras linhagens parentais, e andlises de mapeamento mais precisas, como o
mapeamento por intervalo composto (Zeng, 1994). Muitas das populagoes
estudadas no mapeamento de QTL associados ao carater producdo de graos e seus
componentes, em milho temperado, foram geradas a partir das mesmas linhagens
parentais: Mol7 e H99. Os estudos posteriores, obtidos destas populagoes,
confirmaram de certa forma os resultados dos trabalhos citados acima, seja
utilizando populagdes F, (Ajmone-Marsan et al., 1995), progénies F,.3 (Veldboom e
Lee, 1994; Ajmone-Marsan et al., 1996), estudos em ambientes diversos (Veldboom
e Lee, 1996a,b), linhagens recombinantes (Austin e Lee, 1996), progénies Fs.7
(Austin e Lee, 1998) ou estudos envolvendo populagdes geradas a partir de outras
linhagens parentais (Ajmone-Marsan et al., 1995; Frova et al., 1999).

Varios estudos foram realizados no intuito de explicar os fen6menos como a

interacdo QTL X ambiente, consisténcias dos QTL através de varios ambientes, QTL
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associados aos caracteres multiplos, entre outros. Veldboom e Lee (1996a,b) nao
observaram interacdo QTL X ambiente em seus estudos. Eles formularam varias
hipéteses para explicar esta auséncia de interacdo, tais como: o tipo de teste
utilizado para detectar a interacdo, a amostragem da populacdo mapeada e também
a biologia do carater em estudo.

Austin e Lee (1996) discutiram QTL associados aos caracteres multiplos. Os
autores detectaram um QTL que influencia os caracteres altura de planta, altura de
espiga e tamanho do pendao, confirmando a alta relagao existente entre eles. Uma
explicacao genética seria devida, ou a QTL com efeitos pleiotrdpicos, ou a presenca
de QTL ligados controlando os diferentes caracteres. Quanto a estabilidade dos QTL
mapeados em mais de um ambiente Ajmone-Marsan et al. (1995) relataram que o
mapeamento foi realizado com as médias das progénies, assim detectando apenas
locos com grandes efeitos (Frova et al., 1999).

Outros trabalhos foram realizados com o intuito de investigar QTL associados
a morfologia, como altura de plantas, altura de espigas (Berke e Rocheford, 1995;
Veldboom e Lee, 1996b; Barriére et al., 2001; Cardinal et al., 2001; Flint-Garcia et
al., 2003), resisténcia as doencas (Pe et al., 1993; Landi et al., 2002), resisténcia
aos insetos (Grohn et al., 1998), tolerancia a seca (Frova et al., 1999),
comprimento do colmo com conseqiiéncia no acamamento de plantas (Flint-Garcia

et al., 2003), entre outros.

2.4.2. Milho tropical

Os trabalhos que exploram o germoplasma de linhagens de clima temperado
sao oriundos de grupos heterdticos bem definidos, como mencionados
anteriormente, assim apresentam base genética estreita em contraste com o
germoplasma de linhagens de clima tropical. Populagdes utilizadas nos programas
de melhoramento de milho tropical sdao derivadas de diferentes populagdes,
apresentando uma ampla base genética e maior variabilidade do que o material de
clima temperado (Lanza et al., 1997; Laborda, 2003). Desta forma, poucos

trabalhos foram realizados, no estudo de mapeamento de QTL em milho de clima
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tropical, quando comparados ao numero encontrado para os de milho de clima
temperado.

Um dos primeiros estudos de mapeamento de QTL, utilizando linhagens
adaptadas ao clima tropical, foi realizado por Ribault et al. (1997). Os autores
avaliaram as familias F,.3 geradas a partir do cruzamento de duas linhagens Ss
(Ac7643 e Ac77729/TZSRW) do germoplasma Tuxpeno. A populagao de
mapeamento foi cultivada em ambientes submetidos aos diversos regimes hidricos
para os caracteres de florescimento, esterilidade masculina, florescimento feminino
e intervalo entre os florescimentos masculino e feminino. O mapa foi construido
utilizando-se 142 marcadores moleculares do tipo RFLP e os QTL foram detectados
empregando o método de mapeamento por intervalo. Neste estudo foram
observados varios QTL com localizagdes comuns para diversos caracteres, como
havia sido sugerido por outros autores, 0os quais observaram que poucos QTL
apresentaram consisténcia nos diversos regimes hidricos (Abler et al., 1991;
Paterson et al., 1991).

O trabalho posterior do mesmo grupo, utilizando a mesma populagao, avaliou
outros caracteres: producao de graos, numero de sementes, nimero de espigas e
numero de graos por fileira. Para a avaliar a interacao QTL x ambiente foi utilizado o
método de mapeamento por intervalo composto para caracteres multiplos. O
numero de QTL mapeados variou de um a sete, nos trés regimes hidricos, para cada
carater, com menor nimero de QTL no ambiente sob estresse severo. Além disso,
ndo ocorreu consisténcia dos QTL nos ambientes sob os trés regimes hidricos.

Mangolin et al. (2004) mapearam QTL associados ao teor de éleo em
sementes F,.3 utilizando o método de mapeamento por intervalo composto (Zeng et
al., 1994). Foram mapeados 13 QTL, distribuidos em oito cromossomos,
responsaveis por 51,16% da variancia fenotipica. A principal contribuicdo para o
carater foi proveniente dos QTL mapeados nos cromossomos 1 e 5. Predominaram
QTL cujas agdes génicas foram aditivas e de dominancia parcial. Seis QTL mapeados
foram coincidentes com QTL citados na literatura, sugerindo QTL comuns com 0s
mapeados para material de clima temperado.
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Sibov et al. (2003) mapearam QTL associados a producdo de graos, altura de
plantas, altura de espigas e teor de umidade nas progénies F,.3, utilizando o mesmo
método de mapeamento do trabalho citado anteriormente. Os autores mapearam
quatro QTL para producao de graos, quatro para altura de plantas e cinco para
altura de espiga. Os QTL mapeados encontram-se distribuidos pelos cromossomos
1, 2, 7, 8 e 9. A porcentagem de variacao fenotipica variou de 3% a 11%.
Considerando os QTL em conjunto, eles foram responsaveis por aproximadamente
33%, 25% e 21% da variacao fenotipica para os caracteres producdo de graos,
altura de planta e altura de espiga, respectivamente. Os tipos de acles génicas
mais freqlentes encontradas foram dominancia parcial e sobredominancia. Alguns
QTL para altura da planta e de espiga foram mapeados préximos aos QTL para
producdo de graos, sugerindo ligacao ou efeitos pleiotrépicos nessas regides.

2.4.3. QTL x ambiente

Os caracteres quantitativos comentados anteriormente, sao bastantes
influenciados pelo ambiente e tendem a mostrar uma grande variacao na
interacdo gendtipo x ambiente (G X E). A interacdo G X E ocorre quando dois
gendtipos da mesma progénie apresentam comportamento diferencial em
ambientes distintos (Falconer e Mackay, 1996). Em ambientes tropicais e
subtropicais a interacao QTL X E é mais intensa, pois as culturas sao afetadas por
fortes variacbes climaticas como fotoperiodo, temperatura e pluviométrico
(Muchow et al., 1990).

O estudo inicial que analisou a interagao QTL X E foi realizado por Paterson et
al. (1991), em um cruzamento interespecifico de tomate (Lycopersicon spp.),
sendo detectados QTL em um dos dois ambientes estudados, sugerindo que
analises em ambientes Unicos poderiam subestimar o nimero de QTL detectados.
O trabalho de Veldboom e Lee (1996 a,b) mostrou que 50% dos QTL para
caracteres morfoldlogicos e de producdao de graos foram estaveis nos ambientes
de estresse e nao estresse. Ribaut et al. (1997) confirmaram esta estabilidade no
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numero e localizacdo dos QTL para os caracteres associados a producao do milho
tropical, detectados em trés ambientes com diferentes regimes de agua. Li et al.
(2003) atribuem a pouca estabilidade dos QTL a significativa interagao QTL X E,

além de QTL principais com efeitos opostos e a pronunciada epistasia encontrada.

O que se observa é que os resultados sobre a estabilidade dos QTL mapeados
sdo contraditorios entre material tropical e material temperado, uma vez que
varios trabalhos realizados em regides temperadas encontraram QTL
relativamente estaveis em diversos ambientes, tanto para os caracteres
morfoldgicos, quanto para os de producao em milho (Beavis et al. 1991; Stuber
et al. 1992; Schén et al., 1994; Ajmone-Marsan et al., 1995, 1996; Libberstedt
et al., 1997a,b). Stuber et al., (1992) mapearam seis e oito QTL associados a
producdao de grdaos, em duas familias de milho utilizando setenta e seis
marcadores moleculares, sendo de forma geral os QTL estaveis nos seis
ambientes. Ajmone-Marsan et al. (1995) mapearam QTL associados a producdo
de graos utilizando um mapa genético com oitenta e sete marcadores
moleculares, em familias F,.3 cruzadas com duas linhagens testadoras e avaliados
em dois locais, encontrando dois e trés QTL respectivamente. Nos trabalhos
acima citados, a estimativa da interagao QTL X E foi feita comparando-se QTL
mapeados nos diversos ambientes de forma independente.

Jiang e Zeng (1995) desenvolveram uma metodologia de mapeamento para
diversos ambientes, chamada método de mapeamento por intervalo composto
para ambientes multiplos (mCIM), no qual incorpora informacdes de diversos
ambientes separadamente. A vantagem deste método é o aumento do poder de
mapeamento e de precisdo das estimativas dos QTL permitindo a andlise da
interacao QTL x E. Desta forma, é possivel efetuar uma avaliagdo mais precisa da
interagao QTL x E. Alguns trabalhos foram realizados utilizando esta metodologia
em germoplasma de milho adaptado ao clima tropical, como o desenvolvido por
Jiang et al. (1997) e Bohn et al. (1997). No primeiro trabalho os autores
mapearam de cinco a oito QTL, referentes a treze caracteres relacionados a
adaptacao em alta e baixa altitude, utilizando oitenta e seis marcadores
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moleculares. Observa-se interagcao QTL x E para todos os caracteres. No segundo
trabalho os autores utilizaram noventa e trés marcadores moleculares do tipo
RFLP no mapeamento de dez QTL associados ao carater resisténcia, da lagarta
(Diatraea saccharalis) da folha em milho. Destes QTL mapeados um apresentou
interagao QTL x E. Os autores comentam sobre uma aplicacao promissora deste

resultado em selegdo assistida para o aumento da resisténcia a doenga.
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Abstract

Mapas genéticos saturados sdo utilizados para um eficiente mapeamento de caracteres de
interesse agrondmico (QTL) e nos programas de sele¢do assistida. Este trabalho gerou um mapa
genético saturado utilizando 139 marcadores moleculares do tipo microssatélites em uma
populacdo F, gerada de duas linhagens de milho tropical (L-02-03D e L-20-01F) contrastantes
para diversos caracteres de importancia econdmica/agronémica. O mapa obtido teve uma
extensdo total de 1.858,61 ¢cM com intervalo médio entre os marcadores de 13,47 cM. Setenta e
sete percento dos bins do mapa genético de milho foram cobertos, com um acréscimo de 14% de
cobertura em relagdo aos mapas de milho publicados. Os resultados deste trabalho mostram uma
primeira etapa que possibilitard desenvolver estudos da arquitetura genética em milho tropical
para a identificagdo e mapeamento de QTL e a estimativa de seus efeitos sobre a variagdo de um
cardter quantitativo, permitindo assim a sua manipulacdo e utilizacdo em programas de

melhoramento do milho.
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Introducao

Um mapa genético saturado utilizando marcadores informativos ¢ uma importante etapa para um
eficiente mapeamento de QTL, o qual tem como objetivo mapear genes associados a algum
carater em estudo. Assim, a precisdo no mapeamento de QTL estd relacionada a ocorréncia de
uma forte ligacdo entre o marcador e o carater, para um potencial uso em programas de sele¢@o
assistida utilizando marcadores moleculares e programas de introgressdo de QTL (Dekkers e
Hospital 2002). Estudos de simulagdo mostram que para isso acontecer deve-se utilizar
populacdes em desequilibrio de ligacdo, com um grande numero de individuos e marcadores
informativos que apresentem uma extensdo de no maximo 5 ¢cM entre um marcador e o QTL
(Moreau et al. 1998).

