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1. Apresentagao

A cultura do milho (Zea mays L.), ocupa o segundo lugar em importancia no
Brasil, sendo cultivado em mais de 12 milhdes de hectares, o que o coloca como o
terceiro maior produtor do mundo, com uma produg¢ao anual de 42 M de toneladas,
atras s6 dos Estados Unidos e a China (IBGE, 2007 & Pingali, 2001). Entre os
fatores que limitam a produtividade da cultura, quando comparado com paises como
os Estados Unidos, além do clima predominantemente tropical, esta o fato da cultura
estar presente praticamente ao longo do ano todo, o que em combinagdo com a
pratica do plantio direto, favorecem uma alta incidéncia de pragas e doengas em

praticamente todas as regides produtoras do pais.

Com a expansao da cultura para areas de maior altitude, a pratica de plantio
direto, o incremento nas densidades de plantio e outros fatores, as podridées de grao
passaram a ganhar maior importancia como um fator determinante na escolha dos
hibridos por parte do agricultor, repercutindo de maneira imediata nos programas de
melhoramento, tanto do setor publico como das empresas privadas, ja que na
pratica, a resisténcia genética € o método de controle mais efetivo, seguro e
econdmico que existe. No Brasil, os fungos dos géneros Stenocarpella sp, Fusarium

sp e Gibberella sp sao os principais causadores das podriddes do colmo e de grao.

As podridées de grdo podem resultar em perdas diretas de produtividade
estimadas em até 25-30% em cultivares altamente suscetiveis. Por outro lado, como
a industria que utiliza os grao de milho como matéria prima para elaboragcéo de
racoes tem-se preocupado com a qualidade de produto, sobre tudo com podriddes
de espiga, as quais originam os chamados graos ardidos, incidéncias na faixa de 9-
12% podem resultar em problemas severos na comercializacdo do grao, podendo

resultar na sua nao recepgdo no momento da venda.

A necessidade urgente de se desenvolver novas cultivares resistentes
convergem uma grande parte dos recursos de melhoramento na identificacdo de

fontes seguras e duradouras de resisténcia, no conhecimento da heranga e seu



modo de acdo, e também na disponibilidade de ambientes ou técnicas de inoculacao

que permitam a exposi¢cao do material genético a ser selecionado.

Embora existam técnicas de inoculacdo que facilitem a discriminacdo de
materiais suscetiveis, o numero de fontes que podem ser avaliadas requer grande
quantidade de recursos, assim, o uso de marcadores moleculares devera permitir
que Loci para Caracteres Quantitativos (QTLs) associados a resisténcia possam ser
manipulados de maneira rapida e precisa através de programas de selegao
assistidos por marcadores. A revisao de literatura indicou um limitado numero deste
tipo de estudo focalizando germoplasma tropical, e um numero menor ainda de
estudos direcionados a identificagcdo de QTLs associados a resisténcia a podriddo de

graos.

Assim, os objetivos do presente estudo foram 1) Mapeamento genético da
resisténcia a podridao de graos causada por Stenocarpella sp mediante o uso de
marcadores moleculares SNP (em Inglés: Single Nucleotide Polymorfism) utilizando
um grupo de progénies duplo-hapldides, produto do cruzamento de progenitores
contrastantes, para sua resposta a podriddao de grao. 2) ldentificacdo de QTLs (em
Inglés: Quantitative Trait Loci) associados com esta resisténcia e 3) A identificagao
de fontes de resisténcia para a podriddo de grdo causada por Stenocarpella sp

visando a sua incorporagdo em programas de melhoramento.



2. Fundamentagao Tedrica
2.1. Etiologia e Sintomatologia

Os fungos Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton [Sin. Diplodia maydis
(Berkeley) Saccardo; D. zeae (Schweinitz) Leveille] e Stenocarpella macrospora
(Earle) Sutton [Sin. D. macrospora Earle] pertencem a Classe Ascomycetes e a
Ordem Dothideales. Estas duas espécies apresentam no campo, somente a forma
imperfeita ou assexuada, podendo causar podriddao do colmo, da espiga e mancha
foliar (Casa et al., 2006).

As espigas infectadas apresentam tipicamente grdos marrons, de baixo peso e,
em condi¢gdes de alta umidade, ha a formacao de micélio branco entre as fileiras de
graos. O desenvolvimento da doenca pode atingir parte da espiga ou toda ela,
podendo iniciar-se pela base ou pela ponta da espiga. A presenga de numerosas €
pequenas estruturas negras, denominadas picnidios, nos graos da espiga e nas
palhas, caracteriza a presenga desses patdogenos (Janssen, 2006). As duas espécies
podem ser diferenciadas com base na forma, tamanho, nimero de células e cor dos
conidios, e pela coloragao das colbnias em meio de cultura ou em papel-de-filtro no
“Blotter Test” (Mario & Reis, 2001).

Comumente, essas infeccbes precoces resultam em branqueamento e
desenvolvimento do fungo entre as palhas, tornando as espigas leves e com palhas
aderidas. Picnidios pretos podem ser formados sobre as palhas e no interior dos
graos. Espigas infectadas tardiamente ndo mostram sintomas externos, mas quando
essas espigas sao quebradas e os graos sado removidos, um mofo branco é
normalmente encontrado desenvolvendo-se entre os graos, e as extremidades dos
graos ligadas ao sabugo podem apresentar cor marrom ou preta. (Janssen 2006,

Rossouw et al., 2002a).

Na espiga, os sintomas se iniciam principalmente, na base da espiga logo apds a
fecundagao. As bracteas da espiga tornam-se despigmentadas e de coloragao parda.
Quando a infeccado ocorre duas semanas apos a polinizacado, toda a espiga pode
tornar-se podre, apresentando coloragao pardo-cinzenta a esbranquicada, enrugada



e leve, com as palhas internas fortemente aderidas umas as outras ou aos graos
devido ao crescimento do micélio do fungo. Os picnidios negros podem formar-se
sobre a palha, bracteas florais, sabugo e graos. Os graos infectados apresentam cor
cinza fosco a marrom. As espigas infectadas ao final do ciclo da cultura ndo mostram
sintomas externos e, quando sdo despalhadas e os graos assintomaticos removidos,
o micélio branco pode ser visto crescendo entre os grdos remanescentes nas
espigas. Alguns isolados de S. maydis induzem a viviparidade, ou seja, a germinagao
prematura dos gréos. Tanto no colmo como na espiga nao € possivel determinar se a
infeccdo foi causada por S. maydis ou S. macrospora apenas com base nos

sintomas (Casa et al., 2006).

