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Orientador: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

RESUMO

A incidéncia de Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils como agente
causal da antracnose do colmo aumentou significativamente nos ultimos anos
no Brasil devido ao incremento da area cultivada de milho aliado a mudancas
nas praticas culturais. Os objetivos do presente trabalho foram determinar a
heranca da resisténcia a antracnose do colmo, identificar locos de resisténcia
guantitativa (QRL) por meio de marcadores moleculares e estimar os danos
potenciais na producdo de grdos. A andlise de média de geracbes foi usada
para determinar o modo de heranca da resisténcia em duas familias derivadas
do cruzamento entre duas linhagens resistentes (Das21 e Das64) com uma
suscetivel (Das86). As inoculacbes foram realizadas no estadio de

florescimento pleno com uma suspensdo de 1,8 x 10° conidios/mL. O



comprimento de lesdo foi medido apds abertura dos colmos. Os resultados
indicaram modos de heranca distintos entre as familias. Em Das86 x Das21,
houve predominio de efeitos genéticos de dominancia e interacdes epistéaticas.
Por outro lado, em Das86 x Das64, houve predominio de efeitos aditivos. As
estimativas de heterose diferiram entre as familias, o que pode ser atribuidos a
constituicdo genética dos genitores. O mapeamento de QRLs foi realizado com
base na analise de 118 progénies F,.3, provenientes do cruzamento Das86 x
Das21, avaliadas em trés ensaios. As avaliagdes consistiram da medida do
comprimento de leséo trinta dias ap0s a inoculacdo. As analises de ligacéo
entre marcadores e QRLs foram efetuadas por meio da regressdo linear
multipla. A propor¢éo da variacdo fenotipica em resisténcia devida a associacao
de QRLs com marcadores para os trés ensaios e analise conjunta, variou de
44% a 63%. Nove marcadores foram identificados associados a QRLs no
primeiro ensaio, 9 no segundo, 7 no terceiro e 13 analisando-se conjuntamente
0s experimentos. De maneira geral, foram identificados sete marcadores
ligados a alelos de resisténcia nestes QRLs a C. graminicola, com coeficientes
de regressao variando de 2,1% até 14,7%. Para estimar os danos na producao
dois ensaios foram instalados em esquema fatorial 2 x 5. Os tratamentos
consistiram da combinacdo de hibridos, suscetivel e resistente, e trés épocas
de inoculacdo (20, 40, 60 DAE) aléem de duas testemunhas. Diferencas
significativas na producdo e peso de espiga ocorreram apenas para o hibrido
suscetivel quando inoculado aos 20 DAE. Neste caso, as reducbes em
producédo foram de 16,1 e 20,2% para cada ensaio. Nao foram verificadas
diferencas significativas em comprimento de lesdo em ambos os hibridos em
funcdo da data de inoculacédo. Conclui-se, portanto, que as perdas advindas da
infeccdo no inicio do plantio ndo séo devidas a maior severidade de ataque do
patdgeno. Este € o primeiro relato de mapeamento de varios QRLs a C.
graminicola e de estimativas de danos deste patégeno em milho tropical.



MAIZE X Colletotrichum graminicola PATHOSYSTEM:
STUDY ON INHERITANCE, RESISTANCE GENE
MAPPING AND YIELD REDUCTION ESTIMATES

Author: RODRIGO RODRIGUES MATIELLO
Adviser: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

SUMMARY

The incidence of Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils as the causal
agent of stalk rot has increased significantly in recent years in Brazil due to an
increase in the area cultivated with maize, in addition to implemented changes in
cultural practices. The objectives of this work were to determine the mode of
inheritance of resistance to stalk anthracnose, identify quantitative resistance
loci (QRL) by means of molecular markers, and estimate potential grain yield
reduction. Generation means analysis was used for two families derived from a
cross between two resistant (Das21 and Das64) and one susceptible (Das86)
line. Inoculations were performed at the flowering stage with a suspension
containing 1.8 x 10° conidia/mL. Lesion length was measured after opening the
stalks. The results indicated distinct inheritance modes between families. In
Das86 x Das2l1, dominance genetic effects and epistatic interactions were

predominant. On the other hand, in Das86 x Das64 there was a predominance
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of additive effects. Heterosis estimates differed between families, which could be
attributed to the genetic background of the inbred parents. QRL mapping was
performed based on the analysis of 118 F,.3 progenies from the Das86 x Das21
cross, evaluated in three trials. Evaluations consisted in measuring lesion
lengths thirty days after inoculation. The linkage analysis between markers and
QRLs were made by means of multiple linear regressions. The proportion of the
phenotypic variation in resistance due to an association of QRLs with markers
for the three trials and in the joint analysis ranged from 44% to 63%. Nine
markers associated with QRLs were identified in the first trial, 9 in the second, 7
in the third, and 13 when the experiments were analyzed jointly. In general,
seven markers linked to resistance alleles were identified in these QRLS, with
coefficients of regression ranging from 2.1% to 14.7%. Two trials were installed
to estimate yield reduction, in a 2 x 5 factorial design. Treatments consisted of a
combination of hybrids, susceptible and resistant, and three inoculation times
(20, 40, 60 DAE), in addition to two controls. Significant differences in yield and
ear weight occurred only for the susceptible hybrid when inoculated at 20 DAE.
In this case, yield reductions were 16.1 and 20.2% for each trial compared to the
non-inoculated control. No significant differences were observed for lesion
length in any of the two hybrids as a function of inoculation date. It can therefore
be concluded that losses caused by infection at the beginning of planting are not
due to a greater severity of attack by the pathogen. This is the first report on the
mapping of several QRLs to C. graminicola and on yield estimates for this
pathogen in tropical maize.



1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) apresenta grande importancia socio-
econdmica, ndo somente pela grande area que ocupa, mas também por todo
complexo industrial que gira em torno de seu cultivo. O aumento da area
cultivada verificado nos ultimos anos deve-se ao desenvolvimento de hibridos
mais produtivos, com maior adaptacédo aos ambientes, bem como a recentes
mudancas nas praticas culturais, como o aumento do plantio de segunda época
(safrinha) e o avanco da cultura para novas regides do Centro-Oeste
(Fernandes & Oliveira, 1997).

Os resultados alcancados no pais com a cultura de milho na safra
02/03 destacam-se no agronegdcio brasileiro. A Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab) estima que a producdo de grados deste cereal devera
alcancar 45,8 milhdes de toneladas, ou seja, um volume 30% superior a safra
passada. Estima-se também um aumento de 13,9% (400 mil hectares) na area
com o plantio safrinha. Nesta safra, a producdo obtida com o plantio tardio
garantiu o abastecimento interno da cultura, atingindo aproximadamente 24%
da producédo nacional (Santos et al., 2003).

O incremento do plantio tardio aliado a adocdo do plantio direto
acarretou um aumento na incidéncia de doencas até entdo de importancia
secundéaria para a cultura. Dentre as doencas de importancia atual, a
antracnose do colmo, causada por Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils,
apresenta-se como fator limitante a obtencéo de altas produtividades a ponto de

ser considerada uma das mais importantes doencas da atualidade. O patdégeno



€ responsavel pela quebra do colmo e consequente acamamento da planta e
pela interrupcdo do fluxo de nutrientes do colmo para as espigas. O uso de
cultivares resistentes e a rotacdo de culturas sdo as estratégias de controle
mais seguras, viaveis e de menor impacto ambiental deste patdgeno.

Ha varios estudos sobre o controle genético da resisténcia de milho a
podridado do colmo (Lim & White, 1978; Badu-Apraku et al., 1987a; Badu-Apraku
et al., 1987b; Pereira et al., 1989; Weldekidan & Hawk, 1993; Jung et al., 1994;
Morello, 2000). Entretanto, dos genes de resisténcia relatados, apenas um foi
geneticamente localizado no cromossomo 4 (Jung et al., 1994). Neste sentido, o
mapeamento destes genes se faz necessario, tanto para melhor entender as
bases genéticas da resisténcia de milho a este patdogeno, como para
desenvolver marcadores moleculares que possam ser usados em programas de
melhoramento.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a heranca da resisténcia a
Colletotrichum graminicola, agente causador da podriddo do colmo em milho
bem como seu impacto potencial na producdo. Seus objetivos especificos
foram: 1) estudar a heranca e acdo génica envolvida na resisténcia de milho a
podriddo do colmo por meio da analise de médias de geracdes, 2) mapear
regibes cromossdmicas com marcadores moleculares e determinar seus efeitos
na resisténcia a podridao do colmo e 3) estimar os danos na producéo de graos

ocasionados pela infeccdo de C. graminicola.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Podriddes de colmo em milho

Vérios fungos causam podriddo do colmo, doenca de importancia
mundial por seus efeitos negativos no rendimento de graos, morte prematura de
plantas e quebra de colmo (Jarvis et al., 1984). Nos Estados Unidos, os agentes
causais das podriddes compreendem as espécies Gibberella zeae (Schwein)
Petch, Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils, Stenocarpella maydis (Berk.)
Sutton e espécies do género Fusarium (F. verticillioides, F. proliferatum e F.
subglutinans) (Gatch & Munkvold, 2002). No Brasil, a ocorréncia da podridao do
colmo esta relacionada a C. graminicola, Diplodia maydis, D. macrospora,
Fusarium graminearum e F. moniliforme (Pereira & Pereira, 1976; Balmer &
Pereira, 1987; Reis & Casa, 1996; Denti & Reis, 2003).

Embora mais de um patdégeno possa ocorrer simultaneamente nos
colmos com podridao, um grupo de patégenos sempre predomina. De maneira
geral, a diversidade de espécies pode ser alterada dentro de uma estacdo de
cultivo em decorréncia de mudancas em praticas culturais, ou ainda pela
introducéo de bidtipos mais virulentos na populacdo do patogeno (Wheeler et
al., 1974; Kommedahl et al., 1979; Bergstrom & Nicholson, 1999). Essas
alteracdes na composicao das espécies podem ter implicagdes diretas no tipo e
na severidade da podriddo do colmo, uma vez que 0s agentes causais podem

variar em patogenicidade. Atualmente, acredita-se que C. graminicola e G. zeae



sejam as mais destrutivas dentre as espécies causadoras de podridao
(Gilbertson et al., 1985).

As podriddes de colmo séo especialmente favorecidas pela
monocultura de milho uma vez que estes patdgenos sobrevivem em restos
culturais (Byrnes & Carrol, 1986; Del Rio & Zungia, 1991). De fato, observa-se
maior incidéncia desta doenca em monoculturas comparado a sistemas de

rotacao de culturas (Denti & Reis, 2001).

2.2 Patossistema milho x C. graminicola

Anteriormente a década de 70, a podriddo do colmo causada por C.
graminicola, também denominada de antracnose de colmo, ndo era
considerada de importancia na América do Norte (Leonard & Thompson, 1969;
Nicholson & Warren, 1976). Entretanto, epidemias verificadas no inicio dos
anos 70 em campos de milho doce foram t&o intensas que, em 2 anos, essas
areas foram completamente abandonadas (Warren et al., 1973). Estimativas
dos efeitos da antracnose foliar e do colmo na reducédo do rendimento de graos
variaram de 0 a 40%, sendo altamente dependentes do hibrido utilizado, do
ambiente e da época de infeccdo (Smith, 1976; Perkins & Hooker, 1979; Keller
& Bergstrom, 1988; Callaway et al., 1992). Nos Estados Unidos, os danos na
producdo de grdos em decorréncia da antracnose de colmo chegaram a 28%
na safra de 1980 (Carson & Hooker, 1981). No Brasil, o primeiro relato da
doenca foi feito por Silveira et al. (1965) em campos de producdo de milho
hibrido na regido de Campinas. De maneira geral, os danos estimados na
producdo de grédos variaram de 12 a 40% (Silveira et al., 1965; Nazareno,
1989).

Com relacdo a biologia do patdégeno (Colletotrichum graminicola),
este forma acérvulos esféricos ou piriformes (8-15um) com setas sobre o tecido
afetado. Seus conidios sao falciformes, medindo 23,5 - 29,0 pum x 3,5 - 5,0 um,

respectivamente, para comprimento e largura, quando cultivado em meio de



cultura (Sutton, 1980; Pontes, 1987). O patdgeno sobrevive como saprofita em
residuos culturais na superficie do solo por até dez meses (Naylor & Leonard,
1977). No entanto, se estes forem enterrados, reduz-se a possibilidade de sua
sobrevivéncia. Em sementes, o patdgeno sobrevive até 3 anos (Warren, 1977).
Assim, em climas frios, recomenda-se rotacbes de pelo menos dois anos
agricolas e uso de sementes sadias como formas de controle cultural (Lipps,
1988).

Os conidios podem permanecer viaveis de semanas a meses,
dependendo da umidade relativa do ar e contanto que 0s mesmos estejam
recobertos por uma matriz mucilaginosa produzidos pelo préprio fungo
(Nicholson & Moraes, 1980). Sua disperséo ocorre por respingos de chuva ou
pelo vento (Bergstrom & Nicholson, 1999). A presenca de agua € necessaria
para a germinacdo dos conidios, pois solubiliza inibidores de germinacéo
presentes na matriz mucilaginosa. Esta matriz ndo estd somente envolvida na
sobrevivéncia dos conidios, mas também na inducdo da patogénese (Bergstrom
& Nicholson, 1983). Existem evidéncias de que essa matriz possui, além de
inibidores de germinacdo, enzimas importantes no estabelecimento das
relacdes patdégeno-hospedeiro (Pascholati et al., 1993; Anderson & Nicholson,
1996).

A antracnose do colmo é mais severa em lavouras que apresentam
injurias ocasionadas por insetos, principalmente a larva de Ostrinia nubilalis,
comum em campos de producdo da América do Norte. No Brasil, a broca da
cana-de-acucar (Diatraea saccharalis) desempenha o mesmo papel (Fancelli &
Dourado Neto, 2000). De maneira geral, a infeccdo natural do colmo inicia-se
com a deposicado de conidios na base da planta provenientes de propagulos
infectivos oriundos de lesdes esporulantes da folha ou de restos culturais. Os
sintomas surgem geralmente na epiderme do colmo, logo apds a polinizacao,
na forma de lesdes estreitas, longitudinais, com aspecto encharcado,
inicialmente de coloracédo pardo-avermelhadas, que se tornam castanho escuro
e pretas (Messiaen et al.,, 1959; Dale, 1963; Silveira et al., 1965; Shurtleff,



1980). A podridao de antracnose tem sido mais severa em regifes quentes e
umidas, com extensos periodos nublados. O patdgeno infecta o colmo em
varios estadios de desenvolvimento da planta, podendo leva-la & morte antes
do florescimento. Sob condi¢des favoraveis, a colonizacdo do sistema vascular
resulta em murcha. A colonizacdo sistémica dos colmos no inicio do estadio
reprodutivo pode resultar em significativas reducdes no rendimento de graos
(Keller et al., 1986; Fancelli & Dourado Neto, 2000).

2.3 Genética da resisténcia a C. graminicola

As condi¢cdes ambientais influenciam a resisténcia do hospedeiro. A
alta intensidade de luz, por exemplo, esta relacionada a um aumento da
resisténcia (Hammerschmidt & Nicholson, 1977). Este fato ocorre
independentemente do nivel de resisténcia / suscetibilidade do gendtipo. Por
outro lado, a redugcdo da intensidade de luz resulta em aumento da
suscetibilidade (Schall et al., 1980). Acredita-se que tal fenbmeno se deve ao
fato da resisténcia estar associada a biossintese de compostos fendlicos, os
guais sao altamente dependentes da luz (Dixon & Paiva, 1995; Holton &
Cornish, 1995; Nicholson & Hammerschmidt, 1992). A resisténcia também pode
estar associada ao estadio fenoldgico da cultura, pois colmos na fase vegetativa
sdo mais suscetiveis a colonizacdo, provavelmente em decorréncia da alta
concentracdo de acgucares (Bergstrom & Nicholson, 1999). Além disso, a
resisténcia pode ser atribuida a rapidez na cicatrizacdo nos pontos de
penetracdo do patégeno (Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 1990; Muimba-
Kankolongo & Bergstrom, 1992).

Com relacdo ao controle genético da resisténcia, Carson & Hooker
(1981) relataram efeitos genéticos aditivos que responderam por mais de 90%
da variagao total. Estimativas de alta herdabilidade, agdo génica aditiva e
familias F3 com elevado nivel de resisténcia indicaram que o0s métodos

pedigree e selecdo recorrente devem ser efetivos em programas de



melhoramento. Toman & White (1993), através da analise de média de
geracles, relataram efeitos genéticos tanto aditivos como dominantes e
estimaram um numero reduzido de genes de resisténcia. Weldekidan & Hawk
(1993) observaram soma de quadrados para capacidade geral de combinacéo
quatro a cinco vezes maior que para capacidade especifica, indicando que
efeitos aditivos foram mais importantes que os dominantes. Callaway et al.
(1990) encontraram heterose e capacidade de combinacao especifica e geral
significativas, indicando que tanto efeitos aditivos como nao aditivos foram
importantes.

Resisténcia do tipo monogénica dominante em relagdo a antracnose
de colmo foi comprovada pela primeira vez por Badu-Apraku et al. (1987a). A
avaliacdo foi baseada numa escala diagramatica de entrends descoloridos.
Posteriormente, este tipo de heranca também foi descrita por Morello (2000). C.
graminicola apresenta a capacidade de infectar e colonizar tanto folhas como
colmos. Entretanto, a literatura indica que genes distintos controlam as reacdes
do hospedeiro a estes dois tipos de infeccdo (White et al., 1979; Zuber et al.,
1981, Pereira, 1983; Badu-Apraku et al., 1987b; Morello, 2000).

Com relacéo a localizacdo de genes de resisténcia a C. graminicola,
Carson & Hooker (1982), utilizando translocacfes reciprocas, concluiram que
os bracgos longos dos cromossomos 1, 4 e 8, e os dois bragos do cromossomo 6
abrigam genes de resisténcia. Com o advento das técnicas de marcadores
moleculares, varios genes condicionando resisténcia a diversos patégenos ja
foram mapeados (MacMullen & Simcox, 1995). Entretanto, neste patossistema,
até o momento, apenas uma regido cromossémica contendo genes de
resisténcia foi mapeada no cromossomo 4 com o auxilio de marcadores RFLP
(Jung et al., 1994).

2.4 Marcadores moleculares e mapeamento genético

2.4.1 Marcadores microssatélites (SSR)



Marcadores moleculares microssatélites, também denominados de
marcadores SSR (“Simple Sequence Repeats”), foram descritos inicialmente
em humanos por Litt & Luty (1989). Em plantas, microssatélites estao
amplamente distribuidos nos cromossomos, com freqiéncia média de um a
cada 50 mil pares de base. Consistem em sequéncias curtas de nucleotideos,
geralmente de 2-10 pb, repetidas em tandem e flanqueadas por sequéncias
Unicas ndo repetidas, sendo o elemento repetido mais comum o di-nucleotideo
AT (Morgante & Olivieri, 1993). Ocorrem de maneira relativamente dispersa nos
cromossomos de milho, sdo co-dominantes e apresentam um satisfatério grau
de polimorfismo (Chin et al., 1996). A grande vantagem deste marcador é que
podem ser visualizados em géis de agarose e poliacrilamida apds sua
amplificacédo via PCR usando iniciadores (“primers”) de sequéncias especificas
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Além disso, apresentam localizacao definida
nos 10 grupos de ligacdo do mapa genético consenso que, por sua vez,
apresentam correspondéncia conhecida com os cromossomos. Atualmente,

mais de 2000 primers estdo disponiveis (www.agron.missouri.edu).

2.4.2 Marcadores AFLPs

Marcadores AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism” ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados) representam técnica
relativamente recente que permite obter um grande numero de fragmentos
amplificados (locos marcadores) a partir de uma Unica reacdo de PCR (Vos et
al., 1995). Esta tecnologia combina a especificidade, a resolucdo e o poder de
amostragem da digestdo com enzimas de restricdo com a rapidez e praticidade
de deteccdo de polimorfismos via PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1995). O
método AFLP gera um elevado numero de marcadores por gel, permitindo uma
rapida saturacdo de mapas genéticos (Castiglioni et al., 1999). Constitui assim
poderosa ferramenta para o0 mapeamento de genes que controlam

caracteristicas de importancia agrondmica em plantas como a resisténcia a



doencas (Van der Voort et al., 1999; Xu et al., 1999). Além disso, 0 método tem
sido utilizado para estudos de taxonomia e diversidade genética em bactérias,
fungos, animais e plantas (Mueller & Wolfenbarger, 1999).