Virios mapas genéticos saturados utilizando marcadores moleculares foram construidos
nos ultimos anos para espécies de plantas de interesse econdmico (Cai et al. 1994, Davis et al.
1999, Réder et al. 1998, Paterson et al. 2000, Roose et al. 2000, Sharopova et al. 2002, Scalfi et
al. 2004). Estes mapas auxiliam na compreensdo da base genética da espécie em estudo,
facilitando a manipulacdo de genes alvos, estudos de evolu¢do e de mapeamento de locos
associados aos caracteres quantitativos (QTL) (Marksem et al. 2001, Servin e Hospital 2002).

O marcador molecular RFLP (Botstein e al. 1980) foi bastante utilizado na construcao de
mapas genéticos em milho temperado para fins de mapeamento de QTL utilizando populagdes F,
BC,, duplo haploides (DH) e linhagens recombinantes (RIL) (Edwards et al. 1992, Ajmone-
Marsan et al. 1995, Austin e Lee 1996a,b, Veldboom e Lee, 1996a,b). Apesar da comprovada

eficiéncia no seu uso, a metodologia RFLP ¢ dispendiosa em tempo e dinheiro, além de muitas
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vezes nao fornecer uma equilibrada cobertura do genoma, o que ¢ um importante pré-requisito
para um eficiente mapeamento de QTL.

O desenvolvimento de marcadores moleculares baseados na PCR (Mullis e Fallona 1987)
facilitou os estudos de mapeamento devido a répida e facil obtengdo dos dados, o que permitiu a
automacdo da metodologia em laboratorio. Nesta classe de marcadores destacam-se os
microssatélites (Litti e Luty 1989) ou SSRs (Simple Sequence Repeats) (Tautz et al. 1986),
definidos como regides curtas repetidas em tandem, com 1 a 6 nucleotidios de comprimento.
Como vantagens no uso deste marcador tem-se que sdo locos especificos, multialélicos e
altamente polimodrficos. Além disso, os microssatélites apresentam heranga codominante, como
os RFLPs, e sdo bem distribuidos no genoma de eucariotos (Morgante e Olivieri 1993, Ellegren
2000, Schlotterer 2004).

Poucos mapas genéticos foram construidos em populacdes de milho tropical utilizando
microssatélites. Recentemente, Sibov et al. (2003) construiram um mapa genético utilizando uma
populacdo F, obtida do cruzamento das linhagens parentais L-08-05F e L-14-4B, usando 117
microssatélites na obtencdo de um mapa com extensdo de 1.634,00cM e intervalo médio
14,00cM entre os marcadores adjacentes. Mangolin et al. (2004) em estudo de mapeamento de
QTL para conteudo de oleo, analisado em uma populagdo F, de milho tropical obtida do
cruzamento das linhagens parentais L-02-03D e L-20-01F, construiram um mapa genético com
75 microssatélites, obtendo um mapa com extensdo de 1.438,60cM e intervalo médio entre os
marcadores microssatélites de 19,18cM.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi saturar o mapa genético e determinar o nivel
de polimorfismo dos marcadores microssatélites em uma populacdo F, proveniente de duas

linhagens de milho tropical contrastantes para diversos caracteres de importancia econdmica.
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Este mapa genético saturado fornecerd melhor compreensdo da base genética do material, para
futuros estudos de mapeamento de QTL que poderdo ser empregados nos programas de

melhoramento do milho tropical.

Material e Métodos

Material Vegetal

As linhagens parentais (L-20-01F e L-02-03D) foram geradas de populagdes pertencentes ao
germoplasma de milho tropical, IG-1 (sementes alaranjadas lisas) e IG-2 (sementes amarelas
denteadas), respectivamente. Tanto as populagdes, quanto as linhagens pertencem a grupos
heteroticos distintos, contrastantes para varios caracteres de interesse econdmico. Ambas foram
produzidas pelo Programa de Melhoramento de Milho do Departamento de Genética/ESALQ —
Universidade de Sao Paulo. As linhagens parentais foram cruzadas e a identidade genética de trés
plantas F; em contraste com os parentais foi acessada utilizando os marcadores microssatélites.
As plantas F; foram autofecundadas para produzir as 256 plantas da populagdo F, utilizada no

mapeamento.

Analise dos microssatélites

Folhas jovens das linhagens parentais, das plantas F; e F,, foram coletadas, liofilizadas e moidas.
O material foi armazenado individualmente a -20°C e devidamente etiquetado. O DNA foi
extraido segundo o protocolo utilizando CTAB descrito por Hoisington et al. (1994). As
condigoes de amplificacdo dos marcadores microssatélites seguiram o processo descrito por
Sibov et al. (2003), adotando dois programas de amplificacdo o Touchdown PCR (Don et al.,
1991) e o que utiliza uma temperatura de anelamento (TA) especifica, calculado pela féormula de

Marmur e Doty (1962). Para visualizacdo dos microssatélites, as amostras foram submetidas a
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eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo (agarose/MetaPhor 1:1 a 4%), a 170V por 1:30h
utilizando tampdo TBE 1X, coradas em brometo de etidio (0,5 pwg/ml) por 20 min. Para
documentac¢ao e andlise do gel utilizou-se o equipamento GeneGenius (Syngene Ltda.). Para uma
melhor distingdo dos alelos na populagdo segregante, dez microssatélites, que apresentavam
alelos de tamanhos semelhantes, foram submetidos a eletroforese vertical em gel desnaturante de

poliacrilamida a 6% e corados em solugdo de prata segundo Creste et al. (2001).

Mapa genético

Duzentos e cinqiienta e seis plantas F, foram genotipadas utilizando 139 microssatélites e cada

loco microssatélite foi verificado quanto a ocorréncia de desvios dos alelos das proporcdes
mendelianas esperadas (1:2:1) pelo teste do > (P<0,05 e P<0,01). Devido a analise de multiplos

testes uma apropriada taxa do erro do tipo I foi determinada pela corre¢do de Bonferroni (Rince
1989). O mapa genético saturado foi construido com base na andlise de ligacdo utilizando o
programa MAPMAKER/EXP versdo 3.0b (Lincoln et al. 1993). Durante a formagao dos grupos
de ligacdo, também foram consideradas as informagdes prévias das localizacdes dos
microssatélites nos cromossomos de milho, as quais estdo disponiveis no banco de dados
MaizeGDB (http://www.maizegdb.org/ssr.php). Os grupos de ligagdo foram obtidos através do
comando group, que se baseia na analise de dois pontos. Nesse procedimento, foram utilizados os
seguintes critérios: a distdncia maxima entre os marcadores adjacentes de 50 cM, isto é&,
freqiiéncia maxima de recombinacdo de 0.38; e valor minimo do LOD igual a 3.0. A fun¢do de
mapeamento de Kosambi (1944) foi utilizada para converter as freqiiéncias de recombinagdo em
mapa genético. Na ordenacdo das marcas de cada grupo de ligacdo foram selecionados

subconjuntos de 10 marcas mais distantes entre si, utilizado o comando compare, que compara as
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verossimilhangas de todas as ordens possiveis. Uma vez escolhida a ordem mais provavel deste
subconjunto, foram inseridas as marcas restantes através do comando #ry. A consisténcia das
ordens foi verificada através do comando ripple determinada pela analise de multiponto. Durante
a formacao dos grupos de ligacdo, microssatélites com distancias maiores do que 50cM (r=0,38)
foram agrupados utilizando informagdes prévias de sua localizagcdo nos cromossomos de milho,

no qual estdo disponiveis no banco de dados MaizeGDB (http://www.maizegdb.org/ssr.php).

Selecdo dos primers microssatélites

Foram escolhidos 392 microssatélites para a constru¢do do mapa genético que teve como base a
sua disponibilidade para o preenchimento dos locos que ndo foram cobertos pelo mapa de
Mangolin et al. (2004). Destes, 72 foram selecionados, sendo que oito foram posteriormente
descartados devido aos problemas ocorridos durante a genotipagem da populagdo de
mapeamento, ou durante a saturacdo do mapa genético. Assim, 64 microssatélites foram
utilizados com base no polimorfismo alélico existente entre os parentais e o F; para a saturacao
do mapa genético. A designagdo dos locos utilizados estd indicada na Figura 1. Outras
informacdes, como a localizacdo cromossOmica, as seqiiéncias dos primers, a descricdo do
motivo microssatélite, o tamanho do produto de PCR amplificado podem ser encontrados no

MaizeGDB.

Resultados e Discussao

Polimorfismo da popula¢io de milho tropical

Dos 392 microssatélites testados com relagdo ao polimorfismo alélico existente entre as linhagens

parentais e a populacdo segregante, 72 (18%) foram polimorficos, 255 (65%) ndo foram
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polimoérficos e 65 (17%) restantes nao foi obtido amplificagdo, mesmo com a otimizacdo da
temperatura de anelamento (TA) (Figura 2). O grau de polimorfismo ¢ variavel, dependendo da
espécie da planta estudada (Wu e Tanksley 1993). Contudo, Sibov et al. (2003) em estudos com
milho tropical e Chin et al. (1996) com milho temperado obtiveram um nivel de polimorfismo
similar ao encontrado neste trabalho. Os microssatélites que ndo amplificaram (17%) sugerem
que deva ter ocorrido problemas de amplificagdo no anelamento dos primers com as seqiiéncias
flanqueadoras do genoma das linhagens utilizadas. Esta falha no anelamento pode ser devido as
diferencas na seqiiéncia de bases nos locos avaliados, entre o germoplasma do milho temperado,
a partir do qual os primers foram desenhados, e o germoplasma tropical em estudo.

Dos 72 microssatélites polimérficos que apresentaram produto de amplificacdo, 62 % (44)
deles geraram 6timos resultados na amplificacdo utilizando o programa de amplificacdo com TA
especifica. Para obtencdo de resultados de amplificagdo similares nos microssatélites restantes,
foi utilizado o programa Touchdown PCR. Os resultados obtidos corroboram os de Sibov et al.
(2003), os quais mostraram a eficiéncia no uso dos dois programas na amplificagdo das
seqiiéncias microssatélites, a serem utilizadas em estudos de mapeamento em milho tropical.