2.2. Associacdo com as sementes.

A associacao de S. maydis e S. macrospora com as sementes de milho constitui
importante fonte de inéculo primario para o surgimento de podriddes de sementes,
de raizes e morte de plantulas (Janssen, 2006), sendo, na maioria dos casos,
responsavel pela introdugcao dos fungos em novas areas de cultivo, mesmo distantes
de seu local de produgao (www.eppo.org\quarantine). Mcdonald & Chapman (1997),
em testes de sanidade com sementes provenientes de diferentes paises, detectaram
com frequéncia a presenca dos fungos S. maydis e S. macrospora. Por sua parte,
Mario et al., (1998) determinaram que os esporos produzidos nos restos culturais

foram responsaveis pela infecgdo de graos de milho no campo.

Considera-se que a podriddo de semente e a morte de plantulas causada por
Stenocarpella sp tenham as sementes como a sua principal fonte de inéculo. Quando
a semente é hidratada, ao entrar em contato com a agua do solo, o micélio do fungo,
que se encontra no endosperma ou no embrido, reassume sua atividade vital e
passa a crescer do interior para a superficie da semente. Ao crescer sobre a
semente, o fungo acaba alcangando as raizes e o coleéptilo das plantas, atingindo,

pela colonizagao do coledptilo, a superficie do solo (Janssen, 2006).


http://www.eppo.org/quarantine

2.3. Capacidade de sobrevivéncia e forma de disseminacéo.

Esporos de S. maydis e S. macrospora podem sobreviver fora da época de
cultivo do milho, na forma de micélio dormente ou picnidios, em tecidos necrosados
na lavoura apos a colheita, no interior das sementes e, ainda, colonizar raizes,
colmos, bainhas foliares, palha da espiga, sabugo e graos. S maydis pode também
sobreviver livre no solo, sob a forma de conidios ou de micélio dormente (Janssen,
2006)

Flett e colaboradores (2001) reportaram maiores niveis de infecgdo de S.
macrospora € S. maydis em condi¢gdes de monocultura de milho quando comparado
a condigbes onde se tiveram rotagdo com uma outra cultura, sendo o trigo, a soja, e
o amendoim as culturas mais efetivas na redugdo de incidéncia de S. maydis,
seguidos do girassol, classificado como o menos efetivo. Eles reportaram também,
uma relagédo linear positiva entre a disponibilidade de residuos, quantidade de

picnidios e podridao de espiga por Stenocarpella sp.

Como S. maydis e S. macrospora sobrevivem nos restos de cultura, o plantio de
milho apds infeccdo severa de podriddo de espiga por Stenocarpella sp. pode
resultar em reincidéncia severa da doenca. Assim, em sistemas de plantio direto de
milho sem a rotagao de culturas, ocorre o aumento do potencial de inéculo destes
patdogenos na area de cultivo. O mesmo fato pode acontecer em areas onde se
pratica a sucessao de culturas, onde as culturas de milho estdo sempre sujeitas a

infeccdo da podridao branca da espiga (Casa et al., 2006, Flett et al., 2001).

Trento e colaboradores (2002), avaliaram o efeito dos sistemas de rotacéo de
culturas, de monocultura e de densidade de plantas na incidéncia de graos ardidos
em milho (Zea mays). A maior incidéncia de grados ardidos, quantificada pela
separacgao visual de graos com sintomas de descoloragido, ocorreu em monocultura,
com média de 10%, enquanto sobre rotacdo de culturas esta incidéncia foi de
apenas 4,8%. A incidéncia de graos ardidos foi maior a medida que a densidade de

plantas aumentou para os dois sistemas. Os principais fungos isolados dos graos de



milho nos sistemas de rotagdo e monocultura foram Cephalosporium spp., Diplodia

spp., Fusarium graminearum, F. moniliforme e F. subglutinans.

2.4. Importancia Econbmica

A diplodia causada pelos fungos Stenocarpella macrospora € S. maydis € uma
doencga do milho antiga no Brasil, conhecida por causar podriddo em espigas. Hoje
as duas espécies de Stenocarpella podem ser detectadas em todas as regides
produtoras de milho causando sintomas de podridao do colmo de diplodia, podridao
branca da espiga e mancha de macrospora em folhas (Casa et al., 2006). A podridao
branca da espiga causada por Stenocarpella maydis normalmente € mais severa em
regides com altitudes acima de 700m, temperaturas moderadas e, principalmente,
ambiente umido. Ja a ocorréncia da doenca incitada por S. macrospora € mais
comum em regides quentes, abaixo de 500m, e em ambientes umidos (Jenssen,
2006), podendo ocorrer acima de 500m desde que tenha adensamento e fonte de

in6culo (Mario e Juliatti, 2008 comunicagao pessoal).

Além dos danos fisicos, expressos por descoloracdo (graos ardidos), esses
fungos causam também danos nutricionais nos graos, o que se confirma pela
reducdo dos teores de carboidratos, proteinas, aminoacidos, acucares totais e
cinzas; Também foram identificados danos quimicos relacionados com a sintese de
micotoxinas, uma vez que o fungo Stenocarpella macrospora produz a toxina
diplodiol (Cutler et al., 1980), e Stenocarpella maydis produz diplodiatoxina, as quais
sao toxicas para aves e bovinos. Atualmente, os graos ardidos por Stenocarpella sp
constituem um dos principais problemas de qualidade do milho devido a

possibilidade da presenga destas micotoxinas. (Janssen, 2006).

