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RESUMO

KAEFER, Kaian, A. C. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de 2017.
Caracterizacdo de linhagens, mapeamento por associagcdo e controle genético
para resisténcia as doencas foliares em milho no oeste do Parand. Orientador:

Adilson Ricken Schuelter.

Os objetivos do trabalho foram caracterizar linhagens de milho comum para
resisténcia as principais doencas foliares e sugerir cruzamentos com base na
diversidade genética detectada em marcadores SNP, além de mapear regides
gendmicas e estudar o controle genético envolvido nas resisténcias a mancha branca
(MB) e a helmintosporiose (HT). Para a caracterizacdo das 72 linhagens, o
experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados com trés
repeticdbes. Os valores genotipicos para as principais doencas foram preditos
empregando-se o procedimento REML/BLUP. Para a diversidade genética, as 72
linhagens foram genotipadas com marcadores SNP empregando-se a Plataforma
650K (Affymetrix®), sendo quantificada utilizando-se os métodos de Tocher e UPGMA.
Para o0 mapeamento por associacao, as 72 linhagens genotipadas com marcadores
SNP foram associados aos valores genotipicos da MB e HT, utilizando o modelo linear
misto (MLM). Para o estudo do controle genético, o experimento foi conduzido no ano
de 2016 e foi composto por blocos casualizados com trés repeticdes, sendo as
estimativas genotipicas baseadas na analise das varidncias das geracfes
segregantes e ndo segregantes. De acordo com o0s resultados, detectou-se a
existéncia de variabilidade genética entre as linhagens de milho e deste modo, com
os dados das distancias por meio dos marcadores moleculares é possivel orientar
com maior precisdo 0s cruzamentos, visando obter gendtipos mais resistentes as
principais doencas foliares. O emprego do mapeamento por associagao pode ser uma
estratégia eficiente na selecdo de gendtipos resistentes a MB e a HT, sem a
necessidade de cruzamentos. Com os estudos de controle genético, herancgas do tipo
guantitativa aliadas com as altas herdabilidades restritas de MB e HT, permitem boa

eficiéncia na selecdo e ganhos de selecéo satisfatorios.

Palavras-chave: Zea mays, diversidade genética, resisténcia genética, desequilibrio
de ligagao.



ABSTRACT

KAEFER, Kaian, A. C. Universidade Estadual do Oeste do Parana, February, 2017.
Characterization of lineages, association mapping and genetic control for
resistance to leaf diseases in maize in western Paran&. Academic Advisor: Adilson

Ricken Schuelter.

The work aimed to characterize common corn strains for resistance to main leaf
diseases and to suggest crosses based on the genetic diversity detected in SNP
markers, besides to identify genomic regions and to study of control involved in the
resistance of white leaf spot (WLS) and northern leaf blight (NLB). For genetic diversity,
the 72 maize lines were genotyped with SNP markers using the 650K Platform
(Affymetrix®) and quantified using the Tocher and UPGMA methods. For the
characterization, the experiment was conducted in a randomized complete block
design with three repetitions. The genotypic values of the main diseases were
predicted using by the procedure of REML / BLUP. For association mapping, 72 maize
lines genotyped for SNP markers were associated with genotypic values of WLS and
NLB. For the study of genetic control, the experiment was conducted in the agricultural
year 2016 and it was composed of a randomized block design with three replications,
being estimates based on the analysis of the variances of the segregating and non-
segregating generations. According to the results, the existence of genetic variability
was detected among maize lines and this way, with the data of the distances through
the molecular markers, it is possible to orient the crosses accurately, aiming at
genetically resistant genotypes to the foliar diseases. The use of association mapping
may be an efficient strategy in the selection of WLS and NLB resistant genotypes,
without the need for crosses. With genetic control studies, inheritances of the
guantitative type allied with the high restricted heritabilities of WLS and NLB, allow

good selection efficiency and satisfactory selection gains.