Quarenta e quatro (62%) dos 72 microssatélites polimorficos avaliados apresentaram
repeti¢des do tipo dinucleotideo, 12 (16%) microssatélites por tri e 6 (8%) por tetranucleotideo
(Figura 3). Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Sibov et al. (2003) em
milho tropical e Wang et al. (1994) em milho temperado. Chin et al. (1996) analisando
microssatélites derivados de genes conhecidos, cDNAs e ESTs de milho temperado, mostraram
os trinucleotideos (44,5%) como as repeticdes mais freqlientes, seguidos de tetra (27%) e di
(15,5%). Os mesmos autores comentam que quando microssatélites derivados de regides nao

génicas forem analisados, a ocorréncia e a caracteristica do tipo de motivo pode diferir.
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O tipo de motivo dinucleotideo mais freqiiente encontrado foi o (AG)n, assim
corroborando com os dados encontrados por Grupta et al. (1996) em plantas. Levinson e Gutman
(1987) comentam que as diferengas entre tipos de repeticdes, em parte, devem-se a diferentes
padrdes de metilagdo na espécie.

Os microssatélites com motivos dinucleotideos apresentaram a melhor resolugdo quanto a
separacdo dos alelos, contudo a nitidez foi menor na visualizacao dos alelos em gel de agarose de
alta resolu¢do. Taramino e Tingey (1996) observaram que em milho, a melhor resolugdo e
facilidade de separagdo, utilizando gel de agarose, seria nos microssatélites do tipo tri e
tetranucleotideos, mesmo com uma unica unidade de repeti¢do de diferenca entre os alelos. Neste
trabalho dez microssatélites tiveram que ser analisados em gel de poliacrilamida a 6% devido a
impossibilidade de separar os alelos em géis de agarose de alta resolucao.

Alelos nulos, caracterizados pela ndo observagao do alelo de uma das linhagens parentais
na geragdo Fj, foram observados em 4% das plantas F,. Estes locos ndo foram utilizados para a
saturacao do mapa genético. Taramino e Tingey (1996) comentam que alelos nulos podem ser o

resultados do polimorfismo ocorrendo em um dos sitios do primer da seqiiéncia nucleotidea.

Mapa genético

O mapa genético saturado foi construido com 139 marcadores microssatélites, 64
marcadores selecionados durante este trabalho e 75 obtidos do mapa construido por Mangolin et
al. (2004) (Figura 1). Com o objetivo de permitir o mapeamento integrado, o genoma do milho
foi dividido em 100 partes ou bins. Cada bin é definido por um par de marcadores RFLP, com

aproximadamente 20cM cada (Gardiner et al. 1993). Assim, podemos dizer que 79% dos bins
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foram cobertos, tendo um acréscimo de 14% de cobertura em relagdo ao mapa genético do milho
publicado utilizando a mesma populagdo sob mapeamento.

Desvio de segregacdo ndo foi observado neste trabalho. Uma exce¢do ocorreu com o
microssatélite umc1516 (2.08) que foi rejeitada ao nivel de significancia a 5%, mas ndo a 1% e
assim utilizada no mapa genético. Coe et al. (1995) relataram que ndo € raro encontrar locos com
desvios da segregacdo esperada, quando varios marcadores estdo sendo analisados, podendo ser
esse resultado devido a artefato de amostragem. Muitos trabalhos de mapeamento de milho tem
mostrado desvios significativos de segregagdo genotipica (Senior ef al. 1996, Mano et al. 2005).
Gardiner et al. (1993) mostraram que, em estudos de mapeamento com duas populagdes
derivadas de um mesmo cruzamento parental do milho, algumas regides apresentaram distor¢ao
de segregacdo em uma populagdo, mas ndo na outra.

O mapa genético apresentou uma extensao total de 1.858,61 cM com intervalo médio de
13,47 cM entre marcadores. Dez grupos de ligacdo foram gerados, sendo equivalentes aos 10
cromossomos do milho. O grupo de ligacdo que apresentou a menor extensdo foi o cromossomo
10 com 103,6 cM o de maior extensdo foi o do cromossomo 1 com 303,4 cM. A distancia entre
marcadores mapeados variou de 0,59 ¢cM (cromossomo 1) a 103,78 ¢cM (cromossomo 4). O
numero de marcadores para cada grupo de ligagdo variou de 7 no cromossomo 7 a 22 no
cromossomo 1. O nimero médio de marcadores por cromossomo foi de 13,90 com distancia
média de 13,47 cM entre marcadores. Trés microssatélites ndo se ligaram (umcl177, bnlg1370 e
phil16), sendo incorporados utilizando informagdes prévias sobre sua localizagdo no genoma do
milho (Tabela 1).

A extensdo do mapa genético do milho tropical obtido neste trabalho foi maior quando

comparada com mapas publicados. Analisando cada cromossomo individualmente as extensdes
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também foram maiores. Contudo o mapa apresentado ¢ o de menor intervalo médio entre os
marcadores (13,47 cM), comparando com os valores 19,18 ¢cM e 14,00 cM encontrados por
Mangolin et al. (2004) e Sibov et al. (2003), respectivamente. O mais importante parametro em
um mapa genético € o intervalo médio entre os marcadores, pois fornece o grau de satura¢dao do
mapa, o que ¢ importante em programas de sele¢do assistida e no mapeamento de QTL. Assim,
foi possivel a saturagdo do mapa genético na populagdo F, de milho tropical utilizada neste
trabalho.

A posicao dos marcadores microssatélites observada no mapa genético concordou com o
apresentado nos mapas publicados para germoplasma tropical (Mangolin et al. 2004 e Sibov et
al. 2003). Algumas alteracdes nas posicdes das marcas foram observadas para os cromossomos 2,
3,4,5¢9, quando comparadas com suas localizagdes por bins nos respectivos trabalhos. No
cromossomo 2 ocorreram pequenas inversoes: (i) o marcador bnlgl017 (2.02) se posicionou antes
dos marcadores umcl165 e umcl1227 (ambos na posicdo 2.01) e (ii) entre os marcadores
umcl1946 e bnlgl045 (ambos na posi¢do 2.07) houve o posicionamento de um bloco de
marcadores do bin 2.08 (bnlgl1329, phil27, bnlg1662 e bnlgl721). No cromossomo 3 ocorreu
uma inversao entre os marcadores bnlg1523 (3.03) e bnlg1647 (3.02). No cromossomo 4 ocorreu
uma inversdo na posi¢do dos marcadores bnlg252 (4.06), nc005 (4.05), umc1088 (4.05) e o
marcador umc1550 (4.03). No cromossomo 5 ocorreu uma inversdo entre os marcadores bnlg105
e bnlgl879 (ambos na posicdo 5.02) e o marcador bnlgl660 (5.03). No cromossomo 9 houve
inversdo entre os marcadores do bin 9.01 (phi068 e umc1040) com os do bin 9.00 (bnlgl272).
Todas as inversdes no mapa genético podem ser consideradas pequenas e dentro do esperado,

pois variaram em relacdo a apenas um ou dois bins. Gardiner et al. (1993) comentam a ocorréncia
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comum de pequenas inversdes quando os marcadores estdo muito proximos, sendo separados por
poucos centimorgans.

Algumas regides apresentaram valores de distdncia genética acima de 50cM entre os
marcadores, como € o caso das regides teloméricas dos cromossomos 1, 4 ¢ 7. No mapa genético
de Mangolin et al. (2004) essas grandes distancias foram encontradas nas regides teloméricas dos
cromossomos 2, 4 e¢ 10. No mapa as regides dos cromossomos 2 e 10, foram saturadas,
diminuindo a distancia entre as marcas, contudo ndo foi possivel saturar a regido telomérica do
cromossomo 4. Uma explicagdo seria o aumento da taxa de recombinacdo observada em regides
telomérica, o que gera grandes distdncias genéticas, apesar de muitas vezes a regido fisica
considerada ser pequena (Davis el al. 1999).

Mapas genéticos saturados sdo facilitadores no mapeamento de caracteres de
interesse agrondomico (QTL) e nos programas de selegdo assistida, contribuindo para a
compreensdo dos processos evoluciondrios e para os programas de melhoramento, sendo
essenciais na clonagem posicional dos genes e na constru¢do de mapas fisicos.

Este trabalho gerou um mapa genético saturado de milho tropical, utilizando
marcadores moleculares do tipo microssatélite, fornecendo assim mais informagdes sobre o
genoma desta espécie. Um mapa genético completo, com todos os bins cobertos, ainda precisa ser
construido. Para atingir este objetivo uma estratégia seria o desenvolvimento e utilizagdo de
microssatélites especificos ao genoma de milho do germoplasma tropical. Esta alternativa,
contudo, apresenta elevado custo.

Apesar do fato de que as seqiliéncias atualmente disponiveis no MaizeGDB serem
desenvolvidas originalmente do germoplasma de milho temperado, elas sdo eficientes na

construcdo do mapa genético utilizando populacdes de milho tropical. Isto gera a expectativa de
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que o mapa completo seja finalizado com o uso dos microssatélites disponiveis no banco de
dados, com enfoque mais especifico nas regides ainda ndo saturadas. Além disso, a cada ano ¢
depositada uma grande quantidade de novas seqiiéncias. Aliado a isso, diferentes marcadores
moleculares também podem ser utilizados na saturagdo dos mapas genéticos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram uma primeira etapa que possibilitara
desenvolver estudos da arquitetura genética em milho tropical para a identifica¢cdo e mapeamento
de QTL e a estimativa de seus efeitos sobre a variacdo de um carater quantitativo, permitindo

assim a sua manipulacdo e utilizagdo em programas de melhoramento do milho.
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Figura 1. Mapa genético com 139 marcadores microssatélites da populacdo F, de milho
tropical obtida pelo cruzamento das linhagens parentais L-02-03D e L-20-01F. O nome
de cada marcador esté identificado do lado direito de cada cromossomo, do lado esquerdo
estdo suas distdncias em centimorgans (cM). Os circulos pretos nos cromossomos
indicam as posi¢des estimadas dos centromeros, obtidas por Gardiner et al. (1993). A
extensdo total do mapa foi de 1.858,61 cM com intervalo médio de 13,47 cM entre

microssatélites.
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Figura 2. Distribui¢do do polimorfismo alélico entre as linhagens parentais e a populagdo

F, de milho tropical com os 392 microssatélites testados.
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Figura 3. Distribuicdo da freqiiéncia por tipo de repeticio em tandem dos 72

microssatélites polimoérficos selecionados.
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Tabela 1. Comportamento dos 10 grupos de ligagdo do mapa genético da populagdo F, de milho tropical e

suas distancias em centimorgans (cM).