2.5. Heranga

Trabalhos sobre a heranga genética da resisténcia para podriddes de graos séo
escassos, com reporte de heranca aditiva por Koehler em 1959, até parcialmente

dominante (Wiser et al., 1960), ja o uso de inoculagao artificial indicou haver uma



heranga genética quantitativa (Dorrance et al., 1998, Olatinwo et al.,1999, e Rossouw
et al., 2002b)

Dorrance et al. (1998), num estudo dialélico composto de nove linhagens
progenitores com diferente nivel de resposta a podriddo de gréo por Diplodia,
encontraram os efeitos da capacidade geral de combinagdo (GCA) como sendo de
maior importancia ao longo de anos quando comparado aos efeitos de capacidade
especifica (SCA), que se mostraram inconsistentes, os mesmos autores reportaram
também a auséncia de efeitos reciprocos. Na mesma linha, Olatinwo et al. (1999),
baseados na avaliacdo de seis diferentes parametros do nivel de resisténcia a
podriddo para cada geracéao resultante do cruzamento arbitrario de cinco diferentes
progenitores (P1, P2, F1, BC1, BC2 e F2), reportaram efeitos significativos para GCA
e SCA ao nivel de 5% e 1% respectivamente, sendo estes relativamente

dependentes dos materiais envolvidos nas avaliagdes.

Rossouw et al. (2002b), reportaram que a resisténcia contra Diplodia apresenta
efeitos significativos de interacdo gendtipo X ambiente, concluindo a necessidade de

conduzir avaliagbes numa ampla gama de ambientes.

Para identificar de maneira mais precisa germoplasma resistente, necessita-se
utilizar métodos de inoculagéo artificiais (Del Rio, 1991; Klapproth & Hawk, 1991;
Bensch et al., 1992a; Bensch, 1995b). Assim, conforme relatado por Mario (1998),
estes deveriam ser os mais semelhantes possiveis a infeccdo natural, devendo
fornecer também dados consistentes através de anos e localidades, possibilitando,

assim, a distincao entre materiais resistentes e suscetiveis.

2.6. Marcadores moleculares

Recentemente, marcadores moleculares também tém sido usados para o
mapeamento de QTLs de resisténcia (Agrama et al. 1999; Brown et al. 2001;
Lubberstedt et al. 1998; Pé, M.E. et al 1993; Perez Brito et al., 2001, Liaket et al.,

2005, Leilani et al., 2006). Quando revisados isoladamente, estes estudos parecem



estar longe de resultados conclusivos, ja que mostram pouca concordancia tanto

quanto ao numero quanto na localizacdo dos QTLs.

Wisser e colaboradores publicaram em 2006 um artigo, compilando resultados
da analise de 50 estudos de mapeamento QTL’s para resisténcia a diversas doengas
no milho. Nesse estudo, os autores desenvolveram um mapa consenso incluindo a
posicéo dos diferentes QTLs reportados para cada cromossomo, conseguindo assim
identificar a presengca de conjuntos ou “clusters” de dQTL’s (em inglés, disease
Quantitative Trait Loci) para multiplas doengas. Esses autores reportaram também a

existéncia de alguns dQTL’s novels.

2.7. Linhagens duplo-hapldides.

O mapeamento genético baseado na utilizacdo de linhagens duplo-hapléides
tem sido relatado em cevada e arroz (ZiChao, 2005), porém sua utilizagdo no cultivo
de milho tem sido escassa, devido principalmente as limitacbes praticas para a
produgao consistente de um numero de individuos adequado por parte dos
programas de melhoramento. Esta alternativa, porém, reune as vantagens do
delineamento de linhagens puras recombinantes com o maior poder de detecgédo do

delineamento de retrocruzamento.
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RESUMO

Graos ardidos causados pelos fungos Stenocarpella maydis (Berkeley) e Stenocarpella
macrospora (Earle) tem se constituido num dos maiores fatores limitantes para a producao de
milho (Zea mays L.) no Brasil. Estes fungos podem causar infec¢des no colmo, folhas e graos,
podendo ocasionar redugdes significativas na produtividade e na qualidade do grdo, pela
producao de micotoxinas daninhas para aves e bovinos. A resisténcia para podridao de grao
por Stenocarpella sp apresenta heranca quantitativa e pode ser altamente influenciada pelo
meio ambiente, e embora existam técnicas de inoculagdo que facilitam a discriminacao de
materiais suscetiveis, isto requer de grande quantidade de recursos. O objetivo do presente
trabalho foi a identificagcdo de locos de caracteres quantitativos (QTL) associados a resisténcia
para podriddo de graos (“graos ardidos”) ocasionados por Stenocarpella sp numa populacao de
141 progénies duplo-hapldides derivadas do cruzamento entre a linhagem resistente MONDR1
e a linhagem susceptivel MONDSI1 em “testcross” com o testador susceptivel MONDSS. A
porcentagem de espigas infectadas por Stenocarpella sp foi registrada para cada uma das
“testcrosses” apos da inoculagdo artificial em trés localidades na regido Central de Brasil
durante a Safra agricola 2005/06. Mediante a andlise de mapeamento por intervalo composto
foram identificados trés QTL’s com LOD>2.5 para resisténcia a grdos ardidos nos
cromossomos 2, 3 e 5, sendo estes em conjunto, responsaveis por ate 26% de variagdo
fenotipica para este carater. A identifica¢do de dois QTL’s para resisténcia a graos ardidos por
Stenocarpella sp com origem no progenitor susceptivel parece indicar a presenca do fendmeno
de segregacdo transgressiva. Adicionalmente foram identificadas seis progénies duplo-
hapléides com alto nivel de resisténcia a graos ardidos (MDH15, MDH443, MDH95, MDH2,
MDH120 ¢ MDHS81), sendo estas recomendadas para sua incorpora¢do no programa de

melhoramento para a regido central do Brasil.

Palavras chave: Loci para caracteres quantitativos (QTL), Duplo-hapléide (DH), Mapeamento de
QTL’s.
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ABSTRACT

Diplodia ear rot caused by the fungus Stenocarpella maydis (Berkeley) and Stenocarpella
macrospora (Earle) have become one of the most important limiting factors for the production
of Corn (Zea mays L.) in Brazil. The fungus can attack the stalks, leaves and the grain
causing significant reductions on yield and the overall quality of the grain, since it can produce
micotoxinas that are dangerous to livestock. Resistance to ear rot by Stenocarpella sp in corn
is quantitative and highly influenced by the environment and even that artificial inoculation
techniques are available to screen for the disease the overall cost is very expensive. The
objective of this study was the identification of quantitative trait loci (QTL’s) associated with
ear rot resistance by Stenocarpella sp in one breeding population composed of 141 double-
haploid progenies resulted from the cross among the resistant inbred MONDRI1 and the
susceptible inbred MONDSI in testcrosses with the susceptible tester MONDSS. Testcrosses
were evaluated at harvest time after artificial inoculation for ear rot at three different locations
in the central region of Brazil during the 2005/06 summer season. Thru Composite interval
mapping (CIM), a total of three QTL’s (LOD>2.5) for ear rot resistance were identified at
chromosomes 2, 3 and 5, all together accounting for up 26% of total phenotypic variation for
this character. The identification of two QTL’s for ear rot resistance coming from the
susceptible parent MONDS1 appear to indicate the presence of the phenomena of
transgressive segregation. Additionally we were able to identify six double-haploid progenies
with high level of resistance to ear rot by Stenocarpella (MDH15, MDH443, MDH95, MDH2,
MDH120 ¢ MDHS1), being those recommended for their incorporation into the breeding

program as new breeding sources for the Central Brazil regions.