Keywords: Zea mays, genetic diversity, genetic resistance, linkage disequilibrium.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

O melhoramento de plantas nasceu com o inicio da agricultura h& cerca de
10.000 anos, sendo definido como “a ciéncia e a arte de modificar as plantas em
beneficio humano” (BOREM; MIRANDA, 2013). O componente “arte” predominou por
muito tempo garantindo a sobrevivéncia humana, em virtude da domesticacdo das
plantas, ou seja, da capacidade humana em observar e selecionar plantas quanto a
cor, forma, tamanho, textura, sabor e a producdo de gréos, frutos, folhas, caules,
raizes e rizomas (VIEIRA, 2010). A partir do século XIX, o componente “ciéncia”
ganhou maior importancia com as “redescobertas” dos trabalhos de Darwin, Mendel e
Fischer, possibilitando avan¢os no melhoramento de plantas, tal como para a cultura
do milho (MACHADO, 2014).

O milho (Zea mays L.) € uma planta herbacea anual, mondica diclina, pertence
a familia Poaceae. Atualmente, é cultivado em diversas regiées do mundo, fornecendo
produtos largamente utilizados para a alimentacdo humana, animal e matérias-primas
para a industria (BOREM; MIRANDA, 2013). De acordo com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA), estima-se que a producao mundial deva
ultrapassar 1,0 bilhdo de toneladas na safra 2016/2017, sendo 83,8 milhdes destas
produzidas pelo Brasil (CONAB, 2017). Muito embora a grande importancia
socioecondmica do milho implique na realizacdo de pesquisas nos mais diversos
campos da ciéncia, um dos fatores que mais contribuem com a reducdo de sua
produtividade sao as doencas (CASELA, 2006).

Diversas doencas foliares afetam a cultura do milho, dentre elas a mancha
branca, a helmintosporiose, a cercosporiose e a ferrugem polissora sao
reconhecidamente importantes, tanto pelos danos significativos ao rendimento e a
gualidade dos grédos, quanto pela sua ampla distribuicdo geografica no mundo
(COSTA et al., 2009). No Brasil, estas doencas tém aumentado suas frequéncias
devido as condi¢cdes ambientais favoraveis e ao incremento de inoculo, advindas
principalmente das mudancas nos sistemas de producao (VIEIRA et al., 2009a).

Nos programas de melhoramento de milho, a resisténcia as doencas € um dos
principais objetivos do melhoramento, devido a sua contribuicdo ser relativamente
expressiva (NIKS; LINDHOUT, 2004). Isto porque o desenvolvimento de cultivares

resistentes € o método mais racional e pratico que existe, em virtude da reducéo de
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custos de producdo e menor agressao ao meio ambiente e ao agricultor (VIEIRA et
al., 2009b).

Os trabalhos de introducg&o de resisténcia em germoplasma suscetivel sdo mais
eficientes quando baseados em estudos preliminares de identificacdo de genitores
promissores, de estimacdo de parametros genéticos e de determinacdo dos efeitos
génicos (VIEIRA, 2010). Segundo estudos de heranca genética, a maioria das
doencas foliares sdo descritas como monogénicas ou qualitativas, porém existem
algumas que podem ser caracterizadas como poligénicas ou quantitativas (OGLIARI
et al., 2007). O estudo do modo de heranca de um carater permite melhor direcionar
e maximizar a exploracao da variabilidade genética (SILVA et al., 2001).

Recentemente, vém sendo desenvolvidos trabalhos de mapeamentos por
associacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) de reacdo de resisténcia, auxiliados
pelos marcadores moleculares SNPs, para complementar os estudos sobre heranca
genética com mapas mais saturados (MOREIRA et al.,, 2009). Os trabalhos com
mapeamentos por associacdo sO6 foram possiveis com as tecnologias de
sequenciamento em altissima escala, disponibilizando um grande nimero de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism), possibilitando a construcdo de plataformas para
genotipagem simultanea de milhares de marcadores a custos reduzidos
(GUIMARAES et al., 2009a).