Média entre microssatélites

Grupos de N° de marcadores Comprimento do . . ————— Microssatélites nao
Ligacao microssatélites grupo de ligacao Dlst,aI!ma Dls,ta.ncm Dls,ta.ncm ligados o
média maxima minima

1 22 303,36 14,45 54,08 0,59 umcl1177 (1.01)
2 19 225,64 12,54 37,66 2,57

3 18 245,33 14,43 40,88 0,59

4 14 265,94 20,46 103,78 0,78 bnlg1370 (4.00)
5 13 163,43 13,62 28,46 3,38

6 11 136,33 13,63 27,31 3,39

7 7 167,03 27,84 66,33 2,37 phill6 (7.06)
8 10 119,02 13,22 22,52 2,38

9 15 128,90 9,21 36,41 1,97

10 10 103,62 11,51 25,83 1,18

Total 139 1.858,61 13,47

" Denominacio dos locos microssatélites com a sua localizagio cromossdmica (bin) entre paréntese.
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Abstract

The vast majority of reported QTL mapping for maize (Zea mays L.) traits are from temperate
germplasm and, also, QTL by environment interaction (QTL x E) has not been thoroughly
evaluated and analyzed in most of these papers. The maize growing areas in tropical regions are
more prone to environmental variability than in temperate areas, and, therefore, genotype by
environment interaction is of great concern for maize breeders. The objectives of this study were
to map QTL and to test their interaction with environments for several traits in a tropical maize

population. Two-hundred and fifty-six F,.; families evaluated in five environments, a genetic map
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with 139 microsatellites markers, and the multiple-environment joint analysis (mCIM) were used
to map QTL; and to test QTL x E interaction. Sixteen, eight, six, six, nine, and two QTL were
mapped for grain yield, ears per plant, plant lodging, plant height, ear height, and number of
leaves, respectively. Most of these QTL interacted significantly with environments, most of them
displayed overdominance for all traits, and genetic correlated traits had a low number of QTL
mapped in the same genomic regions. Few of the QTL mapped had already been reported in both
temperate and tropical germplasm. The low number of stable QTL across environments imposes
additional challenges to design marker-assisted selection in tropical areas, unless the breeding

programs could be directed towards specific target areas.

Introduction

With the availability of molecular markers to develop well-saturated genetic maps, mapping
quantitative trait loci (QTL) has become a standard procedure to study the genetic architecture of
quantitative traits, because it allows the estimation of the QTL number, their genomic position,
and the genetic effects of the QTL that control them (Zeng et al. 1999; Doerge 2002).
Furthermore, the power of QTL mapping has increased with the novel statistical-genetic models
reported which includes multiple interval analysis, and multi-trait and/or multi-environment
analysis. Then, besides QTL mapping, genetic parameters such as QTL x QTL epistatic
interactions, QTL by environment interaction, and distinguishing between pleiotropy from the
effects of close linked QTL in genomic regions where QTL were mapped for more than one trait

can now be investigated (Jiang and Zeng 1995; Kao et al. 1999; Zeng et al. 1999).
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For temperate maize (Zea mays L.) germplasm there have been many reports on QTL
mapping for several traits such as grain yield and plant traits, and on reaction to biotic and abiotic
stresses (Stuber et al. 1992; Edwards et al. 1992; Beavis et al. 1994; Schon et al. 1994; Veldboom
and Lee 1994; Ajmone-Marsan et al. 1995; Austin and Lee 1996ab; Veldboom and Lee, 1996ab;
Agrama et al. 1999; Schon et al. 2004; and others). However, for tropical germplasm the reports
on QTL mapping are quite limited (Bohn et al. 1996,1997; Ribaut et al. 1997; Grohn et al. 1998;
Khairallah et al. 1998; Mangolin et al. 2004; Sibov et al. 2003). Tropical maize populations have
a broad genetic base with greater variability than temperate germplasm (Lanza et al. 1997). Also,
tropical growing areas are more prone to environmental stresses, caused by precipitation and
temperature variability and by different types of soils than temperate areas (Ribaut et al. 1997).
Thus, QTL mapping in tropical maize germplasm could identify QTL not present in temperate
germplasm, and because of the high genotype by environment interaction in tropical areas, this
type of research should focus not only on mapping QTL but, also, on QTL by environment (QTL
x E) interaction.

The vast majority of the reports on QTL mapping have identified only few QTL
controlling quantitative traits in both temperate and tropical germplasm, with few exceptions (Lu
et al. 2003; Melchinger et al. 2004). This could be due to the models employed to map QTL
which use only the means across environments, excluding the QTL x E interaction, and,
consequently, the power of QTL mapping is greatly reduced. QTL x E interaction has been
inferred indirectly by comparing whether the same QTL was mapped in all environments
simultaneously, by analyses of variance or by LOD score analysis testing whether the effects of a
QTL differed significantly or not between two environments (Stuber et al. 1992). Jiang and Zeng

(1995) presented a model that uses information from all testing environments allowing QTL
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mapping as well as testing for QTL x E interaction, which greatly enhanced the power of QTL
mapping, and thus one could expect to map more QTL than the models that use only information
from the means across environments. Thus, the objectives of this research were to map QTL and
to test whether they interact with environments in order to study the genetic architecture of traits
which are important to maize breeding programs, such as grain yield and plant lodging, in a

tropical maize population.

Material and Methods

Genetic materials

Parental inbred lines L-20-01F and L-02-03D were derived from the Brazilian early-flowering
maize populations IG-1 (orange flint kernels) and IG-2 (yellow dent kernels), respectively. These
populations and their derived inbreds are from different heterotic groups, and they were released
by the Maize Breeding Program of the Department of Genetics/ESALQ- the University of Sao
Paulo (Mangolim et al. 2004). Both populations were derived only from tropical germplasm. The
parental inbreds were crossed, and three F, plants, previously screened against the inbred parents
with microsatellite markers to assess their genetic identity, were selfed to develop the F,
reference population. In the 2000/2001 agricultural season, the F, plants were selfed to develop
the 256 F,.; families used for evaluation. The genetic design used; i.e., the evaluation of F,3
families per se were used rather than their testcrosses because our study was aimed to map QTL,
estimate their additive and dominance effects, and their levels of dominance for the F, reference
population. Testcrosses of these families would not allow these QTL effects to be estimated and,

furthermore, the results from testcrosses are tester-specific. Because of its features, the evaluation
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of F».3 families to map QTL has been extensively used (Austin and Lee 1996b; Bohn et al 1997;

Agrama et al. 1999; Sibov et al. 2003; and others).

Experimental evaluation

The 256 families were evaluated at three locations near the city of Piracicaba, the state of Sao
Paulo, Brazil, in two different cropping seasons: in 2002/2003 at the Department of Genetics
Experimental Station; in 2001/2002 and in 2002/2003 at the Caterpillar and Aredo Experimental
Stations. The experimental design was a 16 x 16 lattice with two replications per environment,
where environment is a combination of cropping season and location. The plots were 4.0 m long
and spaced 0.8m between rows. Plots were overplanted and thinned to 20 plants per plot (62,500
plants ha™). Data for grain yield (kg plot™), grain moisture (g kg"), stand (plants plot™), and
number of ears per plot (ears plot™') were recorded in five environments. Data for plant and ear
height (cm plant™) and plant lodging (root lodging plus stalk lodging) (plants plot™) were
recorded in four environments (Caterpillar Experimental Station in 2001/2002 and in 2002/2003
cropping seasons; and Aredo and Department of Genetics in 2002/2003 cropping season); and
data for the number of leaves above the uppermost ear (leaves plant™) were recorded in three
experimental stations only in the 2002/2003 cropping season. Ears from each plot were hand-
harvested, bagged, labeled, and transported to the maize breeding laboratory. Plots were shelled
using electric shelling devices and weighed on electronic scales. The grain yield of each plot was
adjusted for average stand by covariance analyses, and for grain moisture of 15.0%, and,
subsequently, transformed to grams plant”. Plant and ear height were recorded on five

competitive plants per plot, from the ground level to the collar of the flag leaf and to the



78

uppermost ear node, respectively; and the plot means were used for analyses. Also, the number of
leaves above the uppermost ear, thereafter termed number of leaves, was recorded on five
competitive plants per plot and the plot means were used for analyses. The average production of
ears per plant, thereafter termed ears per plant, was computed by the ratio number of ears per plot
that equally contributed to grain yield/stand. Here, the number of ears that equally contributed to
grain yield refers to the number of well-developed ears plus the number of sets of two or three
small ears that when conjoined had similar size to the well-developed ears of each plot; and each

set was computed as a single ear.

Analyses of variance and covariance

Analyses of variance were computed for each environment following the lattice design used. The
least square means of each environment and the effective error mean squares were used to
compute the joint analyses of variance for each trait and covariance between traits across
environments. All effects of the mathematical model, except the overall mean, were considered

random, and the analyses were performed using PROC GLM from SAS software (SAS Institute,
2001). Estimates of the genetic variances (o) and genetic by environment interaction variances
(o;,) were estimated by equating the computed mean squares to their respective expectations,
and solved as &), = (MSG - MSGE)/RE and 6, =(MSGE — MSE)/R ; and the phenotypic
variances were estimated as &, =(MSG/RE);ie., 6;, =6, + (64 /E)+(6°/RE). Here,

MSG, MSGE, and MSE are the mean squares of the F».; families, of the genotype by environment

interaction, and of the error; and R and E are the number of replications and environments,
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respectively. Broad-sense heritability coefficients on a family mean-basis were estimated as
described by Hallauer and Miranda F°. (1988, p.90); i.c.,h’> =82 /62, , and 95% confidence
intervals were computed following the procedures described by Burdick and Graybill (1992). The
genetic (é‘ovG(xy)) and phenotypic ( é‘ovph(xy)) covariance between traits were estimated from the

joint analyses of covariance following the same procedures used to estimate the respective

variances; and phenotypic and genotypic correlations between traits x and y were estimated
as Ty = COVpyiyy | O ppOpy,» @and i = Covg ., / 64,05, , respectively, where 6,,and 6, are

the square roots of the estimates of the phenotypic and genotypic variances, respectively (Mode

and Robinson, 1959).

