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RESUMO

Este trabalho objetivou identificar marcadores micros-
satélitesligados agenes deresisténciaaPuccinia polysora everificar
o efeito fenotipico destes nas varidveis monociclicas nimero e compri-
mento de lesdo. Foram utilizadas duas linhagens (Z-95 e Z-93)
contrastantes em niveis de resisténcia a doenga, o hibrido (Z-95 x Z-
93) e uma populagéo F, obtida da autofecundagéo deste. Esses
individuosforam fenotipados pararesisténciaadoencaem doisensaios
a campo e genotipados para 142 marcadores microssatélites. Para
agilizar a genotipagem, o método de andlise de segregantes agrupados
(ASA) foi utilizado. Marcadores potencialmente ligados a genes de
resisténcia identificados por este método foram utilizados para
genotipar 165 individuos segregantes e confirmar a existéncia de
ligac8o. Dois marcadores, Phi 65 e Phi 28, ambos no cromossomo 9,
mostraram-se significativamente associ ados (p<0,000001 e p<0,000078,

respectivamente) a um QRL (locos de resisténcia quantitaviva) a P,
polysora. A associagdo entre QRL e marcadores explicou,
respectivamente, 12,9% e5,10% davariacdo fenotipicapararesisténcia.
Em um terceiro ensaio em casa de vegetacdo, 94 plantas foram
inoculadas com suspensdo de ureddsporos e avaiadas 15 dias apés a
inocul agdo quanto ao nimero de lesdes e 0 comprimento de dez lesdes.
Estas plantas foram genotipadas com os marcadores Phi 65 e Phi 28.
Somente Phi 65 mostrou-se significativamente associado (P<
0,000032) aredugéo no nimero delesdes. Nenhum marcador mostrou
associagdo significativa com a variavel comprimento de lesdo. Por
estarem ligados a0 mesmo marcador, sugere-se que o QRL identificado
NoS ensaios a campo sgja 0 mesmo identificado em casa de vegetagéo.
Palavras-chave adicionais: Zea mays, genes de resisténcia,
mapeamento genético, ferrugem polissora, marcador molecular.

ABSTRACT
Mapping of resistance genes to Puccinia polysora in maize

The objectives of thisstudy wereto identify microsatellite
markers linked to resistance gene of resistance to Puccinia
polysora and to estimate the phenotypic effect of these genes on
two monocyclic variableslesion, number and length. Two inbreed
lines with different degrees of resistance (Z-95 and Z-93),
the hybrid (Z-95 X Z-93) and F, plants derived by selfing this
hybrid were phenotyped for disease resistance, in two field
trials and genotyped for 142 microsatellite markers using
bulked segregant analysis (BSA). The molecular markers
putatively linked to the disease resistance genes identified by
this method were used to genotype 165 segregant individuals
and to confirm linkage. Two markers, Phi 65 and Phi 28, both
located on chromosome nine, were significantly associated

(p<0.000001 and p<0.000078) with a QRL (quantitative
resistance loci) to P. polysora. The association explained 12.9
and 5.10% of the phenotypic variance in resistance for Phi 65
and Phi 28, respectively. In a third trial performed in the
greenhouse, 94 plants were inoculated with a uredospore
suspension and evaluated 15 days after inoculation for the total
number of lesions and the length of ten lesions. These plants
were genotyped with Phi 65 and Phi 28. Only Phi 65 showed a
significant association with lesions number (p<0.000032). No
marker showed significant association with lesion length. It is
suggested that the QRL identified in the field trials is the same
identified in the greenhouse experiment, since they are linked to
the same marker.