A tecnologia compreende quatro etapas que incluem 1) a digestdo do
DNA genémico com duas enzimas de restricdo; 2) a ligacdo de adaptadores
especificos nas extremidades coesivas criadas pelas enzimas de restricdo; 3) a
pré-amplificacdo de fragmentos e 4) uma amplificagdo seletiva dos fragmentos
pré-amplificados. Na sequéncia, os fragmentos amplificados sédo separados em
gel de poliacrilamida de alta resolucdo. Os resultados relatados na literatura
permitem afirmar que os AFLPs sdo os mais eficientes entre os marcadores
moleculares devido a capacidade de revelar um grande numero de fragmentos
numa unica reacdo de PCR, demonstrando um indice de eficiéncia 10 vezes
superior aos demais métodos moleculares (Pejic et al., 1998). Varios mapas de
ligacdo em milho baseados em marcadores AFLPs ja foram relatados (Pejic et
al.,1998; Ajmone-Marsan et al.,1998; Melchinger et al.,1998; Vuylsteke et al.,
1999; Castiglioni et al., 1999). O nivel de polimorfismo detectado depende do
tipo de populacdo utilizada e das combinacfes de enzimas de restricao.
Vuylsteke et al. (1999) relataram que o polimorfismo gerado em uma populacao
F, foi superior ao de uma populacdo de linhagens recombinantes, com
magnitude variando de 35,7 a 48%, dependendo da combina¢cdo das enzimas
de restricdo. Castiglioni et al. (1999) relataram nivel de polimorfismo variando
em média de 14,9% para combinacdes de enzimas EcoRI e Msel a 19,6% para
Pstl e Msel numa populacdo F,. Essas diferencas no nivel de polimorfismo sédo
atribuidas a localizacao preferencial dos fragmentos gerados pela combinacao
Eco/Mse nas regides centroméricas dos cromossomos, ao passo que 0S
fragmentos oriundos da combinacdo Pst/Mse apresentam distribuicdo mais
aleatéria entre e dentro dos cromossomos. Castiglioni et al. (1999) obtiveram
um mapa de ligagdo com uma cobertura de 2057 cM, com marcadores
distribuidos a cada 6,6 cM. Em outro trabalho, Vuylsteke et al. (1999)

construiram dois mapas saturados com cobertura gendmica de 1178,1 cM
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(linhas puras recombinantes) e de 1375,6 cM (F,). A diferenca observada na
cobertura do genoma (comprimento do mapa) pode ser explicada pelo fato de
Castiglioni et al. (1999) nao levar em consideracao a interferéncia na estimativa

das frequéncias de recombinacéo entre as marcas.

2.4.3 Mapeamento genético usando marcadores moleculares

O mapeamento genético via marcadores moleculares requer uma
selecdo prévia de locos polimérficos entre os genitores de uma populacao
segregante e posterior analise de segregacdo dos mesmos na populacdo. A
determinacdo da ligacdo entre marcadores moleculares a regibes gendmicas
responsaveis pela variacdo fenotipica em resisténcia, possibilita uma analise
individualizada destas regifes, entdo denominadas QTLs (“quantitative trait
loci”) de resisténcia. A estratégia de associar marcadores microssatélites como
“ancoras” nos grupos de ligacdo permite a localizacdo cromossdmica de
marcadores AFLPs (Vuylsteke et al., 1999; Ajmone-Marsan et al., 2001).

A precisdo dos resultados obtidos com o0 mapeamento genético
depende da selecdo de genitores discrepantes para o carater em estudo, da
obtencdo de uma populacédo segregante e da avaliacdo precisa do fenétipo na
populacdo. Populacfes segregantes obtidas de cruzamentos controlados entre
linhagens endogamicas maximizam o desequilibrio de ligacdo entre locos,
permitindo estabelecer ligagbes genéticas com mais precisdo. O maximo de
informacéo genética € obtido quando se utiliza uma populagéo da geragéo F,
devido ao forte desequilibrio de ligacdo nesta geracdo, e marcadores co-
dominantes que permitem discernir locos homozigéticos dos heterozigoéticos
(Mather,1938). A grande vantagem da utilizacdo de individuos F, para a
construcdo de mapa de ligacdo € que este combina duas vezes mais
informacdo de eventos de recombinacdo do que individuos oriundos de
retrocruzamento. Neste sentido, numa Unica reacdo de PCR dois alelos
informativos poderdo ser amostrados, sendo um alelo de cada genitor.
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Atualmente, varios marcadores genéticos estdo disponiveis. Dentre eles os
baseados em polimorfismos do DNA (RFLPs, RAPDs, SSRs e AFLPs) sédo os
mais utilizados pois possibilitam a construcdo de mapas de ligacdo mais
precisos (Coelho & Silva, 2002 1).

Um dos delineamentos genéticos mais comumente utilizados no
mapeamento genético em milho é a utilizagcdo de individuos F, oriundos do
cruzamento entre duas linhagens homozigéticas contrastantes para o carater
em estudo. Este delineamento tem como inconveniente o fato de que os
individuos que séo utilizados para 0 mapeamento sdo Unicos. Neste aspecto,
recomenda-se que em situacdes onde a avaliagdo de um determinado carater
exige varios ambientes, como é o0 caso de resisténcia a doenca, sejam
avaliadas familias F,3, possibilitando assim uma avaliacdo fenotipica mais
precisa, com repeticbes e em varios locais.

A construcdo de um mapa genético envolve a avaliagcdo do padréo de
segregacdo das marcas em individuos segregantes, a analise de desequilibrio
de ligacdo, a determinacdo da distancia entre marcas e 0 consequente
ordenamento linear das mesmas em grupos de ligacdo. Mapas genéticos de
alta densidade sdo extremamente Uteis na pesquisa genética basica e aplicada.
De maneira geral, eles servem para: 1) localizar genes de interesse, 2) facilitar
o melhoramento assistido por marcadores e a clonagem baseada em mapa e 3)
possibilitar o entendimento da base biolégica de caracteristicas muito
complexas (Vuylsteke et al., 1999).

O principio bésico que fundamenta o mapeamento de QTLs é a
existéncia de desequilibrio de ligacdo decorrente da baixa frequéncia de
recombinacdo entre locos proximamente ligados. Varias metodologias podem
ser utilizadas para o mapeamento de QTLs, como a andlise de agrupamentos
segregantes (Bulked Segregant Analysis; Michelmore et al., 1991), analise de
marcas simples (Single Point Analysis; Edwards et al., 1987), mapeamento por

! COELHO, A.S.G.; SILVA, H.D. Construcdo de mapas genéticos e mapeamento de QTL's.
Piracicaba, 2002. 65p. (apostila).
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intervalo (Interval Mapping; Lander & Botstein, 1989), mapeamento por intervalo
composto (Composite Interval Mapping; Zeng, 1993; Zeng, 1994; Jansen, 1993;
Jansen, 1994; Jansen & Stam, 1994) e, recentemente, o mapeamento por
intervalo multiplo (Multiple Interval Mapping; Kearsey & Hyne, 1994; Hyne &
Kearsey, 1995; Wu & Li, 1994; Wu & Li, 1996).

O método BSA (“Bulked Segregant Analysis”) consiste na avaliacdo
de dois grupos de individuos obtidos de pontos extremos da curva de
distribuicdo do carater em estudo. Espera-se que os alelos dos marcadores que
estiverem associados aos alelos do QTL estejam distribuidos de forma desigual
entre os dois grupos, possibilitando sua deteccao (Michelmore et al., 1991).
Segundo Lynch & Walsh (1998), o método BSA ndo € o mais recomendado
para deteccdo de QTLs de pequeno efeito, pois na composicdo dos “bulks”
apenas as regides com forte influéncia no carater estardo sendo amostradas
em detrimento daquelas de pequeno efeito. Neste caso, a andlise requer a
utilizacdo de populagbes segregantes com maior numero de individuos, muitas
vezes indisponiveis.

A andlise de marcas simples (“Single Point Analysis”) é considerada,
a exemplo do método BSA, o procedimento mais simples na detec¢édo de QTLs,
pois ndo necessariamente exige a construcdo de um mapa de ligacéo
(Tanksley, 1993). A metodologia consiste na comparacao estatistica do valor
médio do carater sob estudo entre as classes genotipicas de um marcador. A
significancia do teste estatistico indica a existéncia ou ndo de ligacdo do
marcador molecular com um QTL. As desvantagens inerentes séo a dificuldade
de deteccdo e sub-estimativas da magnitude dos QTLs quando a distancia
entre marcador e QTL for grande (>35 cM) (Liu, 1998).

O mapeamento por intervalo baseia-se na analise de frequéncias de
conjuntos de marcadores ligados e o QTL de interesse (Lander & Botstein,
1989). A utilizacdo de marcadores ligados na andlise aumenta o poder de
deteccdo dos QTLSs, permite estimar seus efeitos sobre a expresséo do carater

e determina sua distancia em relacdo aos marcadores. O maior beneficio do
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mapeamento por intervalo em relacdo a marcas simples ocorre quando a
distancia entre marcadores situa-se entre 20 e 35 cM. Para distancias menores
(20 cM), ndo existe diferenca entre as metodologias, ao passo que para aquelas
maiores que 35 cM, nem mesmo este método mostra-se eficiente (Lander,
1993, citado por Coelho, 2000). Outro problema é quando existem outros QTLsS
NO Mesmo Cromossomo, uma vez que isto pode interferir na determinacao das
posicoes dos mesmos (Halley & Knott, 1992; Martinez & Curnow, 1992). Em
relacdo a métodos tradicionais de mapeamento, este requer analise de menor
namero de individuos (Zeng, 1994).

A metodologia de mapeamento por intervalo composto foi
desenvolvida com o intuito de eliminar a interferéncia de QTLs adjacentes ao
intervalo e com isto aumentar a eficiéncia na deteccdo de QTLs. O método
agrega, num unico modelo, a analise de regressdo linear mdultipla e o
mapeamento por intervalo (Jansen, 1993; Zeng, 1993; Zeng, 1994).
Individualmente, a analise de regressdo multipla ndo é a melhor metodologia,
pois o coeficiente de regressao parcial € uma estimativa enviesada do efeito do
respectivo QTL (Zeng, 1993). A base do método consiste em testar um
determinado intervalo para um QTL sem que ocorra a interferéncia de outro
QTL localizado em regides adjacentes ao teste (Zeng, 1994).

A analise biométrica de caracteres quantitativos tem revelado a
importancia das interacdes epistaticas entre locos e das interacdes dos QTLs
com o0s ambientes nos quais sao avaliados. As abordagens estatisticas
utilizadas para o mapeamento de QTLs consideram um modelo genético
simplificado, ou seja, auséncia de epistasia e interacdes QTLs x ambiente.
Entretanto, Wang et al. (1999) afirmam que a simplificacdo dos modelos
estatisticos pode levar a obtencdo de estimativas enviesadas da posicdo, a
subestimativa do efeito do QTL e a reducéo do poder de detec¢gdo dos mesmos
no mapa de ligagdo. Neste sentido, mais estudos deverdo ser conduzidos nesta
area com o aprimoramento e compartiihamento do conhecimento entre

geneticistas biométricos e moleculares para o desenvolvimento de novas
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ferramentas estatistico-moleculares a serem utilizadas pelos programas de

melhoramento vegetal.



3 HERANCA DA RESISTENCIA A ANTRACNOSE DO COLMO
(Colletotrichum graminicola Ces. Wils) EM LINHAGENS ENDOGAMICAS
DE MILHO TROPICAL

Resumo

A andlise de média de geracbes foi usada para estudar o modo de
heranca da resisténcia a antracnose de colmo em duas familias derivadas do
cruzamento de trés linhagens endogamicas de milho tropical. Cada familia foi
constituida de seis geracdes (Pi, P2, Fi1, F2, BCP; e BCP,) as quais foram
avaliadas para a resisténcia em dois ensaios, num delineamento de blocos
casualizados em esquema de parcelas subdivididas. As médias das geracdes
foram analisadas de acordo com o modelo de Mather & Jinks (1971). As
inoculagbes foram realizadas no estadio de florescimento pleno com uma
suspensdo de 1,8 x 10° conidios/mL, injetada no colmo com auxilio de uma
seringa. O comprimento de lesédo foi medido apds abertura dos colmos, trinta
dias apos a inoculacdo. Os resultados indicaram modos de heranca distintos
entre as familias. Em uma familia houve predominio de efeitos genéticos de
dominancia nas duas épocas de semeadura. Além disto, interacbes epistaticas
aditivo x dominante e aditivo x aditivo também foram encontradas. Valores
intermediarios de herdabilidade no sentido amplo indicaram uma heranca
complexa, sendo esta provavelmente governada por varios genes de pequeno
efeito. Por outro lado, na segunda familia, 0 modelo genético aditivo-dominante
foi suficiente para explicar as variagdes entre as médias das geracdes. A acdo
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génica aditiva predominou nos dois ensaios. Neste cruzamento, a heranca da
resisténcia parece ser governada por poucos genes de grande efeito.
Estimativas de heterose diferiram amplamente entre as familias, as quais
podem ser atribuidas a constituicAo genética das linhagens genitoras. A
presenca de variabilidade genética para resisténcia a antracnose do colmo nas
geracles de segregacao, de ambas as familias, indica possibilidade de ganhos

genéticos atraves da selecgéo.

Inheritance of resistance to anthracnose stalk rot (Colletotrichum

graminicola Ces. Wils) in tropical maize inbred lines

Summary

Generation means analysis was used to study the mode of
inheritance of resistance to anthracnose stalk rot in two families derived from
crosses between three tropical maize inbred lines. Each family was comprised
of six generations (P1, P2, F1, F2, BCP; and BCP;) that were evaluated for
resistance in two trials under a randomized complete block design using
subdivided plots. Generation means were analyzed according to the model of
Mather & Jinks (1971). Inoculations were performed at the flowering stage using
a suspension of 1.8 x 10° conidia/mL applied into the stalk by a syringe. Lesion
length was directly measured by opening the stalk thirty days after inoculation.
Results indicated contrasting modes of inheritance between families. In one
family dominant gene effects predominated. Besides, additive x dominant and
additive x additive interactions also were found. Intermediate values of broad-
sense heritability indicated a complex inheritance probably conditioned by
several genes of small effects. On the other hand, an additive-dominant genetic
model sufficed to explain the variation between generation means in the second

family, where additive gene effects predominated in both trials. Few genes of
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major effects most likely control disease resistance in this cross. Estimates of
heterosis widely differed between families, which can be attributed to the genetic
background of the parental lines. The presence of genetic variability for
resistance to anthracnose stalk rot in the segregating generations of both

families indicated the possibility of genetic gains through selection.

3.1 Introducéao

Nos ultimos anos, a expansao da cultura na regido Centro-Oeste do
Brasil e o aumento nas é&reas de cultivo de milho de segunda época
acarretaram um aumento progressivo na severidade de doencas, até entédo
consideradas secundarias para a cultura (Silva, 1997; Fancelli & Dourado Neto,
2000). Dentre elas, destaca-se a antracnose do colmo, causada por
Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils. Neste caso, outro fator importante para
o incremento desta doenca foi a adocdo do sistema de semeadura direta, uma
vez que C. graminicola pode sobreviver em restos culturais por até dez meses
(Naylor & Leonard,1977).

Os sintomas da antracnose no colmo surgem geralmente na
epiderme, com lesdes estreitas, longitudinais, de aspecto encharcado,
inicialmente de coloracdo pardo-avermelhada, que se torna castanho escuro e
preta (Messiaen et al., 1959; Dale, 1963; Silveira et al., 1965; Shurtleff, 1980).
Estes sintomas iniciam-se geralmente logo apds a polinizagédo. O fungo também
infecta folhas mas, no entanto, ha indicacées que genes distintos condicionam
resisténcia para antracnose foliar e do colmo (Pereira, 1983; Morello, 2000).

Estudos relativos ao modo de heranca da resisténcia genética
indicam que esta é condicionada por poucos locos em sua maior parte de acao
génica aditiva (Lim e White, 1978; Carson & Hooker, 1981; Weldekidan & Hawk
1993). Além disto, estimativas do numero de genes de resisténcia indicam

controle oligogénico (Toman & White, 1993). Entretanto, Callaway et al. (1990)
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encontraram heterose e capacidade geral e especifica de combinacéo
significativas, indicando que tanto efeitos aditivos como dominantes também
podem contribuir para resisténcia. Enquanto a maioria dos estudos envolvendo
este patossistema indica uma heranca quantitativa da resisténcia, Badu-Apraku
et al. (1987a) relataram um Unico gene dominante num cruzamento entre linhas
tropicais e temperadas de milho.

Uma vez que o uso de cultivares resistentes é a estratégia mais
eficiente no controle da doenca, o conhecimento do modo de heranca assegura
ao melhorista definir o melhor método de selecdo, incrementando sua eficiéncia
e maximizando os ganhos genéticos durante a sele¢do. Assim, 0 presente
trabalho teve por objetivo estudar o modo de heranca da resisténcia a
antracnose do colmo em geracdes descendentes de dois cruzamentos entre

linhagens tropicais de milho.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal

Trés linhagens endogamicas (Das2l, Das64 e Das86) foram
utilizadas para desenvolver duas familias a partir do cruzamento entre Das86 x
Das21 e Das86 x Das64. A linhagem Das21 é resistente & antracnose de
colmo. E originaria de uma populacdo sintética de linhas tropicais com
predominio do germoplasma Suwan DMR, desenvolvida na Tailandia através
da selecdo de gendtipos tropicais do Caribe e Tuxpefio. Atualmente, essa
populacdo, denominada CMS5, é utilizada e distribuida pelo Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Silva, 2001). As linhagens Das64 e Das86 foram obtidas de uma populagao
sintética constituida por linhagens oriundas da populacdo Amarillo Dentado e

populacdes flints do Caribe. Ambas as linhagens possuem ciclo precoce e
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graos semiduros alaranjados. A diferenca entre elas € que Das64 apresenta
estatura reduzida e resisténcia a antracnose do colmo, enquanto Das86
apresenta estatura intermediaria e alta suscetibilidade (Coélho et al., 2001).

Os ensaios de campo foram compostos pelas geracfes parentais (P,

e P,), F1, F, e os dois retrocruzamentos (BCP, e BCP,) de cada familia.

3.2.2 Inoculacgéo

O patogeno foi isolado de pedacos de colmos de milho coletados em
Irai de Minas (MG). Os fragmentos foram desinfestados superficialmente (30
segundos alcool 70%, 2 minutos solu¢do de hipoclorito 1% e 1 minuto agua
destilada) e depositados em placas de Petri Pirex®, contendo meio de cultura
aveia-agar (40g de farinha de aveia, 17g de agar, 1000mL de agua). As placas
foram mantidas em camara de crescimento a 22 + 2°C sob lampadas
fluorescentes, em regime de 12h luz / 12h escuro, até a esporulacdo da colonia
(aproximadamente 14 dias).

O in6culo foi preparado atravées da adicdo de 20mL de 4gua destilada
as placas de Petri contendo coldnias esporulantes do fungo, seguida de uma
raspagem superficial da cultura para liberacdo dos conidios. A suspenséo foi
filtrada através de uma camada dupla de gaze. Antes da inoculagcdo, a
concentracdo de conidios foi ajustada para 1,8 x 10° conidios/mL (Morello,
2000).

3.2.3 Ensaios de campo

Dois ensaios foram conduzidos em novembro e dezembro de 2001
em Indianopolis (MG), utilizando o delineamento de blocos casualizados. Os
tratamentos foram dispostos em esquema de parcelas subdivididas com trés

repeticbes, onde o efeito de familias foi estudado nas parcelas e o efeito das



20

geracbes nas subparcelas. As geracdes parentais e o hibrido foram
representados por uma linha de 5,0m contendo aproximadamente 20 plantas
em cada repeticao; a geracao F, por quatro e as geracdes de retrocruzamento
(BCP1 e BCP,) por duas linhas. O espacamento entre linhas foi de 0,90m.

