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O Brasil é um pais de economia predominantemente agricola, tendo esse setor um
forte impacto na sustentabilidade socioecondmica nacional. Dentre as diversas atividades
agricolas existentes no pais, a produgdo de graos destaca-se como uma das mais importantes,
merecendo aten¢ao a cultura do milho. O milho € o cereal de maior importancia econdmica no
mundo, sendo cultivado para a alimentacio humana e animal, e para a producdo de
biocombustivel. Nos udltimos anos a producdo de milho no Brasil vem experimentando
aumentos expressivos decorrentes da evolucdo do sistema de cultivo, da disponibilidade de
genotipos mais produtivos e adaptados a diversas regides, da mecanizacdo e do aumento da
area de plantio a safrinha. Entretanto, a produtividade média brasileira, de 4.010 kg/ha
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2010), ainda é considerada baixa se
comparada a de outros paises produtores, como China, (5.000 kg/ha), Argentina (7.000 kg/ha)
e Estados Unidos (9.000 kg/ha).

Dentre os fatores que contribuem para a limitada produtividade dessa cultura no
Brasil destaca-se a suscetibilidade a doencas, especialmente preocupante atualmente em
virtude da expansdo da fronteira agricola, da ampliacdo da época de plantio (safrinha), da
ado¢do do plantio direto sem rotacdo de culturas e do emprego de cultivares suscetiveis
(COSTA; COTA, 2009).

As doencas do milho podem afetar ndo apenas a produgdo, mas também a qualidade, a
palatabilidade e o valor nutritivo dos graos e da forragem. Dentre as doencas que ocorrem na
cultura do milho, merecem destaque pela sua importancia as doengas foliares, cujos danos sdao
decorrentes do mau funcionamento e da destrui¢do dos tecidos fotossintéticos, o que limita a
interceptacao da radiag@o solar e translocacdo de fotossintatos ao desenvolvimento de graos.
(CASA et al., 2005).

Em milho o mildio é causado pelo oomiceto Peronosclerospora sorghi (Weston e
Uppal) CG Shaw. Inicialmente observado no Brasil no inicio da década de 1970, tem sido
problema na cultura de milho principalmente nos trés estados da regido Sul do Brasil. E uma
doenca de grande potencial destrutivo, pois causa esterilidade quando as plantas sdo
infectadas nos primeiros estddios de desenvolvimento, acarretando perda total na producao.

Plantas sistematicamente atacadas apresentam-se clordticas e ocasionalmente exibem
folhas com estrias e faixas brancas mais estreitas e eretas em relacdo as plantas sadias. Nas
folhas inferiores encontram-se folhas com uma divisdo transversal nitida entre o tecido doente
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e sadio, dando a folha um aspecto de meia folha doente. Os colmos apresentam-se mais finos,
acamados e possuem uma quantidade menor de raizes adventicias. Os penddes das plantas
atacadas podem apresentar uma proliferagao de estruturas filoides, em que as estruturas florais
tomam o aspecto de pequenas folhas, ou apresentam folhas estreitas e eretas, sem a presenca
de penddao. Em ambos os casos, ndo hd formagdo de espigas. No periodo noturno e em
temperaturas entre 21°C e 23°C e presenca de orvalho ocorre abundante producdo de
esporangios pelo fungo, os quais sao disseminados pelo vento nas primeiras horas da manha.
Ainda, sob as mesmas condi¢des ambientais, os esporangios germinam e infectam
rapidamente as plantas de milho, causando lesdes localizadas onde ocorre nova producdo de
esporangios. Apds a infec¢do, se a temperatura ambiente se mantiver abaixo de 22°C, a
severidade dessa doenga pode atingir niveis epidémicos. Ao final do ciclo, sao formados os
odsporos, que podem sobreviver nos restos de cultura e no solo por diversos anos. Dessa
forma, o plantio de milho em uma drea onde ocorreu severa epidemia de mildio corre o risco
de ter reincidéncia severa dessa doenga. O plantio direto € uma pratica que aumenta o risco da
doenca por manter os residuos com as estruturas do patdgeno.

Dentre as estratégias de manejo de doencas, o uso de resisténcia genética e rotacao
de cultura sdao consideradas as mais eficientes. Entretanto, a pratica de rotacdo de culturas &,
tradicionalmente, pouco adotada por parte dos produtores devido, principalmente, a questdes
econOmicas e de infraestrutura operacional. Desse modo, a utilizacdo de gendtipos resistentes
destaca-se como a forma mais vidvel, segura e de menor impacto ambiental para o manejo das
doencgas (FERREIRA; CASELA, 2001; REZENDE et al., 2004).

