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Alteracdao nas Frequéncias Alélicas em Ciclos
de Selecao Recorrente como Estratégia para
Identificacdo de QTLs para Tolerancia ao Al
em Milho

Introducéao

O milho é uma cultura mundialmente disseminada, sendo na alimentagao
humana e animal sua principal utilizacao. O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial desse cereal, com producio estimada em 57 milhdes de toneladas
para safra e safrinha de 2010/2011 (CONAB, 2011). Esses numeros indicam
crescimento na producéao brasileira, porém, a lavoura do milho ainda passa
por limitagdes devido a doencgas e estresses abidticos, como encontrados em
solos acidos.

Os solos acidos estéao presentes em aproximadamente 50% das terras
cultivaveis do mundo, incluindo a regiao do Cerrado brasileiro, consistindo
em um importante entrave a produ¢cao mundial de alimentos (FAGERIA et al.,
2007). Nesses solos, o aluminio (Al) encontra-se na forma soluvel Al*3, que
possui agao citotodxica, inibindo o crescimento das raizes (KOCHIAN, 1995),
reduzindo o volume de solo explorado para absorg¢ao de nutrientes e agua,
culminando em uma menor producao.

Para superar as limitagdes causadas pelos solos acidos, uma alternativa

é a utilizacao de cultivares tolerantes ao Al. A tolerancia ao Al em milho é
uma caracteristica de heranga quantitativa, sendo controlada por varios
genes localizados em regides do genoma que sao identificadas como QTL
(QuantitativeTrait Loci). Portanto, a identificacao e a validagdo desses QTLs
sdo importantes estratégias para o aumento da adaptabilidade de cultivares,
uma vez que eles podem ser introgredidos e piramidados via selegao
assistida em linhagens-elites.

Além do mapeamento de QTLs e analises associativas, uma estratégia que
pode ser utilizada para a detecgao de regides gendmicas associadas com
uma caracteristica fenotipica é a alteracao nas frequéncias alélicas ao longo
de ciclos de selegao recorrente.

Alteracao nas frequéncias alélicas

A variacao genética entre e dentro de populagdes pode ser medida utilizando
as alteracgdes na frequéncia alélica dentro de um loco (WEIR, 1996),

sendo um importante parametro para avaliar a variabilidade genética em
populagdes. Desvios nas frequéncias alélicas podem ser gerados pela deriva
genética, migracao, selecao ou mutacao (HILL; ROBERTSON, 1968; LIU,
1998). Assim, esses desvios podem ser utilizados para identificar regides
gendmicas de interesse, desde que sejam aplicados testes estatisticos
adequados em populagdes apropriadas para tal finalidade.
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Desvios de frequéncias alélicas em diferentes
populagdes de melhoramento foram utilizados
para detectar regides gendmicas associadas com
caracteres de produgcao em diversas espécies
como o milho (STUBER et al., 1980) e aveia

(DE KOEYER et al., 2001). Como durante o
processo de selecdo, a populacdo é enriquecida
pelos alelos favoraveis que estao sob selecao,

a frequéncia desses alelos ¢é alterada em
comparacgao com a frequéncia esperada em locos
que nao estio sob selecao.

Assim, no presente trabalho reportaremos um
estudo de caso, utilizando trés ciclos de selecao
em um sintético composto por quatro linhagens
de milho tolerantes ao Al e selecionadas em
solugdo nutritiva visando a validagao de QTLs
de tolerancia ao Al previamente identificados em
uma populagao de linhagens recombinantes.

Ciclos de Selecao

Foi utilizado um sintético, denominado Sintético-
Aluminio, composto pelo intercruzamento de
quatro linhagens de milho para formar o ciclo
inicial ou CO: Cateto237/67, L1154, SLP181/71

e L3, que apresentaram niveis médios a
elevados de tolerancia ao Al (ALVES et al.,
2004). O sintético foi submetido a trés ciclos

de selecao recorrente em solugéo nutritiva de
Magnavaca et al. (1987). A sele¢do no ciclo CO
foi realizada com a atividade de {39} uM de Al,
que é a concentragao normalmente utilizada
para a avaliacdo da tolerancia ao Al em milho.
No entanto, a selecéo das plantas nos demais
ciclos (C1, C2 e C3) foi realizada utilizando {60}
MM de Al. As variedades BR106 e CMS036 foram
utilizadas como testemunhas sensivel e tolerante
ao Al, respectivamente.

No ciclo CO, 294 plantulas foram avaliadas em
solucao nutritiva e as 30 plantulas mais tolerantes
transplantadas em canteiro, onde todos os
individuos foram recombinados por meio de bulk
de polen. Assim foi obtido o ciclo C1. Do ciclo C1,
as 30 plantas mais tolerantes foram selecionadas
e recombinadas da mesma maneira, gerando o
ciclo C2. A partir da selecao e recombinacao de
C2 foi obtido o ciclo C3.

