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RESUMO: O milho é um dos cereais mais importantes cultivados no mundo, porém, fatores como as doencas
podem ocasionar decréscimos no rendimento de graos. A mancha branca, causada por um complexo de patégenos, estd
entre as principais doengas desta cultura e pode ocasionar perdas de cerca de 60 %. Dentro deste contexto, este trabalho
teve como objetivos estimar pardmetros genéticos, identificar e mapear QTLs associados a resisténcia a mancha branca do
milho, visando o desenvolvimento de gendtipos resistentes a doenga. Noventa e oito familias F,3 do cruzamento entre as
linhagens BSO1 (suscetivel) e BS02 (resistente) e 90 familias F,.; do cruzamento entre BS03 (suscetivel) e BS04
(resistente) foram conduzidas a campo em trés ambientes. As herdabilidades variaram de 82,3 % a 86,2 % nos locais
avaliados para a populacdo 1. Para a populacdo 2 a herdabilidade variou de 76 % a 86,6 %. Na andlise conjunta para a
resisténcia nas duas populagdes, efeitos entre pais e entre progénies foram significativos, assim como a interagdo de
progénies e local, indicando que uma familia superior em um local nfio serd obrigatoriamente superior em outro local. Dos
QTLs testados nas populacdes 1 e 2, foram encontrados marcadores que expressaram até 25% da variancia fenotipica nos
grupos de ligacdo 1, 3, 6 e 9. Assim, estes dados em conjunto demonstram a possibilidade de selecdo assistida, para a
resisténcia a mancha branca do milho, nas geracdes iniciais com o uso dos marcadores moleculares estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Mancha de feosféria. Marcadores moleculares. Microssatélites. Pantoea ananatis. Zea
mays L.

INTRODUCAO gendtipos mais resistentes para os diferentes

ambientes e uso da associagdo de fungicidas com

A doenga denominada como mancha de
feosféria em outras partes do mundo (RANE et al.
1966; SHURTLEFF, 1984; CARSON et al. 1991),
vem sendo descrita como um patossistema
complexo causado por fungos e Dbactérias,
denominada de mancha branca do milho ou mancha
de feosféria no Brasil (PACCOLA-MEIRELLES et
al., 2001; PACCOLA-MEIRELLES et al., 2002;
FERNANDES et al. 1995; FERNANDES;
OLIVEIRA, 1997). Possivelmente a bactéria
Pantoea ananatis (Serrano) Mergaret é a precursora
da infeccdo inicial (encharcamento ou anasarco)
(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001), iniciando
as epidemias e, por conseguinte ocorrem as
infeccdes secunddrias por Phyllosticta maydis
(Arny; R. R. Nelson), Phoma sorghina (Saccardo)
Dorenbosh e Kesteren, Phaeosphaeria maydi
(Hennings) Rane, Payak e Renfros e Sporormiella
Ellis e Everthart.

Para uma etiologia complexa como a da
mancha branca do milho, onde os agentes
etiolégicos nem sempre sdo OS mesmos ou sdo
comuns, ha um aumento na dificuldade do controle
da doenga. Assim, tem sido proposto o uso de

antibidticos de contato ou sist€micos para o controle
da doenca (SILVA et al 2000; PATAKY-
EASTBURN, 1993; MUNKVOLD et al, 2001).

O uso da resisténcia genética é considerado
eficiente, pela sua economicidade e por ser
ambientalmente segura (PRIESTLEY; BAYLES,
1988). Quando ocorre a presenca de uma variagdo
continua de graus de resisténcia, indo desde extrema
suscetibilidade até extrema resisténcia, diz-se que a
resisténcia € horizontal poligénica (VAN DER
PLANCK, 1968). Devido a essa caracteristica
métrica, a resisténcia horizontal ou poligénica
também € denominada de resisténcia quantitativa.
Portanto, para que seja possivel distinguir genétipos
resistentes de suscetiveis, ha a necessidade de
quantificar a doenga, uma vez que a distingdo entre
gendtipos ndo é tdo evidente como no caso da
resisténcia vertical e mono ou oligogénica.
(VIDIGAL; POLETINI, 1999). Geralmente, a
resisténcia horizontal é causada pela expressdo de
alelos para resisténcia em muitos loci, cada um com
efeito menor e aditivo. A vantagem deste tipo de
resisténcia € sua habilidade para controlar um
espectro maior de racas em uma populacdo
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patogénica. Novas racas do patégeno apresentariam
dificuldade em superar a presenca de alelos para
resisténcia em mdltiplos loci (FEHR, 1987).

O uso de mapeamentos por QTLs (loci de
caracteristicas quantitativas) de resisténcia a
fitopatégenos vem sendo empregados em estudos de
heranga genética, obtendo dados precisos e
informativos, o que permite uma melhor
compreensdo dos caracteres quantitativos, além do
monitoramento das regides genOmicas onde estdo
posicionados os loci de interesse (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Estes podem ser tratados
como fatores mendelianos. O nivel de significAncia
para a declaracdo da existéncia de um QTL ¢é
expresso na forma de valor lod score. Este indica, na
escala logaritmica, a razdo entre a probabilidade dos
dados observados terem assumindo a presenca de um
QTL sobre a probabilidade de sua auséncia. Em
geral, um limite de lod entre 2 e 3 ¢ utilizado,
dependendo do nimero de marcadores testados e do
tamanho do genoma em centimorgans (cM), de
maneira que a probabilidade de declarar um falso
QTL ¢ mantida abaixo de um nivel de significincia
de 0,05 no genoma como um todo (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1998).

Embora a mancha branca tenha um
potencial de causar altas perdas econdmicas em
dreas tropicais, existem limitadas informagdes da
heranca em milho, principalmente no mapeamento
de QTLs, assim se faz necessario o estudo de QTLs
em outras populacdes de milho para aumentar o
entendimento da arquitetura genética para esta
caracteristica (Moreira, 2009).