As plantas foram inoculadas no estadio de florescimento pleno pela
injecdo de 1mL de uma suspensdo de 1,8 x 10> conidios/mL no primeiro
internédio visivel acima da superficie do solo usando uma seringa de uso
veterinario de 50mL (Figura 1). Os sintomas foram avaliados 30 dias apos a
inoculacdo pelo seccionamento longitudinal do colmo com auxilio de uma
maquina serra-fita elétrica (Figura 2) e medi¢cdo do comprimento da lesdo com

fita métrica (cm).

Figura 1 - Inoculacéo artificial de C. graminicola pela injecdo de 1,0mL da
suspensdo de esporos na concentracéo 1,8 x 10° com o auxilio de

seringa de uso veterinario
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Figura 2 - Visao parcial dos ensaios de campo. A) retirada de folhas e pendao,
B) corte dos colmos, C) amarrio dos colmos e D) corte longitudinal

com serra-fita elétrica
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3.2.4 Anélises estatisticas

Andlises de variancia (ANOVA) foram realizadas para cada ensaio
utilizando o programa estatistico SAS (SAS Institute, 1993) com a finalidade de
detectar diferencas significativas entre e dentro das familias. Os efeitos
genéticos foram estimados através da analise das médias das geracles
segundo o modelo Y, = m + w;a + wod + 6, no qual Y € a média da geracgéo Kk,
m € a média geral, a representa o efeito aditivo, d o efeito genético dominante,
w1 € W» as relativas contribuicbes destes efeitos para cada média da geracao e

Ok os desvios do modelo para cada familia (Mather & Jinks, 1971). As

estimativas dos parametros i, a e d do modelo foram obtidas pela equacao

B = (XX)(X'Y) pela resolucdo do sistema (y= Xp + €), onde Y é o vetor das
médias observadas das geracdes para cada familia, X a matriz dos coeficientes
e B o vetor dos parametros (Mather & Jinks, 1971). Inicialmente, os parametros
genéticos foram estimados usando o modelo genético reduzido composto de
efeitos aditivos, dominantes e desvios do modelo. Na presenca de desvios
significativos, utilizou-se um modelo completo, onde foram incluidas as
interacOes epistaticas aditivo x aditivo e aditivo x dominante. A analise de
variancia pelo método dos quadrados minimos foi realizada segundo Miranda
Filho (1991).

As estimativas de heterose foram calculadas pela féormula: H = (F1—
MP), onde MP é a média do comprimento de lesdo das linhagens genitoras e F;
o comprimento de lesdo da geracédo hibrida. As estimativas de herdabilidade no
sentido amplo foram calculadas pela féormula: ha? = (6% - 6%) / 6%2, onde c°k2
é a variancia fenotipica dos individuos da geracdo F, e o’ a variancia
ambiental entre individuos das geracdes geneticamente homogéneas (P1, P, e
F1), estimada através do agrupamento da soma de quadrados e dos graus de
liberdade das linhagens genitoras e da geracao F; (Hallauer & Miranda Filho,
1988).
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3.3 Resultados

A analise conjunta dos dois ensaios indicou interagcdo significativa
entre ensaios x geracdes(familias) para o comprimento médio de lesédo (dados
ndo apresentados). Assim, optou-se por apresentar e discutir os resultados
baseados nas analises de variancia individuais de cada ensaio. Diferencas
significativas entre e dentro de familias foram verificadas para o comprimento
meédio de lesdo em ambos os ensaios (Tabela 1). A linhagem parental Das86 foi
a mais suscetivel, ao passo que Das64 comportou-se como a mais resistente

nos dois ensaios (Tabela 2).

Tabela 1. Resumo das analises de variancia do comprimento médio de lesédo de

C. graminicola no primeiro e segundo ensaio

Quadrado Médio

Fonte G.L. Ensaio 1 Ensaio 2
Repeticao 2 3,8 0,8
Familia 1 2953,9 ** 2466,3 **
Erro a 2 11,5 20,7
Geracgéo (Fam.) 10 781,5 ** 582,8 **
Errob 20 16,9 7,8
CV (%) 9,88 7,08

** significativo a P<0,01
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Tabela 2. Comprimento médio de lesdo (cm) de antracnose do colmo de seis
geracdes de duas familias e estimativas de heterose e herdabilidade

no sentido amplo em dois ensaios

Das86 (P1) x Das21 (P,) Das86 (P1) x Das64 (P,)

Geracbes / Ensaio Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
P1 35,4 46,0 39,9 38,2
P, 23,9 30,1 16,4 18,5
Fi1 77,4 79,3 37,8 38,3
Fa 57,2 40,9 33,5 32,7
BCP; 69,6 51,0 40,3 35,3
BCP; 40,2 30,6 27,1 24,5
Heterose 47,70 41,27 9,59 9,91
Herdabilidade (ha?) 85,68 44,55 29,21 51,47

O hibrido Das86 x Das21 foi mais suscetivel do que o genitor
suscetivel Das86. A distribuicdo do comprimento de lesdo na geracao F;, desta
familia foi para a maior suscetibilidade (dados ndo apresentados). Entretanto,
individuos transgressivos para resisténcia foram encontrados, uma vez que
29,6% e 16,2% dos individuos foram mais resistentes do que o0 genitor
resistente Das21, respectivamente para cada ensaio. Por outro lado, o hibrido
Das86 x Das64 foi tdo suscetivel quanto o genitor suscetivel Das86 (Tabela 2).
Individuos transgressivos para resisténcia também foram observados nesta
familia, uma vez que 15% e 21,7% dos individuos foram mais resistentes do
gue o genitor Das64, respectivamente para cada ensaio. Ao contrario da familia
Das86 x Das21, a distribuicdo do comprimento de lesdo entre os individuos da
geracdo F, aproximou-se mais da resisténcia, porém também foi viesada em
direcdo a suscetibilidade (dados ndo apresentados). O nivel de suscetibilidade

dos hibridos em ambos cruzamentos sugere a presencga de alelos dominantes
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para suscetibilidade (Tabela 2). As médias das geracfes de retrocruzamento
(BCP; e BCP,) de ambas as familias demonstraram comportamento classico,
ou seja, quando o cruzamento envolveu o genitor suscetivel (Das86) o
comprimento médio de lesdo da geracdo BCP; foi superior. Por outro lado,
quando o cruzamento envolveu o genitor resistente (Das21 ou Das64) a
geracdo BCP,, nas duas familias, apresentou menor comprimento de lesdo
(Tabela 2).

Os parametros genéticos foram estimados através do modelo
reduzido (aditivo-dominante) para a familia Das86 x Das64 e do modelo
completo para a familia Das86 x Das21, neste caso devido a presenca de
desvios significativos do modelo (Tabela 3). Os resultados indicaram modos
distintos de heranca da resisténcia entre estas duas familias. Em Das86 x
Das21, foram detectados efeitos significativos de dominéncia e da interacéo
epistatica aditivo x dominante no primeiro ensaio. Entretanto, no segundo
ensaio, os efeitos aditivo, dominante e as duas interagdes epistaticas (aditivo x
aditivo e aditivo x dominante) foram significativas (Tabela 3). Nao obstante, o
efeito predominante em ambos os experimentos foi de dominancia, o qual
respondeu por 41,7% e 57,9% da varidncia genética total. No caso das
interacbes epistaticas, a interagdo aditivo x dominante explicou 43,4% da
variancia genética para o primeiro ensaio, enquanto no segundo, a interacao
aditivo x aditivo explicou 23,4%. Os demais efeitos genéticos estimados no

modelo completo foram de pequena magnitude (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Analise de variancia e decomposicao da variacdo entre geracdes para

comprimento médio de lesdo da antracnose do colmo de duas

familias avaliadas em dois ensaios

Quadrado Médio

Das86 x Das21

Das86 x Das64

Fonte G.L. Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
Geracoes 6

Parametros 5 3509,2 ** 2886,8 ** 86,81 ** 64,60 **
Aditivo 1 66,7 127,5 ** 364,45 * 250,97 **
Dominante 1 2145 ** 876,1 ** 68,17 57,70 *
Desvios ? 3 - - 0,47 4,78
AXxA 1 9,67 353,8 **

AxD 1 222,9 ** 61,7

Desvios 1 0,21 94,6 **

Erro (b) ° 20 5,62 2,61 5,62 2,61

* **_significante a P< 0,05 e P< 0,01, respectivamente

% Desvios do modelo genético aditivo-dominante da familia Das86 X Das64

® Erro da analise de variancia individual
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Tabela 4. Percentagem da variacgdo em comprimento médio de lesdo da
antracnose do colmo explicado pelos efeitos aditivo, dominante e
interacdes epistaticas e desvios dos modelos para cada familia nos

dois ensaios

Das86 x Das21 Das86 x Das64
Efeitos Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
Aditivo 12,98 8,42 84,2 80,1
Dominante 41,73 57,88 15,7 18,4
AxA 1,88 23,37 -1 -
AxD 43,37 4,08 - -
Desvios 0,04 6,25 0,1 15

!interagdes epistaticas ndo estimadas

Por outro lado, na familia Das86 x Das64 os efeitos genéticos
aditivos foram mais proeminentes, explicando mais de 80% da variancia
genética total em ambos o0s ensaios. Além disso, efeitos reduzidos de
dominancia foram detectados no segundo ensaio. Nesta familia, o0 modelo
genético reduzido aditivo-dominante foi suficiente para explicar as variacdes
encontradas entre as médias das geracOes (Tabelas 3 e 4).

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo apresentaram
valores intermediarios e variaram de acordo com a familia e época de
semeadura (Tabela 2). As estimativas de heterose foram positivas (acréscimo
doenca) e altamente discrepantes entre as familias, sendo superior em Das86 x
Das21 (Tabela 2).

3.4 Discussao

As condicdes experimentais de ambos 0s ensaios foram satisfatorias

para o desenvolvimento da doenca, a julgar pelos elevados valores de
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comprimento de leséo observados no hibrido suscetivel Das86 x Das21. Para a
avaliacdo da severidade desta doenca, a maioria dos trabalhos utiliza uma
escala de notas relativas ao niumero de entrends descoloridos (Badu-Apraku et
al, 1987a; Weldekidan & Hawk, 1993; Morello, 2000) ou a area de lesao interna
do colmo (Pereira et al, 1989). Neste trabalho, entretanto, o comprimento de
les&o foi utilizado por ser um método direto e ndo subjetivo de determinagéo da
severidade. Este método foi eficiente para discriminar individuos resistentes e
suscetiveis dentro das geracoes.

A andlise de média de geracdes indicou modos de heranca
contrastantes entre Das86 x Das21 e Das86 x Das64, os quais podem ser
explicados por diferencas no background genético das linhagens resistentes
(Lanza et al., 1999; Silva, 2001; Coélho et al., 2001). O predominio da acéo
génica aditiva na familia Das86 x Das64, em ambos ensaios, € um indicativo de
que a selecdo baseada nos individuos resistentes resultara em progresso
genético nesta familia. Estes resultados estdo de acordo com Carson & Hooker
(1981) que relataram elevado efeito aditivo que explicou 90% da variacéo
observada entre as médias das geracdes. Na familia Das86 x Das21, contudo,
a maior parte da variancia genética foi explicada pelo efeito de dominancia e
por interacdes epistaticas. Mesmo apdés o0 ajuste dos dados para o modelo
completo, os desvios permaneceram significativos, indicando que a resisténcia
€ condicionada por interacdes epistaticas de maior ordem provavelmente
envolvendo mais do que dois locos. Estas interagbes no entanto ndo foram
estimadas pela necessidade de incluir mais geracbes no modelo. Estes
resultados estdo de acordo com Callaway et al. (1980) e Badu-Apraku et al.
(1987b), os quais relataram efeito de dominancia e interacdes epistaticas neste
patossistema. A elevada suscetibilidade observada no hibrido Das86 x Das21
pode advir da combinacéo de alelos dominantes conferindo suscetibilidade nas
duas linhagens parentais nos diferentes locos.

Neste estudo, o ferimento ocasionado pela inoculacéo artificial dos

colmos € necessario para assegurar uma distribuicdo uniforme do inéculo na
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unidade experimental. Este método entretanto, pode expor as plantas a
infeccdo por patdgenos secundarios. Por outro lado, o desenvolvimento da
antracnose do colmo é fortemente influenciada pelas condi¢cdes ambientais que
ocorrem durante a estacdo de crescimento (Keller et al., 1986). A combinacéo
destas fontes de variacdo pode ajudar a explicar as discrepantes estimativas de
herdabilidade entre os ensaios, 0 que reflete a dificuldade de trabalhar com este
tipo de doenca. Neste caso, uma avaliagdo imprecisa poderia interferir na
estimativa de parametros genéticos (variancia genética e ambiental) das
familias, resultando em estimativas de herdabilidade reduzidas. Os resultados
indicaram que a resisténcia a antracnose do colmo é complexa e dependente
da constituicdo genética das linhagens parentais. Entretanto, € possivel obter
ganhos genéticos através da selecdo e da recombinacdo de individuos

transgressivos observados nas geracoes de segregacdo em ambas as familias.

3.5 Conclusdes

1. A andlise de média de geragbes evidenciou modo de heranca
distinto entre as duas familias analisadas para resisténcia a antracnose do
colmo. Em Das86 x Das21 predominaram efeitos de dominéancia e interacdes

epistaticas, enquanto em Das86 x Das64 predominaram efeitos aditivos.

2. As estimativas de herdabilidade no sentido amplo foram
discrepantes tanto entre as familias como entre ensaios. Este fato reflete
diferencas na constituicdo genética das linhagens resistentes bem como o

efeito das condi¢cdes ambientais na manifestacdo da resisténcia.

3. Tanto o comportamento transgressivo para maior suscetibilidade
verificado entre individuos da geracdo F, como a alta suscetibilidade de

individuos da geracdo F; de ambas as familias, possivelmente se deve a
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combinacdo de alelos de suscetibilidade presentes no genitor resistente com

agueles do genitor suscetivel.

4. As diferencas na magnitude das estimativas da heterose entre
Das86 x Das21 e Das86 x Das64 sdo o reflexo da maior suscetibilidade da
primeira familia & antracnose do colmo. De fato, como observado, a heterose foi

no sentido da maior suscetibilidade.

5. Progresso genético com a selecao artificial € possivel desde que
esta se baseie nos individuos transgressivos da geracdo F, de ambas as

familias analisadas.



4 MAPEAMENTO GENETICO DE GENES DE RESISTENCIA A
ANTRACNOSE DO COLMO EM MILHO CAUSADA POR Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wils

Resumo

Os objetivos deste trabalho foram mapear regibes gendmicas
associadas a resisténcia quantitativa (QRL ou quantitative resistance loci) a
antracnose do colmo em milho e determinar os efeitos de cada QRL sobre a
resisténcia/suscetibilidade a C. graminicola. Uma populacdo F;,, oriunda do
cruzamento entre duas linhagens endogamicas, foi autofecundada para gerar
familias F,3, as quais foram avaliadas para resisténcia em trés ensaios a
campo. O delineamento experimental adotado foi o latice triplo 11 x 11, sendo
cada parcela constituida por uma fileira de 5m com aproximadamente 25
plantas, totalizando 75 plantas/familia em cada ensaio. Os tratamentos
consistiram de 118 progénies F,.3 mais linhagens genitoras e hibrido. As plantas
foram inoculadas artificialmente no estadio de florescimento pleno injetando-se
1 mL de suspensdo de esporos (1,8 x 10° conidios/mL) acima do primeiro
internédio do colmo visivel. A avaliacdo dos sintomas ocorreu 30 dias apos a
inoculacdo, medindo-se o comprimento de lesdo (cm) interna dos colmos. A
analise de ligacdo entre marcadores microssatélites e AFLPs e QRLs foi
realizada através da regressao linear multipla. Os métodos de inoculacdo e
avaliagdo da doenca permitiram discriminar niveis de resisténcia/suscetibilidade

entre as progénies F,.3 bem como entre as linhagens genitoras. O predominio
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de familias F,.3 com sintomas severos sugere efeito acentuado de dominancia
para suscetibilidade a antracnose do colmo neste cruzamento. As estimativas
da herdabilidade variaram de 37 a 89%, de acordo com o experimento, 0 que
ilustra o acentuado efeito das condicbes ambientais na manifestacdo da
doenca. A proporcao da variacado fenotipica em resisténcia devida a associagao
de QRLs com marcadores para os trés ensaios e analise conjunta variou de
44% a 63%. Dos quatro modelos analisados, 9 marcadores foram identificados
associados a QRLs no primeiro ensaio, 9 no segundo, 7 no terceiro e 13 na
analise conjunta dos experimentos. Foram localizados alelos de resisténcia no
genitor suscetivel bem como alelos de suscetibilidade no genitor resistente. A
elevada suscetibilidade das familias F,.3 parece advir da combinacéo de alelos
de suscetibilidade oriundos do genitor resistente com aqueles do genitor
suscetivel ou vice-versa, no caso das familias mais resistentes. De maneira
geral, foram identificados sete marcadores ligados a alelos de resisténcia
nestes QRLs nos cromossomos 1, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, com coeficientes de
regressao parciais variando de 2,1% a 14,7%. Este € o primeiro relato onde
varios QRLs a antracnose do colmo foram mapeados através de marcadores

moleculares.

Genetic mapping of resistance genes to stalk anthracnose in maize

caused by Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils

Summary

The objectives of this study were to map genomic regions associated with
qguantitative resistance loci (QRL) to stalk anthracnose in maize and to
determine the effects of each QRL on resistance/susceptibility to C. graminicola.
A F, population, originating from a cross between two inbred lines, was self-

fertilized to generate F,.3 families, which were evaluated for resistance in three
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field trials. The experimental design was a 11 x 11 triple lattice, and each plot
consisted of a 5m row with approximately 25 plants, totaling 75 plants/family in
each trial. Treatments consisted of 118 F,.3 progenies plus the parental lines
and the hybrid. Plants were artificially inoculated at the flowering stage by
injecting 1 mL of a spore suspension (1.8 x 10° conidia/mL) above the first
internode of the visible stalk. The evaluation of symptoms took place 30 days
after inoculation, by measuring the internal lesion lengths (cm) in the stalks.
Linkage analysis between microsatellite markers and AFLPs and QRLs was
performed by means of multiple linear regressions. The inoculation and disease
evaluation methods allowed to discriminate resistance/susceptibility levels
between the F,3 progenies, as well as between the parental lines. The high
frequency of F,.3 families with severe symptoms suggests a marked dominance
effect for susceptibility to stalk anthracnose. Heritability estimates ranged from
37 to 89%, depending on the experiment, which illustrates the pronounced effect
of the environment on the manifestation of the disease. The proportion of
phenotypic variation in resistance due to an association of QRLs with markers in
the three trials and in the joint analysis ranged from 44% to 63%. Nine markers
were identified associated with QRLs in the first trial, 9 in the second, 7 in the
third, and 13 in the joint analysis of the experiments. Resistance alleles in the
susceptible parent, as well as susceptibility alleles in the resistant parent were
identified. The high susceptibility of the F,; families seems to come from a
combination of susceptibility alleles originating in the resistant parent with those
from the susceptible parent, or vice versa in the case of the more resistant
families. In general, seven markers linked to resistance alleles were identified in
these QRLs in chromosomes 1, 4, 5, 6, 7, 8, and 9, with partial coefficients of
regression ranging from 2.1% to 14.7%. The QRL located in chromosome four
(4.10) could be the same as the one mapped by Jung et al. (1994). This is the
first report where several QRLs to stalk anthracnose were mapped by means of

AFLP molecular markers.
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4.1 Introducéao

Avangos na biologia molecular efetuados nas dUltimas décadas
resultaram no desenvolvimento de ferramentas moleculares voltadas para a
analise genética de caracteres de importancia agrondémica em plantas. Dentre
estas, destacam-se os marcadores moleculares baseados em polimorfismos de
DNA, em especial os oriundos da amplificacdo via reacdo de polimerizacdo em
cadeia (PCR), como os polimorfismos de DNA amplificados ao acaso (RAPD) e
0s microssatélites (Williams et al., 1990). Recentemente, foram desenvolvidas
novas abordagens que aliam a especificidade das enzimas de restricdo com a
praticidade da PCR, gerando os marcadores AFLPs ou polimorfismos de
comprimento de fragmentos amplificados (Vos et al., 1995). Estas metodologias
permitiram, num curto espaco de tempo, obter mapas de ligacao saturados bem
como mapear regides cromossdmicas contendo locos responsaveis por
caracteristicas quantitativas, ou QTLs, em inUmeras espécies vegetais, como
cevada (Graner et al., 1994), brassicas (Slocum et al., 1990), soja (Keim et al.,
1992) e milho (Coe et al., 1987; Castiglioni et al., 1999; Vuylsteke et al., 1999).