A caracteristica fenotipica utilizada foi o
Crescimento Relativo da Raiz Seminal (CRRS),
calculado pela divisdo entre o comprimento
liquido da raiz apds cinco dias de tratamento com
Al e o comprimento liquido da raiz pelo mesmo
periodo em solugao nutritiva sem Al.

(CFinal — Clnicial) com AI**
(CFinal — Clnicial) sem Al*?

CRRS =

Apos o sintético ter sido produzido pelo
intercruzamento das linhagens, foram gerados
trés ciclos por meio de bulk de pdlen com as
trinta plantas mais tolerantes, selecionadas
em solucgédo nutritiva conforme o esquema
apresentado na Figura 1.

Marcadores Moleculares

Com o objetivo de quantificar os desvios

na frequéncia alélica entre os ciclos de

selecao, foram selecionados 12 marcadores
microssatélites ao longo dos cromossomos 5 € 6
de milho, onde previamente foram identificados
dois QTLs de efeito maior para a tolerancia ao Al,
derivados da linhagem Cateto 237/67 (MARON
et al., 2010). Adicionalmente, nesses dois QTLs
foram identificados genes candidatos homadlogos
ao gene AItSB, que confere tolerancia ao Al em
sorgo (MAGALHAES et al., 2007). A Tabela 1
mostra a posi¢ao, a probabilidade, o efeito e a
proporgao da variancia fenotipica explicada por
cada um dos QTLs de tolerancia ao Al.
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Tabela 1. QTLs de tolerancia ao Al em milho incluindo os marcadores associados aos genes
candidatos, sua posi¢cdo em cM, o LR (Likelihood Ratio), o efeito e a porcentagem da variancia
fenotipica explicada pelo QTL (R?).
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Figura 1. Ciclos de selegao recorrente para a tolerancia ao Al a partir do
intercruzamento entre as linhagens Cateto 237/67, SLP181/71, L1154 e L3. As siglas
CO0, C1, C2 e C3 correspondem aos ciclos 0, 1, 2 e 3, respectivamente.

Teste de Waples onde, Fo: Frequéncia observada e Fe:

. a . Frequéncia esperada
Como os desvios na frequéncia alélica podem ser

causados por deriva genética, a homogeneidade O teste de Waples (1989) foi aplicado em

das frequéncias alélicas entre os ciclos de cada loco para verificar se as mudangas nas
selegao foi avaliada pelo teste de contingéncia frequéncias alélicas entre os ciclos ciclo séo

de qui-quadrado (GOMES, 1981) da seguinte exclusivamente atribuidas a deriva genética.
maneira: Assim, ao rejeitar a hipotese Ho, pode-se inferir

[ |
I' — E U‘b—ﬂ'] que a alteragao na frequéncia alélica naquele
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loco nao foi ao acaso. O teste de Waples (1989)
€ calculado da seguinte forma:

e

sendo Q(k-1) o valor critico de para K — 1 graus
de liberdade, K o numero de alelos em cada loco,
e C a variancia de cada alelo calculada conforme
metodologia de Waples (1989). C é calculado
segundo a férmula:

= F[I_.ﬂ
BV

onde V(x-y) é a variancia das frequéncias de um
alelo entre os ciclos SO e St. Considerando x a
frequéncia do alelo em S e y sua frequéncia em
S, BV é a variancia das frequéncias de um alelo,
considerando que ha distribuicdo independente e
binomial desse alelo entre os ciclos de selegao.

AN o L L.

ﬂx—n:m—ﬂ[ﬁﬂ—[ —E_;I —ML]] ande:

P: probabilidade de se escolher um determinado
alelo nos dois eventos amostrais;

Ne = Numero populacional efetivo;
t: nimero de geracgoes;
S = Amostragem em determinado ciclo;

BV = V(x-v). Considerando V(x-v) = V(x) + V(v)

E possivel chegar emc BF:P{[—H[%+§]

Finalmente, se o chi-quadrado calculado for
maior que o valor encontrado pela metodologia
de Waples (Q(K-1)/C), rejeita-se Ho e pode-se
considerar que o aumento na frequéncia alélica é
significativo e ocorreu devido a selegao imposta.

Ganhos em tolerancia ao Al ao longo
dos ciclos de selecao

Dentre as linhagens que foram intercruzadas
para gerar o ciclo CO, a linhagem Cateto237/67 é
a mais tolerante ao aluminio, com o crescimento
relativo da raiz seminal (CRRS) de 0.91 com {60}
MM de atividade de Al. A média da tolerancia ao
Al no ciclo CO foi de 0.3376, um pouco inferior
ao esperado considerando a média das quatro
linhagens parentais. No entanto, do ciclo CO
para o ciclo C1, houve um ganho significativo da
tolerancia ao Al, atingindo um patamar no ciclo
C2, significativamente similar a tolerancia da
linhagem Cateto237/67 (Tabela 2). O nivel de
tolerancia dos ciclos C1, C2 e C3 superou o da
variedade CMS036, considerada como tolerante
ao Al

Tabela 2. Médias do indice CRRS dos ciclos
de selecéo, nas linhagens parentais e nas
testemunhas.