Dentro deste contexto, o objetivo deste
trabalho foi identificar a presenca de QTLs em milho
associados a resisténcia ao complexo da mancha
branca, baseados na avaliacdo de marcadores do tipo
microssatélites em trés locais de Minas Gerais e para
duas  populagdes de milho, visando o
desenvolvimento de gendtipos de milho resistentes a
doenca.

MATERIAL E METODOS

Populacoes segregantes, locais de experimentos e
delineamento experimental

Noventa e oito familias F,.; provenientes do
cruzamento entre as linhagens BSO1 (suscetivel) x
BS02 (resistente ao complexo mancha branca) e 90
familias F,.; do cruzamento entre as linhagens BS03
(suscetivel) x BS04 (resistente ao complexo mancha
branca) foram utilizadas neste estudo. As quatro
linhagens utilizadas como pais nos cruzamentos
foram  desenvolvidas  pelo  programa  de

1164
JULIATTL F. C. et al.

Melhoramento de Milho da Syngenta Seeds, em
Uberlandia - MG.

A semeadura foi realizada para as diferentes
familias em trés localidades do Estado de Minas
Gerais: Uberlandia, Patos de Minas e Campo
Florido. A escolha desses locais foi devido ao
histérico de mancha branca ji relatada nestes
ambientes.

O delineamento utilizado foi o em latice
quadrado (10 x 10), com trés repeticdoes. Para a
primeira populacdo foram utilizadas 98 familias,
além dos pais contrastantes, totalizando 100
individuos. Para a segunda populacio foram
utilizadas 90 familias, os dois pais contrastantes e
oito testemunhas. Cada parcela foi constituida de 10
linhas de 6 m cada, com espagamento entre linhas
de 0,75 m e seis sementes por metro linear. Os tratos
culturais utilizados foram os recomendados para a
cultura do milho.

Avaliacao das doencas

A reacgdo das familias ao complexo mancha
branca foi avaliada por meio de notas atribuidas
independentemente e dadas por dois avaliadores na
época de incidéncia e severidade maxima da doenca.
As notas variaram de 1 a 9, onde: 1=0, 2=1, 3=10,
4=20, 5=30, 6=40, 7=60, 8=80 e 9=80-100 %,
conforme Agroceres (1994).

Analise estatistica individual e conjunta dos
experimentos

Para andlise individual de intrablocos do
l4tice e para a anélise conjunta foram utilizados os
modelos aleatérios propostos por VIANA (1993).
Para a andlise individual os componentes de
varidncia foram devido aos efeitos de progénie
(6 ,), interagio progénie por ambiente (& °u),
residual (6% e fenotipica (&%) estimados de
acordo com SILVA (1997). Entretanto, para a
andlise conjunta os componentes de variancia foram
devido aos efeitos de progénie (G ,), interagdo (6 )
e residual (6% (Silva, 1996).

A andlise conjunta foi realizada atendendo o
pressuposto estabelecido por Banzato e Kronka
(1995), onde existe homogeneidade de variancia dos
erros quando a razdo entre a varidncia de maior
valor e a de menor valor for < 7.

Nos experimentos em que a eficiéncia
relativa do delineamento em ldtice, em relagdo ao
delineamento em blocos casualizados completos, foi
baixa, inferior a 105%, o modelo de analise de
experimentos em blocos casualizados completos foi
adotado (SILVA et al., 2000).
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As herdabilidades foram estimadas no
sentido amplo, para a selecdo com base nas médias
dos tratamentos, utilizando as estimativas dos
componentes de varidncia, usando a seguinte
férmula:

Identificacao de QTLs associados a resisténcia a
mancha branca

Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Genética Molecular da Syngenta
Seeds Ltda em Uberlandia, MG.

Extracio de DNA

Para extracio de DNA das plantas foi
utilizado o protocolo MINIPREP (DOYLE;
DOYLE, 1990). As amostras foram quantificadas
em espectofotdometro e qualidade do DNA analisada
em gel de agarose 1 % (p/v) corado com brometo de
etideo.

Analise dos marcadores microssatélites (SSR)

Inicialmente, 600 primers microssatélites
foram avaliados entre as linhagens parentais, para a
selecdo dos loci polimérficos. As sequéncias dos
primers utilizados s3o de dominio da empresa
Syngenta Seeds Ltda. As reacdes de amplificacdo
dos microssatélites consistiram de 5,0 uL. de DNA
gendmico (25 ng/uL), 0,32 L. de cada primer, 0,75
uL de dNTPs (5 mM), 1,5 pL tampao da PCR 10X
(20 mM MgCl,), 7,28 uL. de H,O estéril e 0,15 uL
da enzima taq polimerase (5 U/uL) em um volume
total de 15 pL. As amplificacdes foram realizadas
no termociclador PTC-200, nas seguintes condi¢des:
94 °C por 2 min, 40 x (94°C por 15 s, 60 °C por 45 s,
72 °C por 2 min). Os produtos amplificados foram
separados em gel de agarose 3 % (p/v) corado com
brometo de etideo.

Apés a identificagdo dos loci polimérficos
entre os parentais, foram selecionados 68 pares de
primers para a primeira populagdo e 62 para a
segunda. As condi¢des de PCR utilizadas foram as
mesmas descritas para as reacdes com Os pais
contrastantes.

Analise de dados das familias das populacoes F,.;
e a construcao do mapa genético

Os marcadores baseados na amplificacido de
microssatélites possuem expressdo codominante,
assim, os dados foram tabulados como A, B, He (-),
sendo A, o pai resistente, B, o pai suscetivel, H,
heterozigotos e (-) para os dados perdidos. Primers
com numero de dados perdidos > 10 % foram
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descartados. O mapa genético de ligagdo entre os
marcadores SSR polimérficos e com segregacio
mendeliana foi obtido através do programa
MAPMAKER 3.0 (LANDER et al, 1987),
utilizando um lod score de 1,62 e a distincia
méaxima de 80 cM entre duas marcas adjacentes,
para formacdo de cromossomos. Um lod score
indica, essencialmente, o quanto mais provavel é a
ligacdo entre dois loci do que a ndo existéncia de
ligacdo entre eles (LANDER; BOTSTEIN, 1989). A
funcdo de mapeamento de Haldane (HALDANE,
1919) foi empregada para calcular as distancias
genéticas em cM.