A heranca da resisténcia ao mildio em milho € descrita como uma caracteristica
quantitativa controlada por poucos genes. Trés QTL (Quantitative Trail Loci) que contribuem
para a resisténcia a P. sorghi foram detectados em uma populacdo de linhagens recombinantes
(Recombinant Inbred Lines, RIL) derivadas de um cruzamento entre as linhas puras G62
(resistente) e suscetivel (G58) (AGRAMA et al., 1999). Dois destes QTL se localizam bem
proximos no cromossomo 1 enquanto o terceiro QTL se localiza no cromossomo 9.
Recentemente, seis QTL nos cromossomos 1, 2, 6, 7 e 10 foram identificados em uma
populacdo de RIL obtida pelo cruzamento de Ki3 (resistente) com CMLI139 (suscetivel)
(GEORGE et al., 2003) com base em testes na India , Indonésia, Tailandia e Filipinas. Nair et
al. (2004) identificaram locos de resisténcia ao mildio nos cromossomos 2, 3 e 6 na linhagem
indiana NAI116. Sabry et al. (2006) detectaram trés QTL para a resisténcia ao mildio em
diferentes ambientes utilizando mapeamento por intervalo composto. O QTL no cromossomo
2 ¢é de efeito maior e explica 70% da variacdo fenotipica na Tailandia, onde a pressdo da
doenca foi mais elevada. Os outros dois QTL nos cromossomos 3 e 9 apresentam efeitos
menores, cada um explicado ndo mais de 4% da variag¢ao fenotipica.

Marcadores moleculares fortemente ligados aos locos de resisténcia podem diminuir
a necessidade das avaliacdes fenotipicas para identificar e selecionar plantas resistentes, o que
contribuiria para aumentar a eficiéncia de um programa de melhoramento genético. Em
milho, marcadores moleculares vém sendo empregados com sucesso na identificacdo de
regides gendmicas relacionadas a caracteristicas controladas por poucos genes, facilitando a
selecao indireta de genotipos de interesse. A identificacdo de marcadores moleculares
associados com a resisténcia ao mildio fornecerd subsidio para um programa de
melhoramento assistido, reduzindo o tempo e os custos envolvidos na geracdo de novos
cultivares. Este trabalho teve como objetivos identificar e mapear QTL de resisténcia ao
mildio em milho para posterior emprego em um programa de selecdo assistida por
marcadores.
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Material e Métodos

Material Genético

Uma populacdo com 120 progénies F,.3 segregando para a resisténcia ao mildio foi
obtida pelo cruzamento entre as linhagens L18 (resistente) e L19 (suscetivel) do programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo.

Avaliacdo Fenotipica

A avaliacdo da resisténcia ao mildio foi realizada por meio de inoculac@o natural na
Estacdo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas-MG em novembro de
2009. Quinze plantas de cada familia F,3 L18 x L19, além dos parentais e do hibrido F;
foram avaliadas em blocos casualizados, com duas repeticoes. A suscetibilidade ou a
resisténcia foram avaliadas pelo aparecimento dos sintomas do mildio apés o florescimento. O
escore da resisténcia foi obtido pela férmula: R score = (nimero de plantas resistentes/
numero total de plantas por fileira) x 100. A média do R score das familias F,.3 nas duas
réplicas foi empregada para o posterior mapeamento de QTL.

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de folhas jovens de dez plantas de cada uma
das 122 progénies F,3, dos parentais L18 e L19 e do hibrido F;, de acordo com método
descrito por Saghai-Maroof et al. (1984). O DNA gendmico foi avaliado por eletroforese em
gel de agarose 0,8% em tampdo TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) com um
padrao de concentracdo conhecido para sua quantificacdo e avaliagdo de integridade, de
acordo com Sambrook et al. (1989).

Marcadores microssatélites

Um total de 500 marcadores microssatélites foram avaliados entre as linhagens
parentais e o hibrido F; para a identificacdo de polimorfismos, sendo posteriormente aplicados
na populacdo de mapeamento. As sequéncias dos iniciadores estdo disponiveis no Maize
Genetics and Genomics Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas de acordo com protocolo descrito por Jardim (2007) e os
fragmentos amplificados foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose 4% em
tampao TAE 1X de acordo com Sambrook et al. (1989).