INTRODUCAO

A ferrugem de polissora, causada pelo fungo Puccinia
polysora Underw, foi, durante toda a década de 90, a doenca
foliar mais importante da cultura do milho. Relatos mostram
perdas de 45 - 50% sob condic¢des favoraveis (Rodrigues-

*Tese de mestrado do primeiro autor. ESAL Q, Piracicaba (2000).
**Bolsista Fapesp
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Arnon et al., 1980). No Brasil, estas perdas podem atingir
até 44,6% da producdo em hibridos suscetiveis (Pinho et al.,
1999a). No patossistema milho/P. polysora, héa relatos da
existénciade varios monogenes controlando resisténciaaeste
patogeno. Ullstrup (1977) demonstrou a existéncia de 11
monogenes de resisténcia, todos raga-especificos. Outro tipo
de resisténcia, chamada poligénica, oligogénica ou “slow-
rusting”, também foi relatada. Essa resisténcia tem como
caracteristica a reducéo da taxa da epidemia através da dimi-
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nui¢do do nimero e tamanho das lesBes, da diminui¢do da
producéo de uredésporos e do aumento do periodo delaténcia.
Isso faz com que a populacdo do patdégeno seja drasticamente
reduzida, diminuindo a quantidade de inéculo e conseqlien-
temente da doenca (Scott & Zummo, 1989; Holland et al.,
1998). Pinho et al. (1999b) demonstraram que algumas destas
caracteristicas possuem alta herdabilidade (cerca de 87%),
indicando que a selecdo pode ser altamente efetiva.

Marcadores moleculares vém contribuindo significa-
tivamente paraidentificar e caracterizar os ef eitos fenotipicos
de genes deresisténciaa pragas e doengas na culturado milho
(Simcox & Bennetzen, 1993; L Ubberstedt ez al., 1998; Kerns
et al. 1999). Vérios sdo os marcadores moleculares usados
em estudos de mapeamento, destacando-se entre eles os
microssatélites (Yu et al., 1994; Chin et al., 1996). Micros-
satélites sdo sequiéncias de dois a seis nucleotideos repetidas
em tandem, altamente polimoérficas, codominantes e
flanqueadas por regides conservadas e ndo repetidas de DNA.
Em adico aisto, essas seqliéncias sdo distribuidas de maneira
aleatéria em genomas de organismos eucariotos (Hearne et
al., 1992). Tomadas em conjunto essas qualidades favorecem
a utilizacdo desses marcadores em estudos de mapeamento.

Para facilitar e agilizar o mapeamento de genes com
marcadores, Michelmore et al. (1991) propuseram o uso da
anélise dos segregantes agrupados (ASA). Essa técnica
consiste em comparar duas amostras de DNA obtidas a partir
do agrupamento do é&cido nucléico de individuos
fenotipicamente extremos de uma popul agdo segregante. Esses
agrupamentos devem conter quantidades iguais de DNA de
individuos semelhantes para um dado fenétipo. Os
agrupamentos simulam linhagens quase-isogénicas, pois
teoricamente diferem entre s somente em regides genémicas
ligadas a genes que controlam a caracteristica fenotipica
inicialmente utilizada para selecionar plantas extremas e
compor 0s agrupamentos. Assim, ao genotipar 0s agrupa-
mentos com marcadores distribuidos pelo genoma, somente
agueles ligados aos genes acima mencionados revelaréo
polimorfismos entre os agrupamentos. Os autores defendem
aaplicacdo do método por ele promover umarapidacobertura
do genoma, sendo eficiente na localizagdo de marcadores
ligados a genes de interesse. Outra vantagem do método é
proporcionar uma economia em reagentes, pois agrupa-se em
apenas duas amostras de DNA os individuos utilizados no
estudo. H& varios relatos na literatura que comprovam a
utilidade destatécnicaparalocalizagdo de genesderesisténcia.
Kessdli et al. (1993) utilizaram o método com sucesso para
identificar marcadores RAPD ligados a genes de resisténcia
a Plasmopara lactucae-radicis Stanghellini & Gilbertson,
em alface (Lactuca sativa L.). Chagué et al. (1996) utilizaram
ASA paraidentificar quatro marcadores RAPD ligados aum
gene de resisténcia ao virus Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) em tomate (Lycopersicon esculentum Mill.).