Apés a construcdo do mapa de ligagdo, o
mapeamento dos QTLs envolvidos na resisténcia a
mancha branca do milho foi realizado através do
programa QTL Cartographer. O mapeamento foi
realizado para cada populacdo individualmente.
Mapas também foram construidos através do
programa WINQTLCARTOGRAPHER.

A metodologia de mapeamento por
intervalo composto foi utilizada (ZENG, 1993;
ZENG, 1994), através de lod score de 2,5, para
assumir um QTL associado ao controle genético do
carater analisado, numa determinada posi¢do do
genoma.

O modelo matematico de mapeamento de
intervalo composto foi o seguinte:

K

WA MM ) = B+ B;X; + Z B X+
I=j,j+1

E;, onde:

y; € o valor observado para o i-ésimo individuo;

(M; M

asmarcasjej+ I;

Ji] ; € o efeito do QTL localizado entre as marcas j e

j+1) € 0 gendtipo do i-ésimo individuo para

]+ 15

X, € uma varidvel dummy codificadora dos
gendtipos do i-€simo individuo quanto aos
marcadores jej+ 1;

B, sdo os coeficientes de regressdo parciais para o

cardter em questdo, na marca I;
X, sdo varidveis dummy representativas do

gendtipo o i-ésimo individuo, para a marca |, e
& & o erro aleatério associado a i-ésima

1

observagio, €, ~ N (0, &°).

Estimativa da proporc¢ao da variancia fenotipica
explicada pelos QTLs

Ap6s a identificacdo dos QTLs envolvidos
no controle genético do caractere analisado, um
modelo de regressio multipla foi ajustado. A
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propor¢do da varidncia fenotipica explicada pelos
QTLs conjuntamente foi estimada pelo coeficiente
de determinacdo do modelo ajustado e a proporcao
da variancia fenotipica explicada para cada QTL
pelo coeficiente de determinagdo parcial para dado
QTL.

De posse da distribuicdo de frequéncia das
populagdes para a doenca, foi estabelecido como
ponto de truncagem a nota do parental resistente e
parental suscetivel. Assim, os individuos das
geracdes segregantes na distribuicdo de frequéncia
até a nota do pai resistente foram considerados
resistentes. Os individuos contados entre a nota do
pai resistente e o parental suscetivel foram
considerados de resisténcia moderada. Os
individuos da geracdo segregante F,; de ambas
populacdes, com notas iguais ou superiores ao
progenitor suscetivel foram considerados como
suscetiveis. De posse dessa andlise, foram
estabelecidas trés classes fenotipicas e assim

Tabela 1. Andlise de varidncia para severidade de mancha branca do milho na populacido 1 F,;
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realizado o teste de qui-quadrado ()*) conforme
RAMALHO et al. (1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao fenotipica da populacio 1

As herdabilidades encontradas variaram de
82,3% a 86,2% nos trés locais avaliados
(Uberlandia, Campo Florido e Patos de Minas) para
a populagdo 1 (Tabela 1).

Efeitos significativos entre progénies e entre
pais foram observados nos trés locais (Tabela 1). Na
andlise de progé€nies x parentais foram observadas
diferencas significativas em Uberlandia e Patos de
Minas, e ndo significativa em Campo Florido. Isso
pode ter ocorrido devido a diferenca de pressdo de
in6culo entre os locais e/ou devido a diferencas
ambientais (temperatura, pluviosidade e
fotoperiodo). Os coeficientes de variagdo foram de
17,8% (Patos de Minas) a 22,9% (Uberlandia).

(BSO1-

Suscetivel x BS02-Resistente) analisada nos municipios de Uberldndia, Campo Florido e Pato de

Minas, Minas Gerais.

QM

FV GL Uberlandia  Campo Florido  Patos de Minas
Repeticoes 2 8,26%* 1,39* 1,27%%
Bloco/repeti¢do (ndo ajustado) 27 1,25%* 2,56%* 0,82%*
Tratamento (ajustado) 99 1,85%* 3,44%* 1,06%*
Entre pais 1 4,92%* 1,86* 0,77*
Pais x progénie 1 2,73k 0,03 1,76%*
Progénie 97 1,81%* 3,48%%* 1,05%*
Residuo 171 0,28 0,38 0,19
Média 2,29 2,86 2,43
CV (%) 22,86 21,39 17,85
h,’ 86,10 86,20 82,35

FV= Fonte de variacio; QM= quadrado médio; GL= graus de liberdade; CV= coeficiente de variagdo; h,” = herdabilidade no sentido

amplo; NS= néo significativo.

As médias de severidade da doenca foram
semelhantes nos trés locais, apresentando valores
baixos, variando de 2,29 (Uberlandia) a 2,86
(Campo Florido) (Tabela 1), provavelmente devido
ao baixo potencial de indculo existente nas dreas.

No entanto,

conseguiu-se

identificar

algumas

familias com baixa resisténcia (nota maior que 4),
evidenciando a ocorréncia de segregacdo entre as
familias (Figura 1).
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Figura 1. Distribui¢do de frequéncia para mancha branca do milho na populacio 1 F,; (BSO1-Suscetivel x
BS02-Resistente), nos municipios: A. Uberlandia; B. Campo Florido e C. Patos de Minas.