Diante do exposto, 0s objetivos do trabalho foram: (i) caracterizar linhagens de
milho comum para resisténcia as principais doencas foliares e sugerir cruzamentos
com base na diversidade genética detectada em marcadores SNP; (ii) mapear regides
gendmicas e estudar o controle genético envolvido na resisténcia a mancha branca;
(iif) mapear regidées gendmicas e estudar o controle genético envolvido na resisténcia

a helmintosporiose.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € uma planta herbacea anual, mondica diclina, que
pertence a familia Gramineae, subfamilia Panicoideae, tribo Maydeae (VIEIRA, 2010).
Seu centro de diversidade genética concentra-se no continente americano,
principalmente Américas Latina e Central, tendo origem da domesticag&o do teosinto
(Euchlaena mexicana). E um cereal que vem sendo cultivado ha pelo menos 5.000
anos, sendo considerado uma das culturas mais antigas do mundo (BOREM;
MIRANDA, 2013).

Atualmente, o milho é cultivado em diversas regiées do mundo, fornecendo
produtos largamente utilizados para a alimentacdo humana, animal e matérias-primas
para a industria (BOREM; MIRANDA, 2013). Em algumas regides do mundo, o milho
€ extensivamente consumido in natura, como exclusiva fonte energética na
alimentacdo humana. O milho pode ser destinado para as industrias de xarope de
glucose, corantes caramelo, maltodextrinas, amidos alimenticios, amidos industriais,
dextrinas, pré-gelatinizados e adesivos. Porém, a maior demanda da producéo
destina-se a utilizacdo de forma indireta, ou seja, a suplementacéo da nutricdo animal,
principalmente de aves e suinos (DUARTE et al., 2006).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, superado apenas pelos
Estados Unidos e China. Em quantidade, o milho é a terceira commodity mais
produzida no pais, com aproximadamente 76 milhées de toneladas cultivadas em 15,7
milhdes de hectares, na safra de 2015/16 (CONAB, 2016). A producéo nacional de
milho esta distribuida nas regiées Centro-oeste, Sul e Sudeste, com 45,3%, 29,1% e
13%, respectivamente. Os principais estados produtores, Mato Grosso, Parana, Mato
Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, correspondem
a 87,5% da producao nacional (MAPA/AGE, 2015).

As projecbes de producdo de milho no Brasil indicam um aumento de 18,5
milhdes de toneladas quando se compara a safra 2015/16 com 2025/26. Em
2024/2025, as estimativas indicam uma producéo de 94,7 milhdes de toneladas e um
consumo de 70 milhdes de toneladas. Cerca de 74,5% da produgédo de milho sera
destinada ao mercado interno para atender o consumo humano, bem como para

fabricacdo de racdo animal, principalmente para aves e suinos. Com relacdo a
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exportacdo, as projecdes indicam que no Brasil ocorrera um aumento de 52,4%,
sendo que isso somente sera possivel se houver aumento em produtividade, enquanto
a area plantada apenas 4,4% (MAPA/AGE, 2016).

Muito embora a relevancia socioeconémica do milho implique na realizacao de
pesquisas nos mais diversos campos da ciéncia, um dos fatores que mais contribuem
com a reducgéo de sua produtividade sdo as doencas. De modo geral, estas doencas
tém aumentado de importancia nas regides produtoras do Brasil, sobretudo pela maior
intensidade associada ao aumento de inoculo, a escolha da cultivar e as condi¢cdes
climaticas favoraveis (CASELA, 2006). Estas condi¢cdes ocorrem principalmente em
condi¢bes de plantio direto, em segunda safra e em areas irrigadas, situagdes estas
qgue tém sido frequentes nas ultimas décadas na agricultura brasileira.

Dentre as doencas foliares do milho, a mancha branca, a helmintosporiose, a
cercosporiose e a ferrugem polissora sédo reconhecidamente importantes, tanto pelo
potencial de reducédo de rendimento de graos quanto pela ocorréncia generalizada
nas regides produtoras do Brasil e do mundo (COSTA et al., 2009).

