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Introducéo

O método do retrocruzamento tem por objetivo recuperar o genétipo do genitor
recorrente. O processo envolve a utilizacdo de dois materiais genéticos, sendo um
deles adaptado e produtivo, e outro contendo o carater de interesse que se deseja
introduzir (Borém, 1998). As caracteristicas com alta herdabilidade, controladas por
um ou poucos genes, sao mais facilmente transferidas por esse método (Fehr, 1987).
Os marcadores moleculares apresentam-se como uma alternativa importante para
aumentar a eficiéncia do processo de retrocruzamento uma vez que possibilitam a
identificacdo precoce de individuos que tenham maior recuperacdo do genoma do
genitor recorrente (Openshaw et al., 1994;Van Berloo, 1999). A identificacdo da
origem parental de cada regido cromossémica pela analise de dados moleculares foi
inicialmente proposta por Young e Tanksley (1989), que lancaram o conceito de
genotipagem gréfica. Desta forma, sdo identificados individuos que possuem os alelos
de interesse ligados a um menor nimero de alelos indesejaveis do genitor doador,
sendo calculada a proporcédo de recuperacdo do gendtipo recorrente em cada
individuo da progénie do retrocruzamento. Dentre os varios marcadores moleculares
que podem ser usados no monitoramento da recuperacao do gendtipo recorrente, 0s
microssatélites (SSR) apresentam-se como um dos mais promissores para a ampla
utilizag&o nos programas de melhoramento uma vez que sdo codominantes e
multialélicos, fornecendo um elevado nivel de informacgdo genética por loco (Ferreira
e Grattapaglia, 1998).

O presente estudo teve por objetivo otimizar o estabelecimento de um programa de
retrocruzamento de milho tropical assistido por marcadores SSR, avaliando a
eficiéncia de recuperacdo do gendtipo recorrente e os ganhos de selecdo, utilizando-se
a altura de espiga como caracteristica de interesse a ser transferida para uma linhagem
com elevada capacidade combinatdria para a producédo de gréos.

2. Material e Métodos
Material genético

Foram utilizadas duas linhagens elite de milho derivadas da variedade CMS-14C, sendo a
linhagem L13 escolhida como genitor doador por possuir uma baixa insercao de espiga,



caracteristica quantitativa e de alta herdabilidade a ser transferida, e uma baixa capacidade
combinatoria. A linhagem L11 foi selecionada como genitor recorrente por apresentar uma
excelente capacidade combinatoria para producdo de graos e uma alta insercdo da espiga.

Obtencéo e selecéo de plantas nos retrocruzamentos

No primeiro ciclo de retrocruzamento [(L11 x L13) x L11] foram avaliados 523 individuos
RC1 para altura de insercdo da espiga (AE), altura da planta (AP), nimero de nds até a
espiga (NNE) e numero total de nds (NTN), sendo selecionadas 35 plantas que apresentaram
AE com um desvio padrdo abaixo da média da populacdo. Tais plantas foram genotipados
com marcadores SSR, sendo selecionadas cinco plantas que apresentaram um desvio padréo
acima da média de recuperacao do gendtipo recorrente. As cinco plantas RCi selecionadas
foram utilizadas para gerar uma populacdo RC2 de 241 individuos, sendo selecionadas 31
plantas segundo 0os mesmos critérios de selecdo utilizados no primeiro ciclo de
retrocruzamento.

Genotipagem com Marcadores SSR

O DNA gendmico foi extraido segundo a metodologia descrita por Saghai-Maroof et al.
(1984). Os primers SSR especificos foram adquiridos da Research Genetics, Inc. (Huntsville,
AL), cujas seqliéncias estdo publicamente disponiveis no Maize Genome Database. Os
produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 4%, visualizados sob luz
ultra-violeta em presenca de brometo de etidio e fotodocumentados no Eagle Eye II.
Inicialmente foram avaliados 342 primers SSR entre as linhagens parentais. No primeiro ciclo
de retrocruzamento foram utilizados 27 primers polimérficos e no RCz foram utilizados 68
marcadores SSR distribuidos homogeneamente no genoma do milho. Os dados moleculares
foram codificados como A (homozigoto semelhante ao pai recorrente) e H (heterozigoto),
sendo analisados com auxilio do programa Graphical Genotypes - GGT (Van Berloo, 1999).

Obtencao e avaliacao dos hibridos topcrosses

Para participarem dos cruzamentos em topcross, foram selecionadas plantas, em cada um dos
ciclo de retrocruzamento, utilizando dois critérios: um com base apenas no fen6tipo e o
outro, além do fendtipo, foram selecionadas as plantas mais proximas ao progenitor
recorrente identificadas por meio da genotipagem. Tais plantas RC1 e RC: e as linhagens
parentais foram cruzadas com o testador L161, obtendo-se ao final 41 hibridos topcrosses
que foram avaliados, juntamente com um hibrido comercial altamente produtivo, como
testemunha, quanto a AE, AP, NNE, NTN e producéo de gréos. O delineamento utilizado foi
em blocos casualisados, com trés repeticoes, e plantados em Goiania, Janaiba e Sete Lagoas,
no ano agricola 2001/2002.