Mapa de Ligagdo

A segregacdo de cada loco microssatélite foi avaliada quanto aos desvios da
segregacdo esperada para a populacdo de F,3 (1:2:1) por meio do teste Qui-quadrado
(p<0,05). As andlises de ligacdo foram realizadas com LOD > 3,0 e frequéncia de
recombinacdo menor que 0,4; utilizando o programa MapMaker/EXP versdo 3.0 (LANDER et
al., 1987). As distancias em centiMorgans (cM) foram estimadas pela funcdo de Kosambi
(KOSAMBI, 1944).

Mapeamento de QTL

O mapeamento de QTL para a resisténcia ao mildio foi realizado pela metodologia
de intervalo composto ou CIM (JANSEN; STAM, 1994; ZENG, 1994) implementada pelo
programa QTL Cartographer versao 2.5 para Windows (WANG et al., 2006). Para controlar a
interferéncia de multiplos QTL foi utilizado o modelo 6 e a regressdo forward utilizando 20
cofatores e uma janela de 10 cM. A localiza¢do mais provavel dos QTL dentro do intervalo
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bem como as estimativas de seus efeitos genéticos foram determinadas pelo método da
Mixima Verossimilhanca (FISHER, 1921) com testes realizados a cada 1 cM. O QTL foi
declarado presente na posicao em que o valor de LOD foi superior ao limite de significancia
determinado por 1000 permutacdes segundo Churchill e Doerge (1994).

Resultados e Discussao

Um total de 104 marcadores microssatélites polimorficos entre L18 e L19 foram
usados para a constru¢do do mapa de ligacdo, gerando dez grupos de ligacdo com 2054,7 cM
e com distancia média entre os marcadores de 21,63 cM.

Pelo método de mapeamento por intervalo composto (ZENG, 1994; JANSEN;
STAM, 1994) foram mapeados dois QTL para resisténcia ao mildio na populacio F,3 L18 x
L19 no cromossomo 8 (QTLg ;) e no cromossomo 9 (QTLg ;) com base no indice fenotipico R
score (Figura 1).

16 LR chg 20 LR ch9

N

L h
1849

L
199

Figura 1. Mapeamento de QTL para a resisténcia ao
mildio em milho. QTL detectados nos cromossomos 8 € 9.
Limite de significancia obtido por 1000 permutacdes
segundo Churchill e Doerge (1994).

Tabela 1. QTL associados a resisténcia ao mildio em milho por meio
de mapeamento por intervalo composto na populacio F,3 L18 x L19
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para o indice R Score. Localizacdo genOmica, porcentagem de
variancia fenotipica.

Cromossomo Marcador LR Variancia Fenotipica
(%)
8 10 15.59 14
9 6 19.82 10

A maioria das caracteristicas de interesse econdmico da cultura do milho sdo
quantitativas e por causa de efeitos ambientais surgem dificuldades para determinar
corretamente o gendtipo dos individuos. A fim de contornar este problema, sofisticados
métodos quantitativos tém sido desenvolvidos, incluindo o mapeamento de QTL, para que por
meio de associacoes estatisticas entre marcadores e fendtipos seja possivel proporcionar uma
melhor compreensdo sobre a arquitetura genética desses caracteres. Neste estudo, foram
mapeados dois QTL para a resisténcia ao mildio em milho. O QTL detectado no cromossomo
8 ainda ndo havia sido descrito em literatura, sendo assim inédito. O QTL detectado no
cromossomo 9 havia sido descrito por Agrama et al. (1999) e por Sabry et al. (2006) em
outras populacdes.

Pode-se afirmar que os QTL mapeados neste trabalho tém consisténcia com a
literatura, embora existam algumas diferencas que podem ser devido a populacdes e
marcadores empregados e aos métodos estatisticos, o que dificulta comparagdes entre andlises
de QTL desenvolvidas entre grupos diferentes. Todos os QTL mapeados juntos explicaram
mais de 24% da variacao fenotipica, sugerindo que eles podem ser considerados para futuros
estudos. A varidncia ndo explicada pelos QTL neste estudo pode ser devida a QTL de
pequeno efeito ndo detectados e a interagdes epistaticas entre QTL.

Com a disponibilidade crescente de informag¢des sobre o genoma do milho, em um
futuro préximo, serd possivel identificar quais os genes destas regides estdo associados com
QTL e uma melhor compreensao da base genética dessa caracteristica.
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