Este trabalho visou identificar marcadores micros-
satélites ligados a QRLSs - locos de resisténcia quantitativa
(Young, 1996) - aferrugem polissora, em uma populagéo F,
de milho e verificar se 0s QRLs encontrados exercem algum
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efeito fenotipico nasvaridveis monociclicastamanho e nimero
de lesfo.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os gendtipos utilizados neste estudo pertencem ao
programa de melhoramento da Empresa Brasileira de
Sementes (EBS) Ltda./Dow Agrosciences e constaram de duas
linhagens (Z-93 e Z-95) em avancado grau de endogamia, 0
hibrido (Z-95 x Z-93) e plantas F, provenientes da
autofecundac@o deste hibrido. A linhagem Z-93 é uma
linhagem superprecoce de gréo dentado amarelo, oriunda de
materiais temperados derivados do sintético lowa Stiff Stalk
Synthetic. Essa fonte genética é largamente utilizada em
programas de melhoramento dos Estados Unidos, Europa e
Argentina. Por sua vez, Z-95 é uma linhagem precoce de
grdo laranja, oriunda de um sintético proveniente de gendtipos
tropicais flints de coloracdo laranja. Em avaliacdes
preliminares realizadas pela empresa, Z-93 comportou-se
como linhagem suscetivel a P. polysora, obtendo nota sete
em uma escala de notas variando de um a nove (Agroceres,
1996), ao passo que Z-95 comportou-se como resistente,
obtendo notatrés, o que caracterizaresisténciado tipo parcial.

Ensaios em campo

Dois ensaios foram conduzidos no campo da estacéo
experimental da companhia EBS Ltda./Dow Agrosciences,
na cidade de Cravinhos (SP), no periodo dejaneiro amaio de
1998 e janeiro a maio de 1999. Os experimentos receberam
bordaduras com um hibrido altamente suscetivel que foi
plantado 30 dias antes da instalac&o do ensaio. Para garantir
a presenca do indculo, as bordaduras foram inoculadas com
ureddsporos provenientes de campos infestados.

Ensaio de 1998: Neste experimento, a parcela experimental
foi constituida de uma linha de 5 m com cinco plantas/m
para as linhagens Z-93, Z-95 e o hibrido (F,), e quatro linhas,
de mesmo comprimento, paraa geragéo F,. Foram realizadas
trés repeticoes, totalizando 300 plantas F, e 75 plantas para
0s demais tratamentos. Este primeiro experimento foi
utilizado para a selegdo de plantas pertencentes aos extremos
de resisténcia e suscetibilidade que compuseram os dois
agrupamentos utilizados no estudo de genotipagem através
do método de andlise dos segregantes agrupados (ASA). Dez
plantas de cada extremo foram selecionadas e genotipadas
com marcadores microssatélites como descrito adiante.

Ensaio de 1999: Neste segundo experimento, a parcela
experimental foi composta por uma linha de 5 m com cinco
plantas/m para cada linhagem e hibrido e oito linhas, de
mesmo comprimento, para a populagéo F,. Este segundo
experimento foi utilizado para a confirmagdo da possivel
ligacdo entre marcadores e QRLs identificada a partir da
genotipagem dos segregantes agrupados (ASA), bem como
para estimar a magnitude dos efeitos fenotipicos da ligagdo
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entre o(s) marcador(es) e 0 QRL. Das 200 plantas F, iniciais,
165 foram genotipadas com marcadores mi crossatélites como
descrito adiante.

Avaliacio da doen¢a: Em ambos experimentos, a severidade
da doenca foi avaliada no estadio fenoldgico seis, que
corresponde ao estadio de gréos leitosos, segundo Fancelli
(1986). A severidade médiado tecido foliar daplantainteira
foi avaliada através de escaladiagramética (Agroceres, 1996;
Pinho et al., 19994a). Essa escala possui uma diagramacdo
de plantas inteiras apresentando notas de severidade que
variam de um (0% de tecido atacado) a nove (75% de tecido
atacado).