CO 0.3376 fo
C1 0.7875 a¢

C2 0.8923 @

C3 0.8611 @
Cateto237/67 0.9158

L1154 0.6696 =

L3 0.3557 fo
SLP181/71 0.3329 o
CMS036 0.4584 ef
BR106 0.2469 9

* As médias seguidas da mesma letra nao diferem
entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

A porcentagem de ganho total ao longo dos trés
ciclos de selegao foi de 155%, considerando o
célculo (C3 — C0)/CO x 100. Assim, podemos
considerar que a selegdo em solugao nutritiva

foi eficiente em aumentar a tolerancia ao Al
atingindo o maximo da tolerancia com dois ciclos
de selecao recorrente. Apesar de, em termos
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meédios, ndo ter sido observada uma superacao
do patamar de tolerancia apresentado pela
linhagem Cateto237/67, podemos considerar
que ainda existe variabilidade genética dentro
dos ciclos C2 e C3, onde haveria possibilidade
de selecionar individuos com altos niveis de
tolerancia em funcéo da piramidacéao de alelos
superiores derivados de locos distintos.

Validacdo de QTLs de tolerancia ao
Al pelos desvios nas frequéncias
alélilcas

As analises das frequéncias alélicas dos 12
marcadores microssatélites, obtidos pelo teste
padrao de contingéncia de qui-quadrado,
determinaram que as alteragdes nas frequéncias
alélicas nao foram significativas. Tal resultado
sugere que todos os locos nao tiveram suas
frequéncias alteradas por deriva genética ou pela
amostragem. No entanto, os resultados obtidos
pelo teste de Waples (1989), determinaram

que os locos bnlg105, umc1056, umc1956 e
umc1221 no cromossomo 5, bnlg238 e phi126 no
cromossomo 6, sofreram alteragdes significativas
nas frequéncias alélicas entre os ciclos C0O e C2.
Assim, pode-se considerar que os desvios na
frequéncia alélica desses locos ocorreram devido
a selecado em solugao nutritiva.

Nota-se que os marcadores que sofreram desvios
nas frequéncias alélicas segundo Waples (1989),
estdo localizados préximos as regides de QTLs
de tolerancia ao Al previamente identificados por
Maron et al. (2010) e apresentados na Figura 2.
Os marcadores bnlg105, umc1056 e umc1935
estdo localizados no segundo maior QTL que
explica 16% da variancia do fenétipo, enquanto
o0 marcador umc1221 esta proximo a um QTL de
efeito menor localizado também no cromossomo
5. Ja os marcadores bnlg238 e phi126 estao
situados no principal QTL de tolerancia ao Al

que explica 16.2% da variagao fenotipica, no
cromossomo 6.

Tabela 3. Marcadores que sofreram alteracao significativa nas frequéncias alélicas segundo Waples
(1989) entre os ciclos de selecao C0O e C2 a 5% de significancia.

bnig105 5 13.853
umc1056 5 31.350
umc1935 5 50.744
umc1221 5 168.079
bnig238 6 3.390
phi126 6 3.390

20.601 1.237 7.8147 0.16181
20.601 0.547 5.991 0.51234
20.601 0.58 7.8147 0.35368
173.568 1.151 7.8147 0.76553
5.866 3.318 7.8147 0.25069
5.866 1.777 7.8147 0.83778
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Figura 2. Principais QTLs de tolerancia ao Al em milho localizados nos cromossomos
5 e 6. Os marcadores que sofreram desvio significativo na frequéncia alélica segundo
Waples (1989), estao circundados em preto. Os marcadores ZmMATE1 e ZmMATE2

nao foram avaliados no ciclo de selegao.

Conclusdes e Implicacdes

A selecao recorrente em solugao nutritiva foi
eficiente em aumentar a tolerancia ao Al, a

partir do primeiro ciclo, atingindo o maximo da
tolerancia no ciclo C2. A busca por individuos
gue possuam combinacdes favoraveis de alelos
de locos distintos pode ser realizada por meio
de uma selecdo dentro dos ciclos C2 e C3, onde
devem existir individuos com patamares de
tolerancia superiores a linhagem Cateto237/67.

A co-localizagao entre os locos que tiveram suas
frequéncias alélicas alteradas pela selecao com
QTLs de tolerancia ao Al confirma que nessas
regides gendmicas existem fatores genéticos
afetando essa caracteristica. Assim, uso desses
marcadores flanqueando os QTLs de efeito maior
pode ser uma estratégia interessante para a
introgressao de alelos superiores de tolerancia ao
Al em linhagens elite.
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