Genetic map

The genetic map used, as well as the procedures used to develop it, was previously described by
Mangolin et al. (2004). Briefly, the F, plants that gave rise to the F,.3 families were genotyped
with microsatellite markers. The genetic map was developed using the MAPMAKER/EXP
version 3.0b (Lincoln et al. 1992) with a LOD threshold of 3.0 and a maximum distance between
adjacent markers of 50 cM; i.e., 0.38 as the maximum recombination frequency, to establish the
linkage groups, and the Kosambi’s (1944) mapping function was used to convert recombination
frequencies into map distances. Sixty four new microsatellite markers were added to the map of
Mangolin et al. (2004), which totaled 139 markers distributed along the 10 linkage groups. The
genetic map spanned 1,858.61 cM in length with an average interval of 13.47 cM between

adjacent markers.
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QOTL mapping

The composite interval mapping method (CIM) (Zeng 1994) extended to perform a joint analysis
of multiple environments (mCIM) (Jiang and Zeng 1995), was used to map QTL and to test
whether it accounts for a QTL by environment (QTL x E) interaction. The least square means of

each trait from each environment was used for QTL mapping. The underlying mixture model for
QTL mapping is: Y, =b, + a,tx; + d;:z; + z;(a,kxﬂ +d,z,;)+e, , where Y, is the phenotypic
mean of the j¢zh family at the kth environment (j=1,...256; k=1,...,5 or k=1,...,4 or k=1,...,3); box
is the mean effect of the model for environment &; a, is the additive effect of the putative QTL at
environment £; x/ counts the number of alleles from parental inbred L-02-03D at the putative

QTL taking values of 2, 1, and 0 for genotypes QQ, Qq, and qq, respectively, with probabilities

depending on genotypes of the markers flanking the putative QTL and the recombination
frequencies between the QTL and the makers; d, is the dominance effect of the putative QTL in
environment k; z; is an indicator variable taking values of 1 for genotype Qq and 0 for genotypes

QQ and qq of the putative QTL, with probabilities depending on genotypes of the markers
flanking the putative QTL and the recombination frequencies between the QTL and the markers;

x,and z,are corresponding variables for marker /, with ¢ markers selected as cofactors for
controlling residual variation; a, and d, are the partial regression coefficients of ¥, on x,and
on z,, respectively; and e, is the residual of the model. The cofactors were selected using the

forward/backward stepwise regression procedure (P<0.05) for each environment, and combined

for each trait in the joint QTL analyses.
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The likelihood ratio test statistic (LR) for the presence of a QTL in one or more
environments is LR=-2In(L¢/L;), where Ly is the maximum likelihood (ML) under the null
hypothesis that a;=a;=...=a,=0, and/or d;=d,=...dx=0, and L, is the ML under the alternative
hypothesis that at least one a,#0, and/or one di#0. The LR test for QTL x environment interaction
(QTL x E) evaluates the ratio of ML (Lo) under the null hypothesis that a;=a,=...ax, and/or
d;=d,=...dx, and under the alternative hypothesis (L) of a;#a,...#ax, and/or d,;#d,...#dx. Under
the null hypothesis the LR s are asymptotically distributed as y* with k+1 d.f. for the presence of
QTL, and with k-1 d.f. for the QTL x E interaction if the tests were performed only in regions
where the QTL were previously detected. The appropriate threshold values to declare the
presence of a QTL and for a QTL x E interaction were adjusted by the number of independent
tests in the genome-wide scan following the procedures described by Vieira et al. (2000). The

number of independent tests for QTL mapping was estimated considering the length of the /th

linkage group (7;) and the window size used (10 cM) as ZI[(T, /35)+1], which considers that

adjacent regions of 35cM were regarded as independent, and the number of independent tests was
54. The type I error rate used for a genome-wide scan was 0=0.05, and 0=0.05/54=0.0009 was
used for each test. The LR thresholds values for QTL mapping were then 22.68, 20.73, and 18.68,
which correspond to LOD thresholds of 4.93, 4.50, and 4.06; and for the QTL x E interaction the
LR thresholds values were 18.68, 16.47, and 14.01, which correspond to LOD thresholds of 4.06,
3.58, and 3.05, for traits evaluated in five, four, and three environments, respectively. Thus, the
LOD threshold values used in this study were greater than the LOD threshold values of 2, 2.5, or
3 commonly used for QTL mapping in maize (Schon et al. 1994; Bohn et al. 1996; Khairallah et

al. 1998; Agrama et al. 1999; Mihaljevic et al. 2005; and others). The analyses of QTL mapping
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for multiple environments and the detection of QTL x E interaction (mCIM) were performed
using the Windows QTL Cartographer software, version 2.5, JZmapQTL procedure (Wang et al.
2005).

The phenotypic variances explained by each QTL and by all QTL (R?) were also obtained
from the Windows QTL Cartographer software version 2.5 (Wang et al. 2005). All QTL for each
trait previously mapped using the mCIM procedure were fitted in a single model with multiple
QTL and main effects; i.e., disregarding epistatic interactions. The software then uses the EM
algorithm to evaluate the likelihood of this mixture model with multiple QTL. Once the complete
model was fitted for each trait, the coefficients of determination (R*) of each QTL and of all QTL
were automatically computed by the software.

Parental inbred L-02-03D is more vigorous and presents higher mean values than parental
inbred L-20-01F for all traits evaluated, except for plant lodging. Following common practice in
QTL mapping studies, the signs of the additive effects of the QTL were used to identify the
parental origin of the favorable alleles (Austin and Lee 1996b; Khairallah et al. 1998; Agrama et
al. 1999; Sibov et al. 2003; Mangolin et al. 2004); i.e., positive and negative signs indicated that

L-02-03D and L-20-01F contribute towards higher values for all traits evaluated, respectively.
Levels of dominance were estimated as LD = |d| / |a| ratio for each QTL, and the average level of
dominance (ALD) was computed weighing each LD ratio by its respective R’ value. Following
several studies (Bohn et al. 1996; Bohn et al. 1997; Khairallah et al. 1998; Sibov et al. 2003; and

others), gene action was characterized as follows: additive (A) 0.0<LD<0.20; partial dominance

(PD) 0.21<LD<0.80; dominance (D) 0.81<LD<1.20; and overdominance (OD) LD>1.21.
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One-LOD support intervals (~95% confidence interval) was computed for each mapped
QTL as described by Lynch and Walsh (1998, p.448). Whenever the QTL mapped for different
traits overlapped in the same support interval, these genomic regions were regarded as having
QTL affecting more than one trait. Tests for QTL positions and pleiotropy vs. linkage were not
computed because so far they have not been implemented in the QTL Cartographer software.
Comparisons of QTL mapped in our population with those reported from other studies were
carried out by identifying the QTL reported at the Maize Genome Data Bank site
(http://maizegdb.org, July 2005) and their positions, and, subsequently, by considering that the
QTL mapped in our population and those reported were regarded as indistinguishable whenever a
marker nearest to the LR statistic peak of a mapped QTL in our population was located in the

same chromosomal bin of a QTL mapped in another population.

Results and Discussion

Means, heritabilities and correlations

Environmental conditions were good for maize production at all locations and growing seasons,
with normal variability among environments because of the differences in the rain distribution
and types of soil, which is typical of tropical growing areas. The average grain yield was low
(40.83 g plant™” or 2.6 ton ha™) because the F,.; families presented high inbreeding depression at
the high plant density used (62,500 plants ha™), ranging from 14.70 g plant™ (0.92 ton ha™) to
68.43 g plant” (4.3 ton ha™); also, notice that the F,; families were a random sample of the
reference population. Ears per plant, plant lodging, plant height, ear height, and number of leaves

had an overall mean of 0.60, 1.26%, 157.94 cm plant’l, 81.02 cm plant’l, and 5.79 leaves plant’l,
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respectively. Despite the low grain yield of the families, the variances of the experimental error
were not high, which assured the good quality of the data. The experimental coefficient of
variation from the combined analyses of variance for grain yield was 20.42%, which is a small
value considering the low mean grain yield of the experiments. For the other traits, the
coefficients of variation were below 6%, except for ears per plant (19.39%) and plant lodging
(26.79%). Furthermore, the quality of the data could be readily assessed by the small ranges of
the confidence intervals of the estimates of genetic and genotype by environment interaction
variances, heritability coefficients, and by the low standard errors of the means for all traits

(Table 1).

Estimates of genetic variances (6 ), genetic by environment interaction variances ( 67, ),

and broad-sense heritability coefficients (};2) differed significantly from zero (P<0.05) for all
traits. Also, the estimates of & were significantly greater (P<0.05) than the estimates of &, for

all traits, except for ears per plant and plant lodging. Thus, genetic variation among families was
detected, and the families presented differential performance across environments for all traits.

The heritability coefficients were high for grain yield, plant height, ear height, and for the number

of leaves (4> > 67%), and were of intermediate magnitudes for ears per plant and plant lodging

(60% < h? < 50%) (Table 1). Genotypic correlations between grain yield and the other traits
were highly significant (P<0.01) with greater and intermediate values, except for the correlation
with the number of leaves. Plant lodging presented negative correlation with all other traits, and
number of leaves presented significant correlation only with plant height. Phenotypic and genetic

correlations presented similar values (Table 2).

-Table 1-
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-Table 2-

OTL mapping

Sixteen QTL were mapped for grain yield on seven chromosomes; QTL were not mapped on
chromosomes 8, 9, and 10. The phenotypic variance explained by each QTL (R’) ranged from
1.02% to 4.66%, and all QTL explained 36.28% of the phenotypic variance. Half of the QTL
mapped displayed positive additive effects, and half negative additive effects; thus, both parental
inbreds had eight QTL with alleles that contributed to increase the trait. Twelve QTL (75.0%)
displayed positive dominance effects, showing that there is a tendency for positive unidirectional
dominance effects of the QTL, which agreed with previous reports (Cockerham and Zeng 1996;
Lu et al. 2003) and could explain the high inbreeding depression for this trait. The level of
dominance ranged from additive (LD=0.01) to overdominance (LD=6.50), and overdominance
(ALD=1.26) was the average level of dominance. Although overdominance was the average level
of dominance, only five (31.25%) of the 16 QTL displayed overdominance, and 11 (68.75%)
QTL displayed additive, partial dominance, or dominance gene action. Hence, as the ALD value
is near the lower bound of the overdominance scale level (1.21) and there is an inherent error
associated with it, this result only suggests that overdominance could be the average level of
dominance for grain yield. Overdominance in QTL mapping studies has been reported in both
tropical and temperate maize germplasm (Stuber et al. 1992; Bohn et al. 1996; Agrama et al.
1999; Lu et al. 2003), although Sibov et al. (2003) reported that none of the QTL mapped
displayed overdominance, and partial dominance was the average level of dominance in the

tropical maize population evaluated.
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Eight QTL were mapped for ears per plant on 5 chromosomes. The phenotypic variance
explained by the QTL (R’) ranged from 1.34% to 11.56%, and all QTL explained 32.28% of the
phenotypic variance. Half of the QTL presented positive additive effects, and thus both parental
inbreds had four QTL that increased the trait. Five of the eight QTL (62.50%) displayed positive
dominance effects, and as for grain yield, there was a tendency for a positive unidirectional
dominance. The gene action ranged from additive to overdominance; 50.0% of the QTL
displayed overdominance, and overdominance was the average level of dominance (ALD=3.37)
(Table 3). Overdominance for ears per plant was reported by Agrama et al. (1999), and partial
dominance was reported by Veldboom and Lee (1994; 1996a).

-Table 3-

For plant lodging, the second most important trait in maize breeding programs, six QTL
were mapped on chromosomes 1, 4, and 9. The phenotypic variance explained by the QTL
ranged from 1.24% to 22.34%, and all QTL explained 45.2% of the phenotypic variance. Four of
the six QTL displayed negative additive effects, and then most of the QTL that increased plant
lodging are in the parental inbred L-20-01F. Gene action ranged from partial dominance to
overdominance, and overdominance (ALD=1.62) was the average level of dominance (Table 4).
Lu et al. (2003) reported that gene action for this trait ranged from additive to overdominance,
but partial dominance was the average level of dominance.