Efeito fenotipico da associacdo marcador-QRL nas
variaveis monociclicas nimero e comprimento de lesiao

Este experimento foi realizado paraverificar osefeitos
da associacdo marcador-QRL nas variaveis monociclicas
comprimento e nimero de lesdo. O ensaio foi conduzido em
casa de vegetacdo do campo experimental do Departamento
de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
ESALQ-USP. Foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com sete plantas para cada linhagem
parental e hibrido e 94 plantas paraapopulagéo F,. A unidade
experimental foi constituida de vasos com capacidade para 5
kg de solo contendo uma planta cada, espacados de 50 cm. A
adubacéo no plantio foi de aproximadamente 1,2 g de
nitrogénio, 4,2 g de fosforo e 2,4 g de potéssio por vaso. A
adubacdo de cobertura foi realizada aos 15 dias ap0s a
emergéncia, aplicando-se 2 g de sulfato de amoénia/vaso. A
inoculacéo foi realizada quando as plantas apresentavam cinco
a sais folhas. Cada cartucho recebeu 1 ml de suspensdo de
inéculo contendo 2 x 10* uredosporos/ml de agua. Essa
inoculagdo foi realizada ao final datarde, dispensando assim
0 uso de cAmara Umida. Esses uredésporos foram coletados
em plantas cultivadas em casa de vegetacéo.

A avaliaco foi realizadaaos 15 dias ap6s ainocul agéo.
Nestaavaliacdo foi utilizadaumafolhapor planta, exatamente
aguela que recebeu a suspensdo de esporos. Foram mensura:
dos, com o auxilio de um microscopi o estereoscopico (aumento
de 20 x), o nimero total de lesdes por folha e o comprimento
de dez lesdes por folha. ApGs a coleta dos dados, estes foram
submetidos a andlise de variancia e a comparagdes multiplas
demédias pelo Testede Tukey. Estas andlisesforam feitas com
o0 auxilio do programa Statistica versao 5.0 (StatSoft, EUA).

Genotipagem com marcadores microssatélites

O DNA de todas as plantas foi extraido conforme
metodol ogiadescritapor Hoisington et al. (1994), modificado
paratubos de 1,5 ml, utilizando 200 ng de material vegetal e
600 m de tamp&o de extragdo 1% CTAB (70 mM de NaCl; 50
nM de EDTA pH 8.0; 100 mM Tris-HCI pH 7,5; 1% p/v de
CTAB e 140 nM de b-mercapto-etanol), com duas lavagens
suscessivas de CIA (24/1 cloroférmio/alcool isoamilico). Os
segregantes agrupados foram genotipados para 142 locos
microssatélites (Research Genetics) utilizando-se primers
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especificos para cadaloco. Asreagdes de amplificacéo foram
feitas em volume final de 30 i, contendo 30 ng de DNA
molde, 0,65 unidade de 7ag DNApolimerase (Promega), 1x
tampé&o da Tag, 100 mM de cadaDNTR, 0,125 nM deprimer
anverso, 0,125 nM de primer reverso, 2,5 nM de MgCl, e
agua Milli Q autoclavada para completar o volume. Os
programas de amplificagdes foram extraidos de Ogliari et al.
(2000). Apds a amplificacdo, cada amostra recebeu 4 ni de
tampéo de carregamento e os fragmentos amplificados foram
resolvidos por eletroforese em gel de agarose (Promega) 3%
em tampéo TBE 1x, por aproximadamente 3 h, a100 V. Logo
apos a eetroforese, os géis foram corados com solucdo de
brometo de etideo (5 ng/ml de &gua destilada) e fotografados
em processador de imagem ImageMastera VDS (Amersham
Pharmacia Biotech).

As plantas do segundo experimento foram genotipadas
com o0s marcadores que se mostraram potencia mente ligados
no estudo de ASA. Num primeiro instante, apenas 73 dos
165 individuos do segundo ensaio a campo foram utilizados.
Estes representaram os individuos mais extremos da popu-
lac8o em termos de resisténcia e suscetibilidade. Os demais
individuos dapopulagéo (92), por suavez, foram genotipados
somente com aguel es marcadores que se mostraram ligados
aos genes de interesse na genotipagem realizada com os 73
individuos extremos.