1.2.2 Doencas foliares na cultura do milho

1.2.2.1 Mancha Branca

A mancha branca é considerada atualmente, uma das principais doencas
foliares da cultura do milho, tanto pelos prejuizos que tem causados as culturas
suscetiveis, quanto pela ampla distribuicdo (COSTA et al., 2009) em praticamente
todas as regifes produtoras de milho no Brasil, além de varias regides tropicais e
subtropicais do mundo (KRAWCZYK et al., 2010; SIBIYA et al., 2011).

A etiologia da mancha branca € ainda controversa junto & comunidade cientifica
e a sua epidemiologia pouco conhecida. Os seus primeiros relatos no Brasil foram
inicialmente nos anos 80 no oeste do Parana (REIS et al., 2004). Primeiramente, a
doenca foi denominada de mancha de Phaosphaeria, sendo atribuida ao fungo
Phaeosphaeria maydis, causador de corpos de frutificacdo encontradas em lesdes em
estagio avancado da doenca (CARSON, 1999).

Posteriormente, em trabalhos isolando uma bactéria Gram-negativa Pantoea
ananatis formadora de colbnia amarelada, de lesdes iniciais do tipo anasarcas,

Paccola-Meirelles et al. (2001 e 2002) relataram a presenca do fungo P. maydis
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apenas nos estagios finais de desenvolvimento da doenca. Os mesmos autores ainda
demonstraram que plantas de milho inoculadas com a bactéria apresentavam o0s
mesmos sintomas tipicos da doenca. Tais resultados foram indicativos de que o fungo
nao € o agente primario desta doencga, como proposto originalmente, e que o0 mesmo
se estabelece apods a infeccao da bactéria.

Ja em outros trabalhos isolando o fungo Phoma sorghina de lesdes necroticas
da doenca, Amaral et al. (2005) relataram a existéncia de diferentes agentes
etiolégicos da doenca, como Phyllosticta sp., Phoma sorghina e Sporormiella sp.,
dependendo do local em que a semeadura for realizada. Deste modo, as condi¢des
ambientais poderiam influenciar a predominancia de um ou outro agente etiolégico
(AMARAL et al., 2005; CALI, 2008). Porém, varios outros trabalhos realizados tanto
no Brasil (BOMFETI et al., 2008; LANZA, 2009), quanto na Argentina (ALLIPI; LOPEZ,
2010) e Polbénia (KRAWCZYK et al., 2010) reforcaram o papel da bactéria Pantoea
ananatis como agente causal da mancha branca em milho.

Os sintomas da mancha branca em milho podem ser classificados em quatro
estadios de desenvolvimento: (1) lesbes aquosas verde-escuras, (2) lesdes
acinzentadas, (3) lesGes necréticas que nao apresentam estruturas reprodutivas
(picnidios e peritécios) de P. maydis e (4) lesBes necréticas com estruturas
reprodutivas de P. maydis. O isolamento da bactéria foi associado com os dois
primeiros estadios (1 e 2) enquanto que o fungo foi associado apenas com as lesées
em estadios avancados 3 e 4, corroborando com a hip6tese de que o P. ananatis € o
patégeno primario e o P. maydis é o patdgeno secundario da doenca (PACCOLA-
MEIRELLES, 2001).

Essas lesGes surgem inicialmente nas folhas inferiores, progredindo
rapidamente para a parte superior das plantas, sendo os seus sintomas mais
evidentes e severos apos a fase de pendoamento (COSTA et al., 2009). A variavel
severidade tem sido utilizada como a mais apropriada para quantificar doencas
foliares como a mancha branca, referindo-se a porcentagem da area ou do volume de
tecido da planta cobertos por sintomas (MALAGI et al., 2011). Folhas com 10 a 20%
de severidade da doenca apresentam uma reducao na taxa fotossintética liquida em
torno de 40% em cultivares suscetiveis (GODOQY et al., 2001). Essa doenga comecou
a gerar grandes perdas de producéo quando passou a antecipar para as fases de
florescimento o seu ciclo de desenvolvimento, podendo reduzir a producao de gréos