Avaliacgoes fenotipicas da populacio 2

Quando analisada a resisténcia da populacio
2 ao complexo da mancha branca os resultados
foram semelhantes a populacio 1 (Tabela 2).
Diferencas significativas entre pais e entre progénies
foram detectadas. Nao foram detectadas diferencas
significativas no contraste pais X progénies em
Campo Florido e Patos de Minas. A herdabilidade

encontrada variou de 76% (Campo Florido) a 86,6%
(Patos de Minas) e o coeficiente de variacdo entre
17.91% em Patos de Minas e 26,11% em Campo
Florido. Em relacio as notas médias para
resisténcia, assim como para a populacdo 1, a
populacdo 2 apresentou médias baixas, variando de
2,09 a 2,29 (Figura 2).

Tabela 2. Andlise de varidncia para severidade de mancha branca do milho na populacio 2 F,; (BS03-
Suscetivel x BSO4-Resistente) analisada nos municipios de Uberlandia, Campo Florido e Pato de

Minas, Minas Gerais.

FV GL Uberlandia Camp(gl\lflorido Patos de Minas
Repeticdes 2 0,84 0,99% 0,13
Bloco/repeti¢do (ndo ajustado) 27 0,52%* 0,80%* 0,53
Tratamento (ajustado) 99 1,38%* 1,47%* 1,44%*
Entre pais 1 3,50%* 11,34%* 11,34%*
Pais x progénies 1 1,44* 0,97NS 0,06NS
Progénies 89 1,09%* 1,35%* 1,12%*
Resto/Outras interagdes 8 4,40 1,71 4,00
Residuo 171 0,28 0,31 0,17
Média 2,09 2,14 2,29
CV (%) 25,34 26,11 17,92
h,’ 77,71 75,98 86,63

FV= Fonte de variacio; QM= quadrado médio; GL= graus de liberdade; CV= coeficiente de variagio; h,” = herdabilidade no sentido

amplo; NS= ndo significativo.
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia para mancha branca do milho na populagido 2 F,; (BS03 x BS03), nos
municipios: A. Uberlandia; B. Campo Florido e C. Patos de Minas.

Na anélise conjunta para a resisténcia nas
duas populagdes, efeitos entre pais e entre progénies
foram significativos assim como a interacdo de
progénies e local (Tabela 3). Isso significa que uma
familia superior em um local ndo serd
obrigatoriamente superior em outro local, embora os
parentais apresentem uma expressdo na reagdo a
mancha branca comum nos trés locais avaliados. A
interacdo significativa de progénies x locais permite

também inferir sobre variabilidade populacional em
relacdo a reacdo de resisténcia, o que pode ser
confirmado pela interacdo significativa de pais e
locais na populacdo 2. Para a populagdo 1, a média
foi de 2,52 e apresentou um coeficiente de variagdo
de 20,89 e uma herdabilidade no sentido amplo de
87,68% e para a populagdo 2, a média foi de 2,17 %,
com um coeficiente de variacdo de 23,17 e uma
herdabilidade no sentido amplo de 87,05 %.

Tabela 3. Andlises conjunta de variancia para severidade de mancha branca do milho nas populagdes 1 F,;
(BSO1 x BS02) e 2 F,.; (BS03 x BS04) analisada nos municipios de Uberlandia, Campo Florido e

Pato de Minas, Minas Gerais.

Populagdo 1

Populacio 2

FV GL QM GL QM

Local 2 26,65%* 2 3,21%%*
Rep. (local) 6 3,64%* 6 0,65%*
Bloco (local x repeti¢ao) 81 1,54%% 81 0,627%%*
Tratamento (99) 5,02%* (99) 3,26%*
Entre pais 1 6,62* 1 24,67*
Pais x progénies 1 2,64NS 1 1,96NS
Progénies 97 5,03%* 89 2,52%%
Tratamento x local (198) 0,66** (198) 0,52%*
Pais x local 2 0,46™ 2 0,75%
Progénie x local 194 0,66%* 178 0,51%*
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Pais x progénie x local 2 1,87* 2 0,50N8
Residuo 509 0,28 509 0,25
Média 2,53 2,18
CV (%) 20,90 23,18
h’ 87,68 87,05

FV= Fonte de variacio; QM= quadrado médio; GL= graus de liberdade; CV= coeficiente de variagio; h,” = herdabilidade no sentido

amplo; NS= ndo significativo.

Mapeamento da populacao 1

Para o estudo realizado em Uberlandia
foram identificados quatro QTLs (Figura 3A). O
primeiro situado no cromossomo 3, localizado a
71,17 cM do inicio do grupo (lod 4.2), estando entre
os marcadores N444 e N892, a 3,43 cM do primeiro
e 47,54 cM do segundo. O segundo QTL situado no
cromossomo 5 a 120,20 ¢cM do inicio do mesmo
(lod 3.0), localizado entre os marcadores N448 e
N110, a 26,40 cM do primeiro e 5,12 cM do

segundo. O terceiro no cromossomo 6, localizado a
414,68 cM do inicio do grupo (lod 4.0), entre N267
e N968, a uma distancia de 338,98 cM do primeiro e
6,41 cM do segundo. O quarto também situado no
cromossomo 6, a 444,94 ¢cM do inicio do grupo (lod
4.0), entre os marcadores N968 e N430, a 23,85 ctM
do primeiro e 6,42 cM do segundo. Todos os QTLs
identificados possuem efeito aditivo positivo e
dominancia completa.
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Figura 3. Mapeamento e efeitos aditivo (linha preenchida) e de dominancia (linha preta) de QTLs para mancha
branca do milho na populacdo 1 nos municipios: A. Uberlandia; B. Campo Florido e C. Patos de

Minas.