Key words: Quantitative Trait Loci (QTL), double-haploid (DH), QTL’ mapping, SNP (Single
Nucleotide Polymorfism)
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3. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.), ocupa o segundo lugar em importancia no Brasil sendo
cultivado em mais de 12 milhdes de hectares com uma produgdo anual de 42 M de toneladas

(http://web.ibge.gov.br).

Virios fatores contribuem para a limitagdo na produtividade brasileira, quando comparada
com paises de clima temperado como os Estados Unidos. Dentre esses fatores podemos
destacar o clima predominantemente tropical, a auséncia de rota¢ao de culturas, a presenga da
cultura ao longo do ano todo em algumas regides, e o plantio direto, entre outras. Estes fatores
favorecem uma alta incidéncia de pragas e doengas praticamente em todas as regides
produtoras do pais (Del Rio, & Zuniga 1991, Rezende et al., 1994). Doengas foliares como a
mancha de Phaeosphaeria, a ferrugem tropical causada por P. polysora e a ferrugem comum,
causada pos P. sorghi, a Helmintosporiose, e os enfezamentos palido e vermelho estdo entre as
principais doengas foliares da cultura do milho em todo o Brasil. Do mesmo modo, fungos dos
géneros Stenocarpella, Fusarium e Gibberella sdao os principais causadores das podridoes de

colmo e espiga (Pereira 1995).

No Brasil, a podriddo branca da espiga causada por Stenocarpella sp estd presente
praticamente em todas as regides produtoras de milho, sendo S. maydis severa em regides com
altitudes acima de 700m e temperaturas moderadas e S. macrospora mais comum em regioes
de menor altitude. Estas duas espécies apresentam no campo, somente a forma imperfeita ou

assexuada, e podem causar podridao do colmo, da espiga e mancha foliar (Casa et al., 2006).

Na espiga, os sintomas iniciam-se principalmente em sua base, logo ap6s a fecundacdo e
quando a infec¢do ocorre até¢ duas semanas apds a polinizagdo, toda a espiga pode tornar-se
podre, apresentando coloracdo pardo-cinzenta a esbranquicada. Os graos infectados
apresentam cor de cinza fosco a marrom e picnidios negros podem formar-se sobre a palha,

bracteas florais, sabugo e graos.

As espigas infectadas ao final do ciclo da cultura ndo mostram sintomas externos,
somente quando despalhadas e os graos assintomaticos removidos, o micélio branco pode ser

visto crescendo entre os graos remanescentes nas espigas. Tanto no colmo como na espiga nao


http://web.ibge.gov.br/
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¢ possivel determinar se a infec¢ao foi causada por S. maydis ou S. macrospora apenas com

base nos sintomas (Casa et al., 2006, Janssen, 2006).

Flett et al, (2001) reportaram maior de incidéncia de S. macrospora e S. maydis em
condi¢des de monocultura de milho quando comparado com aquelas condigdes onde se
tiveram rotagdo com uma outra cultura, sendo o trigo, a soja, ¢ o amendoim as culturas mais
efetivas na reducdo de incidéncia. Eles reportaram também uma relagdo linear positiva entre a
disponibilidade de residuos, quantidade de picnidios e podridao de espiga por Stenocarpella
sp.

Trabalhos sobre a heranca genética da resisténcia para podridoes de graos por
Stenocarpella sp sdo relativamente escassos. Dorrance et al, (1998) demonstraram que os
efeitos da capacidade geral de combinacdo (GCA) sdo de maior importancia quando
comparado aos efeitos de capacidade especifica de combinacdo (SCA). Estes resultados foram
posteriormente suportados em estudos realizados por Olatinwo et al., (1999) e Rossow et al.,
(2002). Este ultimo reportou também que a resisténcia contra Stenocarpella sp apresenta
efeitos significativos de interagdo gendtipo por médio ambiente concluindo a necessidade de

conduzir avaliagdes numa ampla gama de ambientes.

Embora existam técnicas de inoculacdo que facilitem a discrimina¢do de materiais
suscetiveis, o nimero de fontes que podem ser avaliadas requer grande quantidade de recursos

(Mario & Reis, 1998).

Assim, o uso de marcadores moleculares deverd permitir que QTL’s associados a
resisténcia possam ser manipulados de maneira rapida e precisa, através de programas de
selecdo assistida por marcadores. Porém, conforme ao extensivo resumo apresentado por
Wisser et al., (2005) ndo existem estudos publicados relatando a existéncia de QTL’s para

resisténcia a podridao de grao por Stenocarpella sp.

O objetivo principal do presente estudo foi o mapeamento genético da resisténcia a
podridao de graos causada por Stenocarpella sp mediante o uso de marcadores moleculares
SNP (Single Nucleotide Polymorfism), utilizando uma populacdo de progénies duplo-
haploéides produto do cruzamento de progenitores contrastantes para sua resposta a podridao

de graos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese da populacio segregante e protocolo de avaliacio.

A populagao base do presente estudo resultou do cruzamento entre duas linhagens
endogdmicas contrastantes para sua reagdo a podriddo de grdo por Stenocarpella sp,
MONDRI (resistente) e MONDSI (susceptivel). Com o intuito de incrementar o poder de
identificacao da ligagcdo dos QTL’s, cento e quarenta progénies duplo-haploides foram geradas
mediante uso de um indutor de freqliéncia de haploidismo em combinagdo com o posterior
tratamento de colchicina para duplicacdo de seus cromossomos. Estas progénies foram
cruzadas com uma linhagem testadora susceptivel (MONDSS) e ndo relacionada aos parentais
da populagdo testada para gerar igual numero de cruzamentos de prova ou “festcrosses”.