em até 60% (SCHIPANSKI, 2011).
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Quanto ao clima, a severidade da mancha branca aumenta em condi¢des de
alta umidade relativa (acima de 70%) e temperatura diurna variando de moderada a
alta (25 a 30°C), bem como em noites frias com formacao de orvalho (SCHIPANSKI,
2011). Em condicdes desfavoraveis, a doenca paralisa seu desenvolvimento, mas
este é retomado rapidamente assim que o ambiente volta a ser favoravel (CASELA;
FERREIRA, 2003). Tais condi¢cdes sao encontradas comumente nas safrinhas da
regido sul do Brasil.

O aumento da incidéncia e severidade é favorecido pela semeadura tardia de
milho realizados a partir de marco, em geral, permitem que a cultura se desenvolva
sob altas precipitacbes pluviométricas, propiciando condi¢cbes adequadas para o
desenvolvimento da doenga no Brasil (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997). Juntamente
com as condicbes ambientais e ao genotipo, a auséncia de rotacdo de culturas, o
cultivo de milho safrinha e principalmente o sistema de plantio direto também
contribuem para o aumento da severidade, uma vez que o fungo P. maydis é
necrotréfico, podendo permanecer em restos culturais de plantas infectadas e
incrementando o potencial de inoculo para anos posteriores em areas de plantio direto
(REIS et al., 2004).

O outro agente causal da mancha branca, a bactéria P. ananatis ndo forma
esporos, apresentando genes de nucleacao por gelo (ina), que permitem a producédo
de gelo em temperaturas que normalmente ndo poderiam ser formados (ABE et al.,
1989). Essa bactéria também tem sido relatada como agente causal de outras
doencas em espécies vegetais, como arroz, cebola, eucalipto, melédo e sorgo. Porém,
€ desconhecida a epidemiologia de doencas causadas pela bactéria P. ananatis em
diferentes hospedeiros, apesar da influéncia de fatores ambientais na severidade da
doenca (COUTINHO; VENTER, 2009).

1.2.2.2 Helmintosporiose

A helmintosporiose é considerada uma das doencas mais antigas e importantes
relacionadas a cultura do milho, tendo ampla ocorréncia no Brasil e nas principais
regides produtoras do mundo (MIRANDA et al., 2002; CARSON, 2006; HARLAPUR
etal., 2008; WANG et al., 2010, 2012). As perdas causadas pela doenca em condi¢cdes
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ambientais favoraveis e em cultivares suscetiveis podem alcancar até 50% do
potencial produtivo da lavoura (SCHIPANSKI, 2011).

A helmintosporiose € causada pelo fungo anamérfo Exserohilum turcicum
(Pass.) Leonard & Suggs [sinbnimo Helminthosporium turcicum (Pass.); Bipolaris
turcica (Pass.) Shoemaker; Drechslera turcica (Pass.) Subram. E Jain]. Essa doenca
também pode ser conhecida como “queima da folha do milho”, “mancha da folha do
milho” ou até mesmo “queima de turcicum” (ALVIM et al., 2010).

Os sintomas da doenca sao caracterizados por lesdes necroticas, elipticas e
bordos bem limitados, de coloracdo verde-cinza a marrom. O tamanho das lesdes
varia de acordo com a suscetibilidade do hospedeiro, podendo medir de 2,5 a 15 cm
de comprimento (COTA et al., 2013). Normalmente o processo de infeccdo da
helmintosporiose € ascendente, iniciando-se o aparecimento das lesdes nas folhas
inferiores e progredindo posteriormente para as folhas superiores (WHITE, 2000). Sob
condi¢Oes de infeccdes severas, pode ocorrer a queima completa dos tecidos foliares.

A incidéncia e a severidade da helmintosporiose dependem, em grande parte,
da resisténcia genética das plantas e das condicbes ambientais verificadas, as quais
fazem com que as epidemias se alterem de ano para ano e de uma localidade para
outra (CARSON; VAN DYKE, 1994).