Finalmente, para verificar se 0s genes mapeados nos
estudos em campo possuiam algum efeito fenotipico nas
varidveis monociclicas nimero total de lesdes e comprimento
de lesdo, os 94 individuos F, avaliados em casa de vegetacdo
foram genotipados somente com os marcadores significa-
tivamente associados com aresisténciaidentificados nadltima
genotipagem descrita acima.

Analises estatisticas

Analises estatisticas para verificagdo de ligagdo entre
locos marcadores e genes de resisténciaa P. polysora foram
realizadas por meio de andlise de variancia, onde genétipos
marcadores para cada loco marcador foram considerados
varidveis independentes e a severidade da doenca, varivel
dependente (Edwards et al., 1987). Testes de regressdo linear
foram utilizados para estimar as magnitudes das variancias
fenotipicas para resisténcia explicadas pelas associagdes
genes-marcadores (R?). Para verificar o efeito fenotipico do
QRL nas variaveis monociclicas foram realizados os mesmos
testes estatisticos, sendo que naandlise de varianciae no teste
de regressao linear, gendtipos marcadores foram as variaveis
independentes e niimero de lesBes ou comprimento de lesdo
foram as varidveis dependentes. As analises foram feitas com
auxilio do programa Statistica versdo 5.0 (StatSoft, EUA).

RESULTADOS
As médias de severidade da doenca nas linhagens
genitorasforam significativamente (p<0,05) contrastantes nos

dois experimentos, ao passo que a severidade médiadadoenca
na populagéo F, foi intermediaria, porém igua mente distinta
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das médias dos genitores (Tabela 1). A distribuicdo da
severidade da doenca na populagéo F, foi, para os dois
experimentos, continua, indicando que mais de um gene pode
estar agindo no fendtipo resisténcia (Figura 1).

Para o experimento em casa de vegetacdo, houve
diferenca significativa entre os tratamentos Z-95, Z-93 e F,
(p<0,05) para a varidvel nUmero de lesdo. Para a variavel
comprimento de lesdo ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre Z-95 e Z-93, havendo contudo diferencadestes
para o hibrido (F)) (Tabela 1). A exemplo dos ensaios em
campo, a distribuicao fenotipica da populagéo F, para ambas
varidveis foi continua (Figura 2).

Analise de segregantes agrupados

Dos 142 locos marcadores testados, 98 mostraram-se
ndo informativos, ou seja, ndo revelaram polimorfismos entre
as linhagens genitoras. Dos 44 locos informativos, sete
revelaram polimorfismo entre os segregantes agrupados (Phi
64, Bngl 125, MagO1F03, Phi 73, Bngl 589, Bngl 240, Phi
65), demonstrando potencia de estarem ligados a QRL a P,
polysora (Figura 3).

Ligacao entre locos marcadores e 0 QRL

Paraverificar aligacdo entre os marcadores candidatos
(identificados na andlise dos segregantes agrupados) e QRLs
a P. polysora, 0s mesmos foram utilizados para genotipar
individuos da popul agéo segregante avaliados no experimento
de 1999. Iniciamente, somente as 73 plantas extremas em
resisténcia/suscetibilidade foram testadas. Essaprimeiraetapa
permitiu eliminar marcadores fal sos positivos economizando
tempo e reagentes, ja que somente parte da populagéo foi
genotipada. Por marcador falso positivo entende-se aguele
gue revela polimorfismo entre os agrupamentos mas que, na
verdade, ndo esta ligado a nenhum gene de interesse. Podem
ser fruto de interpretacdo errbnea de géis, artefatos dareacdo
de PCR ou ainda podem ocorrer ao se utilizar uma pequena
quantidade de plantas para a composi¢éo dos agrupamentos,
onde o gendtipo das poucas plantas amostradas pode néo