Os “testcrosses” foram avaliados durante a safra agricola de 2005/06 na regido central do
Brasil em trés diferentes ambientes nos estados de Sao Paulo na localidade de Pirassununga,
Minas Gerais na fazenda experimental da Monsanto em Uberlandia e Distrito Federal perto da
cidade de Brasilia (Tabela Al). Para a selecdao destes ambientes, foram considerados
principalmente os historicos de incidéncia de podriddo de grdo dentro do programa de
pesquisa da Monsanto, o uso de plantio direto por ciclos consecutivos como pratica comum €
o nivel de produtividade como sendo representativo de regides amostradas.

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com duas repeti¢des por
ambiente. A unidade experimental consistiu-se de duas linhas de 5 metros e 80 cm entre
linhas, a densidade de populacdo utilizada foi de 70,000 plantas por hectare em Pirassununga,
60,000 em Uberlandia e de 62,500 em Brasilia. O plantio foi realizado mecanicamente ¢ a
colheita foi realizada de maneira manual para facilitar as estimagdes de podridao de grao na
espiga antes da debulha do grdo. A formula de adubagio utilizada foi de 185-80-100 kg ha™ de
N-P-K em duas aplicagdes, a primeira a0 momento da semeadura na qual foram aplicadas 50-
80-100 kg ha™ de N-P-K ¢ o restante do nitrogénio 30 dias apds do plantio. Para o controle de
plantas daninhas se utilizou uma dose de 3 L ha™ da mistura dos herbicidas atrazina (200 g L~

" e metalachlor (200 g LY.
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Os caracteres coletados foram populagdo final, florescimento feminino (dias), producao
de graos (ton/ha) e teor de umidade (%) ao momento da colheita e nimero de espigas infetadas

por podridao de graos por Stenocarpella sp e Fusarium sp.

4.2. Inoculacio e avaliacdo do nivel de resposta a podridao de griao.

O método de inoculagdo por deposicao foi utilizado para a inoculacdo dos patdgenos.
Utilizou-se uma mistura de isolados de Stenocarpella sp e Fusarium sp, cujo indculo foi
aumentado em graos de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench], em frascos Erlenmeyers de
500 ml de volume. A inoculagdo por deposi¢do consiste em depositar uma suspensio de
esporos no interior da bainha foliar na parte posterior da espiga acima do pedinculo, com o
auxilio de uma seringa dosadora automatica, depositando-se 5 mililitros por espiga de uma
suspensdao com 4x104 conidios ml-1 de dez a quinze dias apds ter atingido o 100% da
floracao feminina conforme descrito por Mario (1998).

Esse método, além da praticidade e eficiéncia, mostra-se pouco influenciado pelas
oscilagdes climaticas quando comparado com a infestagdo natural ou com o método de
inoculagdo por aspersdo, permitindo distinguir as diferencas entre os genotipos, suscetiveis
e resistentes em relagdo a podridao branca da base da espiga de milho, causada por
Stenocarpella sp. Pois simula o modo de infeccdo natural, sem causar injirias que
inviabilizem a sele¢do, como no caso da inoculagdo por palito-de-dente (Silva, 2005 e

Mario, 1998).

43. Avaliacio do nivel de infec¢ao pelos patogenos.

Os “testcrosses” foram colhidos manualmente e submetidos a secagem até atingirem
umidade entre 18 e 24%, quando entdo foi realizada a avaliagdo das doengas. Posteriormente
as espigas foram separadas segundo o tipo de dano predominante. Foram entdo classificadas
em trés categorias: 1) espiga ndo infectada; 2) espiga com incidéncia de Stenocarpella sp; 3)
espiga com incidéncia de Fusarium sp, visando obter-se o nivel de infec¢do para cada doenga
expresso em porcentagem por tratamento i.e porcentagem de espigas com infec¢do de
Stenocarpella sp (EDER) e porcentagem de espigas com infeccdo de Fusarium sp (EFUS),

para esta Ultima os dados ndo foram apresentados.
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4.4. Analise de Variancia

A distribui¢do e caracterizagdo da ocorréncia de grios ardidos na populagdo em estudo
foram avaliadas por meio de estatisticas descritivas e histogramas. Para estimagao da infec¢ao
média de graos ardidos e parametros genéticos associados a esta e outras caracteristicas em

cada localidade, adotou-se o modelo de analise em blocos casualizados completos:

Vi =,u+bj +i, +ey;

em que:

i € o valor observado na repetigdo j do “festcross” i;

1 € uma constante inerente a todas as observagdes

b; é o efeito aleatorio do bloco j, b; ~ N(0,64%)

t; € o efeito do “festcross” 1t ~ N(O,cgz);

e; é 0 erro aleatério associado a observagio yj, e; ~ N(0,6%).

Os componentes de variancia genética, residual e fenotipica foram estimadas pelo método
dos momentos, pela solu¢do das equagdes obtidas igualando-se as esperangas matematicas dos
quadrados médios da andlise de varidncia aos seus valores observados, sendo estes

determinados por:

p— e a IMGenotipos — QM Re siduo
Componente de variancia genética: oﬁ = 0 pas =0 ;
r

“ A . . A2 ,
Componente de variancia residual: o~ = QM Re siduo,

)
o
Componente de variancia fenotipica: a; = aé +—;
r
A2
.1 72 Og
Herdabilidade: 7~ = —-;
o

Para analise conjunta (trés ambientes) adotou-se o seguinte modelo:

Vi =HAL DL+, 41, = ey

em que:

Yii € 0 valor observado na repetigdo j do “festcross” 1no local k;
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u € uma constante inerente a todas as observacgoes

[;. € o efeito do local k;

b|lix) € o efeito aleatorio do bloco j,dentro do local k b;) ~ N(0,61%)
t; € o efeito do “testcross” i,

tli € o efeito da interagdo entre “testcross” i e o local k;

r o . 3 ~ 2
e;; € o erro aleatorio associado a observacado yj;, e; ~ N(0,6°).

4.5. Genétipagem, analise de ligacdo e mapeamento dos QTLs.

Com proposito de fazer o mapeamento genético das progénies duplo-hapldides (DH),
paralelo a avaliagcdo das “festcrosses”, uma amostra de tecido foliar de 15 plantas de cada
progénie foi coletada, liofilizada e enviada ao laboratdrio molecular da Monsanto localizado
na localidade de Ankeny, Iowa nos Estados Unidos para realizar a extracdo, isolamento e
fenotipagem do DNA.