Com relacdo aos fatores climaticos, as condicbes ideais para o
desenvolvimento de epidemias sdo a formacdo de orvalho, chuvas fracas com
frequéncia, temperaturas moderadas, entre 15 e 25 °C, e umidade relativa acima de
90% (SCHIPANSKI, 2011). Estas condicbes sdo comumente encontradas nos
primeiros plantios, em agosto e setembro, e nos plantios ap6s dezembro,
considerados como plantios de safrinha. Nas regides altas, as chamadas chapadas,
estas condi¢cdes podem ser observadas durante o ano todo.

As epidemias da doenca devem-se principalmente pelo aumento da
intensidade de E. turcicum em areas cultivadas, resultante da ampla utilizacdo de
sistemas de plantio direto (WHITE, 2000). Com isso, os restos de cultura se tornam
importantes fontes de inoculo para o desenvolvimento de epidemias (WHITE, 2000;
LEVY; PATAKY, 1992). O tempo de sobrevivéncia do patdbgeno em restos de cultura
é longo, podendo sobreviver na forma de miceélio e conidio, ou formar esporos de
resisténcia (clamidésporos) (LEVI; PATAKY, 1992). Os conidios podem ser

disseminados a longas distancias através de dois agentes disseminadores, o vento e

13



a chuva. Os ciclos secundarios da doenca sdo causados por conidios produzidos

abundantemente em lesdes foliares.

1.2.2.3 Cercosporiose

A cercosporiose do milho foi descrita pela primeira vez em 1925, no estado
americano de lllinois. No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1953, antes
considerada uma doenca secundaria, porém comecou a tomar proporcdes epidémicas
a partir dos anos 2000, sendo relatada em varios campos de producao agricola da
regiao centro-sul (BRITO, 2010). Além da ocorréncia nos Estados Unidos e no Brasil,
a cercosporiose esta distribuida por diferentes regifes tropicais e subtropicais do
mundo (REIS et al., 2004; CIMMYT, 2010), podendo reduzir o rendimento de graos
em até 65%, dependendo da resisténcia do hospedeiro, do sistema de producéo
empregado e das condi¢cdes climaticas (SCHIPANSKI, 2011). Desde entdo, a
cercosporiose representa uma das principais doencas da cultura na atualidade
(KIMATI et al., 2012).

A doenca estd associada principalmente a ocorréncia de duas espécies de
fungos: Cercospora zea-maydis Tehon & Daniels e Cercospora zeina Crous & U.
Braun sp. nov. (CROUS et al., 2006). Uma terceira espécie, C. sorghi Ellis & Everht f.
sp. maydis Ellis & Everht, também pode estar associada a cercosporiose, porém
considerada de menor importancia devido a menor eficiéncia na colonizacdo dos
tecidos foliares, proporcionando sintomas mais brandos (KIMATI et al., 2012).

Os sintomas da doenca sédo geralmente verificados na fase de floracao,
primeiramente nas folhas inferiores, préximas da fonte de inoculo primario constituidas
pelos restos culturais infectados da cultura anterior. O patdgeno coloniza o limbo foliar,
surgindo lesdes que primeiramente aparecem como peqguenas manchas de
bronzeamento (1 a 3mm), de formato retangular a irregular (KIMATI et al., 2012). Com
0 progresso da doenca, as lesdes se alongam formando estrias antes de atingirem a
sua forma linear-retangular caracteristica (Figura 3) (CASELA; FERREIRA, 2003).
Estas manchas possuem coloracao palha e, ou verde-oliva e sob condi¢cbes de alta
umidade, tornam-se cobertas por esporos, quando entdo adquirem a coloracéo cinza
(BRITO, 2010).
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As condi¢cbes ambientais favoraveis ao patdégeno sao de temperaturas na faixa
de 22 a 30°C e longos periodos de elevada umidade relativa do ar, mas sem acumulo
de agua livre na superficie foliar (PAUL; MUNKVOLD, 2005). O periodo latente é de
14 a 28 dias, sendo considerado longo quando comparado a outros patdégenos foliares
(KIMATI et al., 2012). Estas espécies de Cercospora sao fracas competidoras frente
aos microrganismos de solo e, desta forma, sobrevivem colonizando o hospedeiro ou
restos de cultura, sendo esta Ultima a principal fonte de inoculo. A disseminacgéo ocorre
por meio de esporos e restos culturais levados pelo vento e respingos de chuva
(CASELA, 2006). Em alguns isolados de C. zea-maydis verifica-se o fendbmeno de
conidiacdo microciclica, na qual ocorre a producao de esporos secundarios a partir da
germinacdo de um conidio, podendo reproduzir até quatro ciclos germinativos sem
gue haja uma fase vegetativa intermediaria, garantindo a perpetuacdo do inoculo