O mapeamento de QTLs de resisténcia quantitativa a doencas,
também denominados de QRLs (“quantitative resistance loci”), tem contribuido
sobremaneira para o melhor entendimento das bases genéticas da resisténcia
quantitativa de plantas a patdgenos, uma vez que a associacdo de marcadores
a QRLs permite individualizar os efeitos fenotipicos de cada gene de resisténcia
(Lander & Botstein, 1989). Na ultima década, inUmeros genes de resisténcia a
véarios patégenos foram mapeados em milho. Os resultados indicam que esses
genes estéo de certa forma agrupados ao longo dos cromossomos (McMullen &
Simcox, 1995). Estes agrupamentos incluem ndo somente genes de resisténcia
a determinado patégeno, como também genes de resisténcia a organismos nao
relacionados.

Existem apenas dois trabalhos que relatam a localizacdo gendémica

de genes de resisténcia a podriddes de colmo em milho. O primeiro refere-se a
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podriddo do colmo causada por Gibberella zeae, no qual 6 QRLs foram
mapeados nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 5 e 10 (Pe et al.,, 1993). O segundo
identificou um gene de resisténcia a Colletotrichum graminicola no cromossomo
4.08. O trabalho consistiu da avaliacdo de duas populacbes da geracédo F;,
através de uma escala relativa ao namero de internodios descoloridos. A
variacdo em resisténcia atribuida a associacdo marcador/QRL explicou até 73%
da resisténcia (Jung et al., 1994). Entretanto, Carson & Hooker (1982),
utilizando translocacfes reciprocas, concluiram que os bracos longos dos
cromossomos 1, 4 e 8, e os dois bracos do cromossomo 6 também devem
abrigar genes de resisténcia a este patdégeno. Neste sentido, estudos mais
exaustivos de mapeamento molecular devem identificar mais QRLs a C.
graminicola.

Este trabalho teve por objetivos mapear posicbes gendmicas
responsaveis pela resisténcia a C. graminicola e determinar os efeitos de cada
QRL mapeado, visando o melhor entendimento das bases genéticas da

resisténcia de milho a este patoégeno.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal

As linhagens Das21 (resistente) e Das86 (suscetivel) descritas no
capitulo 1 (item 3.2.1) foram cruzadas entre si a fim de gerar uma populagéo F».
Individuos da populacéo F,, por sua vez, foram genotipados com marcadores
moleculares e autofecundados para gerar familias F,.3, que foram avaliadas

para resisténcia em ensaios a campo, conforme descrito a seguir.
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4.2.2 Avaliacdo da resisténcia de familias F,.3a C. graminicola

As familias F,.3 foram avaliadas para resisténcia a C. graminicola em
trés ensaios, semeados em 15/03, 04/11 e 04/12/2001, na Estacao
Experimental da Empresa DowAgroSciences Ltda. (Indianopolis, MG).

Os tratamentos constituiram 118 progénies F».3, além dos genitores e
da geracédo F;, os quais serviram como controle. O delineamento experimental
foi o de latice triplo 11 x 11, sendo que cada parcela foi constituida por uma
linha de 5 metros com 0,90 m entre linhas com aproximadamente 25 plantas,
totalizando 75 plantas/familia em cada ensaio.

O cultivo do patogeno e preparo do inéculo foram realizados
conforme descrito no capitulo 1 (item 3.2.2). As inocula¢cfes foram realizadas
aproximadamente 60 dias ap6s a emergéncia, periodo equivalente ao estadio
de florescimento pleno da cultura (Morello, 2000). As plantas foram inoculadas
injetando-se 1mL de uma suspenséo de 1,8 x 10> conidios/mL com auxilio de
uma seringa de uso veterinario (50mL) acima do primeiro internédio do colmo
visivel (Figura 1). A avaliagdo dos sintomas ocorreu 30 dias apds a inoculagao.
As folhas, espigas e penddes foram removidas e o colmo seccionado
longitudinalmente com auxilio de uma maquina serra-fita elétrica (Figura 2). O
comprimento da lesdo (cm) foi medido com fita métrica.

As médias ajustadas do comprimento de lesdo para cada familia em
cada ensaio foram utilizadas para a analise de ligacdo entre genes de

resisténcia e marcadores moleculares microssatélites e AFLPs.

4.2.3 Genotipagem com marcadores moleculares

4.2.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada de plantas F, que deram origem as

familias F,.3. A metodologia usada foi a de Hoisington et al. (1994), modificado
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para extracdo em tubos “eppendorf’ de 1,5mL. O tecido vegetal previamente
congelado em nitrogénio liquido foi macerado em cadinho de porcelana. A cada
150mg de tecido macerado adicionou-se 600uL de tampao de extracdo 1X
CTAB (70uM de NaCl; 50uM EDTA pH 8,0; 100uM Tris-HCI pH 7,5; 1% p/v
CTAB, 140uM B mercapto-etanol). As amostras foram homogeneizadas através
de suaves inversdes dos tubos e incubadas em banho-maria a 65°C por uma
hora. ApoOs este periodo, as amostras foram acrescentadas de 600uL de
cloroférmio/alcool-isoamilico (CIA) na proporcéo de 24:1 (v:v), homogeneizadas
por suaves inversdes do tubo por aproximadamente 5 minutos e centrifugadas
em microcentrifuga a 12400rpm, por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo 500uL de CIA, os quais
foram novamente invertidos e centrifugados na mesma rotacdo e tempo
descritos anteriormente. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e
transferido para novo tubo ao qual foi adicionado igual volume de alcool etilico
absoluto resfriado a -20°C. Ap6s inversdo dos tubos, o DNA foi precipitado e
centrifugado a 12400 rpm por 15 minutos. Os peletes foram lavados com alcool
etilico 75% por 2 minutos, alcool etilico 90% por 2 minutos e alcool etilico
absoluto por 2 minutos. Apds secagem do DNA a temperatura ambiente, o
mesmo foi ressuspendido em 50uL de TE pH 8,0 (10mM de Tris-HCl e 1mM de
EDTA) e tratado com 1ulL de RNAse (1mg/mL) por 2h a 37°C.

Aliguotas de 1uL das amostras de DNA foram quantificadas em gel
de agarose 1% (Gibco BRL), corados com brometo de etidio (10mg/mL) e
fotodocumentados com aparelho ImageMaster®vDS (Pharmacia Biotech). A
concentragdo das aliquotas foi estimada visualmente comparando suas
intensidades de fluorescéncia com aquelas de aliquotas de DNA fago A diluido
nas concentragbes de 50, 100, 200 e 250ng/uL. Apds as estimativas das
concentracfes de DNA de cada amostra, as mesmas foram diluidas para uma
concentracdo aproximada de 10ng/uL, no caso de marcadores microssatélites,

e 65 ng/uL no caso de marcadores AFLPs.
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4.2.3.2 Genotipagem com marcadores microssatélites

Inicialmente, 165 locos microssatélites, distribuidos pelos 10
cromossomos de milho, foram testados nas linhagens genitoras e no hibrido a
fim de selecionar locos polimérficos entre as linhagens genitoras. Estes locos
foram escolhidos pela qualidade dos produtos amplificados segundo resultados
de Ogliari (1999), Morello (2000), Brunelli et al. (2002) e Lopes (2003). Dos
locos polimorficos, aproximadamente de 2 a 4 foram selecionados por
cromossomo a fim de genotipar os individuos F».

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador MJ
Research® PTC-200 (MJ Research, Alameda, CA, EUA) baseadas nos
protocolos de Senior et al. (1996) e Ogliari et al. (2000). Apés a amplificacdo, as
amostras receberam 5ulL de tampao de carregamento (500uL de EDTA 0,5M
pH 8,0, 500uL de glicerol 99% e 2,16mg de bromofenol) e os fragmentos
amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 3,5% (Gibco
BRL) em tampéao TBE 1X por aproximadamente 3 horas a 80V. Os géis foram
visualizados sobre luz ultravioleta em transiluminador UV e fotodocumentados

com aparelho ImageMaster® VDS (Pharmacia Biotech).

4.2.3.3 Genotipagem com marcadores AFLPs

Inicialmente, foram testadas 100 combina¢des de primers EcoRI +
Msel para selecionar aquelas que resultaram em melhor amplificacéo de alelos
marcadores e também maior nimero de locos polimérficos entre as linhagens
genitoras. Destas, 17 combinagbes foram escolhidas para genotipar a
populacao F».

A metodologia de amplificacdo de AFLPs consistiu de quatro etapas:
1) digestdo do DNA genbmico com as enzimas de restricdo, 2) ligacdo dos
adaptadores das enzimas de restricdo aos fragmentos gerados pela digestao,
3) pré-amplificagdo dos fragmentos com primers contendo um nucleotideo
seletivo na posicdo 3’ e 4) amplificacdo seletiva com primers contendo trés



39

nucleotideos seletivos na posicdo 3. A descricdo detalhada da metodologia
seguiu a descrita por Vos et al. (1995) com as adaptacdes de Lopes (2003).

Os géis de AFLP foram preparados com 120mL de solucdo de matriz
(acrilamida/bisacrilamida 6%, uréia 7,5M e tampé&o 1X TBE), 120uL de TEMED
e 800uL de persulfato de aménio 10%. O gel foi submetido a uma pré-corrida
por 1 hora a 80W de poténcia. Antes da corrida, as amostras foram
acrescentadas de 8,0uL de tampao formamida 2X (formamida 98%, EDTA
10mM, pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xileno cianol 0,002% p/v) e
desnaturadas a 95°C por 5 minutos. Para a corrida eletroforética utilizou-se o
sistema “Sequi-Gen GT” (Biorad) em tampdo TBE 1X numa poténcia constante
de 80W por 3 horas e 30 minutos.

A metodologia para a coloracdo dos géis com nitrato de prata foi
baseada no protocolo de Creste et al. (2001). Apos a completa secagem do gel
na placa de vidro, procedeu-se a andlise dos fragmentos amplificados sobre
transiluminador de luz branca. A genotipagem foi baseada na presenca (escore
1) ou auséncia (escore 0) de determinado fragmento marcador para cada
individuo analisado. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram obtidos
através da regressao entre a distancia (cm) dos fragmentos do marcador 50pb
(Promega) e a distancia (cm) do fragmento de DNA em andlise. Locos
marcadores foram denominados segundo Castiglioni et al. (1999). Por exemplo,
0 loco E4462470 corresponde ao fragmento amplificado pela combinagcao de
primers das enzimas Eco44 + Mse62 com peso molecular de aproximadamente
470pb.

4.2.4 Analises estatisticas
Os comprimentos médios das lesbes no colmo das familias Fj3

foram submetidos a analise de variancia para cada época de semeadura,

considerando o modelo aleatorio de Cochran & Cox (1966):
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Yik= o+ G+ 1+ D + €k

onde:
Yix: € o valor observado do tratamento i (i=1,2,...,121), no bloco incompleto k
(k=1,2,...,11), na repeticéo j (j=1,2,3);
w: € uma constante inerente a todas as observagoes;
ti: é o efeito do tratamento i;
ri: € o efeito da repeti¢ao j;
byg): € o efeito do bloco incompleto k dentro da repeticéo j;
ejik: € 0 erro aleatorio associado a observacao Yijx

De posse dos resultados das andlises individuais de variancia,
verificou-se a pressuposicdo de homogeneidade de variancias pelo método
pratico de Gomes (1990), o qual baseia-se na divisdo do maior quadrado médio
do residuo pelo menor quadrado médio do residuo das analises individuais. Se
o valor resultante for inferior a 7, infere-se homogeneidade de variancias, o que
possibilita a analise conjunta dos experimentos. Neste caso, o modelo

estatistico da analise conjunta foi:

Yi=p + rigg+ bigy + ti + ¢ + (tc); + €jja
onde:
Yix: € o valor do tratamento i (i=1,2,...,121), na repeti¢do j (j=1,2,3), no bloco
incompleto k (k=1,2,...,11), na época | (I=1,2,3);
L. € uma constante inerente a todas as observacoes;
rioy: € o efeito da repeticéo j dentro da épocall ;
b): € o efeito do bloco incompleto k, dentro da repeticdo j dentro da época I;
ti: é o efeito do tratamento i;
c: € o efeito da épocal ;
(tc);: € o efeito da interagdo tratamento i com a época |;

eji: € 0 erro aleatorio associado a observagéo Yij
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As analises de variancia individuais e conjunta foram realizadas com
o auxilio do programa SAS (SAS Institute, 1993). As médias ajustadas das
familias F,.3 para cada ensaio, bem como aquelas obtidas pela analise conjunta
foram submetidas ao teste de comparacdo multipla de médias de Scott-Knott
através do programa GENES (Cruz, 1997). As estimativas de herdabilidade no
sentido amplo foram calculadas segundo Hallauer & Miranda Filho (1988).

No caso dos ensaios individuais:

h% = (6%) / (c%)
onde

o’ é a variancia genética estimada por:
2 _
O G- (QMProgénie—QMResiduo) Ir (k/ k+1)
o’ é a variancia fenotipica estimada por:

GZF: [QMResiduo Ir (k/ k +1)] + GZG

k € o numero de sub-blocos

No caso da analise conjunta utilizou-se a formula:
h?a = [ e/ (GZG + o%cele + Gzlre)]
onde
o°ce é a variancia genétipo x ambiente, “e” o nimero de ensaios e “r’ o nimero
de repeticdes.

Testes de distorcdo de segregacdo Mendeliana foram realizados
para todos os locos microssatélites e AFLPs genotipados na populacdo de
mapeamento. Para os marcadores microssatélites, testou-se a hipdtese de
segregacao mendeliana esperada para um marcador co-dominante em uma

geracdo F, (1:2:1). No caso dos marcadores AFLPs, a hipotese esperada de
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segregacao para os marcadores foi de 3 (presenca) : 1 (auséncia). Devido ao
grande numero de testes independentes, o nivel de significancia global foi
ajustado usando-se a correcado de Bonferroni. Quando séo realizados n testes
independentes, a probabilidade de erro tipo | do experimento é dado por:
a=1-1-oa7)"
Assim, em cada teste deve-se tomar, para um dado o
ar=1-(1-a) = o/n (Correcéo de Bonferroni)
Neste estudo, utilizou-se um o = 5% de probabilidade com n = 319
marcadores (AFLPs + Microssatélites), portanto, realizou-se o teste de qui-

quadrado com ar= 0,016%.

4.2.5 Analise de ligacao entre marcadores e constru¢cdo de mapa genético

Locos microssatélites e AFLPs que apresentaram segregacao
mendeliana foram utilizados para a constru¢cdo de um mapa de ligagdo com
auxilio do programa MAPMAKER versédo 3.0 (Lander et al., 1987). A construcao
dos grupos de ligacdo baseou-se no comando “group” utilizando-se um *“lod
score” (LOD) de 4,0 (método da maxima verossimilhanca), freqiéncia maxima
de recombinacdo 6 = 0,40 e funcdo de mapeamento de Haldane. Apds a
obtencdo dos grupos de ligacdo, os marcadores dentro de cada grupo foram
ordenados pelo comando “order” com um LOD maior que 3,0. Para garantir a
correta ordenacao dentro do grupo, utilizou-se o comando “ripple”, confirmando

assim a ordem dos marcadores.
4.2.6 Mapeamento de QRLs pela andlise de regresséo linear maltipla
Inicialmente, todos os locos microssatélites e AFLPs (sem distor¢éo)

genotipados na populacéo foram submetidos a uma analise de regresséo linear

simples (Edwards et al.,1987). As médias ajustadas do comprimento de lesao
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de cada familia F,.3 para os trés ensaios de campo, bem como as da anélise de
variancia conjunta foram consideradas como varidveis dependentes e 0s
gendtipos em locos marcadores como variaveis independentes. Este processo
permitiu selecionar apenas as marcas significativamente (P<0,05) associadas a
resisténcia nas analises de cada ensaio bem como na andlise conjunta dos
dados.

A andlise de regressao linear multipla foi realizada apenas para o
conjunto de locos selecionados pela analise de regressao linear simples nos
respectivos ensaios (Edwards et al.,1987). Em cada ensaio, foram construidos
modelos com os marcadores moleculares que permaneceram na andlise de
regressdo multipla pelo processo “stepwise” de selecdo de variaveis
regressoras (Draper & Smith, 1981). Neste procedimento, utilizou-se um nivel

de significancia de 5% para a entrada e saida das marcas no modelo.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Avaliacao de progénies F,.3 pararesisténcia a C. graminicola

O mapeamento de genes de resisténcia relatado neste trabalho foi
feito com base na avaliagdo de 118 progénies F,3, linhagens genitoras e
geracdo F; em trés ensaios de campo. Estas dimensdes experimentais Sao
inéditas na literatura para este patossistema. Além disto, a metodologia de
avaliacdo foi baseada na medicdo direta do comprimento de lesdo de cada
planta e ndo estimada indiretamente por meio de escala de notas como
usualmente é feito. Os métodos de inoculacdo e avaliacdo empregados foram
eficientes para discriminar as progénies F,.; e as geracdes parentais quanto ao
grau de resisténcia/suscetibilidade.

As andlises de variancia de cada experimento revelaram diferencas

significativas (P<0,01) entre tratamentos (progénies, linhagens genitoras e F;)
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em ambos 0s ensaios. Os contrastes ortogonais entre progénies (Fz:3),
testemunhas (Das21, Das86 e F;) e progénies x testemunhas também foram
significativos (P<0,01), exceto para o Ultimo caso no primeiro e segundo ensaio
(Tabela 5). Os coeficientes de variacdo experimental podem ser considerados
adequados, tratando-se de ensaio de inoculagédo artificial sob condicdo de
campo (Paterniani et al., 2000). As estimativas de herdabilidade no sentido
amplo variaram de 0,37 a 0,89 (Tabela 5). Estes resultados estdo de acordo
com as estimativas obtidas no estudo de heranca no capitulo 1. Estimativas de
mesma magnitude também foram relatadas em estudos de outros
patossistemas de milho (Freymark et al., 1994; Holland et al., 1998; Lubberstedt
et al., 1998; Kerns et al., 1999; Duble et al., 2000; George et al., 2003).