Um total de 106 diferentes marcadores moleculares do tipo SNP (Single Nucletide
Polimorfism) foram utilizados cobrindo os 10 cromossomos do milho e distribuidos em
numeros de 15, 12, 12, 12, 11, 9, 10, 8, 9 e 8 entre os cromossomos 1 e 10 respectivamente,
sendo os “primers” utilizados todos da propriedade da Monsanto Company. A posi¢do dos
marcadores € o mapa de ligagdo foram construidos com base no mapa consenso da Monsanto
Company.

Para o mapeamento de QTL’s utilizou-se do método de mapeamento por intervalo
composto (CIM — Composit Interval Mapping), Zeng (1994).

As analises foram realizadas no programa QTL CARTOGRAPHER versao 2.0 da North
Carolina State University, USA (Basten alii, 2002) usando o modelo para uma populagao DH,
assumindo como limiar de significancia com valor para o LOD >2.5. LOD e o logaritmo de
odds o qual e igual ao logaritmo da razdo de verossimilhanca.

O mapeamento de QTL’s foi realizado para cada local individualmente e na média dos trés

ambientes.
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5. Resultados e Discussao.

5.1. Analise fenotipica

Os valores observados para porcentagem de infec¢ao de podridao de espigas, causada
por Sternocarpella sp (EDER), variaram de 0 a 60% nas localidades individuais e de 2.9 a
35.6% na analise de médias conjunta. A localidade de Pirassununga apresentou o menor nivel
de infeccdo de graos ardidos (EDER) com uma média de 7.5%. Uberlandia e Brasilia
apresentaram medias similares com valores de 14 e 14.1% respectivamente, embora a
localidade de Brasilia tenha apresentado maior intervalo com valores variando de 0 a 60%.

(Tabela 1).

Tabela 1. Estatisticas descritivas da incidéncia de grdos ardidos
causados por Stenocarpella sp EDER nas 140 progénies duplo-
haploéides para cada localidade e a traves dos ambientes avaliados na
regido central do Brasil durante a Safra agricola 2005/06.

Intervalo
Localidade Media Min Max SD
Pirasununga 7.5 0.0 22.5 4.49
Uberlandia 14.0 2.6 34.4 6.20
Brasilia 14.1 0.0 60.6 10.68
Conjunta 11.9 2.9 35.6 5.58

SD = Desvio adrdo

A correlagdo entre as localidades para os valores de infec¢do para EDER foi pequena,
apresentando seu valor maior entre as localidades de Uberlandia e Brasilia com um valor de

0.44 (Tabela 2).

Tabela 2. Correlagdo de Pearson entre localidades para os valores de
podriddo de grao por Stenocarpella sp avaliados na regido central do
Brasil durante a Safra agricola 2005/06.

Brasilia  Pirassununga  Uberlandia
Brasilia 1.00
Pirassunur 0.30 1.00
Uberlandia 0.44 0.37 1.00
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Os valores das porcentagens de infeccdo para podridao por Stenocarpella sp mostraram
distribuicdo continua conforme apresentado na Figura 1, indicando a possibilidade de que a
resisténcia para este cardter esteja condicionada por mais de um Jlocus. Esses resultados sdo
consistentes com estudos previamente realizados que reportaram a natureza multigénica da
resisténcia para podridao de grdo por Stenocarpella sp (Dorrance et al., 1998, Olatinwo et al.,

1999 e Russou et al., 2002).
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i de Toperosses
& de Topcrosses

L R
EDER

Uberandia

g g

" o

5 & g

o, i

& 20 2 3

b= -

- ] (] D .

- =

L] o k) 0 -

R SN, e Fu B @? f{;*»" ,g;'-b q?,.h Jg’iﬂ@qﬂ v IR R R R \Jj- {5,?1 =‘i'.;" FP} .f:?‘ .l{'p!l @é"
EDER EDER

Figura 1. Distribuigdo de freqiiéncias da porcentagem de incidéncia de podriddo de Espiga causada por
Stenocarpella (EDER) nas “festcrosses” resultado do cruzamento das progénies duplo-hapldides pelo
testador susceptivel MONDSS.

Observa-se no quadro de andlise de variancia (Tabela 3) diferengas significativas para o
efeito de “festcrosses” (progénies), o que indica a existéncia de variancia genética
significativamente positiva entre estas progénies derivadas do cruzamento MONDRI por
MONDSI, e avaliadas em “festcrosses”, para a incidéncia de podridao de espiga EDER em
todas as localidades consideradas.

Os coeficientes de herdabilidade para EDER variaram de 0,32 em Uberlandia a 0,57 em

Brasilia. Assim pode-se concluir que das trés localidades avaliadas, Brasilia foi a que
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apresentou melhores resultados para a sele¢do resultando numa melhor discriminagio entre as

progénies.

Tabela 3 Resumo das Analises de variancias individuais para Percentagem de Espigas com graos
ardidos por Stenocarpella (EDER) avaliadas durante a Safra Agricola 2005/06.

QM

FV GL Pirassununga Uberlandia Brasilia
Rep 1 8.99 8.75 393.32
“Testcrosses” 140 40.43%* 74.01% 226.14%*
Residuo 143 19.95 55.85 96.83
Média 7.5% 13.9% 14.1%
CV% 59% 54% 71%
5; 10.24 9.08 64.65
OA-/%_ 20.21 27.92 113.07
h? 0.50 0.32 0.57

Observando o resultado da andlise de variancia conjunta, o qual estd apresentado na
Tabela 4, verifica-se que o efeito médio de progénies também foi significativo, o que
possibilita a selecdo de materiais com base em sua performance média através dos ambientes.
Contudo houve uma interagdo significativa entre “festcrosses” x locais, indicando que o

comportamento dos “testcrosses” em relacdo a EDER nao foi constante de local para local.

Rossouw et al, (2002) reportaram também diferencas significativas entre a interagdo
gendtipo x médio ambiente confirmando o efeito diferencial das localidades na expressdo da
podridao causada por Stenocarpella maydis num estudo realizado em trés localidades da
Africa do Sul com intervalo nas medias de incidéncia de EDER variando de 3.4% a 25% nas

localidades de Lichtenburg e Hillerest respectivamente.
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Tabela 4. Resumo da Analise de variancia conjunta para Percentagem de Espigas com graos ardidos
por Stenocarpella (EDER) a traves de trés localidades de avaliacdo no Brasil Central na Safra agricola
2005/06.