TABELA 1 - Severidade média de ataque de Puccinia
polysora nas linhagens de milho (Zea mays)
7-93, 7-95 ¢ F, nos dois ensaios a campo e
médias do niimero de lesdes e comprimento
de dez lesdes por folha, avaliadas em casa
de vegetacio. (Tukey a 5% de probabi-

lidade)
. * Ensaio em
Ensaio a campo s X
casa de vegetacio
Gendtipo  Severidade Severidade  \, .~ Comprimento
Média Média de lesdes Médio de
(ensaio 97/98) (ensaio 98/99) lesdo (mm)
Z-95 33 a 242 a 47,83a 0,75a
F 45 b 421b 712a 0,87b
Z-93 77 ¢ 6,30 ¢ 135b 0,74 a

* Meédias nas colunas seguidas de mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey
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FIG. 1 - Distribuicao fenotipica de notas de severidade da
ferrugem de polissora do milho (Zea mays) na
populacio F, no estadio fenoldgico seis, aproxima-
damente 80 dias apés o plantio, nos ensaios de a)
1997 e b) 1998. Z-95, F1 e Z-93 representam as
médias destes tratamentos.

retratar o estado genotipico da populagdo naquele loco. Além
dos sete marcadores potencialmente ligados ao QRL, outros
15 (Bngl 381, Bngl 108, MagEQ5, Phi 29, Phi 79, Bngl 278,

F
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FIG. 2 - Distribuicio de plantas de milho (Zea mays) da
populacido F, para as a) varidveis nimero de
lesdes/folha e b) média do comprimento de 10
lesdes/folha (mm).
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FIG. 3 - Exemplo de marcadores microssatélites (1) nao informativo — Bngl 180, (2) informativo,
mas nio ligado — Bngl 278 (ndo ha polimorfismo entre os agrupamentos, embora haja
entre linhagens genitoras) e (3) informativo potencialmente ligado ao QRL de interesse
— Bngl 589 (polimorfismo entre linhagens genitoras e entre agrupamentos). Na figura,
PR representa o genitor resistente, PS o genitor suscetivel, H o hibrido, BR o
agrupamento de plantas resistente e BS o agrupamento de plantas suscetivel.

Bngl 657, Phi 82, Phi 115, Phi 15, Phi 33, Phi 28, Bngl 430,
Phi 59, MacTo2B10) também foram testados por estarem
localizados préximos agueles primeiros, conforme mapa
genético consenso do milho disponivel em http://
Www.agron.missouri.edu.

Dos 22 locos marcadores analisados, dois (Phi 65 e
Phi 28) mostraram associagdo significativa (p<0,000001 e
p<0,000078, respectivamente) com resisténciaa P. polysora.
Esses marcadores est8o localizados no cromossomo 9 nas
posicles 03 e 01. Para estes marcadores, 0 restante da popu-
lacdo segregante (107 individuos) também foi genotipada e o
teste de regressgo linear foi aplicado para verificar a magni-
tude do efeito fenotipico da ligagdo entre marcador/QRL. A
associagdo entre o loco marcador Phi 65 e 0 QRL explicou
12,9% davariacdo fenotipica pararesisténciaverificada entre
as plantas F,, a0 passo que a associagdo com Phi 28 explicou
5,10% (Tabela 2).

Para a associagdo Phi 65/QRL, a severidade média
para a classe genotipica homozigota para aelos do genitor
resistente foi de 4,45, enquanto que aguela homozigota para
alelosdo genitor suscetivel foi de 6,0 (Tabela2). Paraaclasse
heterozigota, a média foi de 4,68, ndo diferindo estatistica-
mente da primeira classe. Assim, o alelo do genitor resistente
contribuiu em 22% na reducdo da severidade da doenca
guando em heterozigose no loco em questdo. Quando em
homozigose, adiminui¢do foi de 25%. Naassociagéo Phi 28/
QRL, a severidade média da classe homozigota para alelos
do genitor resistente foi de 3,79, a0 passo que para a classe
homozigota para aelos do genitor suscetivel foi de 4,91, o
gue representa uma diferenca de 23% de severidade. A classe
heterozigota obteve média de severidade 5,07, néo diferindo
estatisticamente da classe homozigota para alelos do pai
suscetivel.
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Efeito do QRL identificado no cromossomo 9 nas variaveis
monociclicas comprimento e nimero de lesdes