A anadlise de variancia conjunta revelou interacdo significativa entre
época e tratamentos (P<0,01), indicando que a resisténcia/suscetibilidade a C.
graminicola nesta populacdo F»3 foi influenciada pelas condigcbes ambientais
inerentes a cada ensaio, sugerindo que diferentes genes podem estar sendo
expressos nos ambientes analisados. A exemplo das andlises individuais, 0s
contrastes entre progénies, testemunhas (P;, P, e Fi;) e progénies x
testemunhas também foram significativos (P<0,01). O contraste significativo
entre progénies confirma que houve segregacdo para resisténcia/

suscetibilidade a C. graminicola nos ensaios (Tabela 6).
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Tabela 5. Resumo das analises de variancia do comprimento médio de lesao
(cm) de C. graminicola avaliado em progénies F»3, linhagens
parentais e hibrido em trés ensaios. Indianépolis (MG)

Quadrado Médio

Fonte Variacao G.L. Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Repeti¢éao 2 1877,6 ** 198,2 1566,6 **
Bloco(Rep.) 30 68,4 137,5 40,6
Trat. Ajus. 120 124,8 ** 1054,9 ** 138,7 **
Prog. Ajus. 117 115,1 ** 1037,1 ** 103,6 **
Test. Ajus. 2 603,6 ** 2624,4 ** 1481,3 **
Prog. X Test. 1 195,8 39,6 1233,0 **
Residuo Intrabloco 210 72,04 109,45 43,27
Média Trat. 33,47 34,68 34,51
Média Prog. 33,67 34,58 34,18
Média Test. 37,45 38,80 47,38
Valor minimo 1,30 1,43 15,73
Valor maximo 65,94 103,06 77,35
Cve (%) 25,36 30,16 19,06
h’a 0,37 0,89 0,58

** significativo a P<0,01
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Tabela 6. Resumo da analise de variancia conjunta de trés experimentos para o
comprimento meédio de lesdo (cm) de C. graminicola avaliado em
progénies F,, linhagens parentais e hibrido. Indianépolis (MG)

Fonte Variacao G.L. Quadrado Médio
Epoca 2 156,4
Rep(Epoca) 6 1214,2 **
Bloco(Epoca x Rep.) 90 82,2
Epoca x Tratamento 240 289,0 **
Tratamento 120 727,4 **
Progénie 117 662,2 **
Testemunha 2 4346,6 **
Prog. x Test. 1 1047,9 **
Residuo Intrabloco 630 74,92
Média Tratamento 34,22
Média Progénie 34,04
Média Testemunha 41,21
Valor minimo 1,30
Valor maximo 103,06
Cve (%) 25,29
h%, 0,63

** gignificativo a P<0,01

A distribuicdo de frequéncia dos comprimentos meédios de lesdo das
familias F..3 indicou que individuos F; foram mais suscetiveis que os das
demais geracbes, sugerindo acentuado efeito de dominancia para
suscetibilidade neste cruzamento (Figura 3). De fato, a analise de média de
geracdes relatada no primeiro capitulo confirma o predominio de efeitos de
dominancia e interacfes epistaticas (aditivo x aditivo e aditivo x dominante) para

suscetibilidade neste cruzamento. Nos trés ensaios, a linhagem parental Das21
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foi mais resistente que Das86, com comprimento médio de lesdo variando de
9cm a 27,1cm. Em Das86, as médias variaram de 30,5cm a 41,7cm (Tabela 7;
Anexo). Os resultados do comprimento de lesé&o obtidos no primeiro ensaio nao
permitiram uma clara discriminacdo entre as progénies F,.3. Este fato pode
estar relacionado a dois fatores: 1) a semeadura foi realizada fora do periodo
normal de cultivo, com elevada temperatura e déficit hidrico, condicbes nao
ideais para a colonizacao deste patdégeno (Hammerschimidt & Nicholson, 1977;
Schall et al., 1980) e 2) pode ter havido diferencas entre parcelas no que toca a
fertilidade do solo, uma vez que a area experimental foi cultivada pela primeira
vez.

Apesar da suscetibilidade observada para a maioria das progénies
F2.3, foram encontradas familias resistentes superando o genitor resistente nos
trés ensaios. Este comportamento transgressivo para resisténcia ou para
suscetibilidade pode ser devido a combinacdo de alelos de resisténcia
presentes nas linhagens genitoras, conforme hipodtese ja levantada quando da
analise do modo de heranca da resisténcia neste cruzamento descrito no

capitulo 1.
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Figura 3 — Distribuicdo das médias ajustadas do comprimento de lesédo entre as
progénies F,3 do cruzamento Das21l x Das86. A) distribuicdo de
freqUéncia do primeiro ensaio, B) segundo ensaio, C) terceiro ensaio
e D) andlise conjunta. PR= parental resistente, PS= parental
suscetivel e H= geracéo F;
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4.3.2 Andlise de marcadores microssatélites

Inicialmente, 165 locos microssatélites foram analisados nas
linhagens genitoras e geracdo F; com o intuito de selecionar aqueles
polimorficos e com adequado padrdo de amplificacdo via PCR (Tabela 8;
Anexo). Estes locos foram escolhidos por amostrar todos os cromossomos do
milho. Em média, foram testados aproximadamente 19 locos/cromossomo,
exceto para os cromossomos 3, 8 e 10 (Tabela 9; Anexo).

Entre os locos analisados, 84 nao foram informativos, ou seja, nao
revelaram polimorfismos (alelos distintos) entre as linhagens genitoras, 16 néo
foram amplificados devido a problemas na PCR e 65 foram polimorficos (Tabela
9; Anexo e Figura 4). Entre as linhagens de milho analisadas em trabalhos
realizados no Laboratério de Genética Molecular da Secao de Fitopatologia da
ESALQ/USP, Das21 e Das86 foram as mais polimorficas (Ogliari, 1999;
Morello, 2000; Brunelli, 2000; Lopes, 2003). Estes resultados possivelmente se
devem ao fato das mesmas pertencerem a grupos heteréticos distintos, Suwan
DMR e Amarillo Dentado, respectivamente (Lanza et al., 1999). Dos locos
polimorficos, 26 foram analisados em todos os individuos da populacdo de

mapeamento e utilizados na construcdo do mapa genético.
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Figura 4 — Gel de agarose 3,5%. A) Screening de locos microssatélites, 1-
bnlg657- monomorfico, 2- bnlg434- polimérfico, 3- bnlg339-
polimorfico, 4- bnlgl61- polimérfico, 5- phi061- polimorfico. B)
Genotipagem de individuos da populacdo segregante F, com o
primer SSR bnlg131. M= marcador molecular 50 pb, PR= parental

resistente, H= geracao F;, PS= parental suscetivel
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4.3.3 Andlise de marcadores AFLPs

Para a andlise de marcadores AFLPs avaliou-se 100 combinacdes
de primers das enzimas EcoRI + Msel nas linhagens genitoras e hibrido (Tabela
10; Anexo). As combinacdes testadas geraram 5458 fragmentos marcadores,
sendo que destes 1353 foram polimorficos entre as linhagens genitoras, o que
equivale a um polimorfismo médio de 24,8% por combinacdo de primers.
Entretanto, esse nivel de polimorfismo variou em funcdo da combinacéo
utilizada. A combinacdo E39/M56 (E-AGA/M-CGC), por exemplo, apresentou o
menor nivel, com apenas 6,9%, ao passo que E44/M61 (E-ACA/M-CTG)
apresentou nivel de 36,9% (Tabela 10; Anexo). Destas combinacdes, foram
escolhidas 17 que apresentaram maior nivel de polimorfismo aliado a qualidade
dos fragmentos amplificados pela PCR. Estas combinacdes resultaram na
amplificagcdo de 843 fragmentos, sendo que destes 284 foram polimorficos
(33,7%) (Tabela 10; Anexo). Este polimorfismo foi muito superior ao encontrado
por Castiglioni et al. (1999), os quais relataram nivel médio de polimorfismo de
18,5% a partir de 11 combinacfes de primers EcoRIl + Msel numa populacéo
oriunda do cruzamento de linhagens temperadas pertencentes a grupos
heterdticos distintos. Este baixo polimorfismo pode ser atribuido a auséncia de
selecéo prévia de combinacbes de primers de alto nivel de polimorfismo entre
0s genitores da populacdo. Ao contrario de Castiglioni et al. (1999), mas de
forma similar a este trabalho, Vuylsteke et al. (1999), estudando os mesmos
grupos heteréticos temperados em duas populagbes (F. e linhagens puras
recombinantes), obtiveram niveis de polimorfismo variando de 35,7% a 36,3%,
respectivamente, em 41 combinacbes de primers EcoRI + Msel.
Aparentemente, com base nos resultados obtidos neste trabalho e aqueles de
Vuylsteke et al. (1999), parece existir uma semelhanc¢a no nivel de polimorfismo
observado entre grupos heteréticos tropicais (Amarillo Dentado e Swan DMR) e
grupos heteréticos temperados (Stiff Stalk Synthetic e Lancaster Sure Crop)

para os marcadores AFLPs.
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Uma comparacdo interessante a respeito do nivel de polimorfismo
entre marcadores microssatélites e AFLPs é que, num primeiro momento, 0s
microssatélites foram mais polimorficos que os AFLPs (39,4% e 24,8%,
respectivamente). Entretanto, o nimero de locos marcadores obtidos com a
técnica AFLP foi muito superior, gerando em média 13,5 locos
polimorficos/combinacdo de primers (Tabela 11; Figura 5). Isto ilustra a
capacidade desta tecnologia em gerar grande numero de fragmentos
polimorficos quando comparado a outros marcadores moleculares, o que
corrobora os resultados de Pejic et al. (1998) que relataram que marcadores
AFLPs geram em meédia 10 vezes mais alelos informativos/reacdo do que
outros marcadores moleculares (SSRs, RAPDs e RFLPs). Uma grande
vantagem do elevado niamero de locos informativos/reacdo de PCR é que uma
rapida saturacdo das regibes cromossémicas pode ser obtida a um baixo custo
(Vos et al., 1995; Ajmone-Marsan et al.,1998; Melchinger et al.,1998; Castiglioni
et al., 1999; Vuylsteke et al., 1999).

Tabela 11. Nivel de polimorfismo genético entre as linhagens genitoras Das21 e
Das86 para marcadores moleculares microssatélites e AFLPs

Microssatélites AFLPs
Numero % NUmero %
Polimérfico 65 39,4 1353 24,8
Monomorfico 84 50,9 4100 75,1
N&ao Amplificou 16 9,7 5 0,01
N° locos/marcador 01 - 13,5 -
Total 165 * 100 (100) 5458 ** 100

* nimero de primers SSR testados entre os genitores Das21 e Das86

** nimero de fragmentos obtidos com a combinagéo EcoRI + Msel



53

Populagao Segregarte F,

Figura 5 — Gel de AFLP mostrando a presenca e auséncia do fragmento para o
genitor resistente (P1), genitor suscetivel (P2) e hibrido (H) bem

como sua segregacao em parte dos individuos da geracao F;

4.3.4 Construcao do mapa genético

A maioria (88,7%) dos locos marcadores apresentaram segregacao
mendeliana, similar ao observado por Castiglioni et al. (1999). Dos 310 locos
marcadores polimorficos, 275 foram utilizados para a construgdo do mapa de
ligacdo, uma vez que apenas 32 fragmentos AFLPs e 3 locos SSR
apresentaram distorcdo de segregacdo mendeliana (dados ndo apresentados).
Das 275 marcas utilizadas, 252 foram agrupadas em 18 grupos de ligacao
utilizando como critério de agrupamento “lod score” (LOD) de 4,0 e freqiéncia

méxima de recombinacdo 6= 0,40. Dentre os 18 grupos, apenas 10
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apresentaram configuragcdo cromossdmica baseado no numero de marcas
associadas, presenca de marcadores microssatélites e comprimento do grupo
(Figura 6). Os 8 grupos restantes, com média de 2 a 3 marcas, possivelmente
consistem de pontas de grupos de ligacdo que ndo foram associados aos
demais, provavelmente pela baixa saturacdo do mapa de ligacéo. De fato, locos
AFLPs oriundos da combinagdo de primers EcoRlI + Msel amostram
preferencialmente regides centroméricas dos cromossomos (Castiglioni et al.,
1999; Vuylsteke et al., 1999). A estratégia de utilizar marcadores microssatélites
como “ancoras” genéticas nos grupos de ligacao possibilitou que os mesmos
fossem associados aos cromossomos de milho, permitindo também a
localizagao cromossomica dos locos AFLPs (Figura 6).

Das marcas agrupadas, 157 (74%) foram ordenadas nos 10
cromossomos, utilizando como critério de ordenacdo LOD >3,0. O numero de
marcas ordenadas variou de 10 no cromossomo 1 até 24 no cromossomo 4,
com média de 16 marcas/cromossomo (Tabela 12). O comprimento total do
mapa de ligacdo foi de 1482 cM. J4 o comprimento dos grupos variou de 81 cM
a 256 cM. No trabalho de Vuylsteke et al. (1999), duas populacdes oriundas do
cruzamento de linhagens temperadas de milho utilizando 220 individuos (F,) e
208 individuos (RILs) foram genotipadas com 1402 e 1723 locos marcadores,
respectivamente. Os autores obtiveram mapas de ligagdo com comprimento
total de 1375,6 cM e 1178,1 cM; desta forma, estes mapas, ainda que com um
namero maior de locos marcadores, foram inferiores em comprimento (cM) ao
obtido neste trabalho. No entanto, os niveis de saturagdo dos mapas foram
superiores, a julgar pela distancia média entre marcadores. Ja Castiglioni et al.
(1999) obtiveram um mapa de ligacdo com uma cobertura de 2057 cM, com
marcadores distribuidos a cada 6,6 cM. Este resultado pode ser atribuido ao
tamanho da populagéo genotipada (229 familias), permitindo maior amostragem
dos gametas e, consequentemente, aumentando a probabilidade na deteccgéo

de eventos de recombinacdo. Neste trabalho, a distancia média entre marcas
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foi de 9,4 cM, o0 que propiciou um razoavel nivel de saturacdo do genoma,
exceto para o cromossomo 6, onde o intervalo foi de 14,5 cM (Tabela 12).
Aparentemente, parece existir uma especificidade dos marcadores
gerados por certas combinacbes de primers em relacdo a localizacdo dos
fragmentos nos grupos de ligacdo (cromossomos). Por exemplo, das 17
combinagOes analisadas, 8 delas produziram fragmentos agrupados em mais
de 6 cromossomos, corroborando os resultados apresentados por Castiglioni et
al. (1999). Por outro lado, a combinacdo AGG/CAA gerou 8 marcadores
polimdrficos mas destes, apenas um unico fragmento foi mapeado (Tabela 13;
Anexo). Neste sentido, trabalhos futuros devem levar em considera¢ao ndo s6 o
namero mas também a distribuicdo dos marcadores gerados pelas diferentes

combinacdes de primers a fim de obter mapas com boa cobertura genética.
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funcdo de mapeamento de Haldane
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Tabela 12. Resultados da analise de ligacdo dos marcadores SSR e AFLPs na

construcdo do mapa genético da populacdo F, (Das86 x Das21l).

Numero de marcas agrupadas, ordenadas, comprimento dos grupos

de ligacao (cM) e distancia média entre marcas (DM)

Cromossomo  Agrupadas Ordenadas Comprimento DM
1 14 10 94,0 9,4
2 26 20 202,0 10,1
3 19 13 107,0 8,2
4 34 24 256,0 10,7
5 27 18 139,0 7,7
6 12 11 160,0 14,5
7 25 21 160,0 7,6
8 12 11 122,0 11,1
9 19 16 161,0 10,1
10 24 13 81,0 6,2

Nao Agrup. 23 - - -

Total 212 157 (74,1%) 1482,0 9,4

4.3.5 Associacdo de marcadores moleculares a QRLs pela analise de

regressdo linear multipla

Inicialmente, devido ao grande numero de marcadores analisados

neste estudo, realizou-se uma analise de regressdo linear simples entre

marcador e as médias ajustadas de severidade da doenca (comprimento de

lesdo) das familias F,.; de cada ensaio, com o intuito de pré-selecionar marcas

associadas a QRLs de resisténcia e entdo utilizad-las para a construcdo de

modelos de regresséao linear multipla.
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Na genotipagem da populacdo F,, locos microssatélites foram
codificados utilizando-se -1 para representar individuos homozigotos para o
alelo marcador do genitor suscetivel (Das86), 0 para individuos heterozigotos e
1 para homozigotos para o alelo do genitor resistente (Das21). Desta forma, a
origem parental do alelo de resisténcia no QRL foi determinada pelo sinal do
coeficiente de regresséo: se negativo (decréscimo no comprimento de lesao),
infere-se que o alelo de resisténcia descende do genitor resistente e, se positivo
(acréscimo no comprimento de lesdo), descende do genitor suscetivel. Por
outro lado, marcadores AFLPs foram codificados com 1 para presenca e 0 para
auséncia do fragmento amplificado no individuo. Se o coeficiente de regressao
apresentar sinal negativo, indica que a presenca do marcador AFLP esti
associado com a reducdo do comprimento de lesdo (marcador em associagao
com o alelo de resisténcia no QRL), se positivo, aumento da doenca (marcador
em repulsdo com o alelo de resisténcia no QRL). Nestes casos, a origem
parental do alelo marcador AFLP foi realizada através da leitura dos géis.

No primeiro ensaio foram identificados 9 marcadores associados a
QRLs a C. graminicola (Tabela 14). Destes, trés oriundos do genitor resistente
apresentaram forte associagdo a alelos de resisténcia no QRL, com efeitos
fenotipicos variando de 2,1% a 10,81%. Os demais marcadores foram
associados a alelos de suscetibilidade no QRL, oriundos tanto do genitor

resistente (Das21) quanto do genitor suscetivel (Das86).
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Tabela 14. Resumo da analise de regressao multipla entre marcadores AFLPs e
microssatélites para o comprimento de lesdo de C. graminicola,

utilizando o procedimento “Stepwise” no ensaio 1

Marcadores Estimativa Erro F* R? C' Origem Origem
Parametros Padréo Parcial AFLP aleloR
E4462227 -2,9104 0,8184 12,65 0,1081 NA PR PR
E4161A 2,6273 0,8617 9,30 0,0754 NA PS PR
E4462186 -2,9605 0,8863 11,16 0,0671 NA PR PR
E4147503 3,3051 0,8918 13,73 0,0483 NA PR PS
E3662186 3,5790 1,2499 8,20 0,0386 3 PR PS
E4059315 3,3293 1,0374 10,30 0,0335 7 PS PR
E3359195 2,4841 0,8262 9,04 0,0325 2 PR PS
E3662112 2,9957 1,0703 7,83 0,0218 NA PS PR
Phi77 -1,7096 0,5858 8,52 0,0210 6 - PR

R? do modelo =0,4463

* significativo a P<0,05. C'= cromossomo. NA marcador n&o agrupado

No segundo ensaio, quatro marcadores AFLPs apresentaram forte
associacdo a alelos de resisténcia no QRL sendo dois (E4462470 e E3359161)
oriundos do genitor resistente e dois (E4161103 e E3959272) do genitor
suscetivel. Por outro lado, alelos responsaveis pela suscetibilidade também
foram localizados no genitor resistente Das21, nos cromossomos 4 e 1,

respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 15. Resumo da analise de regressao multipla entre marcadores AFLPs e
microssatélites para o comprimento de lesdo de C. graminicola,

utilizando o procedimento “Stepwise” no ensaio 2

Marcadores Estimativa Erro F* R? C' Origem Origem
Parametros Padréo Parcial AFLP aleloR
E4462470 -21,8560 4,2944 25,90 0,1475 4 PR PR
E4161103 -16,8779 3,4359 24,13 0,1207 1 PS PS
E3959272 -12,2902 2,9021 17,93 0,0569 5 PS PS
E3662630 9,8819 2,8072 12,39 0,0550 7 PS PR
E3359161 -10,2368 3,0130 11,54 0,0407 NA PR PR
E4161463 11,5655 4,2243 7,50 0,0412 4 PR PS
E4148105 7,9309 2,9671 7,14 0,0326 1 PR PS
E4148171 6,4599 2,6381 6,00 0,0247 10 PS PR
E3359132 10,6468 3,0499 12,19 0,0185 9 PS PR

R? do modelo =0,5378

* significativo a P<0,05. C'= cromossomo. NA marcador n&o agrupado

As andlises de regressao dos resultados do ultimo ensaio revelaram
sete marcadores associados a genes de resisténcia. Destes, 4 marcadores
AFLPs apresentaram associacdo com alelos de resisténcia. Os marcadores
E4062121 e E446286, localizados nos cromossomos 9 e 7, respectivamente,
estdo associados a alelos de resisténcia oriundos do genitor resistente, ao
passo que os marcadores E3958127 e E4462436 estao associados a alelos de

resisténcia oriundos do genitor suscetivel (Tabela 16).