Trés QTLs foram identificados quando as
populagdes foram testadas em Campo Florido
(Figura 3B), sendo o primeiro e o segundo situados
no cromossomo 3, estando o primeiro localizado a
20,40 cM do inicio do grupo (lod 3.2), e o segundo
localizado a 71,37 ¢cM do inicio do mesmo (lod 2.9).
O terceiro QTL situado no cromossomo 9 a uma
distancia de 87,44 cM do inicio do grupo (lod 4.8).
Comparando com o mapa de ligagdo dos

marcadores SSR pode-se concluir que o primeiro
QTL esta situado entre os marcadores N126 e N444,
a 12,72 c¢cM do primeiro e 3,23 cM do segundo. O
segundo QTL estd situado entre os marcadores
N444 e N892, a 47,74 cM do primeiro e 3,23 cM do
segundo. O terceiro QTL, situado entre os
marcadores N74 e N632, a 9,84 cM do primeiro e
18,60 cM do segundo. O primeiro e o segundo
QTLs identificados possuem efeito aditivo positivo,
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e o terceiro, efeito aditivo negativo. Todos os QTLs
tiveram efeitos de dominancia completa.

O mapeamento realizado para reacdo a
mancha branca do milho em Patos de Minas, para a
populagdo 1 identificou quatro QTLs (Figura 3C),
sendo o primeiro situado no cromossomo 4, a
110,45 cM do inicio do grupo (lod 2.5), estando
entre 0s marcadores N506 e N754, a 25,26 cM do
primeiro e 4,10 cM do segundo. O segundo QTL, no
cromossomo 5, a 122,09 ¢cM do inicio do grupo (lod
3.2), entre os marcadores N448 e N110, a 28,29 cM
do primeiro e 3,23 cM do segundo. O terceiro QTL
no cromossomo 6 a 414,67 cM do inicio do mesmo
(lod 4.5), estando entre os marcadores N267 e N968
a 338,97 cM do primeiro e 6,42 cM do segundo. O
quarto também no cromossomo 6, a 427,50 cM do
inicio do grupo (lod 4.5), sendo este situado entre os
marcadores N488 e N430 a 6,41 cM do primeiro e
23,86 cM do segundo. O segundo, terceiro e quarto
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QTLs identificados possuem efeito aditivo positivo,
sendo que o segundo e o quarto possuem
dominancia completa, e o terceiro dominincia
parcial. O primeiro QTL possui efeito aditivo
negativo e auséncia de dominancia.

Quando foi realizada a anélise conjunta para
os trés municipios estudados para a populagdo 1
(Figura 4) foram identificados QTLs nos
cromossomos 3, 4, 5, 6 e 9, sendo que no
cromossomo 3, o mesmo QTL foi encontrado em
dois locais (Uberlandia e Campo Florido),
localizado entre os marcadores N444 e N892; no
cromossomo 5, foi identificado o mesmo QTL em
Uberlandia e Patos de Minas, situados entre os
marcadores N448 e N110. No cromossomo 6, dois
QTLs, sendo os mesmos em Uberlandia e Patos de
Minas, mostrando essa regido como importante para
a selecdo assistida de marcadores em vérios
ambientes.
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Figura 4. Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para mancha branca do milho nos trés locais (Uberlandia,
Campo Florido e Patos de Minas) na populagdo 1 F,; (BSO1-Suscetivel x BS02-Resistente).

Mapeamento para a populacao 2

Quando as andlises foram efetuadas com a
populacdo 2, trés QTLs foram identificados em
Uberlandia (Figura 5A), estando o primeiro situado
no cromossomo 3, localizado a 53,24 ¢cM do inicio
do cromossomo (lod 3.6), situado entre os
marcadores N742 e N397, a uma distancia de 22,93
cM do primeiro e 3,57 cM do segundo, com efeito
aditivo negativo e dominancia completa. O segundo
QTL situado no cromossomo 5 a 5,50 cM do inicio
do mesmo (lod 4.5), entre os marcadores N127 e
N813, a 5,50 cM do primeiro e 37,33 cM do
segundo, possuindo efeito aditivo positivo e
dominancia parcial. O terceiro QTL no cromossomo
8, a 41,88 cM do inicio do mesmo (lod 2.8), situado
entre os marcadores N118 e N181, a 8,43 cM do
primeiro e 2,25 cM do segundo, com efeito aditivo
negativo e dominancia completa. O mapeamento

realizado para reagdo de resisténcia a mancha branca
em Campo Florido, identificou trés QTLs (Figura
5B). O primeiro situado no cromossomo 1,
localizado a 88,71 ¢cM do inicio do mesmo (lod 5.5),
o segundo situado também no cromossomo 1 a uma
distancia de 99,36 cM do inicio do grupo (lod 5.1) e
o terceiro esta situado no cromossomo 7, localizado
a 46,64 cM do inicio do grupo (lod 3.1). O primeiro
QTL situado entre os marcadores N247 e N38, a
22,07 ¢cM do primeiro e 1,83 cM do segundo. O
segundo QTL situado entre os marcadores N38 e
N566, a 8,82 cM do primeiro e 1,95 cM do segundo.
O terceiro, entre os marcadores N21 e N799, a 7,40
cM do primeiro e 40,53 cM do segundo. Todos os
QTLs identificados possuem efeito aditivo negativo,
sendo que os dois primeiros possuem dominincia
completa e o terceiro sobredominéncia.
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Para a populagio 2 em Patos de Minas,
(Figura 5C), foram identificados quatro QTLs. O
primeiro situado no cromossomo 1, a 88,71 cM do
inicio do mesmo (lod 3.0), situado entre os
marcadores N247 e N38, a uma distancia de 22,07
cM do primeiro e 1,83 ¢cM do segundo. O segundo
no cromossomo 2 a 2,20 ¢cM do inicio do grupo (lod
2.7), situado entre os marcadores N410 e N305, a
uma distancia de 2,20 cM do primeiro e 8,91 cM do
segundo. O terceiro no cromossomo 3, a 5,14 cM do
inicio do grupo (lod 3.3), entre os marcadores N127

pLoni
104 ubpha
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e N813, a 5,14 cM do primeiro e 37,69 cM do
segundo. O quarto situado no cromossomo 7, a
31,93 cM do inicio do grupo (lod 4.2), entre os
marcadores N107 e N21, a 21,65 cM do primeiro e
7,31 cM do segundo. O primeiro e o quarto QTLs
identificados possuem efeito aditivo negativo, e o
segundo e o terceiro possuem efeito aditivo positivo.
Quanto ao efeito de dominancia, no primeiro ha
auséncia de dominéncia, no segundo e no quarto
QTL dominancia completa e no terceiro foi
determinada a dominancia parcial.
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Figura 5. Mapeamento e efeitos aditivo (linha preenchida) e de dominancia (linha preta) de QTLs para mancha
branca do milho na populagcdo 2 nos municipios: A. Uberlandia; B. Campo Florido e C. Patos de

Minas.