Todas as 94 plantas F, avaliadas em casa de vegetacéo
guanto &s varidveis comprimento e nimero de lesdes foram
genotipadas com os marcadores Phi 65 e Phi 28, ligados ao
QRL a P. polysora. Somente Phi 65 mostrou-se estatis-
ticamente associado (p<0,000032) & caracteristica nimero
delesBes/folha. A associacdo entre este marcador e avariavel
explicou 19,54% (R?) davariagdo em nimero delesdes[CV %
= 6,2% para dados transformados com Log(x +1)], observada
entre classes genotipicas. O nimero médio de lesbes foi de
145 para individuos homozigotos para alelos do genitor
suscetivel e de 63 para homozigotos para alelos do genitor
resistente. Quando o gendtipo recebeu um alelo de cada
genitor, 0 nimero médio de lesdes foi de 83, ndo diferindo
estatisticamente dos individuos homozigotos para alelos do

TABELA 2 - Locos marcadores associados a resisténcia a
ferrugem polissora de milho (Zea mays)
avaliada em campo

. Média de 2 J N de
Marcador Localizacao . »p R P individuos
severidade .
genotipados
s 491b
Phi 28 9.01 r 3,79a 510 <0,000078 157
h 507b
S 6,0a
Phi 65 9.03 r 445b 12,90 <0,000001 149
h 4,68b

2Posi ¢&o dos | ocos microssatélites no mapagenético consensual de milho.

M édia de severidade para cada classe genotipica, onder = individuos homozigotos para
aelosmarcadoresdo pai resistente, s= individuos homozigotos paraaelosdo pai susce-
tivel e h = heterozigotos. Dentro de cadaloco marcador, médias na coluna seguidas de
mesmaletrando diferem ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

¢ porcentagem da variagdo fenotipica da resisténcia a Puccinia polysora explicada pela
associacao do loco marcador e 0 gene, estimada por regressao linear

9nivel de probabilidade daandise devariancia
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pai resistente. Nenhum dos dois marcadores mostrou-se
associado a caracteristica comprimento de lesdo.

DISCUSSAO

O problemadaintrogressao de poligenes em programas
de melhoramento vegetal esta na dificul dade de manipulagdo
destes genes, em razdo de sua baixa expressdo fenotipica. A
utilizacdo de marcadores moleculares ligados a estes genes,
por outro lado, permite que estes possam ser manipulados
indiretamente, 0 que compreende a esséncia da selecéo
assistida por marcadores (Dudley, 1993)

Neste trabalho, foi identificada uma regido genémica
no cromossomo 9 associadaaresisténciaaferrugem polissora
por meio de sua ligag8o a dois marcadores microssatélites.
Microssatélites ainda sdo marcadores de recente aplicacdo
em estudos de mapeamento de genes de interesse, especifi-
camente de genes de resisténcia. Este trabalho representa um
primeiro relato da utilizacdo destes marcadores para tal
finalidade em milho. Microssatélites sdo descritos naliteratura
como marcadores altamente polimorficos. Embora isso sgja
comprovado em muitos trabalhos (Yu et al., 1994; Chin et
al. 1996: Senior et al. 1996), tal tendéncia ndo foi verificada
neste estudo. Apenas 31% dos locos marcadores testados
revelaram diferencas alélicas entre as linhagens genitoras.
Esse fato pode ter ocorrido devido a proximidade genética
daslinhagens genitoras, embora esta explicacéo sejadesfavo-
recida pelo fato das linhagens provirem de backgrounds
genéticos distintos, a julgar pelos seus pedigrees. Uma
segundaexplicagdo poderiaser autilizagdo de géisde agarose
na resolucéo dos fragmentos microssatélites. Trabalhos
envolvendo estudos de diversidade genética (Powdll et al.,
1996; Chin et al. 1996) indicam géis de poliacrilamida como
0 polimero ideal para a melhor resolucéo dos fragmentos
amplificados por estetipo de marcador. No presente trabal ho,
no entanto, optou-se pelo uso de agarose de ata resolugéo
(Promega), a exemplo de Ogliari et al. (2000), devido a
praticidade e ao baixo custo. 1sso pode ter contribuido para
gue polimorfismos de poucos pares de base ndo fossem
detectados. Uma Ultima explicacdo seria o fato de que os
proprios marcadores microssatélites podem nao ser tdo
polimarificos quanto se supde, pelo menos entre as linhagens
cultivadas de milho.