Six and nine QTL were mapped for plant height and ear height, and the phenotypic
variance explained by the all QTL was 25.38% and 39.54%, respectively. Four QTL displayed
negative additive effects for both traits, and two and five QTL displayed positive additive effects
for plant and ear height, respectively. Thus, QTL that reduce and increase these traits were

present in both parental inbreds. The level of dominance ranged from additive to overdominance
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for both traits, and the average levels of dominance were dominance (ALD=1.09) and partial
dominance (ALD=0.54) for plant and ear height, respectively. For plant height, overdominance
was reported by Veldboom et al. (1994), Bohn et al. (1996), Khairallah et al. (1998), and Lu et al.
(2003), and partial dominance was reported by Veldboom and Lee (1996b). For ear height, partial
dominance and dominance was reported by Veldboom et al. (1994) and by Veldboom and Lee
(1996b), respectively.

Fifty percent of the carbohydrates in the maize kernels are attributed to the photosynthesis
of the leaves above the uppermost ear (Hoyt and Bradfield 1962; Allyson and Watson 1966).
Thus, it is important to know its inheritance, albeit this trait has not been routinely evaluated in
maize breeding programs (Silva et al. 2004). Only two QTL on chromosome 1 were mapped for
this trait, and explained 25.38% of the phenotypic variance. Overdominance was the average
level of dominance, and both QTL displayed overdominance. Probably, only two QTL were
mapped because the range of the families for this trait was very low, although the genetic
variance differed significantly from zero (Table 1). To the author’s knowledge this trait has not
been mapped so far in other populations.

Although the number of QTL mapped for each trait had been greater than those usually
reported, the phenotypic variance explained (R’) by all QTL for all traits were low. These results
could be due to (i) failure of the model to map QTL with very small effects, (i7) the larger
distances between flanking markers in some regions of chromosomes 1, 4, and 7, that reduced the
power of QTL mapping in those regions, and (ii7) as the model allows to map only one QTL per
interval, sets of genes in the same interval with different genetic effects signs could have the total
effect canceled or highly reduced and thus not being mapped or mapped as a unique QTL with

small effects. Thus, new markers should be added to the map to circumvent problems (ii) and
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(iii), and quite likely new QTL could be mapped and the phenotypic variance explained by the
QTL would increase.

Four of the six traits evaluated displayed overdominance as the average level of
dominance. Overdominance as the average level of dominance for grain yield and other traits
have also been reported from estimates of additive and dominance variances from non random-
mated F, populations. However, further studies with F, populations random-mated for several
generations showed that those estimates were biased because of the high linkage disequilibrium
of the F, populations, and that the average levels of dominance of maize traits are within the
range of partial to complete dominance (Hallauer and Miranda F° 1988; Silva et al. 2004). Stuber
et al. (1992) reported that for grain yield most of the mapped QTL displayed overdominance. A
re-analysis of their data, however, suggested that the overdominance displayed by the QTL was
in fact pseudo-overdominance caused by sets of tight-linked QTL displaying dominance as a
consequence of the high linkage-disequilibrium of the population (Cockerham and Zeng 1996).
Furthermore, a subsequent fine mapping on chromosome 5 showed that a QTL that displayed
overdominance was comprised of at least two dominant QTL (Graham et al. 1997). On the other
hand, Lu et al. (2003) mapped QTL in an F, population that was random-mated for three
generations, and, even so, most of the QTL mapped displayed overdominance for grain yield,
which was its average level of dominance. The results from the estimates of genetic variances
with random-mated F, populations did not agree with those reported by Lu et al. (2003), but were
supported by the results reported by Cockerham and Zeng (19660) and by Graham et al. (1997).
Hence, as we have only few reported results on this issue; i.e., mapping QTL using random-
mated populations and fine mapping at specific regions of the genome, the average level of

dominance for several traits in maize at the molecular level remains unsolved.
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-Table 4-

QTL x E interaction

The number of QTL that interacted significantly with environments was greater for all traits. The
percentage of the mapped QTL that interacted significantly with environments was 75.0% for
grain yield and ears per plant, 50.0% for plant lodging and plant height, 44.4% for ear height, and
100.0% for leaf number. These results showed that the expression of most of the QTL mapped for
all traits changed across environments, causing the differential performance of the families across
environments, which was also previously detected by the significant G x E interaction variance.
Thus, few QTL were stable across environments for all traits; i.e., only four of the 16 QTL
mapped for grain yield were stable; and two, three, three, five, and zero QTL were stable across
environments for ears per plant, plant lodging, plant height, ear height, and leaf number,
respectively. Because of the wide range of environments in which maize is cultivated in tropical
regions, genotype by environment interaction is of great concern in maize breeding programs.
Thus, experiments conducted for several years in hundreds of locations are required to identify
and to select high-yielding maize hybrids that are stable across environments (Ribaut et al. 1997;
Silva et al. 2004). Even so, many cultivars released are region-specific because of the high
genotype by environment interaction for grain yield. Thus, stable QTL across locations and years

should be rare in tropical regions.

QTL and genetic correlations

Because quantitative traits under selection in maize breeding programs are usually genetic

correlated, one could expect that some QTL for these traits would be mapped in the same
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genomic regions due to pleiotropic effects or tight linkage of QTL affecting different traits
simultaneously. Grain yield presented significant genetic correlations with all traits, except with
the number of leaves. However, the number of QTL mapped in the same genomic regions for
grain yield and for the other traits was low. Grain yield and ears per plant was highly correlated,
as expected because ears per plant is a grain yield component, but only three of the 16 (18.75%)
QTL mapped for grain yield were in the same genomic regions of the QTL mapped for ears per
plant (ggylc and gepl, qgy2 and gep2c, and qgy5d and gep5). For plant height, ear height, and
plant lodging, only two (ggy3b and gph3a, and ggy3c and gph3b), four (qgy3c and geh3a, qgy3d
and geh3b, qgy4a and geh4, and qgy7 and geh7), and two (ggyla and gplic, and ggy4a and
apl4b) QTL were mapped in the same genomic regions of the QTL mapped for grain yield. Plant
height and ear height had only one QTL mapped in the same region (gph3b and geh3a); ear
height and plant lodging had also only one QTL in common (geh4 and gpl4b). Plant lodging and
prolificacy, plant height and plant lodging, as well as leaf number and the other traits had no QTL
mapped in the same regions. Two QTL were mapped in the same region for grain yield, plant
height, and ear height; and only one QTL was mapped in the same region for grain yield, ear
height, and plant lodging. Notice that the two QTL mapped in the same regions for grain yield
and plant lodging presented negative additive effects, suggesting that pleiotropic effects or effects
of tightly linked QTL were in different directions for plant breeding purposes; i.e., both QTL had
alleles that increase grain yield and plant lodging simultaneously. The low percentage of the total
phenotypic variance explained by QTL suggests that the majority of the segregating QTL in the
population remained unmapped for all traits, which could explain the low number of QTL

mapped in the same genomic regions for traits that presented high genetic correlation.
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Comparison with other studies

The number of QTL mapped for all traits evaluated in this study was greater than those usually
reported (Stuber et al. 1992; Beavis et al. 1994; Ajmone-Marsan et al. 1995; Austin and Lee
1996ab; Bohn et al. 1996; Sibov et al. 2003; Veldboom and Lee 1996ab; and others), with few
exceptions (Lu et al. 2003; Melchinger et al. 2004). These differences can be attributed to
different genetic maps, population designs (F», BC, Testcross, etc.), number of entries evaluated,
and models used to map QTL (Beavis et al. 1994). The model used in this study, joint CIM
(mCIM), uses the means of the traits from all environments in which they were evaluated,
whereas the other methods use only the means across environments. Thus, the mCIM method is
more powerful than the other methods to map QTL, and also it takes into account the QTL by
environment interaction providing more insight into the genetic architecture of the traits (Jiang
and Zeng 1995). To the author’s knowledge only two reported researches have used this model
for QTL mapping in maize, and the number of QTL mapped was greater than those commonly

reported (Bohn et al. 1997; Khairallah et al. 1998).

The direct comparisons among the QTL mapped in different studies become difficult due
to differences in the Material and methods used by the authors. Furthermore, it should be
emphasized that the criteria used for those comparisons may be prone to large errors, and,
therefore, one could only speculate that the QTL mapped in the same genomic regions in
different studies may represent the same QTL. For grain yield QTL ggylb, ggySa, qgy5d are in
the same genomic regions of the QTL reported by Beavis et al. (1994), Austin and Lee (1996b),
Veldboom and Lee (1996a), and Lu et al. (2003) in temperate germplasm, and QTL ggy/a is in

the same genomic region of a QTL mapped by Bohn et al. (1996) in tropical germplasm. For
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plant height, QTL gph3a, gph3b and gph5 were in the same genomic regions as those reported by
Lu et al. (2003), Schon et al. (1994), and Bohn et al. (1996), respectively. For ears per plant only
QTL gep8a and gep8b were in the same regions as those reported by Austin and Lee (1996b);
whereas for ear height and plant lodging no QTL mapped in our study were in the same regions
as those reported so far (Veldboom et al. 1994; Veldboom and Lee 1996b; Lu et al 2003; Sibov et
al. 2003; and others). Most of the QTL mapped in our study are in genomic regions that had not
yet been reported in tropical and temperate germplasm and, therefore, the QTL mapped in our

study will increase the number of QTL reported for the traits evaluated.

Implications for marker-assisted selection

The mapped QTL could be used in marker-assisted selection (MAS) to design more efficient
breeding programs (Stuber and Sisco 1991). In maize breeding programs, successful (Stuber and
Sisco 1991; Openshaw and Frascaroli 1997) and unsuccessful (Bouchez et al. 2002; Moreau et al.
2004) results of MAS have been reported. The high proportion of QTL that interact with
environments; i.e., the low proportion of stable QTL, as shown in our study, could impose
considerable challenges for MAS in tropical areas. The unsuccessful results of marker-assisted
selection aforementioned were, at least in part, caused by the QTL x E interaction (Moreau et al.
2004).

The high environmental variability across the maize growing areas in tropical regions
could be, however, circumvented by partitioning the environments into subsets of environments
that have either low or non-crossover G x E interaction; and datasets of stable QTL for each
subset of environments can, then, be developed and used in MAS. Notice that MAS within

subsets of environments will be conducted with specific sets of QTL and, thus, QTL x E
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interaction within each subset of environments will be also exploited, which could increase the
efficiency of MAS.

The marker-assisted breeding procedure described by Stuber and Sisco (1991) to improve
elite single-crosses could be useful for tropical regions. Briefly, favorable QTL not present in the
parental inbreds of an elite single-cross are mapped in other inbreds of the same heterotic group,
and then transferred to the parental inbreds by marker-assisted backcross selection. Then, elite
single-crosses could be identified in each subset of environments and improved by this breeding
procedure. This approach will increase the costs of the breeding programs because QTL mapping
analyses and marker-assisted selection programs will be conducted for each subset of
environments. It is well-known, however, that the release of new elite single-crosses is a long-
term procedure and that it requires high financial resources, mainly because of the great number
of environments in which the single-crosses have to be evaluated. In the marker-assisted breeding
procedure described by Stuber and Sisco (1992), existing elite single-crosses will be improved,
and then the time and the number of environments to be used for the evaluation of the improved
single-crosses will be lower than those required to develop new elite single-crosses. Thus, the
financial resources required for this MAS procedure could not differ greatly from those required
to develop new elite single-crosses from the conventional procedure; and, also, as marker
technology develops the costs of marker-assisted selection programs could be significantly
reduced. It should be emphasized, however, that this breeding procedure can be implemented in

commercial programs only if it is more cost-effective than conventional selection.
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Table 1. Estimates of variance components, heritability coefficients, means and ranges of the F»;

families for several maize traits.