QTLs foram identificados nos cromossomos
1,2,3,5,7 e 8 (Figura 6). No cromossomo 1, foi
identificado o mesmo QTL em Campo Florido e
Patos de Minas localizado entre os marcadores
N247 e N38 e no cromossomo 5, o mesmo QTL foi
encontrado em Uberlandia e Patos de Minas, situado
entre os marcadores N127 e N813. Nos outros
cromossomos foram identificados QTLs apenas para
um local.

Analise de regressao para mancha branca ou de
feosféria (populacées 1 e 2)

Populacao 1

Para mancha de mancha branca do milho
em Uberlandia (Tabela 4), o efeito do QTL
associado ao marcador N968 foi o que explicou a

maior parte da variagdo fenotipica do cardter
(9,89%), tendo esse efeito sido estimado em -0,283.
Os quatro marcadores em conjunto conseguiram
explicar 18,22 %.

O efeito do QTL associado ao marcador
N74 foi o que melhor explicou a variagdo fenotipica
do caréter (12,26 %) em Campo Florido, tendo esse
efeito sido estimado em 0,456. Os trés marcadores
em conjunto conseguiram explicar 19,58 %.

Em Patos de Minas, o efeito do QTL
associado ao marcador N968 foi o que explicou a
maior parte da variagdo fenotipica do cardter
(12,69%), tendo esse efeito sido estimado em -
0,173. Os quatros marcadores em conjunto
conseguiram explicar 29,82%.

Biosci. J., Uberlandia, v. 29, n. 5, p. 1163 -1178, Sept./Oct. 2013



Identificacdo de QTLS...

1172
JULIATTL F. C. et al.

LOQ1 ybpha cfpha pmpha

Al adacd oA\ Lo VA

0.0 0.0 c

A

e T

Figura 6. Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para mancha branca do milho nos trés locais (Uberlandia,
Campo Florido e Patos de Minas) na populacdo 2 F,; (Bs03-Suscetivel x BS04-Resistente).

Tabela 4. Anilises de regressio miiltiplas, grupo de ligagdo ou cromossomo (Crom'.), QTL-efeito génico’,
para representatividade dos QTLs de microsatélites visando resisténcia a mancha branca para duas
populagdes de milho avaliadas nos municipios de Uberldndia, Campo Florido e Patos de Minas.

Marcadores GL Estimativas Erro padrio R2 Crom'.....Efeito”
Uberlandia — Populagdo 1 F2:3 (BS01 x BS02)

N444 1 -0,0794 0,1314 0,0043 3 AP/DC
N892 1 0,0633 0,1185 0,0058 3 AP/DC
N110 1 -0,2960 0,1357 0,0732 5 AP/DC
N968 1 -0,2828 0,1291 0,0989 5 AP/DC
R’=0,1822 (Marcadores em conjunto)

Campo Florido — Populacdo 1 F2:3 (BS01 x BS02)
N444 1 -0,2221 0,1860 0,0504 3 AP/DC
N892 1 -0,1800 0,1670 0,0228 3 AP/DC
N74 1 0,4560 0,1775 0,1226 9 AN/DC
R’*=0,1958 (Marcadores em conjunto)

Patos de Minas — Populagdo 1 F2:3 (BSO1 x BS02)
N754 1 0,3145 0,1280 0,0509 4 AN/AD
N110 1 -0,2009 0,0872 0,0787 5 AP/DC
N968 1 -0,1732 0,0902 0,1269 6 AP/DP
N848 1 -0,1365 0,0884 0,0418 6 AP/DC
R’= 0,2982(Marcadores em conjunto)

Uberlandia — Populagdo 2 F2:3 (BS03 x BS04)

N397 1 0,5176 0,1612 0,2515 3 AN/DC
N127 1 -0,1458 0,1356 0,0174 5 AP/DP
N181 1 0,1112 0,1332 0,0178 8 AN/DC
R’= 0,2867(Marcadores em conjunto)

Campo florido— Populagdo 2 F2:3 (BS03 x BS 04)
N38 1 0,5022 0,1538 0,2463 1 AN/DC
N21 1 0,1886 0,1566 0,0359 7 AN/SD
R’= 0,2822(Marcadores em conjunto)

Patos de minas— Populacdo 2 F2:3 (BS 03 x BS 04)
N410 1 0,2421 0,1272 0,1348 2 AP/DC
N127 1 0,2930 0,1655 0,0844 5 AP/DP

R’= 0,2192(Marcadores em conjunto)

2 . oA . .. .. .. . A . A .
Efeito dos QTLs na expressdo da resisténcia (AP=Aditivo Positivo, AN=Aditivo negativo, DC= Dominancia completa, DP=Dominéncia parcial,
AD=Auséncia de dominincia, SD=Sobredominéncia)
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Populacao 2

A andlise de regressdo para a reacdo de
resisténcia a doenca (Tabela 4) em Uberlandia, o
efeito do QTL associado ao marcador N397 foi o
que explicou a maior parte da variagdao fenotipica
(25,15%) dessa caracteristica nesse local, tendo esse
efeito sido estimado em 0,139, sendo que os trés
marcadores em conjunto explicaram 28,67% dessa
variagao.

Em Campo Florido, o efeito do QTL
associado ao marcador N38, foi o que mais explicou
a variagao fenotipica 24,63%, tendo esse efeito sido
estimado em 0,502. Os dois marcadores em
conjunto explicaram 28,22% dessa variagcdo (Tabela
4).