61

Tabela 16. Resumo da analise de regressao multipla entre marcadores AFLPs e
microssatélites para o comprimento de lesdo de C. graminicola,

utilizando o procedimento “Stepwise” no ensaio 3

Marcadores Estimativa Erro F* R? C' Origem Origem
Parametros Padréo Parcial AFLP aleloR
E4062121 -3,6783 1,1834 9,66 0,0900 9 PR PR
E446286 -3,5737 1,1437 9,76 0,0600 7 PR PR
E3958127 -3,3326 1,0889 9,37 0,0536 NA PS PS
E3958456 4,1297 1,3860 8,88 0,0459 NA PS PR
E3260957 3,8067 1,2577 9,16 0,0528 5 PR PS
E4462436 -2,4197 1,1290 4,59 0,0359 8 PS PS
Bnlg249 1,4224 0,7096 4,02 0,0274 6 - PR

R? do modelo =0,3656

* significativo a P<0,05. C'= cromossomo. NA marcador n&o agrupado

A analise combinada dos ensaios revelou 13 marcadores ligados a
QRLs. Destes, 5 (E4462470, E4161103, E3662630, E3959272 e E4148105)
também foram detectados na andlise do segundo ensaio e 5 estéo ligados a
alelos de resisténcia. Os demais marcadores AFLPs foram associados a alelos
de suscetibilidade provenientes tanto do genitor resistente como do suscetivel
(Tabela 17).
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Tabela 17. Resumo da analise de regressao multipla entre marcadores AFLPs e
microssatélites para o comprimento de lesdo de C. graminicola,

utilizando o procedimento “Stepwise” na analise conjunta

Marcadores Estimativa Erro F* R? C' Origem Origem
Parametros Padrédo Parcial AFLP aleloR
E4462470 -3,4526 1,1831 8,52 10,1432 4 PR PR
Phi65 -2,3799 0,7185 10,97 0,0905 9 - PR
E4161103 -7,7516 1,4351 29,18 0,0782 1 PS PS
E3662630 4,8709 1,2342 15,58 0,0695 7 PS PR
E3959272 -3,6931 1,2376 8,91 0,0689 5 PS PS
E4462173 -3,9962 1,2410 10,37 0,0361 NA PS PS
E4148105 2,7665 1,2897 4,60 0,0280 1 PR PS
E3662194 3,6121 1,2538 8,30 0,0223 10 PS PR
E366285 3,4175 1,3667 6,25 0,0204 3 PR PS
E445099 2,6809 1,1434 5,50 0,0178 2 PR PS
E3662112 4,1041 1,4324 8,21 0,0239 NA PS PR
E3750238 3,2647 1,2150 7,22 0,0188 4 PS PR
E3260105 3,6969 1,5426 5,74 0,0167 3 PR PS

R? do modelo =0,6343

* significativo a P<0,05. C'= cromossomo. NA marcador n&o agrupado

A proporcao da variacao fenotipica explicada pela associacédo entre
marcadores e genes de resisténcia foi obtida pelo coeficiente de determinacéo
R?> e a proporcdo da variacdo fenotipica explicada pelos marcadores
moleculares individualmente pelo R? parcial. Os modelos obtidos pela analise
de regressdo multipla explicaram de 44% (primeiro ensaio) a 63% (analise
conjunta) da variacdo em resisténcia/suscetibilidade a antracnose do colmo,
valores proximos aos obtidos em outros estudos de resisténcia quantitativa a

patdogenos em milho, incluindo Cercospora zeae-maydis (Bubeck et al., 1993;
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Saghai Marooff et al., 1996), Exserohilum turcicum (Freymark et al., 1994),
Gibberella zeae (Pe et al., 1993), Peronosclerospora maydis (George et al.,
2003), Puccinia sorghi (Lubberstedt et al., 1998; Kerns et al., 1999), Puccinia
polysora (Holland et al., 1998) e Virus do mosaico da cana (Yuan et al., 2003).
Dentre as analises individuais, 0 modelo de regressao multipla para o
segundo ensaio explicou a maior magnitude da variacdo para resisténcia a C.
graminicola. Este fato pode ser atribuido as condicbes ambientais mais
propicias ao desenvolvimento da doenca, o que possibilitou uma melhor
discriminacdo entre familias resistentes e suscetiveis. De maneira geral, foram
encontradas associagbes significativas entre marcadores e genes de
resisténcia/suscetibilidade a C. graminicola nos 10 cromossomos de milho, mas
a significancia de tais associacdes foram dependentes do ensaio analisado
(Tabela 18). Tomando-se por base os resultados das analises individuais e
conjunta, foram identificados sete marcadores ligados a alelos de resisténcia a
C. graminicola em regides cromossOmicas distintas, as quais apresentaram
coeficientes de regressao parcial variando de 2,1% (cromossomo 6.01) até
14,7% (cromossomo 4.10). Entretanto, mais 5 marcadores AFLPs né&o ligados
também foram significativos (Tabela 18). Dos 11 marcadores AFLPs
responsaveis pela reducdo no comprimento de leséo, seis foram oriundos do
genitor resistente e cinco do suscetivel. Da mesma forma, dos 10 marcadores
AFLPs responsaveis pelo aumento da doenca, seis deles sdo oriundos do

genitor resistente e quatro do suscetivel (Tabela 18).
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Tabela 18. Cromossomo/bin, loco marcador e efeito estimado dos alelos
associados com resisténcia a antracnose de colmo (C.

graminicola) baseados na analise de regresséao linear multipla

Efeito (R? parcial)

Cromossomo/bin  Marcador Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta
1.02 E4161103 -12,1** -7,8 **
1 NO E4148105 3,26 ** 2,80 **
2NO E3359195 3,25%*

3.08 E3662186 3,86 **
4,07 E4161463 4,12 **
4.10 E4462470 -14,7** -14,3**
5.05 E3959272 -5,7 ** - 6,9 **
5.05 E3260957 5,28 **
6.01 Phi77 -2,1*
6.01 Bnlg249 2,74 **
7NO E4059315 3,35 **
7.02 E446286 -6,00 **
7.02 E3662630 5,5 ** 6,95 **
8.04 E4462436 -3,6 **
9.03 E4062121 -9,00 **
9.03 Phi65 -9,00 **
10.07 E4148171 2,47 **
NA E4462227 -10,80 **
NA E4462186 -6,70 **
NA E3359161 -4,10 **
NA E3958127 -5,40 **
NA E4462173 -3,60 **
NA E4161A 7,54 **
NA E4147503 4,83 **

** significativo a P <0,01
sinal - alelo associado a redu¢c&o do comprimento de lesdo
NO loco marcador agrupado mas nao ordenado no cromossomo

NA loco marcador ndo agrupado em cromossomo
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O mapeamento de alelos de suscetibilidade no genitor resistente, em
todos os ensaios, reforca a hipétese de que a alta suscetibilidade encontrada na
maioria das familias F,.3 e na geracdo Fi, resulta da combinacdo de alelos de
suscetibilidade da linhagem resistente Das21 com os da linhagem suscetivel
Das86, corroborando com os resultados observados no capitulo 1. Este fato,
pode ser comprovado pela analise da constituicdo genotipica de cinco familias
F..3 extremas em resisténcia e suscetibilidade nos locos marcadores AFLPs
associados a resisténcia/suscetibilidade (Tabela 19). A frequéncia de alelos de
resisténcia nas cinco familias mais suscetiveis foi de 0,33 contra 0,80 na cinco
familias mais resistentes. Vale destacar que a familia 143 apresentou alelos
favoraveis em todos os QRLs, consistindo portanto em interessante fonte de
resisténcia a ser usada em programas de melhoramento (Tabela 19).

Uma provavel explicacdo da distribuicdo igualitaria dos alelos de
resisténcia/suscetibilidade entre os genitores pode ser devido ao agrupamento
destes alelos em “clusters” génicos. A manutencao de alelos de suscetibilidade
a antracnose do colmo nos genitores, pode estar relacionada ao fato destes
alelos possivelmente pertencerem a rotas metabodlicas importantes para a
manutencgao da planta ou, ainda, por estarem associados a regidbes gendmicas
responsaveis por outras caracteristicas fenotipicas de interesse agrondémico.

O Unico gene de resisténcia a antracnose do colmo mapeado até o
momento foi o relatado por Jung et al. (1994), que explicou 73% da variacéo
fenotipica para resisténcia e esta localizado no cromossomo 4 (bin 08). No
presente estudo, um QRL de efeito maior (14,7% da variacdo fenotipica no
segundo ensaio e 14,3% da analise conjunta) também foi localizado no mesmo
cromossomo, porém no bin 10. Dessa maneira € provavel que estes QRLsS
sejam os mesmos e sendo assim as diferencas observadas no efeito fenotipico
do QRL e na sua posi¢cdo no cromossomo podem ser explicadas pelo maior
namero de individuos genotipados na populacdo de mapeamento do referido

trabalho. No entanto, a hipotese de se tratarem de QRLs distintos ndo pode ser
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descartada, uma vez que as populagdes utilizadas descendem de linhagens de

constituicdo genética distinta.

Tabela 19. Constituicdo genotipica de uma amostra de cinco familias Fz3

extremas para resisténcia/suscetibilidade a C. graminicola (analise
conjunta), para os alelos AFLPs associados com a redug&o ou

incremento do comprimento de lesdo para o genitor resistente e

suscetivel
PR (-) PS () PR (+) PS (+)
Familias Comp E4462227 E4062121 E3959272 E3958127 E3260957 E4161A
Suscetivel
224 60,8 R R S S S S
209 50,4 S R R R S S
65 53,8 S S R S S S
178 51,7 R S R R S S
199 50,9 S S S R S S
Resistente
28 21,3 R R R R S S
64 21,1 R R R R S R
143 21,0 R R R R R R
141 21,0 R R R R S S
49 20,4 R R R R S R

- e +, indicam reducao e incremento no comprimento de lesédo

R e S, indicam alelo de resisténcia e alelo de suscetibilidade
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Carson & Hooker (1982) obtiveram indicios da presenca de genes de
resisténcia a podridao do colmo nos bragos longos dos cromossomos 1, 4, 8 e
nos dois bracos do cromossomo 6. De fato, no presente estudo, as regides
cromossOmicas 1.02, 4.10, 6.01 e 8.04 mostraram associacdes significativas
com genes de resisténcia. Além destas regifes, QRLs foram mapeados nos
cromossomos 7.02 e 9.03. Pé et al. (1993) relataram QRLs para podriddo de
colmo causada por Gibberella zeae nos cromossomos 1.07, 3.06, 4.01, 5.04 e
10.05, com efeitos fenotipicos variando de 4,1% a 9,2% da variagdo em
resisténcia. Ming et al. (1995), por sua vez, relataram QRLs a Erwinia stewartii
nos cromossomos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 e 9. Da mesma forma, no presente trabalho,
QRLs a C. graminicola foram identificados nestes mesmos grupos de ligagao,
sugerindo que os genes de resisténcia a estes patdogenos podem ser 0s
mesmos. Esta hipotese é reforcada pelo fato de que os trés patdgenos
(Gibberella zeae, Erwinia stewartii e Colletotrichum graminicola) apresentarem
0S mesmos mecanismos de penetragcao e colonizacédo dos colmos.

A andlise de mapeamento de QRLs a C. graminicola possibilitou a
identificacdo de varios marcadores associados a alelos de resisténcia entre os
trés experimentos. Entretanto, os QRLs localizados foram especificos ao
ambiente em estudo, sugerindo elevado efeito da interagdo QRL x ambiente
para este patossistema (Tabela 19). A auséncia de QRLs estaveis ao longo dos
ambientes é um indicativo que as populacdes devem ser avaliadas em varios
ambientes afim de obter progresso com a selecdo. Além disto, esforgos
deveriam ser feitos com o intuito de selecionar genoétipos com adaptacao
especifica aos ambientes de maior incidéncia do patégeno como em areas de
semeadura direta e condi¢cdes climaticas favoraveis para a manifestacdo da
doenca. A falta de critérios na selecdo de gendtipos resistentes a este
patdégeno, aliada ao elevado crescimento em &rea cultivada poderédo ocasionar
surtos epidémicos.

Finalmente, a localizacdo de QRLs em milho para C. graminicola por

meio de marcadores pode facilitar o processo de selecdo, conferindo maior
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eficiéncia aos programas de melhoramento na selecdo de grande numero de
linhagens normalmente disponiveis nas estagcbfes experimentais e,
consequentemente, incrementar 0s ganhos genéticos na selecao artificial em
funcdo da reducédo dos efeitos ambientais inerentes a este patossistema (Jung
et al., 1994).

4.4 Conclusodes

1. Os métodos de inoculagdo e avaliagdo da doenca permitiram
discriminar niveis de resisténcia/suscetibilidade a antracnose do colmo entre as

familias F,.3 do cruzamento Das86 x Das21.

2. Os individuos da geracédo F; foram altamente suscetiveis em todos
0s experimentos, confirmando efeito acentuado de dominancia para
suscetibilidade neste cruzamento conforme sugerido na analise de médias de
geracoes.

uA

3. A estratégia de utilizar locos microssatélites como “ancoras” nos
grupos de ligacdo permitiu que os marcadores AFLPs, sem referéncia
cromossOmica prévia, pudessem ser mapeados Nos respectivos cromossomos

do milho.

4. Dos quatro modelos analisados, 9 marcadores foram identificados
associados a QRLs no primeiro ensaio, 9 no segundo, 7 no terceiro e 13 na
analise combinada dos experimentos. Foram identificados sete marcadores
ligados a alelos de resisténcia nestes QRLs com coeficientes de regresséo
parciais variando de 2,1% a 14,7%.
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5. A proporcdo da variacdo fenotipica em resisténcia devida a
associacdo de QRLs com marcadores para 0s trés ensaios e andlise conjunta,
variou de 44% a 63%.

6. As associacfes entre marcadores e QRLs foram dependentes do
experimento analisado, indicando uma forte interacdo QRL x ambiente neste
patossistema.

7. Foram localizados alelos de resisténcia no genitor suscetivel bem
como alelos de suscetibilidade no genitor resistente. A elevada suscetibilidade
das familias F,; parece advir da combinacdo de alelos de suscetibilidade
oriundos do genitor resistente com aqueles do genitor suscetivel ou vice-versa

no caso das familias mais resistentes.

8. Neste patossistema a selecdo assistida por marcadores
moleculares facilitara a identificacdo de progénies resistentes pelos programas
de melhoramento por minimizar a influéncia das condicdes ambientais na

expressao da resisténcia.



5 ESTIMATIVAS DE DANOS EM MILHO TROPICAL OCASIONADOS PELA
ANTRACNOSE DE COLMO

Resumo

A incidéncia de Colletotrichum graminicola como agente causal de
podriddo de colmo aumentou significativamente nos ultimos anos no Brasil
devido ao incremento da éarea cultivada de milho aliado a mudancas nas
praticas culturais, como a semeadura direta e plantio tardio. Os objetivos deste
trabalho foram estimar os danos na producéo de gréos ocasionados por este
fungo em fungdo do estadio de desenvolvimento da cultura quando da
inoculacéo. Dois ensaios foram conduzidos sob delineamento experimental de
blocos casualizados com tratamentos dispostos em esquema fatorial 2
(hibridos) x 5 (épocas de inoculacdo e testemunhas) com trés repeticbes. Os
tratamentos consistiram da combinacdo dos fatores hibridos, suscetivel e
resistente, e trés épocas de inoculacao (20, 40, 60 dias apds a emergéncia)
além de duas testemunhas com e sem inoculagcdo com agua. As plantas foram
inoculadas com solucdo de esporos na concentracdo 1,8 x 10° conidios/mL.
Aos 120 dias ap0s a emergéncia, avaliou-se o comprimento de lesdo (cm), a
producdo da parcela ajustada (t/ha) e componentes da producéo (comprimento,
diametro e peso de espiga). Alem destas caracteristicas, foi avaliado o numero
de plantas ao final do ciclo reprodutivo/parcela. Os hibridos diferiram
significativamente entre si com relacdo a todas as caracteristicas avaliadas. No
entanto, diferencas significativas na producdo e peso de espiga ocorreram

apenas para o0 hibrido suscetivel quando inoculado aos 20 dias apds a
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emergéncia. Neste caso, as redu¢des em producao foram de 16,1 e 20,2% para
cada ensaio. Nao foram verificadas diferencas significativas em comprimento de
lesdo em ambos os hibridos em funcdo da data de inoculagdo. Conclui-se,
portanto, que as perdas advindas da infeccdo no inicio do plantio ndo séo
devidas a maior severidade de ataque do patdégeno. A reducdo na producao do
hibrido suscetivel H8621, inoculado ao 20DAE com C. graminicola, também
pode ser atribuida a maior mortandade de plantas neste tratamento.

Yield losses caused by anthracnose stalk rot in tropical maize

Summary

The incidence of Colletotrichum graminicola as the causal agent of
stalk rot has increased significantly in recent years in Brazil due to an increase
in the area cultivated with maize, in addition to changes in cultural practices,
such as direct (no-tillage) and late planting. The objectives of this work were to
estimate grain yield reduction caused by this fungus as a function of the crop’s
growth stage at the time of inoculation. Two trials were conducted under a
randomized blocks experimental design with treatments arranged as a 2 x 5
factorial scheme with three replicates. Treatments consisted of the combination
of hybrids, susceptible and resistant, and three inoculation dates (20, 40, 60
days after emergence), plus two controls, with and without water inoculation.
Plants were inoculated with a spore suspension at the concentration of 1.8 x 10°
conidia/mL. At 120 days after emergence evaluations were made for lesion
length, adjusted yield (ton/ha), and yield components (ear length, diameter and
weight). The hybrids differed significantly from each other with regard to lesion
length. However, significant differences in yield/plot and ear weight occurred
only for the susceptible hybrid when inoculated at 20 days after emergence. In



72

this case, the yield reductions were 16.1 and 20.2% for each trial. No significant
differences were observed for lesion length in any of the two hybrids as a
function of inoculation date. It can therefore be concluded that losses caused by
infection at the beginning of planting are not due to a greater severity of attack

by the pathogen.

5.1 Introducéao

Vérios fitopatégenos podem ocasionar podriddo do colmo em milho
tais como Gibberella zeae, Colletotrichum graminicola, Stenocarpella maydis,
Bipolaris zeicola e alguns membros do género Fusarium (Gatch & Munkvold,
2002). Destas espécies, C. graminicola (Ces.) Wils destaca-se como uma das
mais importantes (Gilbertson et al., 1985; Denti & Reis, 2003).

Sintomas de podriddo do colmo causada por C. graminicola, doenca
também denominada de antracnose do colmo, surgem na epiderme do colmo
logo apdés a polinizagdo, na forma de lesBes estreitas, encharcadas,
inicialmente de cor parda a avermelhada que tornam-se marrons escuras. A
doenca apresenta-se mais severa em regides quentes e Umidas, com extensos
periodos nublados. A semeadura direta sobre a palhada de milho, préatica
agricola cada vez mais adotada no Brasil, favorece sua ocorréncia, uma vez
que o patdégeno sobrevive em restos culturais (Naylor & Leonard, 1977). Danos
na producao de gréos ocasionados pela podriddo do colmo estédo relacionados
a destruicdo interna dos tecidos do colmo que podem causar a morte prematura
de plantulas ou ainda sua quebra. Neste caso, ocorre perda na qualidade do
gréo devido a infeccdo da espiga por fungos em decorréncia de seu contato
com o solo (Shurtleff, 1980; Jarvis et al., 1984).

Em alguns paises como a Franca, india e Filipinas, esta doenca é um
fator limitante a cultura (Shurtleff, 1980). Nos Estados Unidos, a podriddo do

colmo despertou interesse somente apos severas epidemias ocorridas na safra
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de 1980 que resultaram em perdas de até 28% (Carson & Hooker, 1981),
embora trabalhos anteriores ja tivessem chamado a atencéo para o aumento da
incidéncia e para o potencial destrutivo da doenga (Williams & Willis, 1963;
Leonard & Thompson, 1969; Poneleit et al., 1972).