mesmo em condicfes desfavoraveis a infeccdo (KIMATI et al., 2012).

1.2.2.4 Ferrugem Polissora

A ferrugem polissora é considerada a mais destrutiva das ferrugens que afetam
o milho, tendo sido relatada em muitas areas tropicais e subtropicais do mundo onde
se cultiva o milho (COSTA et al., 2010). No Brasil, esta ferrugem é uma das mais
comuns na cultura, despontado como um problema sério desde o inicio dos anos 80.
Tem sido de grande importancia nas regides tropicais Centro-oeste e Sul brasileiras,
predominando em regifes abaixo de 700 metros de altitude e em semeaduras a partir
de outubro (VIEIRA, 2010). Relatos mostram perdas de produgdo de milho por
ferrugem polissora de até 50% sob condi¢des favoraveis, sendo considerada uma das
principais doencas da cultura (SCHIPANSKI, 2011).

O agente causal desta enfermidade é o fungo Basidiomiceto, Puccinia polysora
Underwood, um parasita biotréfico. Seus uredésporos sdo amarelo-dourados, com
forma elipsoidal a ovdide, com 4 a 5 poros equatoriais. Os teliosporos sédo de
coloracdo marrom-castanha, elipsdides ou oblongos, com duas extremidades
arredondadas. Mais de 11 racas deste patdgeno ja foram descritas nos ultimos anos
no Brasil (KIMATI et al., 2012).

Os sintomas séo caracterizados por pustulas pequenas e circulares a elipticas,

de coloracdo amarela a dourada inicialmente observadas nas folhas baixeiras. Em
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fases mais avancadas da doenca surgem pustulas marrom-escuras (telidsporos)
(VIEIRA, 2010). Pode ser observada em qualquer estadio de desenvolvimento da
planta, a qual pode ser confundida com a ferrugem comum, entretanto, com uso de
microscopio pode ser identificada sem problemas (KIMATI et al., 2012).

As pustulas podem ocorrer na face superior do limbo e da bainha foliar, nas
bracteas das espigas e, em condi¢fes de alta severidade, no pendéo. As pustulas séo
caracterizadas pelo rompimento da epiderme da folha, sendo que ap6s o rompimento,
séo liberados grande quantidade de esporos. Em cultivares suscetiveis, € comum a
ocorréncia de morte prematura da planta em virtude da destruicdo foliar, eliminando a
sua capacidade fotossintética (KIMATI et al., 2012).

O desenvolvimento da ferrugem polissora é favorecido por condiges de alta
umidade relativa e temperaturas na faixa de 23 a 28 °C (COSTA et al., 2009). Sob
condi¢cBes favoraveis o fungo produz grande quantidade de inoculo e ha extensiva
disseminacdo dos esporos do patdgeno de forma anemocoérica. Sob temperaturas
menos favoraveis, observa-se maior tempo para germinacdo dos uredinidosporos e
consequente surgimento dos sintomas, diminuindo os danos causados pelo patégeno
(FANTINE; DUARTE, 2009).

