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Resumo

Uma das doencas mais severas que acometem o milho é o mosaico comum, causado pelo potyvirus
SCMV. Assim como o tempo necessdrio para o desenvolvimento do virus no hospedeiro varia e pode
ser virus e/ou hospedeiro dependente, a manifestacio resisténcia também parece variar em funcio de
alguns fatores. Neste trabalho foi investigada a relagdo entre o tempo de inoculagdao com o patdgeno e
o tempo da expressdo de QTL de resisténcia a esta doenca. Verificou-se na populacao estudada que os
QTL identificados se expressam em todo o periodo de infeccao do hospedeiro, entretanto isto ocorre
com intensidade varidvel, o que deve ser levado em considera¢ao em um programa de selecao assistida
por marcadores, por exemplo. Estudos futuros sdo necessarios para desvendar os mecanismos da
resisténcia de milho ao virus do mosaico em tuncao do tempo apds a inoculagio pelo patégeno.

Introducao

O mosaico € uma das doencas mais devastadoras em milho e vem causando perdas
significativas de producdo em todo o mundo nos ultimos anos. Os sintomas da doenga incluem a
presenca nas folhas de manchas verde claro com dreas verde escuro configurando um aspecto de
mosaico, e as plantas doentes sdo, normalmente, menores em altura e em tamanho de espigas e de
graos (CASELA et al., 2006). A doenga ¢é causada pelo potyvirus Sugar Cane Mosaic Virus (SCMV) e
devido a transmissdo ndo persistente por afideos, o seu controle por meios quimicos € ineficiente,
sendo o uso de cultivares resistentes a estratégia mais apropriada para o seu manejo. A heranca da
resisténcia ao mosaico comum em milho é descrita pela maioria dos estudos como uma caracteristica
quantitativa controlada por poucos genes. O ciclo viral, apds a inoculacdo realizada pelos insetos
vetores, envolve a desmontagem do virus, a replicacdo do RNA e a formacdao de novas particulas
virais. O tempo necessdrio para cada uma das etapas do ciclo viral pode variar, e pode ser virus e/ou
hospedeiro dependente. Uma vez que o desenvolvimento dos sintomas da doenc¢a e da manifestacdo da
resisténcia € resultado da interacdo entre moléculas do virus e da planta hospedeira, o tempo
necessdrio para que estes se manifestem também pode variar. Neste trabalho, a expressao dos QTL de
resisténcia a0 mosaico comum em milho foi avaliada ao longo do tempo ap6s a inoculacdo artificial
em uma populacao F, .
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Material e Métodos

Material Genético

Uma populacdo com 122 progénies F5 segregando para a resisténcia ao mosaico foi obtida
pelo cruzamento entre as linhagens L18 (resistente) ¢ L19 (susceptivel) do programa de melhoramento
da Embrapa Milho ¢ Sorgo.

Avaliagdo Fenotipica Temporal

A avaliacdo da resisténcia ao mosaico foi realizada por meio de inoculacdo artificial na
Estacdo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG em junho de 2008. Quinze
plantas de cada familia F,3 L18 x L19, além dos parentais e do hibrido F, foram avaliadas em blocos
casualizados, com duas repeticdes. O inoculo foi preparado pela macera¢do de folhas de cultivares
susceptiveis previamente inoculados com SCMV e apresentando sintomas marcantes em presenca de
10 mM tampao fosfato pH 7.0 na propor¢ao de 1:5 (p/v). As plantas foram inoculadas no estdgio de
trés folhas pela friccdo nas duas folhas mais jovens de 1 mL de in6culo e 600 mesh Carborundum, e
em seguida lavadas com dgua destilada, conforme descrito por Souza et al. (2008). O indculo foi
repetido sete dias depois para assegurar a sua eficiéncia. A susceptibilidade ou a resisténcia foi
avaliada pelo aparecimento dos sintomas do mosaico aos 30, 37, 44, 51 e 58 dias ap6s a inoculacdo. O
escore da resisténcia foi obtido pela férmula: R score = (nimero de plantas resistentes/ ndmero total
de plantas por fileira) x 100. A média do R score das familias F,.3nas duas réplicas foi empregada para
o posterior mapeamento de QTL.

Extragdo de DNA

O DNA genomico 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
tampdao TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0) com um padrio de concentragdo conhecida
para sua quantificacdo e avaliacdo 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 populacido de
mapeamento. As seqiiéncias dos iniciadores estdo disponiveis no Maize Genetics and Genomics
Database (http://www.maizegdb.org/ssr.php). As reagdes de amplificacdo foram realizadas de acordo
com protocolo descrito em Jardim (2007) e os fragmentos ampliticados foram separados por meio de
eletroforese em gel de agarose 4% em tampao TAE 1X de acordo com Sambrook ez al. (1989).

Mapa de Ligagdo

A segregacdo de cada loco microssatélite foi avaliada quanto aos desvios da segregacio
esperada para a populagdo de I,5 (1:2:1) por meio do teste Qui-quadrado (p<0,05). As andlises de
ligagdo foram realizadas com LOD > 3.0 e freqiiéncia de recombinagdo menor que 0,4; utilizando o
programa MapMaker/EXP versao 3.0 (Lander et al., 1987). As distancias em centiMorgans (cM)
foram estimadas pela fun¢ao de Kosambi (KOSAMBI, 1944).

Mapeamento de QTL

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



Resultados e Discussao

Um total de 104 marcadores microssatélites polimérficos entre L18 e 1.19 foram usados para a
construcdo do mapa de ligagdo, 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 mosaico na populagio F,; L18 x L19 no cromossomo 3
(QTLs, e QTL;,) com base no indice fenotipico R score (Figura 1). Esses dois QTL foram expressos
em todas as etapas de avaliacao fenotipica (30, 37, 44, 51 e 58 dias apds inoculag@o), entretanto a
variancia fenotipica explicada por cada um destes QTL sofreu oscilagdes em relagdo ao tempo de
in6culo (Tabela 1).
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Figura 1. Mapeamento de QTL para a resisténcia o mosaico em milho no cromossomo 3, aos 30, 37,
44, 51 e 57 dias apds a inoculag¢do. Limite de significancia obtido por 1000 permutacdes segundo
Churchill e Doerge (1994).

Tabela 1. QTL associados a resisténcia ao mosaico em milho por meio de mapeamento por intervalo
composto na populagio F,; L18 x LL19 para o indice R Score. Localizacdo gendmica. porcentagem de
variancia fenotipica e genotipica.

Epoca de Avaliacdo Cromossomo  Marcador LR Variancia Fenotipica
(dias apés a (%)
inoculacao)

30 3 4 130.66 32.55
30 3 8 58.31 02.13
37 3 4 216.79 52.46
37 3 8 91.52 19.78
44 3 4 222.66 35.48
44 3 8 131.56 31.90
51 3 A 214.97 49.69
51 3 8 76.45 08.18
58 3 4 229.12 43.76
58 3 8 150.82 4307




Conclusoes

Por meio do mapeamento por intervalo composto foi possivel identificar dois QTL no
cromossomo 3 para a resisténcia ao mosaico na populagdo F,s L18 x L19 de milho Estes QTL
expressam a resisténcia em todo o periodo de infec¢do do hospedeiro com intensidade varidvel, o que
deve ser levado em consideragdao em um programa de selec@o assistida por marcadores, por exemplo.
Estudos futuros sdo necessérios para desvendar os mecanismos da resisténcia de milho ao virus do
mosaico em funcio do tempo apds a inoculacdo pelo patdgeno.
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