Parameters® Grain yield Ears per plant” Plant lodging” Plant height  Ear height Numberbof
(gplant™)  (ears plant™) (%) (cmplant™)  (cm plant™) leaves !
(n° plant™)
op 64.29 5.38 36.35 64.04 27.62 65.07

[51.61;82.31] [4.09;7.40] [26.05;54.28] [52.28; 80.28] [22.40; 34.92] [50.85; 86.25]

G2 36.25 4.30 33.40 18.90 7.60 14.01
[27.62;49.70] [2.91;6.99] [20.88;61.88] [13.65;27.92] [5.03;12.83] [6.12;58.03]

A2 75.24 59.78 49.52 81.67 79.05 67.61
[69.76; 79.50] [51.19; 66.91] [37.98; 58.49] [77.47; 84.92] [74.26; 82.77] [59.77; 73.73]

Means 40.83+3.25 0.60£0.04 1.26%£0.14 157.94+2.68 81.02£191 5.79%0.12

Range 14.70-68.43 0.37-0.87 0.67-2.36 130.23 - 181.54 62.50-98.08 5.00 - 6.67
?Exact 95% confidence intervals between brackets; ® Variances multiplied by 10°.
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Table 2. Estimates of genetic (above diagonal) and phenotypic (below diagonal) correlations between

several traits.

) . Ears per Plant . Plant Number of

Traits Grain yield plant® height Ear height lodging leaves
Grain yield 0.82"" 0.62"" 0.55" -0.57" 0.11
Ears per plant® 0.83" 0.30 0.56" -0.52"" -0.03
Plant height 0.67" 0.33 0.85" -0.58"" 0.43"
Ear height 0.57" 0.45" 0.88™ -0.64" -0.10
Plant lodging -0.60" -0.60" -0.59™ -0.62” -0.32
Number of leave 0.15 -0.10 0.42" 0.12 -0.19

“Refers to the average production of ears per plant; = Phenotypic correlation was significant at the 0.05 and 0.01

probability level, respectively; """ Genetic correlation exceeded one and two times its standard error, respectively.
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Table 3. Genomic positions, LR values, gene actions and average levels of dominance (ALD), and coefficients of determination (R?) for
the QTL mapped for grain yield and ears per plant evaluated in five environments (A, B, C, D, and E).

QTL position LR® Genetic effect’ Gene action® . 2

QTL! . JOIN . . Idifia Dlreec tion l(,{
Bin cM Marker Interval A B C D E T QTLXE Additive Dominance | Type (%)

Grain yield

qeyla 1.05-1.06 148 umc2025 - bnlg2057 4.2 3.3 2.5 6.6 03 2330 2220 -1.71 1.70 099 D L-20-01F 3.38
qgylb | (1)9(;? _10 213 dupssrl2 - bnlgl720 43 18.0 1.2 11.0 22 28.69 23.55 -1.37 0.03 0.02 A L-20-01F 1.58
qgyic 1.10-1.11 263 umcl737 - umc1630 0.8 09 195 1.1 1.6 2739 1741 2.13 -0.50 024 PD L-02-03D 3.92
qey? 2.02-2.03 85  bnlgl25 - bnlg2248 163 5.5 84 23 -0.1 28.15 19.90 0.51 3.34 6.50 OD L-02-03D 4.66
qgy3a 3.04-3.05 46 umc1025 - phi053 1.6 2.3 4.1 6.8 14.6 36.83 28.20 2.24 0.40 0.18 A L-02-03D 3.02
qgy3b 3.05 76 phi053 - phi073 8.2 1.1 2.0 50 13.0 37.40 32.74 1.54 -0.68 044 PD L-02-03D 2.83
qgy3c 3.06-3.07 128 dupssrl7 - umc1659 0.2 6.8 107 02 7.2 2336 10.93 -2.24 0.51 023 PD L-20-01F 4.35
qgy3d 3.07-3.08 137 umcl528 - bnlgl108 00 99 66 04 49 2353 14.52 -2.06 1.17 0.57 PD L-20-01F 4.07
qgyda 4.10 246  umcl532 - umc1109 0.3 63 34 206 23 2885 23.13 -1.52 -0.02 0.01 A L-20-01F 1.02
qgy4b 4.10-4.11 265 umcl738 - bnlg1890 56 64 24 21,6 29 2976 23.24 -1.55 0.01 0.01 A L-20-01F 197
qgysa 5.03-5.04 48 bnlgl700 - dupssrl0 11.0 145 3.1 120 0.1 29.01 2343 0.92 1.49 1.61 OD L-02-03D 2.32
qgy5b 5.04 56  dupssrl0 - bnlg1208 6.5 132 3.6 147 05 2735 21.79 0.89 1.52 .72 OD L-02-03D 2.33
qgysc 5.04-5.05 59  bnlgl208 - mmc282 40 136 42 160 1.0 26.10 18.83 0.88 1.81 2.05 OD L-02-03D 2.88
qgy5d 5.07-5.08 121 bnlg2305 - umcl792 136 13.6 3.7 100 5.1 2550 14.18 2.35 0.40 0.17 A L-02-03D 3.92
qgy6 6.07 135 umc1248 - umcl653 1.2 122 07 20 03 2299 22.08 -1.06 1.71 1.61 OD L-20-01F 2.54
qey7 7.02 41 phi034 - bnlg657 04 152 06 04 0.7 29.02 26.56 -1.08 -0.42 039 PD L-20-01F 1.78
Ears per plant ALD 1.26 OD Total 36.28
gepl 1.10- 1.11 264 umcl737 - umcl630 4.7 03 115 25 0.7 236 2330 13.04 -25.27 1.94 OD L-02-03D 7.55
gep2a 2.01-2.02 58 umcl227 - mmeclll .6 123 05 102 103 6.3 10.85 -35.64 9.50 027 PD L-20-01F 11.56
qep2b 2.02 72 mmclll - bnlgl25 10.0 5.0 3.3 1.8 2.1 22. 20.57 -0.75 18.39 24;'5 OD L-20-01F 1.34
gep2c 2.02-2.03 81 bnlgl25 - bnlg2248 1.4 29 3.9 0.6 34 233 2147 6.87 14.94 2.17 OD L-02-03D 2.32
qeps 5.07-5.08 116 bnlg2305 -umcl792 9.6 154 2.1 8.1 1.3 6.6 16.61 24.86 2.12 009 A L-02-03D 5.96
qep6 6.00 0  bnlg238 - bnlg1600 119 0.1 0.6 87 1.8 246 19.62 -16.83 -3.27 0.19 A L-20-01F 3.02
gep8a 8.02-8.03 22  bnlg2235 - phil25 1.0 2.2 30 195 6.1 302 2026 26.99 9.90 0.37 PD L-02-03D 6.87
qep8b 8.07-8.08 95 umcl055 - bnlgl056 1.0 2.1 105 85 0.1 8.6 27.53 -1.29 -24.38 1%9 OD L-20-01F 248
ALD 337 OD Total 32.28

*QTL names are indicated as ggy (QTL for grain yield) and as gep (QTL for ears per plant) followed by a number (chromosome number) and by a word (for more than one QTL on the
same chromosome).

® Underlined likelihood ratio (LR) numbers indicate significant values.

¢ Values multiplied by 10° for ears per plant.

4 Gene action type see Material and Methods.

¢ Direction indicates the parental lines which contributes for the increase the trait.
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Table 4. Genomic positions, LR values, gene actions and average levels of dominance (ALD), and coefficients of determination (R?)
for the QTL mapped for plant lodging, plant height, and ear height evaluated in four environments (A, B, C, and D).

QTL position LR" Genetic effect’ Gene action’

. . R
QTL Bin M Marker Interval A B C D JOTIN QTLXE  Additive Dominance Idiflal Type DIeUOM (o)
Plant lodging

gplla 1.06 - 1.07 177  umc1919 - bnlg615 1.4 8.3 0.6 20.7 2741 1553 -55.97 -148.98 2.66 OD L-20-01F 22.34
qpllb 1.07 194 bnlg615 - umel147 0.8 143 0.1 239 31.79 2244 -64.23 -86.67 1.35 OD L-20-01F 18.37
gplic 1.08-1.09/1.10 213  dupssrl2 - bnlg1720 .1 107 23 9.7 2346  20.80 -33.23 15.21 0.46 PD L-20-0lF 1.92
qplda 4.05 124 nc005 - umc1088 .5 178 8.1 3.8 2355 14.84 66.89 -14.21 0.21 PD L-02-03D 7.39
qpl4b 4.10 252 umcl1109 - umc1738 10.1 23 0.2 8.1 20.81 14.18 -40.82 53.80 1.32 OD L-20-01F 4.94
qpl9 9.02 47  bnlgl082 - bnlgl401 2.8 7.1 19 0.1 2091 1893 31.54 8.97 0.28 PD L-02-03D 1.24
Plant height ALD 1.62 OD Total 45.22
qphla 1.02 54 bnlgl178 - bnlgl1953 2.1 1.5 7.8 33 23.16  19.65 -1.22 -0.11 0.09 A L-20-01F 2.07
qphlb 1.02-1.03 71  bnlgl083 - bnlg439 1.8 11.8 19.1 33 27.02 15.02 -1.70 2.16 1.27 OD L-20-01F 4.45
qph3a 3.05 85 phi053 - phi073 0.7 1.7 106 85 23.05 18.58 1.35 1.21 0.89 D L-02-03D 3.89
qph3b 3.06 - 3.07 128  dupssrl7 - umc1659 58 117 114 17.6 23.72 9.89 -2.52 -0.97 0.39 PD L-20-0lF 6.03
qph4 4.08 196  bnlg2162 - umc1086 6.2 5.5 24 145 2377 1830 1.02 1.82 1.79 OD L-02-03D 2.84
qphs 5.01-5.03 9  umcl365 - bnlgl660 13.1 04 58 -03 2122 12.04 -1.92 3.34 1.74 OD L-20-01F 6.89
Ear height ALD 1.09 D Total 25.38
gehla 2.02 65 mmclll - bnlgl25 11.6 5.6 6.4 167 24.52 10.75 -1.37 1.81 1.32 OD L-20-01F 6.14
qeh2b 2.07-2.08 161 bnlgl721 - bnlgl1045 26 131 63 1.5 2624 22.17 1.12 -0.89 0.79 PD L-02-03D 3.36
geh3a 3.06 - 3.07 128  dupssrl7 - umc1659 41 168 185 14.1 27.31 8.92 -1.99 -0.33 0.17 A L-20-01F 7.47
qeh3b 3.07 - 3.08 134 umcl528 - bnlgl108 47 145 141 12.0 21.09 4.78 -2.03 -0.34 0.17 A L-20-01F 8.02
qeh4 4.10 254  umcl1109 - umc1738 6.6 1.6 2.8 48 2424 21.28 -0.71 -0.70 0.98 D L-20-01F 1.47
qeh7 7.02 51 phi034 - bnlg657 7.3 4.5 3.4 0.8 2938 2737 0.30 0.98 3.21 OD L-02-03D 1.02
qeh9a 9.07 119  bnlgl525 - bnlgl28 3.7 115 174 102 22.56 8.46 2.07 0.59 0.29 PD L-02-03D 8.92
qeh9b 9.07 129  bnlgl28 - bnlg279 36 113 134 118 21.69 9.54 1.71 0.61 0.36 PD L-02-03D 6.52
qehl0 10.04 29  bnlgl526 - umc1827 4.4 3.2 8.6 55 24.61 18.52 1.18 -0.70 0.59 PD L-02-03D 3.35
ALD 0.54 PD Total 39.54

*QTL names are indicated as gp! (QTL for plant lodging), gph (QTL for plant height), geh (QTL for ear height) followed by a number (chromosome number) and by a word (for
more than one QTL on the same chromosome).