FV GL QM
Loc 2 3898.72%*
Rep/Loc 3 137.02
“Testcrosses” 140 181.17**
“Testcrosses” x Loc 286 79.31%*
Residuo 423 57.26
Média 11.7%
CV% 50%

Embora os resultados tenham indicado uma interagao significativa “testcrosses” x locais,
a analise de médias para EDER mostrou-se consistente a través de localidades nos valores
fenotipicos dos individuos com valores extremos conforme expressado na Tabela 5,
possibilitando assim a identificacdo de progénies duplo-haploides altamente resistentes para a
podridao de grao por Stenocarpella sp quando comparados com os valores apresentados por as
testemunhas resistentes representados pelo hibrido DK199 e pelo cruzamento entre o
progenitor resistente MONDRI1 e o testador susceptivel MONDSS. Seis progénies em
particular mostraram valores inferiores aqueles apresentados pelas testemunhas resistentes, a

saber; MDH15, MDH443, MDHO95, MDH2, MDH120 e MDH&I.

Pascual ef al. (2006) reportaram respostas diferenciais a infeccdo por Stenocarpella sp
para mancha foliar e podriddo de graos mediante a inoculacdo artificial de 300 acessos de
germoplasma, salientando que em condi¢des ambientais ideais para a expressdo da doenca,
materiais classificados como resistentes mostraram certo nivel de susceptibilidade, com
excecdo de CML425 que apresentou um nivel relativamente estdvel de resisténcia para esta
doenca. Da mesma forma, no presente estudo as testemunhas resistentes mostraram valores

relativamente estaveis de 1 a 5.7%.
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Tabela 5. Valores da incidéncia de podriddo de espiga EDER para “testcrosses” selecionadas entre as
progénies duplo-hapldides resultado do cruzamento entre MONDRI (progenitor resistente) e
MONDSI (progenitor com nivel intermediario de resisténcia) pelo testador susceptivel MONDSS5 em
comparagdo com as testemunhas.

Seleg@o de Progénies Resistentes Amostragem de Progénies Susceptiveis

Brasilia Pirassununga Uberldndia ~ Media Brasilia Pirassununga Uberlandia ~ Media
MDHO015 0.00 2.70 6.02 290 MDHO028 20.05 10.55 25.97 18.86
MDHO043 3.77 2.42 3.66 328 MDHI14 25.26 9.00 23.38 19.21
MDHO095 3.85 1.14 4.88 329  MDHO024 29.55 12.73 16.35 19.54
MDHO002 2.44 5.11 3.06 3.54 MDHI151 49.74 8.14 9.27 22.38
MDH120 0.00 0.00 11.30 3.77  MDHIS52 40.96 6.81 19.80 22.52
MDHO081 2.36 1.66 7.88 3.97  MDHO050 28.93 16.50 23.88 23.10
MDHO042 5.25 3.39 3.94 4.20 MDH105 31.33 20.63 17.64 23.20
MDHO003 3.95 0.83 9.14 4.64  MDHI35 24.08 16.48 32.93 24.49
MDHO079 2.94 4.10 7.60 4.88  MDHI60 57.22 8.56 23.60 29.79
Testemunhas
MONDI1/MONDS5 1.11 5.69 5.60 4.14
DK199 1.10 5.51 2.60 3.07

5.2. Mapeamento de QTL’s

O mapeamento por intervalo composto (CIM) considerando os valores para EDER
obtidos na média dos trés ambientes (andlise conjunta) identificou trés QTLs significativos
para resisténcia a podridao de graos por Stenocarpella sp, Q1, localizado no cromossomo 2
entre as posi¢des 36.5 e 55.4 cM, Q2, no cromossomo trés, entre as posi¢des 83.2 € 99.2 Q3,
localizado no cromossomo 5, entre as posicdes 90.7 e 107.6 (Tabela 6). Estes QTLs

expressaram, 7%, 9% e 10% da variancia fenotipica para EDER observada, respectivamente.

Observa-se ainda na Tabela 6, que um quarto QTL, Q4, localizado no cromossomo 3,
entre as posicdes 115.9 e 125.7, foi mapeado nas localidades de Brasilia e Pirassununga.
Porém ndo apresentou efeito significativo em Uberlandia, nem na anélise conjunta de locais.
Tal fato est4 associado a interagdo QTL x Locais, que corrobora a interagao significativa entre

testcrosses x locais observada na Tabela 4.

Embora ndo existam estudos publicados relacionados a identificacdo de QTL para a

resisténcia a podridao de grao por Stenocarpella sp, os resultados deste estudo mostram pontos
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coincidentes com estudos da resisténcia a podridao de grao por Fusarium reportados por Perez

Brito et al. (2001) e Leilani et al. (2006).

Tabela 6: QTL e marcadores SNP associados a resisténcia a podriddo de grdo por Stenocarpella na
populagio MONDR1/MONDSI avaliada em trés diferentes localidades na Regido Central do Brasil
durante a Safra agricola 2005/06.

Flanco Esquerdo Flanco Dereito Efeito
Analise Chrom. Posigédo Marcador Posigdo Marcador LOD Aditivo Dom. R2 Doador
Conjunta 2 36.5 NC0202428 55.4 NC0201646 2.91 -1.51 0.0 7%  MONDS1
3 83.2 NC0199309 99.2 NC0199941 3.46 1.87 0.0 9%  MONDRH1
5 90.7 NCO0110854 107.6 NC0202210 4.60 -1.81 0.0 10%  MONDS1
Brasilia 3 115.9 NC0201774 125.7 NC0199741 3.43 3.23 0.0 8%  MONDRH1
Pirasunnunga 3 115.9 NC0201774 125.7 NC0199741 4.20 1.50 0.0 11%  MONDRH1
Uberlandia 3 83.2 NC0199309 99.2 NC0199941 4.19 2.38 0.0 12%  MONDR1
Brasilia 5 90.7 NC0110854 107.6 NC0202210 5.59 -3.96 0.0 13%  MONDS1

Limiar de Significancia para LOD a 2.5
Valores de R2 expresados em porcentagem

Num estudo realizado no México, Perez-Brito et al. (2001) reportaram a identificacao de
9 e 7 QTLs responsaveis pela variagdo fenotipica para resisténcia a podridao de espiga por
Fusarium sp em duas populagdes de milho adaptadas a regides de alta altitude, com valores
R? para cada QTL variando de 5 a 12%, reportando a existéncia de um nivel alto de interacio

QTL x ambiente.