Estudos relativos a estimativas de danos ocasionados por C.
graminicola baseiam-se em ocorréncia natural da doenca e talvez por isto
sejam escassos e discrepantes. De fato, White et al. (1979) relataram que as
estimativas de reduc¢des no rendimento de graos foram altamente dependentes
do ambiente e do gendtipo estudado. Perkins & Hooker (1979), por exemplo,
observaram desde acréscimos de 11% até decréscimos de 17% na producao
de grédos em funcdo do material vegetal. Keller et al. (1986) observaram
reducdes de 8 a 35% no rendimento de um hibrido suscetivel. Finalmente, Dale
(1963) e Callaway et al. (1992) ndo encontraram associacao significativa entre
reducdo no rendimento de graos e infeccdo por C. graminicola. No Brasil, o
primeiro relato de ocorréncia do patdgeno registrou reducdo de 30% na
producao (Silveira et al., 1965). No estado do Parana, estes variaram de 12 a
40%, dependendo do ano, local e hibrido utilizado (Nazareno, 1989). Denti &
Reis (2003) relataram nivel de incidéncia médio de 40,9% e 45,9% em lavouras
amostradas no Planalto Médio Galcho e nos Campos Gerais do Parana de
fungos associados ao complexo causador das podriddes da base do colmo em
duas safras agricolas. Os danos quantificados variaram em média de 678 kg/ha
a 1.151kg/ha. Entretanto, ndo foram observadas correlagdes significativas entre
incidéncia e danos na producdo. Das espécies fangicas amostradas, C.
graminicola prevaleceu na primeira safra e Fusarium graminearum na segunda.

A dificuldade em obter informacbes precisas acerca dos danos
ocasionados por podriddes de colmos se deve a necessidade de padronizar
métodos de inoculagdo e de avaliacdo de sintomas. Neste caso, a avaliacao é
dificultada sobremaneira pelo fato dos sintomas serem internos ao colmo. O

objetivo deste trabalho foi estimar os danos potenciais na producao de gréos a



74

partir de inoculacdes artificiais de C. graminicola em diferentes estadios

fenoldgicos em hibridos tropicais de milho.

5.2 Material e Métodos

O material vegetal compreendeu dois hibridos (H8664 e H8621)
oriundos de germoplasma tropical. O hibrido H8664, resistente a C. graminicola,
foi obtido do cruzamento de linhagens originadas de uma populacdo constituida
por germoplasma Amarillo Dentado e Flints do Caribe. O hibrido H8621,
suscetivel, foi obtido do cruzamento de linhagens derivadas desta populacdo
com linhagens oriundas de Suwan DMR.

O patogeno foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura
aveia-agar (40g farinha aveia, 17g de agar e 1000mL &gua) incubados em
camara de crescimento com temperatura e fotoperiodo controlados até a
obtencdo de colbnias esporulantes (aproximadamente 14 dias). O indculo foi
preparado através da adicdo de 20mL de agua destilada as placas de Petri
seguida de raspagem superficial da cultura com escapelo para liberacdo dos
conidios. A suspenséao de esporos foi filtrada através de uma camada dupla de
gaze e sua concentracdo ajustada para 1,8 x 10° conidios/mL (Morello, 2000). A
cada litro de inoculo foram adicionados 1 gota de Tween 80%.

Os hibridos foram inoculados com suspensdo de esporos em
diferentes estadios de desenvolvimento (20, 40 e 60 dias apds a emergéncia;
DAE). Estas datas correspondem aproximadamente aos estadios: de 8 folhas,
12 folhas e florescimento pleno. A inoculacdo foi realizada com 1mL da
suspensao de esporos no centro do primeiro internédio acima da superficie do
solo, com auxilio de uma seringa de uso veterinario. Parcelas sem inoculacao e
inoculadas com 1mL de agua estérii aos 20 DAE foram utilizadas como

tratamentos testemunha.
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O delineamento experimental consistiu de blocos casualizados com
tratamentos dispostos em esquema fatorial 2 (hibridos) x 5 (3 épocas de
inoculagcdo e 2 testemunhas) com trés repeticbes. A unidade experimental
consistiu de duas linhas de 5,0 m de comprimento com aproximadamente 50
plantas/parcela. O espacamento entre linhas foi de 0,9 cm. Os ensaios foram
implantados em novembro e dezembro de 2002.

Aos 120 dias ap6s a emergéncia mediu-se a producdo da parcela
ajustada para t/ha (13% de umidade) e o comprimento de lesdo (cm) de 5
plantas/parcela. Os componentes da producdo (comprimento, diametro e peso
de espiga) também foram determinados em uma amostra de 5
espigas/tratamento. Além destes, foi avaliado o nUmero de plantas/parcela ao
final do ciclo reprodutivo da cultura.

As estimativas de dano para a producéo de graos foram obtidas pela
formula: Dano (%) = [ (Xtest. Absoluta — Xtrat. inoc.) / Xtest. Absoluta | * 100, onde Xrest,
Absoluta COrresponde a producdo média da testemunha absoluta sem inoculacdo
e Xtrat. inoc. @ producéo média de cada tratamento onde houve inoculagcdo com o
patdogeno. Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o
programa SAS (SAS Institute, 1993) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

5.3 Resultados e Discussao

As analises de variancia de cada experimento detectaram diferencas
estatisticas entre hibridos para o comprimento de lesdo (Tabela 20 e 21),
indicando que estes variam em grau de resisténcia ao patégeno. Os
comprimentos de lesdo do hibrido H8621 nos tratamentos onde foram
realizadas inoculacbes com C. graminicola foram muito superiores aos do
hibrido H8664, confirmando a sua elevada suscetibilidade (Tabela 22). Em

média, o comprimento de lesdo do hibrido suscetivel foi aproximadamente 3
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vezes maior que o do hibrido resistente. A resisténcia observada em H8664 é
interessante do ponto de vista de melhoramento, uma vez que o hibrido
manteve a produgdo mesmo quando inoculado com alta concentragdo de
conidios (1,8 x 10° conidios/planta) (Tabela 23).

Tabela 20. Resumo da andlise de variancia para as variaveis comprimento de
leséo (cm), producéo (t/ha), comprimento (cm), diametro (cm), peso
de espiga (g) e numero de plantas/parcela (NP) ao final do ciclo

reprodutivo para o primeiro ensaio

Fonte G.L. Lesado Producdo Comp. Diametro Peso NP
Bloco 2 8,18 0,63 3,0 ** 0,01 20,9 0,23
Hibrido (H) 1 5532 ** 7254 *  275** 3,1** 28768 ** 2,13
Tratamento (T) 4 3151 ** 1,33 ** 0,95 0,02 161,1 43,67 **
HxT 4 892 ** 0,97 * 0,49 0,03 184,1 32,63 **
Residuo 29 5,57 0,33 0,36 0,02 163,4 1,05
Decomposicdo Hx T

H8621 4 3683 ** 2,27 ** - - - 74,73 **
H8664 4 360 ** 0,02 - - - 1,57

* ** significativo a P<0,05 e P<0,01, respectivamente
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Tabela 21. Resumo da analise de variancia para as variaveis comprimento de

leséo (cm), producéo (t/ha), comprimento (cm), didmetro (cm), peso

de espiga (g) e numero de plantas/parcela (NP) ao final do ciclo

reprodutivo para o segundo ensaio

Fonte G.L. Leséo Produgcdo Comp. Diametro Peso NP
Bloco 2 1,09 0,26 0,03 0,004 39,4 2,13
Hibrido (H) 1 4585 ** 16,99 ** 3,80 ** 4,2 ** 16708 ** 16,13 **
Tratamento (T) 4 2333 ** 2,12 ** 0,50 0,02 464,5** 16,22 **
HxT 4 736 ** 1,48 ** 0,30 0,04 340,8 ** 19,55 **
Residuo 29 4,17 0,17 0,20 0,01 61,5 1,02
Decomposicdo Hx T

H8621 4 2842 ** 3,31 ** - - 645,9 ** 34,43 **
H8664 4 227 ** 0,28 - - 159,4 1,33

* **_significativo a P<0,05 e P<0,01, respectivamente

Tabela 22. Comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola nos hibridos

inoculados aos 20, 40 e 60 dias ap6s a emergéncia em dois

ensaios
Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos H8621 HB8664 H8621 H8664
20 67,1 a 23,9 a 58,9 a 17,2 a
40 68,3 a 19,7 a 56,5 a 16,9 a
60 65,8 a 229a 59,7 a 18,3 a
Test. H,O 6,5b 54b 4,6 b 3,6b
Test. Absoluta Oc Oc Oc Oc

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%
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Tabela 23. Comportamento médio da variavel producao de graos (t/ha) e peso
de espiga (g) dos hibridos submetidos a inoculacéo aos 20, 40 e 60

dias apds a emergéncia nos respectivos ensaios

Producéo (t/ha) Peso Espiga (g)
Tratamentos Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 2
H8621 H8664 H8621 H8664 H8621 H8664
Test. Absoluta 11,2 a 78" 10,4 a 8,7"™ 268 a 200 "™
20 9,4Db 7,7 8,3b 8,3 228 Db 199
40 11,7a 7,9 109 a 8,1 258 a 204
60 10,2 a 7,8 104 a 8,6 254 a 217
Test. H,0 11,2 a 7,9 10,1 a 8,0 253 a 204

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%

" n&o significativo

Houve interacdo significativa entre hibridos e tratamentos para as
variaveis comprimento de lesdo e producdo em ambos 0s ensaios e também
para peso de espiga no segundo ensaio (Tabela 20 e 21). A decomposicéo
destas interagcdes em func¢éo do hibrido indicou que a interacdo para a variavel
comprimento de lesdo foi significativa para ambos os hibridos. Este fato pode
ser atribuido as diferencas verificadas entre os tratamentos em que foram
realizados inoculagcdes com o patégeno e os tratamentos testemunha (Tabela
21). Por outro lado, a decomposicéo da interacao para os caracteres producao
(ambos ensaios) e peso de espiga (segundo ensaio) evidenciou diferencas
significativas entre tratamentos apenas para o hibrido suscetivel H8621.

A producéo de graos foi significativamente afetada apenas para o
hibrido suscetivel H8621 quando este foi inoculado aos 20 dias apds a
emergéncia (Tabela 23), indicando que somente infec¢cdes no inicio do ciclo
levam a danos significativos. Neste caso, a reducéo na producéo ajustada (t/ha)

foi de 16,1% e 20,2% para os dois ensaios comparado a testemunha nao
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inoculada (Figura 7). Na média dos ensaios estes resultados séo similares
aqueles relatados por Keller et al. (1986), que verificaram reducdes de 35% e
8,1% em plantas infectadas por C. graminicola no estadio inicial de
desenvolvimento do hibrido Cornell281, nas respectivas épocas de semeadura.
O dano estimado para o primeiro ensaio foi muito superior ao encontrado no
segundo (8,1%), fato este atribuido as melhores condigbes ambientais para o
desenvolvimento do patégeno na primeira época de semeadura. No entanto, 0s
autores também relataram perdas de 16% em plantas infectadas durante o
estadio de florescimento, fato ndo observado no presente estudo. Esta
discrepancia pode ser devida a diferencas na constituicdo genética da
suscetibilidade entre hibridos, pois Cornell281 é conhecido por sua elevada
suscetibilidade nos EUA, e também as condi¢cdes experimentais no qual os
experimentos foram analisados.

Neste trabalho, outro aspecto importante é que, para ambos hibridos,
o comprimento da lesdo foi 0 mesmo independente da época de inoculagéo do
fungo (Tabela 22). Estes resultados concordam com os relatados para podridao
do colmo causada por Fusarium moniliforme (Borges et al., 2001). Assim, 0s
danos ocasionados pela inoculacéo no inicio do ciclo no hibrido suscetivel ndo
se devem a diferencas em severidade da doenca entre as épocas de
inoculacéo. Neste caso, a reducdo na producédo pode resultar da interferéncia
no processo de acumulo de fotoassimilados no colmo que serdo posteriormente
translocados para a espiga e para o enchimento de graos (Magalhaes et al.,
1995). Como o peso de espigas foi o Unico componente de producado afetado
pela inoculagédo aos 20 DAE (Tabela 23), supfe-se que tal fato seja resultado
direto da diminuicdo dos fotoassimilados nos colmos. Esta conclusdo, no
entanto, é apenas tentativa, uma vez que tal efeito foi detectado apenas no
segundo ensaio.

Finalmente, um outro fator que também pode afetar a producdo em
decorréncia de infeccdo no estadio inicial da cultura € a morte de plantas.

Parcelas do hibrido suscetivel inoculadas aos 20 DAE foram as que
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apresentaram menor numero médio de plantas (30 e 33 em cada ensaio) ao
final do ciclo em relacdo a testemunha absoluta (41 e 40 plantas,
respectivamente). Parte desta reducdo do estande das parcelas inoculadas se
deveu a mortandade de plantas na parcela como foi observado no campo
(Figura 8). No caso do hibrido resistente, ndo foram verificadas reduc¢des no
estande da parcela entre os tratamentos (Tabela 24).

No presente trabalho, os valores podem estar um pouco
superestimados, uma vez que o ferimento oriundo da inoculacdo poderia
propiciar a entrada de outros patégenos de colmo e ou prejudicar o
desenvolvimento normal da cultura. Além disto, numa condicdo de infeccdo
natural, a quantidade de propagulos infectivos que entram em contato com a
planta e o numero de plantas atacadas na lavoura seriam ligeiramente

inferiores.

Figura 7 — Producéo de gréos de milho em parcelas inoculadas com suspensao
de C. graminicola aos 20, 40 e 60 dias ap0s a emergéncia e sem
inoculagdo (Test). A) Hibrido suscetivel - H8621 e B) Hibrido
resistente - H8664
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Figura 8 — Aspecto visual da morte de plantas inoculadas aos 20DAE com C.
gramnicola no hibrido suscetivel H8621. A) morte prematura de

plantas e B) sintoma tipico da antracnose do colmo

Tabela 24. Numero de plantas/parcela ao final do ciclo reprodutivo para os dois
hibridos submetidos a inoculacdo aos 20, 40 e 60 dias apés a
emergéncia com C. graminicola

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamento H8621 H8664 H8621 H8664
Test. Absoluta 41 a 37 40 a 36 "™
20 30b 37 33Db 37
40 41 a 37 41 a 38
60 42 a 39 41 a 36
Test. H,O 36b 37 37b 38

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%

"*nao significativo
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5.4 Conclusdes

1. Reducglbes significativas na producdo de graos (t/ha) e peso de
espiga (g) foram observados apenas para o hibrido suscetivel (H8621) quando

as plantas foram inoculadas aos 20 dias apos a emergéncia.

2. O comprimento médio de lesdo em cada hibrido ndo diferiu em

funcado da época de inoculacdo do patdégeno.

3. Os danos na producéo de graos para o hibrido suscetivel quando
inoculado aos 20 dias ap6s a emergéncia podem ser atribuidos a menor taxa de
acumulacéo de fotoassimilados nos colmos bem como a redu¢cédo do numero de

plantas viaveis nas parcelas.

4. Este é o primeiro relato de estimativas de danos na producao de
graos de hibridos de milho oriundos de germoplasma tropical. Estes resultados
devem ser considerados na selecdo de plantas de milho resistentes a este

patdgeno.



6 CONCLUSOES GERAIS

1. Os métodos de inoculacédo de C. graminicola e de avaliacdo dos
sintomas de podriddo do colmo foram eficientes em detectar diferencas no nivel

de resisténcia entre plantas.

2. O modo de heranca da resisténcia genética de milho a antracnose
do colmo em germoplasma tropical € varidvel e dependente da constituicdo
genética das linhagens genitoras resistentes analisadas.

3. Os resultados da andlise de média de geracdes foram confirmados
pelos resultados de mapeamento molecular de genes de resisténcia na familia
Das86 x Das21.

4. As reducdes na producédo de grdos de milho ocasionadas pela

inoculacéo de C. graminicola em genaotipos suscetiveis sao relevantes.



ANEXOS
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Tabela 7. Médias ajustadas do comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola
submetidas ao teste de agrupamento de Scott-Knott para as trés

épocas de semeadura e médias da analise conjunta

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta

Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média  Tratamento Média

H 54,2 a* 242 89.6a* H 726a* H 66,0 a*
130 51,4a 224 88,4 a 65 54,0 b 224 60,8 a
116 49,8 a 178 82,7 a 224 50,8 b 242 59,1a
170 45,5 a 199 718Db 120 48,6 b 65 53,8 a
27 44,7 a 112 715Db 223 479D 178 51,7a
153 44,1 a H 71,1b 102 46,4 c 199 50,9 a
223 43,8 a 71 70,0 b 242 453 c 209 50,4 a
224 43,1 a 209 69,4 b 49 452 c 223 48,7 b
65 43,1 a 186 68,5b 159 451 c 14 48,4 Db
14 42,7 a 115 67,1b 71 43,8 c 71 48,1 Db
73 42,7 a 14 66,8 b 209 43,3 ¢c 130 476D
242 42,6 a 55 65,8 b 153 428c 49 47,4 b
179 42,5 a 65 64,1b 228 42,6 c 55 469 b
228 42,2 a 130 62,8 b 42 425c 186 46,6 b
181 419 a 80 619b 149 42,0c 80 46,1 b
235 41,8 a 95 61,6 b 66 42,0c 115 458D
244 41,4 a 49 61,1b 188 420c 23 452D
19 41,3 a 23 59,9b Das86 41,7 c 116 449D
80 410 a 170 59,8 b 82 40,7c 112 448 b
77 410a 163 58,3 ¢ 199 40,5¢c 228 448 b
191 40,9 a 116 549c 190 399c 191 43,6 b
199 40,5 a 223 54,5c 55 39,5¢ 170 43,6 b
145 40,3 a 113 54,1c 72 389c 159 435D
23 40,1 a 191 53,0c 132 389c 95 432D
70 399a 145 516¢c 180 38,8¢c 153 42,1 b
113 39,8 a 82 516¢c 107 385¢c 163 419D
159 39,2a 127 49,8 c 244 38,4c 120 418D

57 38,6 a 228 49,5¢c 103 38,4c 113 415D
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Tabela 7. Médias ajustadas do comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola

submetidas ao teste de agrupamento de Scott-Knott para as trés

épocas de semeadura e médias da analise conjunta

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta
Tratamento  Média  Tratamento Média Tratamento Média  Tratamento Média
11 38,6 a 146 489 c 31 38,1c 82 40,7 b
209 38,6 a 16 48,8 c 99 38,0c 244 39.9b
43 38,3a 159 46,2 ¢ 94 379c 180 39,7b
177 38,2a 13 449 c 225 37.8¢c 145 39,7b
243 37,8a 214 443 ¢ 88 37,7c 102 39,1b
189 37,7a 103 43,8 c 235 375¢c 70 39,0b
131 37,3a 180 43,4 ¢ 151 37,3¢c 179 38,9b
211 37,2a 135 432 ¢c 59 37,3¢c 127 38,6 b
180 37,1a 120 41.6d 211 37,3¢c 109 38,6b
163 36,6 a 124 41,3d 86 372c 235 38,0b
Das86 36,5a 70 41,3d 67 371c 211 37,8b
178 36,5a 244 39,8d 47 37,1c 181 37,7b
49 359a 153 39,5d 181 370c 146 37,1b
204 35,6 a 211 38,9d 115 370c 16 37,0b
88 35,6 a 102 38,4d 179 37,0c Das86 36,2¢c
55 35,3a 131 37,6d 191 370c 149 36,2¢c
120 353a 94 37,5d 186 36,8¢c 188 36,2¢c
66 353a 179 37,2d 34 36,1c 132 359c
186 346Db 46 37,2d 46 36,1c 94 35,7¢c
132 34,4b 59 36,6d 178 35,8¢c 66 355¢
111 34,3b 188 36,2d 70 35,8¢c 46 355¢
81 34,3b 235 34,8d 152 35,6 ¢C 214 35,3¢c
190 34.2b 149 34,7d 14 35,6 ¢C 135 34,6 c
95 34,2b 132 34,4d 104 35,6 c¢c 73 339c
103 33,7b 229 34,3d 23 35,6 ¢c 152 339c
127 336Db 181 34,2d 80 354c 42 33,8¢c
61 335b 161 33,9d 76 34,8d 47 33,6¢c
115 33,3b 152 32,9d 214 34,6 d 59 334c
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Tabela 7. Médias ajustadas do comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola
submetidas ao teste de agrupamento de Scott-Knott para as trés

épocas de semeadura e médias da analise conjunta

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta

Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média  Tratamento Média

34 332b 138 32,7d 229 34,2d 104 332c
152 33,1b a7 32,5d 95 33,9d 27 329c
46 33,1b 104 31,7d 243 33,9d 77 32,8¢c
137 328D Das86 30,5d 58 33,8d 19 32,8¢
67 32,7b 77 30,4d 112 33,6d 13 32,7¢
102 325b 76 30,2d 73 335d 229 32,7c
104 325b 42 30,0d 123 335d 34 325¢c
86 32,4b 35 29,8d 51 33,0d 131 324c
10 319b 66 29,3d 177 32,9d 177 32,2c
149 319b 34 28,3d 133 32,8d 138 322c
94 31,7b 31 27,7d 19 32,7d 31 32,1c
16 316D 205 27,5d 146 32,6d 190 32,1c