Para Pato de Minas, o efeito do QTL
associado ao marcador N305 foi o que explicou a
maior parte da variacdo fenotipica (13,48%), sendo
esse efeito sido estimado em 0,242. Os marcadores
em conjunto explicaram 21,92% dessa variagdo
fenotipica (Tabela 4).

Os resultados obtidos neste trabalho
evidenciam que o QTL que explicou a maior parte
da variagdo para a populagdo 1 foi o marcador N397
no cromossomo 3, explicando 25,15 % da varia¢do
fenotipica. Para a populagdo 2 o marcador N38
localizado no cromossomo 1, explicou 24,63 % da
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variagdo fenotipica para expressdo da resisténcia.
Outros marcadores com menor expressdo da
variacdo fenotipica para a reacdo de resisténcia a
mancha branca foram os marcadores foi N74 com
12,26 % (grupo de ligacdo 9) e N968 (grupo de
ligacdo 6) com 12, 68 % da variacdo fenotipica.
Assim, através destes resultados foi possivel
observar que os marcadores mais expressivos para a
resisténcia encontram-se nos cromossomos 1, 3, 6 €
9 para as duas populagdes, demonstrando que estas
regides gendmicas devem ser exploradas por
saturacdo como mais marcadores na busca dos
alelos para resisténcia ao complexo da mancha
branca do milho.Como os marcadores encontrados
sao de domindncia completa para a expressdo da
resisténcia a mancha branca, os mesmos poderdo ser
usados para selecdo assistida em programas de
melhoramento para o complexo de patégenos.

Através da andlise de segregacdo fenotipica
foi possivel observar que para a populacdo 1 as
propor¢des de familias resistentes e suscetiveis
apresentaram as segregacdes do tipo 9:7 e 13:3
(recessiva dupla e dominante-recessivo) (Tabela 5).
Para a populacdo 2 foram encontradas as epistasia
13:3 e 15:1 (recessivo dupla e dominante dupla),
evidenciando a interferéncia ou acdo da epistasia na
expressdo da resisténcia a mancha branca.

Tabela 5. Andlise da segregacdo fenotipica na geracdo F,; e testes de modelos pelo teste de Qui-quadrado em

relagdo a mancha branca do milho.

Modelos- Segregacdo Fenotipica

Populacio Local 1:1

3:1 9:7 13:3 15:1

Uberlandia
Campo Florido
Pato de Minas
Uberlandia

Campo Florido
Pato de Minas

[N NS T N e

0,006™
1,28™

0,5"
O,Sns

Os valores de herdabilidade encontrados
neste estudo foram importantes, uma vez que, de
acordo com Silva (2001), o poder de deteccdo de
QTLs é funcdo direta da herdabilidade do caréter.
Assim, a herdabilidade poderia ser aumentada
utilizando um maio ndmero de repeticdes nos
experimentos para avaliacdo fenotipica do cardter
estudado. Trabalhos estudando a mancha branca em
milho evidenciam herdabilidades de 65 a 92,80 % e
sdo considerados de alta magnitude (CARSON,
2001; SILVA, 2002; LOPES, 2003; CARSON et al.,
2005; DERERA et al.; 2007; MOREIRA et al.,
2009). Assim, este trabalho corrobora com os
resultados obtidos tanto para germoplasma tropical

(LOPES, 2003; MOREIRA et al., 2009), como para
temperados (CARSON, 2001; CARSON et al,
2005; DERERA et al.; 2007).

Nas andlises de prog€nies x parentais as
diferencas encontradas podem ter sido devido a
diferenca de pressdo de indculo entre os locais e/ou
devido a diferencas ambientais (temperatura,
pluviosidade e fotoperiodo). Valores semelhantes de
coeficiente de variacdo aos obtidos neste trabalho
também foram relatados (DUARTE et al., 1999;
BRASIL; CARVALHO, 1998).

Juliatti et al. (2009) em estudos com a
populacdo 2 F,; (BS03 x BS04) de milho utilizada
no presente trabalho, encontraram sete marcadores
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associados a resisténcia a mancha de cercosporiose
em trés ambientes (Uberlandia, Patos de Minas e
Ipiacu, MG). Os marcadores N310 e N369
representaram juntos 72 % da variagdo fenotipica
para Ipiacu.

Alguns mapas genéticos t€m sido propostos
em relacdo a resisténcia 3 mancha branca foliar do
milho (LOPES, 2003; MOREIRA, 2004; Moreira et
al., 2009), entretanto, existem poucos estudos com
milho tropical. Trabalhos com milho tropical
evidenciam a presenga de marcadores inseridos na
regido gendmica dos cromossomos 1 e 4 (LOPES,
2003; MOREIRA, 2004), o que vem ao encontro
com os resultados obtidos neste estudo. Embora os
estudos anteriores tenham sido realizados em apenas
um ambiente, o que limita a aplicagdo dos mesmos.

MOREIRA (2004) utilizou 256 progénies
F,;, avaliadas em sete experimentos no municipio
de Piracicaba, SP, enquanto no presente trabalho
foram utilizadas 90 e 98 familias respectivamente,
para cada cruzamento. Apesar do menor nimero de
familias, a concretizagdo do deste trabalho nao foi
prejudicada devido a realizacdo dos experimentos
em trés ambientes e locais muito divergentes
(Uberlandia, Campo Florido e Patos de Minas, MG).
A maior expressao para a resisténcia foi encontrada
junto aos QTLs localizados nos cromossomos 1, 3, 6
e 9. MOREIRA (2004) identificou seis QTLs em
cinco cromossomos, 0s quais explicaram em
conjunto 41,62 % da varidncia fenotipica. No
presente trabalho os QTLs mais expressivos
encontrados representaram 34 % e 58 % da variagdo
fenotipica encontrada para as populacdes 1 e 2,
respectivamente.