Leilani e colaboradores (2006), reportaram num outro estudo similar envolvendo duas
populagdes de germoplasma temperado a identificacdo de 7 e 5 QTL’s associados a resisténcia
a podridio de grio por Fusarium com valores R” para cada QTL variando de 4% a 18% ,
reportando um QTL no cromossomo 1 como sendo responsavel por 18% da variacao

fenotipica.

Cumpre salientar que neste estudo ndo foi possivel determinar a importancia relativa dos
efeitos aditivos e dominantes j4 que de modo semelhante ao que ocorre na geragdo de linhas
puras recombinantes a utilizacdo de progénies duplo-hapléides ndo permite a estimacao dos

efeitos de dominancia dado a auséncia de gendtipos heterozigotos (Silva, 2004).

De acordo com os sinais dos efeitos aditivos associados aos QTL’s, (Tabela 6), conclui-
se que Q1 e Q3 estdo ligados em fase de repulsdo com os marcadores flanqueadores

identificados na mesma tabela, isto ¢ seus alelos de resisténcia originam-se do genitor
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MONDSI (susceptivel) enquanto Q2 e Q4, ambos no cromossomo 3, apresentam alelos de
resiténcia originados do genitor MONDRI (resistente). O fato de um QTL apresentar seu alelo
de resisténcia originado de um material considerado suscetivel pode ser explicado pelo fato do
parental MONDSI nao ser completamente suscetivel a EDER, pois mesmo na presenga de
Stenocarpella spp este material ainda produz uma quantidade razoavel de graos nao ardidos.
Sua classificagdo como suscetivel deve-se ao fato de que, em condigdes similares, apresenta

um percentual de graos ardidos superior a média dos demais materiais.

O fato de dos QTLs de resisténcia Q1 e Q3 terem sua origem no progenitor susceptivel
(MONDSI1), indica a possibilidade do fenomeno de segrega¢ado transgressiva. Este fendmeno
consiste na segregacao de fenotipos que sdo extremos ao nivel relativo dos parentais
participantes num cruzamento, sendo freqiientemente o resultado da recombinacdao de
parentais que possuem QTLs de efeitos antagbnicos para um carater (i.e QTLs com efeitos em
dire¢do oposta as diferencias dos parentais para um carater). Este fenomeno é mais comum em
plantas do que em animais (Loren el al., 2003). Em milho este fendmeno tem sido reportado
em outros caracteres de herancga quantitativa, embora as bases genéticas ndo tenham sido ainda

totalmente explicadas (Veldboom et al., 1994, Perez Brito et al., 2001 e Leilani et al., 2006).

Melhoramento assistido por marcadores moleculares para incorporar resisténcia a
podriddo de grao mostra-se grande utilidade, considerando a complexidade da resisténcia para
podridado de graos por Stenocarpella sp (Dorrance et al., 1998, Olatinwo et al., 1999 e Russou
et al., 2002) e o alto custo de realizar avaliacdes fenotipica incluindo o uso de inoculagdes
artificiais. Porém estudos adicionais devem ainda ser conduzidos para validagdo dos QTLs

identificados ao longo de anos localidades e “background” genético.

Sendo o presente estudo um dos primeiros com o objetivo de identificar QTLs para
resisténcia a podriddo de grao por Stenocarpella sp em germoplasma tropical, recomenda-se a
realizagdo do mapeamento fino das regides em volta das posigdes dos QTLs aqui
identificados, para facilitar a validagao dos mesmos visando um melhor entendimento de sua
performance como fontes de resisténcia em tipos de germoplasma diferentes, assim como para

validar sua estabilidade através de localidades e anos.
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7. Conclusoes

- Mediante a analise de mapeamento por intervalo composto foram identificados quatro QTL’s
para resisténcia a graos ardidos ocasionados por Stenocarpella sp nos cromossomos dois, trés
e cinco, sendo estes em conjunto, responsaveis por ate 26% de variagdo fenotipica para este

carater.

- Foi observada uma interacdo Genotipo x Ambiente significativa para porcentagem de graos
ardidos, assim como a interagdo QTLs x Ambientes, caracterizada pelo ndo mapeamento de

um dos quatro QTLs em uma localidade e na analise conjunta.

- A identificagdo de dois QTL’s para resisténcia a graos ardidos por Stenocarpella sp com
origem no progenitor susceptivel pode indicar a possibilidade de obten¢do do fenomeno de

segregacao transgressiva.

- Marcadores SNP especificos a ambos francos foram determinados para cada QTL

identificado.

- Foram identificadas seis progénies duplo-haploides com alto nivel de resisténcia a graos
ardidos causados por Stenocarpella sp, a saber, MDHI15, MDH443, MDH95, MDH2,
MDH120 e MDHS8I1, sendo estes recomendados para incorporar ao programa de

melhoramento para a regido central do Brasil.
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Tabela A1. Caracteristicas das localidades de avaliagdo das “festcrosses” nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal durante a Safra de
verao 2005/06.

Pirassununga, SP. Uberlandia, MG. Brasilia, DF.
Latitude 21°59'4" S 18°55'18" S 15°46' 47" S
Longitude 47°20'5" W 48°9' 22" W 47° 57" 39" W
Altitude 627 m 863 m 1171 m
Tipo de solo Latossolo Latossolo Latossolo
Cor de solo Vermelho Vermelho/ amarelo Vermelho
pH 5.6 5.2 5.7
Modalidade Plantio direto Plantio direto Plantio direto
Cultivo anterior Crotalaria Soja Nabo
Populacéo 70,000 p/ ha 60,000 p/ ha 62,500 p/ ha
Controle de Boxer 8 I/ha + Atrazina, Primestra Gesaprim 5 I/ha
plantas daninhas | Gesaprim 5 I/ha Gold

Controle Insetos

Piretréides a 300 ml/ha (Decis/Karate), Tracer a 0.5 ml/ha