Resultados e Discussdes

As analises estatisticas realizadas com os 523 individuos RC1 para a altura de insercdo
da espiga (AE) indicaram uma distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk, com
média 1,22 m e desvio padrdo 0,15 m. Foram selecionados 35 individuos que
apresentaram um desvio padrdo abaixo da média para a AE, obtendo-se uma reducéao
significativa de 0,22 m na AE, comparada com a média da populacdo. A populacao de
35 individuos RC1 foi genotipada, apresentando uma média de recuperacao do
gendtipo recorrente de 74,02%, em concordancia com a média esperada no RCi, que
seria de 75%. Foram selecionados cinco individuos RC1 que apresentaram uma



recuperacdo média do gendtipo recorrente de 82,6%, tendo-se obtido plantas com até
84,40%, o que equivaleria a um avango de aproximadamente dois ciclos de
retrocruzamento.

A partir das cinco plantas RCz selecionadas foi obtido o segundo ciclo de
retrocruzamento constituido por 241 progénies RC2. Aplicando-se 0 mesmo critério
de selecdo para a AE, foram selecionadas 31 plantas RCz, cuja reducdo média da AE
foi de 0,13 m. Apos a genotipagem das 31 plantas, foi obtido uma média de
recuperacdo do genotipo recorrente de 91,98%, o0 que ja apresenta uma superioridade
em relacdo a média esperada que seria de 87,5%. Das 31 plantas RCz, foram
selecionadas 8 plantas com uma média de 96,44%, sendo que duas plantas
apresentaram proporcao de recuperacao de 98,20%, 0 que equivaleria a uma
recuperacdo no quinto ciclo de retrocruzamento. Tal superioridade é justificavel uma
vez que a geracao RC: foi originada de plantas com média de recuperacdo elevada
(82,6%). Estas informag6es confirmam os resultados obtidos por Opershaw et al.
(1994) de que a selecéo assistida por marcadores identifica plantas com maior
propor¢do do genoma recorrente e contribui para a reducdo no nimero de
retrocruzamentos necessarios para se obter um adequada recuperacao do genitor
recorrente, levando a uma reducao no tempo e nos custos para a obtengdo de novas
cultivares a partir de programas de retrocruzamento.

Quanto a caracteristica selecionada com base no fen6tipo, na primeira geracéo de
retrocruzamento houve uma reducao significativa na média da altura de espigas em torno de
18,5%, sendo que no segundo ciclo, essa reducéo atingiu cerca de 13,5%. Embora a
caracteristica ndo poder ser comparada entre os ciclos de retrocruzamento devido aos efeitos
ambientais, ficou demonstrado que a sele¢do fenotipica foi eficiente para a reducdo da altura
de insercdo das espigas, indicando que ocorreu a transferéncia dos alelos de interesse.

Nas analises de variancia dos topcrosses, 0s coeficientes de variagdo para as
caracteristicas altura de espiga e peso de espiga despalhada variaram entre 3,79% e
6,04%, e entre 11,92% e 13,75%, respectivamente. Tais coeficientes indicaram que
houve uma boa precisdo na conducao dos experimentos segundo Scapim et al.
(1995). Nas andlises individuais e na conjunta observou-se que o0s hibridos obtidos
com as linhagens L11 e L13, se mantiveram como 0s de maior e menor AE,
respectivamente, indicando que o testador foi eficiente em discriminar os materiais
genéticos. Pela analise conjunta foi determinado que os hibridos apresentaram
diferencas significativas quanto a altura da espiga, nos diversos locais, e que, pelo
menos um hibrido apresentou desempenho produtivo diferenciado nos varios
ambientes. Esse Ultimo resultado foi confirmado pelo teste de média Scott-Knott a
5%, que separou 0s materiais em dois grupos. Houve, ainda, interacao significativa
entre as linhagens parentais nos diferentes ambientes, indicando que a producéo
dessas linhagens néo foi coincidente entre os ambientes avaliados. De fato, a linhagem
L11 foi mais produtiva em Janautiba e em Sete lagoas, ao passo que a L13 conseguiu
superé-la, e aos demais hibridos, em Goiania. Um fato que merece destaque neste
estudo foi que todos os hibridos obtidos foram mais produtivos que a testemunha,
mostrando o potencial das linhagens obtidas na producdo de novos hibridos simples.

Conclusoes

O processo de retrocruzamento assistido por marcadores é uma estratégia viavel quando se
deseja acelerar a conversdo de linhagens elites em milho, uma vez que se pode identificar



plantas com elevado grau de recuperacgdo do gend6tipo recorrente dentro de uma populacédo
segregante. nos ciclos iniciais. O niamero de marcadores, o tamanho das populacdes e o indice
de selecdo, utilizados no presente trabalho, parecem ter sido suficientes para a recuperacao do
genoma recorrente, uma fez que houve um ganho de até trés ciclos de retrocruzamento. No
entanto, os hibridos topcrosses recuperam, em média, a capacidade produtiva da linhagem
parental recorrente independente da utilizagdo de marcadores moleculares, sendo que todos 0s
hibridos foram mais produtivos que a testemunha, em todos os ambientes, mostrando o
potencial produtivo dos materiais avaliados.
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