® Underlined likelihood ratio (LR) numbers indicate significant values.

¢ Values multiplied by 10° for plant lodging.

4 Gene action type see Material and Methods.

¢ Direction indicates the parental lines which contributes for the increase the trait.



104

5. Conclusoes e Perspectivas

= Ocorreu uma cobertura total de 79% no mapa genético obtido de uma
populagao F, de milho tropical (Zea mays L.), utilizando 139 marcadores

microssatélites.

= A extensdo total do mapa foi de 1.858,61 cM e intervalo médio de 13,47 cM

gue foi o menor intervalo médio encontrado na literatura.

= Novas marcas devem ser adicionadas ao mapa genético, principalmente nas
regides cromossémicas 1, 4 e 7 que apresentaram grandes distancias entre os

marcadores microssatélites.

= O método de mapeamento por intervalo em ambientes multiplos foi eficiente
para o mapeamento de QTL para os caracteres avaliados e para a deteccao da

interacdo QTL x A nas progénies do milho tropical nos diversos ambientes.

= Novos QTL foram mapeados, no total foram dezesseis QTL para produgao de
grao, oito QTL para espiga por planta, seis QTL para acamamento, seis QTL para
altura de plantas, nove QTL para altura de espiga e dois QTL para numero de
folhas acima da primeira espiga.

= Os efeitos dos QTL para todos os caracteres variaram em magnitude e sinal,
mostrando que os QTL individuais contribuem de forma diferenciada para as

expressoes destes caracteres.

= Cinco dos seis caracteres avaliados apresentaram agdo génica total do tipo
sobredominancia, o que pode ser uma pseudo-dominancia causada pelo conjunto

muito ligados de QTL dominantes, conseqiéncia do alto desequilibrio de ligacao.
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— Os valores da varincia fenotipica total (R?) explicada pelos QTL para todos os
caracteres avaliados foi no geral baixos, indicando uma falha do modelo de

mapeamento para locos com pequenos efeitos.

= Poucos QTL foram estaveis nos ambientes para todos o0s caracteres,

mostrando uma significativa interagao QTL X E.

= O grande numero de QTL que foram significativos com os ambientes impode
dificuldades adicionais para os programas de selecao assistida utilizando
marcadores moleculares em regides tropicais. Assim, 0s programas de
melhoramento brasileiros em milho deverao ser desenvolvidos em regides

especificas de interesse.

= A adicao de novos marcadores moleculares nas regidoes que apresentaram
grandes distancias no mapa genético aumentara o poder do mapeamento de QTL
nestas regides, tanto aumentando o numero de QTL mapeados, quanto
aumentando os valores dos R? totais.
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6. Anexo
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Figure 1A. Perfil do polimorfismo alélico da populacdo F, sob mapeamento,
utilizando o microssatélite (GGAGA)s denominado umc1069, localizado no braco
longo do cromossomo 8. No gel os trés primeiros correspondem, ao parental 1 (Py),
parental 2 (P;) e a geracdo F;, em seguida 45 progénies F,. A eletroforese foi
realizada em um gel de agarose de alta resolugao (agarose/MetaPhor) a 4%, corado
com brometo de etidio e digitalizada pelo equipamento GeneGenius (Syngene
Ltda.).
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Tabela 1A. Os 64 microssatélites selecionados e utilizados no mapa genético
saturado, apresentados na ordem de sua localizagado no genoma do milho,

denominacgao dos locos e o respectivo programa de amplificagao.

N>  Bin* Nome Programa™ N°  Bin®* Nome Programa ™
1 1.01 umcll77 TA (55°C) 33 4.08 umcl086 TD

2 1.02 bnlgl007  TA(55°C) 34  4.09 umcl939  TA (55°C)
3 1.02 bnig1178 TA (55°C) 35 4.10 umcl532 TD

4 1.03 bnig1203 TA (52°C) 36 4.10 umcl738 TD

5  1.03 bnigi953  TA(55°C) 37  5.02 bnlg105 ™

6 1.04 umcl558 TD 38 5.03 bnig1879 TD

7  1.04 umci917  TA(54°C) 39  5.03 bnigl660  TA (55°C)
8  1.05 umc2025  TA(55°C) 40  5.04 bnigi208  TA (55°C)
9 1.06 umcl919 TA (60°C) 41 5.07 umc2013 TA (55°C)
10 1.10 umcl737 TD 42 5.08 umcl792 TD

11 1.11 umcl630 TA (60°C) 43 6.00 bnig1600 TA (57°C)
12 1.12 umcl797 TA (60°C) 44 6.04 mmc0523 TA (50°C)
13 2.01 umcl227 TA (55°C) 45 6.04 umc2006 TD
14 2.02 bnig1017 TA (55°C) 46 6.06 umcl762 TD
15 2.03 mmc0111 TA (55°C) 47 6.07 umcl653 TA (60°C)
16 2.07 umcl560 TA (55°C) 48 7.01 umcl066 TD
17 2.07 umcl042 TA (50°C) 49 7.06 phill6

18 2.07 umclo46 TA (55°C) 50 8.08 umcl069 TD
19 2.08 bnig1329 TA (52°C) 51 9.01 bnilg1583 TD
20 2.08 bnigl1662 TA (52°C) 52 9.01 bnig1810 TD
21 2.08 bnigi721  TA(54°C) 53  9.01 umcl040  TA (55°C)
22 2.08 bnig2077  TA(55°C) 54  9.02 umcl037  TA (55°C)
23 2.08 umcl516 TD 55 9.02 bnig1401 TA (55°C)
24 3.04 bnigl1647 TD 56 9.02 bnig1082 TD
25 3.04 bnig1904 TD 57 9.07 bnlgl1525 TA (55°C)
26 3.04 umcl025 TD 58 9.07 bnig279 TA (55°C)
27 3.07 umcl528 TD 59 10.05 umc2043 TD
28 3.07 umcl659 TA (60°C) 60 10.05 umcl827 TA (55°C)
29 3.09 bnig1496 TA (55°C) 61 10.07 umcl038 TA (55°C)
30 3.09 umcl1052 TD 62 10.07 umcl569 TA (54°C)
31 3.09 umcl639 TD 63 10.07 umc2021 TA (55°C)
32 4.07 bnigli189  TA(55°C) 64 10.06  umcl993 ™

3 0O genoma do milho foi divido em 100 “bins”, sendo que cada “bin”corresponde a uma regido
cromossOmica (Gardiner et al. 1995).

P TA designa o programa de temperatura de anelamento especifica, calculado pela férmula de Marmur
e Doty (1962), com as temperaturas de anelamento adotada entre paréntese. TD designa as
modificagdes do programa “Touchdown PCR” (Don et al. 1991).
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Tabela 2A: QTL mapeados para o carater nUmero de folhas acima da primeira espiga: posicdo
genbmicas, valores de LR, tipo de acdo génica, grau médio de dominancia, e coeficiente de

determinagdo (R?).

. Jan c ~ " . d
oTLe Intervalo entre Posicio® LR Efeito Genetico Agao Génica Direcio? 2
marcas (cM)  (QTLXA) Aditivo Dominante |d|/|]a|] Tipo (%)
ginla bnigl1007 - bnlg1083 71 22,65 -0,62 2,21 0,28 SD L-20-01 14,36
ginlb umcl737 - umcl630 269 19,92 1,05 1,46 0,72 SD L-02-03 11,02

GMD SD Total 25,38

# Os QTL estdo indicados pelas iniciais do nome do carater em inglés (ex. In, leaves number), seguidos por um nimero (nimero do cromossomo) e

por uma letra (para mais de um QTL no mesmo cromossomo).
® Valores significativos de LR estdo sublinhados.

¢ Valores foram multiplicados por 10.
4 Tipo de ag8o génica seguiu o descrito em Material e Métodos (Capitulo II).
¢ Diregdo da linhagem parental que contribui para o aumento do carater.
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o0 brlg1370 183 -] [ — bnlg1660 271 bnlg1600
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Figura 2A. Mapa genético dos 10 cromossomos da populagdao F, de milho tropical
derivada das linhagens L-02-03D e L-20-01F, construido com 139 marcadores
microssatélites. Os nomes de cada marcador estdo identificados do lado direito de cada
cromossomo e do lado esquerdo estdo suas distancias em centimorgans (cM). A extensao
total do mapa é de 1.858,61 cM com intervalo médio de 13,47 cM entre marcadores. As
posicoes dos 47 QTL mapeados estdo indicadas pelos triangulos. Cada QTL foi chamado
pelas iniciais do nome do carater em inglés (ex. gy, grain yield), seguido por um ndmero
(nimero do cromossomo) e por uma letra (para mais de um QTL no mesmo
Cromossomo).
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Figura 3A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagdes dos QTL no cromossomo 1 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 4A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 2 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater nimero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 5A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanca (LR)
indicando as localizagdes dos QTL no cromossomo 3 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 6A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 4 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 7A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdao de verossimilhanca (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 5 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres producao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 8A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanca (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 6 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 9A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 7 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da
primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 10A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 8 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.
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Figura 11A. Grafico da distribuigdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagdes dos QTL no cromossomo 9 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.



120

30 +
Cromossomo 10

20 T \

LR 15

0,0 80 16,0 24,0 30,4 38,4 456 53,6 60,6 686 76,6 83,7 914 98,5
Posigao (cM)

LR(1) —LR(2) __LR@3) ___PG _EP AP AE AQ NF

Figura 12A. Grafico da distribuicdo dos valores do teste da razdo de verossimilhanga (LR)
indicando as localizagbes dos QTL no cromossomo 10 do milho para os caracteres producao
de graos (PG), espiga por planta (EP), altura de planta (AP), altura de espiga (AE),
acamamento (AQ) e numero de folhas acima da primeira espiga (NF). Os valores dos limites
criticos de significancia para o mapeamento dos QTL estdo indicados pelas linhas
LR(1)=22,68 para os caracteres produgao de graos e espiga por planta avaliados em cinco
ambientes, LR(2)=20,73 para os caracteres altura de planta, altura de espiga e acamamento
avaliados em quatro ambientes e LR(3)=18,68 para o carater niumero de folhas acima da

primeira espiga avaliado em trés ambientes.