Neste trabalho, usando a segregacdo
fenotipica F,; (tabela 5) ficou evidenciando a
interferéncia ou acdo da epistasia na expressdo da
resisttncia a mancha branca. Lopes (2003) e
Moreira (2004) encontraram maiores efeitos para
aditividade em relacdo a dominancia. Ramalho et al.
(1990) indica que a epistasia interfere na expressao
da resisténcia. Portanto, pode ser inferido que
devido a este tipo de expressdo fenotipica associado
ou ndo a arquitetura da planta (WISSSER et al,
2006), seja fundamental o estabelecimento de mapas
genéticos e seus marcadores SSR associados para
redugdo do nimero de familias e progénies a serem
avaliadas na geracdo F,; para que o progresso
genético seja alcancado (STUBER et al.,, 1992;
TANKSLEY, 1993; TANKSLEY et al., 1989).
Pegoraro et al. (2002) também encontraram efeito
da epistasia e de dominancia parcial, ao contrario de
Carson (2001), que ndo evidenciou a epistasia na
andlise média das geracOes. Entretanto, Carson
(1996), identificou a existéncia de dominéncia
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parcial em regides cromossdmicas associadas a
resisténcia a mancha branca em linhagens de milho,
o que foi demonstrado no presente trabalho.

Outros trabalhos tém evidenciado os efeitos
genéticos como importantes na determinacdo da
reacdo de resisténcia 2 mancha branca do milho
(PATERNIANTI et al., 2000; PEGORARO et al.,
2002; SILVA, 2002; LOPES, 2003; CARSON,
2001; SILVA et al., 2004). Estudos de heranca da
resisténcia a mancha branca envolvendo variedades
de milho sob condicdes de infestacdo natural
demonstraram que os efeitos de dominancia foram
mais importantes no controle genético do cardter em
cruzamentos dialélicos (DAS et al. 1989a; DAS et
al. 1989b). Por outro lado, estudos indicam que os
efeitos de aditividade foram mais importantes do
que os de dominincia em cruzamento entre
linhagens de milho (LIMA et al,1998;
PATERNIANI et al., 1998). Esse fato é de extrema
importancia no melhoramento genético de plantas ja
que apenas os efeitos aditivos sdo transmitidos por
descendéncia na auséncia do agente de selecdo.
Assim, os resultados reportados na literatura,
oriundos de cruzamentos dialélicos e de médias de
geracdes, mostraram, em sua maioria, que os efeitos
aditivos sdo mais importantes que os efeitos ndo
aditivos e que o cardter apresenta herdabilidade alta,
o que esta de acordo com os resultados obtidos. Para
mancha branca ou de feosféria em milho Santos et
al. 2002 apontaram que o progresso desta doenca
esta correlacionado  negativamente com a
produtividade em milho e que existe variabilidade
genética para a selecdo em hibridos comerciais
visando obten¢do de linhagens com resisténcia
parcial ao complexo, bem como fontes de
resisténcia para o controle genético da mesma.

CONCLUSOES

Foram encontrados QTLs nos cromossomos
1,2,3,4,5,6,7, 8 e 9 para resisténcia a mancha
branca do milho, para ambas as populagdes
estudadas. Para a populacdo 1 foram encontrados os
QTLs N968 e N74 (grupo de ligagdo 6 € 9).

O marcador N968 explicou parte da
variagdo para resisténcia ao complexo da mancha
branca, com 9,69 e 12,69 % da variagdo para
Uberlandia e Patos de Minas. N74 (cromossomo 9)
representou 12,26 % da variagdo para a regido de
Campo Florido.

A regido gendmica para busca de alelos para
resisténcia a mancha branca com o uso de
microsatélites encontra-se nos cromossomo 6 € 9,
que explicou 35 % da variagdo fenotipica para a
populacdo 1.
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Para a populagdo 2 os QTLs N397 e N38,
explicaram juntos 25 % da variagdo para Uberlandia
e Campo Florido podendo ser utilizados como
marcadores confidveis para resisténcia a mancha
branca. Também foi encontrado na populacdo 2 o
QTL N397 (grupo de ligacdo 3), representando
25,15 e 8,44 % da variacdo, para Uberlandia e Patos
de Minas, respectivamente. Para Campo Florido o
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também no cromossomo 1 foi N38 (grupo de
ligacdo 1) com 24,63 % da variacio.

As altas herdabilidades encontradas para
ambas as populacdes indicam a predominancia dos
efeitos aditivos positivos e marcadores de
dominancia completa evidenciando a possibilidade
de selecdo de individuos resistentes nas geracoes
iniciais.

marcador de microssatélite de maior expressao,

ABSTRACT: Maize is one of the most important cereal crops in the world; however, diseases, among other
factors, may drastically reduce its grain yield. The white spot disease, caused by a complex of pathogens, is one of the
most important syndromes affecting maize, causing losses of up to 60%. Thus, this study aimed to estimate heritability, to
identify and to map QTLs associated with resistance to white spot in maize. Ninety-eight F,; families from a cross
between lines BSO1 (susceptible) and BS02 (resistant) and ninety F,.; families from a cross between BS03 (susceptible)
and BS04 (resistant) were evaluated in a lattice square (10x10) experimental design in three environments. Heritability
estimations ranged from 82.3% to 86.2% in population 1, and from 76% to 86.6% in population 2. A joint analysis of both
populations showed significant effects among parents and progenies, so it did for the interactions of locations and
progenies. It means that a specific family may not show the same performance for resistance to white spot across different
environments. QTLs for resistance to white spot were found in the linkage groups 1, 3, 6 and 9 in both populations. These
QTLs explained up to 25% of the total phenotypic variation for the studied trait. Combined, these data confirm the
possibility of marker assisted selection for resistance to maize white spot in early generations.

KEYWORDS: Marker assisted selection. QTL mapping. Pantoea ananatis. Phaeosphaeria leaf spot. Zea mays
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