O estudo de ASA identificou a associagcdo entre o
marcador Phi 65 (posi¢do 03 do cromossomo 9) eum QRL a
P. polysora. A genotipagem da popul agdo extremaidentificou
mais um marcador (Phi 28) associado a resisténcia a P.
polysora, na posicdo 01 do mesmo cromossomo. 1sso pode
ser um indicativo de que os dois marcadores estdo ligados a
um tnico QRL e que Phi 28 esta mais distante deste, ajulgar
pelo seu baixo valor de R? (5,10%). Holland et al. (1998),
utilizando a genotipagem de familias F, localizaram
marcadores ligados a dois genes de resisténcia quantitativa a
esta doenca nos cromossomos 3 e 4, explicando cada
associ agdo (gene/marcador) 13 e 15% daexpressdo fenotipica,
valores préximos ao relatado neste estudo, no caso do
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marcador Phi 65. Marcadores RFL Pforam testados em regides
dos cromossomos 3, 4 e 10, que sabidamente contém genes
conhecidos de resisténcia a ferrugem comum. No entanto,
estes autores genotiparam todas as familias utilizadas no
estudo aém de terem avaliado progénies F,, 0 que permite
repetibilidade de gendtipos em locos marcadores e melhor
avaliagdo fenotipica. Estas abordagens sdo mais eficientes
para detectar associagdes entre QRL e marcadores do que o
método ASA, o que pode explicar o fato de Holland et al.
(1998) terem relatado um nimero maior de QRLS.

Genes deresisténciaaferrugem comum (Puccina sorghi
Schw.) e carvdo [Ustilago maydis (D.C.) Cda] j& foram
localizados nesta regi&o cromossdmica (Kerns et al., 1999).
Assim, esta regido parece abrigar um agrupamento de genes
deresisténcia a, pelo menos, trés patdgenos. A ocorrénciade
agrupamentos de genes de resisténciajafoi descritaem milho
€ em outras espécies vegetais. Ullstrup (1977) descreveu um
agrupamento génico no cromossomo 10 contendo varios genes
de resisténcia as ferrugens comum (P. sorghi) e polissora (P,
polysora). McMullen & Simcox (1995) descreveram uma
familia génica no cromossomo 3 controlando resisténcia ao
virus do mosaico do milho e aferrugem comum (P. sorghi).

No presente trabalho, detectou-se, através do estudo
realizado em casa de vegetacdo, diferencas significativasentre
gendtipos para o marcador Phi 65 com relagdo ao nimero de
lesBesfoliares. Destaforma, sugere-se que 0 QRL identificado
Nnos ensaios em campo exerca um efeito fenotipico nesta
importante varidvel monociclica. Assim, levando-se em conta
gue uma redugdo no nimero de lesdo igualmente acarreta
uma diminuic¢do da taxa de progresso da doenca (Bergamin
Filho & Amorim, 1996), o QRL aqui descrito pode ser
classificado como do tipo slow rusting segundo Scott &
Zummo (1989). Esses genes sdo desgjaveis do ponto de vista
do melhoramento por serem mais estéveis frente a variagdes
genéticas do patdgeno. No entanto, por terem baixaexpressao
fenotipica, o piramidamento de vérios destes genes em um
unico genctipo, com o auxilio de marcadores moleculares,
surge como uma propostainteressante naobtencgéo de hibridos
com altos e duréveis niveis de resisténcia a este patdgeno.
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