1 315b 133 26,4d 127 325d 88 316¢c
138 31,4b 99 26,1d 35 32,4d 67 315c
136 313b 177 25,6d 138 32,4d 76 313c
47 311b 73 255d 27 32,2d 124 31,1c
58 309b 125 249e 135 31,8d 225 30,7¢c
51 30,7b 246 249e 156 31,7d 35 30,3¢c
31 305b 67 248¢e 111 315d 43 30,0c
71 30,3b 107 244 e 163 31,2d 189 298¢
119 30,3b 19 243 e 119 31,0d 86 29,7c
64 30,3b 225 243 e 113 30,7d 161 29,6 ¢
188 30,3b 72 239e 189 30,6 d 243 29,6¢c
141 30,3b 79 239e 195 30,6 d 107 29,5¢c
123 30,2b 81 232e 16 30,6 d 99 290c
225 30,1b 137 226e 246 30,5d 81 290c
79 30,1b 30 226e 61 30,4d 51 28,6 ¢c

109 29,6 b 190 22,1e 28 30,3d 133 28,6 ¢
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Tabela 7. Médias ajustadas do comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola
submetidas ao teste de agrupamento de Scott-Knott para as trés

épocas de semeadura e médias da analise conjunta

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta

Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média  Tratamento Média

121 299b 51 22,1e 79 30,1d 72 28,6 ¢
146 299b 43 22,1e 91 30,1d 123 28,4 c
82 29,8 b 27 217e 205 29,9d 137 28,3¢c
253 29,8 b 123 216e 116 29,8d 79 28,0c
229 29,5b 88 215e 12 29,7d 61 27.8¢c
112 29,4 b 1 21,2e 43 29,6d 58 272c
79 30,1b 189 209e 125 295d 125 269c
42 29,0b 61 195e 144 29,5d 246 26,8c
135 28,8 b 86 195e 137 29,5d 205 26,8¢c
161 28,6 b 195 17,3 e 81 29,4d 1 265¢c
35 285b 243 171e 87 29,3d 119 258¢c
91 28,4b 58 170e 122 28,7d 111 253c
87 28,1 b 200 16,7 e 130 285d 195 253c
195 28,0b 28 16,5e 124 28,2d 151 252c
12 27,6 b 143 16,2 e 69 28,0d 11 250c
214 27,1b 119 160e 11 27,6 d 10 246¢C
13 26,6 b 122 159e 200 27,5d 12 243c
133 26,6 b 12 157 e 109 27,5d 121 240c
30 26,4 b 10 150e 185 27,5d 204 239c
59 26,3b 151 148 e 204 27,4d 30 23,8¢c
125 26,1 b 121 148 e 121 27,2d 136 23,7c
200 26,1 b 156 140e 77 27,1d 57 236¢c
122 25,7b 185 13,7 e Das21 27,1d 122 234c
107 256 b 136 134 e 145 27,1d 200 23/4c
185 25,4 b 69 129e 10 26,8d 91 234 c
246 249b 87 12,4 e 143 26,8d 87 233c
144 24,4b 144 121e 1 26,8d 156 231c

Das21 24,2 b 91 11,7 e 13 26,5d 185 222c
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Tabela 7. Médias ajustadas do comprimento de lesdo (cm) de C. graminicola
submetidas ao teste de agrupamento de Scott-Knott para as trés

épocas de semeadura e médias da analise conjunta

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Conjunta

Tratamento Média Tratamento Média Tratamento Média  Tratamento Média

124 239b 111 10,2 e 136 26,5d 144 220c
159 392b 253 96e 64 26,5d 109 219c
151 235b Das?1 90e 161 26,4 d 253 213c
205 229b 11 8,7e 141 25,7d 28 213c
99 229b 204 8,6e 170 25,2d 64 211c
72 22,8b 109 8,3e 253 24,7d 143 210c
69 20,2 b 57 79e 57 24.2d 141 210c
143 20,2 b 141 7,1e 131 22,5d 69 204 c
28 17,1b 64 6,5e 30 22,3d Das21 20,1c

* médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott
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Tabela 8. Locos microssatélites testados nas linhagens Das21 e Das86, suas

localizagbes cromossOmicas (Bin) e resultados da amplificacdo por

PCR (P= polimérfico, M= monomorfico e NA= ndo amplificado)

Loco SSR “Bin” PCR** Loco SSR “Bin” PCR Loco SSR “Bin” PCR
Bnlg 149 1.00 P* Bnlg 372 4.00 NA Bnlg 345 6.05 M
phi 056 1.01 P* Phi072 4.01 P Phi 078 6.05 M
phi 097 1.01 M Nc 004 4.03 M Nc 012 6.05 P
Bnlg 109 1.02 M Phi 021 4.03 M Phi 070 6.06 M
Bnlg 176 1.02 M Phi 074 4.04 M Bnlg 1686 7.00 M
Bnlg 1007 1.02 P* Nc 005 4.05 M Bnlg 1292 7.01 P
Bnlg 182 1.03 M Phi 079 4.05 M Phi 112 7.01 NA
phi 001 1.03 M Phi 026 4.05 M Phi 057 7.01 M
Bnlg 439 1.03 P Phi 096 4.05 M Phi 034 7.02 p*
Bnlg 147 1.03 M Bnlg 667 4.05 NA Bnlg 657 7.02 P
phi 095 1.03 M Bnlg 490 4.05 P Phi 114 7.02 M
Bnlg 652 1.04 M Bnlg 252 4.05 M Bnlg 398 7.02 M
Bnlg 1016 1.04 P Bnlg 2291 4.06 P* Bnig 434 7.03 P
Bnlg 421 1.06 M Mttgb02 4.07 P* Bnlg 155 7.03 M
Bnlg 615 1.07 M Bnlg 1784 4.07 M Bnlg 339 7.03 P *
Phi 055 1.09 M Bnlg 1189 4.07 M Bnlg 572 7.03 M
Phi 094 1.09 M Phi 093 4.08 M Bnlg 161 7.04 P
Bnlg 100 1.09 M Phi 092 4.08 M Bnilg 1161 7.04 M
Phi 011 1.09 M Bnlg 292a 4.08/4.09 M Bnlg 666 8.02 P
Bnlg 400 1.09 NA  Bnlg 1565 4.09 P Bnlg 162 8.03 M
Bnlg 504 111 P Bnlg 1589 4.10 P*  Bnlg 669 8.03 M
Bnlg 131 1.11 P* Phi006 4.10 P Bnlg 119 8.04 Ref
Phi 064 1.11 M Phi 019 4.11 M Phi 060 8.04 NA
Bnlg 257 1.12 M Phi 076 4.11 M Phil15 8.03 p*
Bnlg 1092 2.01 M Phi 024 5.00 M Phi 014 8.04 p*
Bnlg 469 2.02 M Nc 007 5.00 M Bnlg 240 8.06 p*
Bnlg 1017 2.02 M MaceOb03 5.01 P Phi 080 8.08 M
Bnlg 125 2.03 P* Bnlg 143 5.01 M Mact2b08 9.01 p*
Bnlg 381 2.03 M Bnlg 565 5.02 NA Phi 068 9.01 M
Mmc 063 2.00/2.04 M Phi 113 5.02 M Phi 033 9.01 P
Bnlg 108 2.04 P Bnlg 105 5.03 M Bnlg 2122 9.01 M
Bnilg 121 2.04 M Phi 008 5.03 NA Phi 028 9.01 P
Phi 083 2.04 P Bnlg 557 5.03 P* Umc 1033 9.02 P
Bnlg 166 2.04 M Bnlg 150 5.04 P Umc 1037 9.02 P
Mage05  2.05/2.06 P* Bnlg 603 5.04 NA Phi 017 9.02 M
Nc 003 2.06 M Bnlg 653 5.04 M Bnlg 244 9.02 M
Bnlg 180 2.05 P Bnlg 278 5.05 P*  Phi065 9.03 p*
Bnlg 371 2.05 M Bnlg 609 5.06 NA Phi 022 9.03 M
Mmc 191 2.07/2.08 P* Phi085 5.07 M Phi 027 9.03 p*
Mmc 271 2.07 NA  Bnlg 1306 5.07 M Phi 061 9.03 P
Bnlg 1045 2.07 P Bnlg 118 5.08 M Mmc 051 9.03 P
Phi 127 2.08 M Bnlg 389 5.09 M Phi 032 9.04 M
Bnlg 198 2.08 P Bnlg 386 5.09 M Phi 042 9.04 M
Mag1f03 2.08 P* PhiQ75 6.00 P Bnlg 127 9.04 P
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Tabela 8. Locos microssatélites testados nas linhagens Das21 e Das86, suas

localizagbes cromossOmicas (Bin) e resultados da amplificacdo por

PCR (P= polimérfico, M= monomorfico e NA= ndo amplificado)

Loco SSR “Bin” PCR Loco SSR “Bin” PCR Loco SSR “Bin” PCR
Magla0O1 2.08 NA  Bnlg 249 6.01 P* Bnlg 619 9.07 M
Phi 090 2.08 M Bnlg 391 6.01 NA Umc 1319 10.01 P *
Bnlg 1520 2.09 M Bnlg 426 6.01 P Phi 059 10.02 P
Nc 030 3.04 NA  Bnlg 238 6.01 P Phi 063 10.02 P
Bnlg 602 3.04 P Phi 077 6.01 P* Bnlg 210 10.03 M
Phi 029 3.04 P Bnlg 107 6.01 M Phi 071 10.04 M
Phi 073 3.05 P Bnlg 1371 6.02 P Phi 084 10.04 M
Bnlg 420 3.05 M Nc 009 6.04 NA Bnlg 640 10.04 p*
Phi 053 3.05 M Nc 010 6.04 NA Bnlg 137 10.05 M
Bnlg 420 3.05 P Bnlg 480 6.04 NA Bnlg 236 10.06 P
Bnlg 197 3.06 P* Phi081 6.05 M Bnlg 279 10.07 P

* primer SSR genotipado na populacdo de mapeamento

** P M, NA - polimérfico, monomarfico e ndo amplificado entre as linhagens genitoras
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Tabela 9. Distribuicdo cromossémica do numero de locos microssatélites
polimérficos, monomorficos e ndo amplificados testados entre as
linhagens genitoras e nimero de locos genotipados na populagéo

de mapeamento

Cromossomo

Loco Marcador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total

Polimorfico 7 9 5 7 4 7 6 4 10 6 65
Monomorfico 16 12 3 15 11 5 7 3 4 84
Sem Amplif. 1 2 1 2 4 4 1 1 0 16
Genotipados 4 4 1 3 2 2 2 3 2 26
Total 24 23 9 24 19 16 14 8 18 10
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Tabela 10. Resultado do screening das combinacdes de primers EcoRI + Msel

para as linhagens genitoras Das21 e Das86

Numero  Cédigo Primer  Sequéncia Primers N° Amplif. N° Polim. % Polim.
1 E31/M47 E-AAA | M-CAA 60 12 16,7
2 E31/M48 E-AAA / M-CAC 57 10 14,9
3 E31/M49 E-AAA /| M-CAG 49 13 20,9
4 E31/ M50 E-AAA /| M-CAT 71 15 17,4
5 E31/M56 E-AAA |/ M-CGC 75 9 10,7
6 E31 /M58 E-AAA / M-CGT 45 14 23,7
7 E31/M59 E-AAA /[ M-CTA 46 13 22,0
8 E31/M60 E-AAA / M-CTC 58 11 15,9
9 E31/M61 * E-AAA/ M-CTG 58 12 17,1
10 E31/M62 E-AAA/ M-CTT 68 13 18,3
11 E32 / M47 E-AAC / M-CAA 89 25 21,9
12 E32/M48 E-AAC / M-CAC 91 27 22,9
13 E32 / M49 E-AAC / M-CAG 84 15 15,1
14 E32 / M50 E-AAC / M-CAT 28 7 20,0
15 E32 / M56 E-AAC / M-CGC 78 16 17
16 E32 /M58 E-AAC / M-CGT 68 15 18,1
17 E32 / M59 E-AAC / M-CTA 67 14 17,3
18 E32/M60 * E-AAC / M-CTC 56 20 23,3
19 E32/M61 * E-AAC/ M-CTG 44 16 26,7
20 E32 / M62 E-AAC / M-CTT 75 21 21,9
21 E33/M47 E-AAG / M-CAA NA NA -
22 E33/M48 E-AAG / M-CAC 81 19 19,0
23 E33/M49 E-AAG / M-CAG 58 16 21,6
24 E33 /M50 E-AAG / M-CAT 78 16 17,0
25 E33/M56 E-AAG / M-CGC 65 18 21,7
26 E33 /M58 E-AAG / M-CGT 82 14 14,5
27 E33/M59 * E-AAG / M-CTA 62 22 26,2
28 E33/M60 E-AAG / M-CTC 90 19 17,4
29 E33/M61 E-AAG / M-CTG 80 20 20,0
30 E33/M62 E-AAG / M-CTT 48 23 324
31 E36 / M47 E-ACC / M-CAA 77 21 21,4
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Tabela 10. Resultado do screening das combinacdes de primers EcoRI + Msel

para as linhagens genitoras Das21 e Das86

Numero  Cédigo Primer  Sequéncia Primers N° Amplif. N° Polim. % Polim.
32 E36 / M48 * E-ACC / M-CAC 45 14 23,7
33 E36/ M49 E-ACC / M-CAG 56 19 25,3
34 E36 / M50 E-ACC / M-CAT 71 16 18,4
35 E36 / M56 E-ACC/M-CGC 62 16 20,5
36 E36 / M58 E-ACC/ M-CGT 78 8 9,3
37 E36 / M59 E-ACC / M-CTA 84 30 26,3
38 E36 / M60 E-ACC/M-CTC 87 21 19,4
39 E36 / M61 E-ACC/ M-CTG 80 22 21,6
40 E36/M62 * E-ACC/M-CTT 48 18 27,3
41 E37 / M47 E-ACG / M-CAA 73 11 13,1
42 E37 / M48 E-ACG / M-CAC 46 10 17,8
43 E37 / M49 E-ACG / M-CAG 55 7 11,3
44 E37 /M50 * E-ACG / M-CAT 38 17 30,9
45 E37 / M56 E-ACG / M-CGC 42 15 26,3
46 E37 / M58 E-ACG / M-CGT 59 11 15,7
47 E37 / M59 E-ACG / M-CTA 56 12 17,6
48 E37 / M60 E-ACG / M-CTC 35 13 27,1
49 E37 / M61 E-ACG / M-CTG 47 12 20,3
50 E37 / M62 E-ACG/M-CTT NA NA -
51 E38/ M47 E-ACT / M-CAA 74 10 11,9
52 E38/M48 E-ACT / M-CAC 86 15 14,8
53 E38/M49 E-ACT / M-CAG 67 10 12,9
54 E38 / M50 E-ACT / M-CAT 77 16 17,2
55 E38/ M56 E-ACT / M-CGC 80 23 22,3
56 E38 /M58 E-ACT / M-CGT 40 8 16,7
57 E38 / M59 E-ACT / M-CTA 66 21 241
58 E38/ M60 E-ACT/M-CTC 74 13 14,9
59 E38/M61 E-ACT / M-CTG 66 13 16,4
60 E38/ M62 E-ACT/M-CTT 72 7 8,8
61 E39/ M47 E-AGA /| M-CAA 62 19 23,4
62 E39/M48 E-AGA / M-CAC 92 21 18,6
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Tabela 10. Resultado do screening das combinacdes de primers EcoRI + Msel

para as linhagens genitoras Das21 e Das86

Numero  Cédigo Primer  Sequéncia Primers N° Amplif. N° Polim. % Polim.
63 E39/M49 E-AGA / M-CAG NA NA -
64 E39 / M50 E-AGA /| M-CAT 81 16 16,5
65 E39/ M56 E-AGA/M-CGC 67 5 6,9
66 E39/M58 * E-AGA / M-CGT 34 13 27,6
67 E39/M59 * E-AGA / M-CTA 74 19 20,4
68 E39 / M60 E-AGA/M-CTC NA NA -
69 E39/M61 E-AGA / M-CTG 68 26 27,6
70 E39/M62 E-AGA/M-CTT 61 11 15,3
71 E40/ M47 E-AGC / M-CAA 49 12 19,7
72 E40/M48 E-AGC / M-CAC 45 9 16,7
73 E40 / M49 E-AGC / M-CAG 52 11 17,4
74 E40 / M50 E-AGC / M-CAT 45 13,4
75 E40 / M56 E-AGC / M-CGC 33 4 10,8
76 E40/ M58 E-AGC / M-CGT NA NA -
77 E40/ M59 * E-AGC / M-CTA 40 10 20,0
78 E40 / M60 E-AGC /M-CTC 55 14,1
79 E40/ M61 E-AGC/ M-CTG 50 15,2
80 E40/M62 * E-AGC / M-CTT 41 17 29,3
81 E41/M47 * E-AGG / M-CAA 53 8 13,1
82 E41/M48 * E-AGG / M-CAC 42 17 28,8
83 E41 / M49 E-AGG / M-CAG 33 10 23,2
84 E41 / M50 E-AGG / M-CAT 48 13 21,3
85 E41 / M56 E-AGG / M-CGC 23 20,7
86 E41 /M58 E-AGG / M-CGT 35 16,7
87 E41 / M59 E-AGG / M-CTA 30 23,1
88 E41/ M60 E-AGG / M-CTC 32 10 23,8
89 E41/M61 * E-AGG / M-CTG 41 19 31,7
90 E41/M62 E-AGG / M-CTT 42 16 27,6
91 E44 | M47 E-ACA / M-CAA 37 6 13,9
92 E44 / M48 * E-ACA / M-CAC 48 14 22,6
93 E44 | M49 E-ACA / M-CAG 35 7 16,7
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Tabela 10. Resultado do screening das combinacdes de primers EcoRI + Msel

para as linhagens genitoras Das21 e Das86

Numero  Cédigo Primer  Sequéncia Primers N° Amplif. N° Polim. % Polim.
94 E44 /| M50 * E-ACA / M-CAT 61 20 24,7
95 E44 | M56 E-ACA / M-CGC 30 5 14,3
96 E44 | M58 E-ACA / M-CGT 17 2 10,5
97 E44 | M59 E-ACA / M-CTA 36 14 28,0
98 E44 | M60 E-ACA/M-CTC 27 13 32,5
99 E44 | M61 E-ACA/M-CTG 29 17 36,9
100 E44 /| M62 * E-ACA/M-CTT 58 28 32,6
Total Locos 5458 1353 24,8

* combinacdes de primers EcoRI + Msel genotipados na populagéo

NA indica ndo amplificado
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Tabela 13. Distribuicdo dos locos marcadores AFLPs nos grupos de liga¢do do
mapa geneético para as 17 combinacdes de primers EcoRI + Msel

analisadas

Combinacao Cromossomo

EcoRl+Msel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 NC~

AAA/CTG 1 1 2 3
AAC/CTC 2 1 2 1 2 5
AAC/CTG 2 1 2 1 1 6
AAG / CTA 1 3 1 2 2 1 6
ACC/CAC 2 1 1 1 4
ACC/CTT 2 3 2 1 4 5
ACG / CAT 1 1 1 2 2 5
AGA/CGT 1 1 2
AGA /CTA 3 1 1 2 1 1 6
AGC/CTA 1 4
AGC/CTT 1 2 2 3 1 2 1 7
AGG / CAA 1 1
AGG /CAC 2 1 1 2 2 1 6
AGG/CTG 1 1 2 2 1 5
ACA/CAC 2 1 1 1 2 1 6
ACA/CAT 1 3 1 3 3 1 1 7
ACA/CTT 1 2 4 2 1 1 7

Comb./Crom. 6 9 9 13 7 5 11 7 9 9

* Nimero de cromossomos amostrados por combinacao de primers AFLPs
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