1.2.3 Medidas de Controle para Doencas Foliares

Embora as doencas na cultura do milho constituirem atualmente um fator de
grande preocupacdo, existem varios métodos que podem ser utilizados para seu
controle (MENEGHETTI; HOFFMANN, 2007). O manejo mais eficiente para o controle
das doencas na cultura do milho pode ser obtido pelo envolvimento de varios
mecanismos de controle, como a utilizacdo de rotacdo de culturas, eliminacdo de
plantas infestantes, escolha da época e local de plantio, aplicacdo de fungicidas e
cultivares resistentes (MACHADO; CASSETARI NETO, 2007).

Apesar da gama existente de métodos de controle, grande destaque tem sido
dado ao controle de moléstias através da aplicacdo de fungicidas, devido a sua
facilidade de aplicacao e resultados obtidos, verificando-se um aumento acelerado de
sua utilizacdo em lavouras comerciais destinadas a producdo de grdos (COSTA;
COSTA, 2009). O uso de fungicidas para o manejo das doencas foliares é

recomendado nas situacdes de elevada severidade, que s&do decorrentes da
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combinacdo de um ou mais dos seguintes fatores: condi¢cdes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento da doencga, plantio direto sem rotag&o de culturas, plantio continuado
de milho na area e uso de gendtipos suscetiveis. Entretanto, alguns fatores devem ser
levados em conta para que o beneficio do controle da doenca com o uso de fungicidas
seja superior ao custo da sua utilizacao, ou seja, sua relacao custo/beneficio (COTA
et al., 2013).

Desta forma, a utilizacdo de cultivares resistentes é considerada a estratégia
mais barata e eficaz na reducdo dos custos de producdo e impacto ambiental.
Entretanto, o desenvolvimento de cultivares € um trabalho intenso, uma vez que
envolve desde a identificacdo de fontes de resisténcia e estudo do controle genético,
até a elaboracéo e execucdo de estratégias eficientes na transferéncia dos alelos de
resisténcia para as linhagens elites de milho que participam dos hibridos comerciais
(SOUZA et al., 2004).

1.2.4 Melhoramento Genético visando a Resisténcia as Doencas Foliares

O melhoramento para resisténcia a doencas é um dos principais objetivos do
melhoramento, devido a sua contribuicdo ser relativamente expressiva (NIKS;
LINDHOUT, 2004). Isto porque o desenvolvimento de cultivares resistentes € o
método mais racional e préatico que existe, além da sua menor agressdo ao meio
ambiente, ao agricultor e ao consumidor (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2007).

Segundo Michereff (2001), trés etapas basicas devem ser ponderadas em
gualquer programa de desenvolvimento de cultivares resistentes: 1) Identificar fontes
de resisténcia; 2) Por meio dos métodos de melhoramento, incorporar estes genes em
cultivares comerciais; 3) ApOs a obtencao de um cultivar resistente, escolher a melhor
estratégia para que a resisténcia seja duravel em frente as populacdes patogénicas.

A utilizacdo de cultivares resistentes as doencas foliares tem grande relevancia
guando soluciona epidemias, como foi 0 caso na década de 1970 nos EUA com
relagdo a atuacdo do fungo Helminthosporium maydis sobre o milho (ULSTRUP,
1977). Também é de fundamental importancia a fim de evitar novas epidemias, como
tinha sido previsto para Phaeosphaeria maydis nos EUA (CARSON, 1999).

A resisténcia genética pode ser definida como a habilidade do hospedeiro

suportar (parcial ou completamente), o crescimento e desenvolvimento do patégeno.
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Envolve varios aspectos como a expressdo da resisténcia (completa, parcial ou
residual), a heranca da resisténcia (monogénica ou poligénica), a especificidade da
resisténcia as racas do patdégeno, os mecanismos de resisténcia (hipersensibilidade,
pré ou pés haustério) e a durabilidade ao longo dos anos de cultivo (PARLEVLIET,
1997). No entanto, a maioria dos trabalhos publicados utiliza apenas o aspecto da
resisténcia qualitativa ou quantitativa para resumir os tipos de resisténcia em plantas.

A resisténcia monogénica ou qualitativa caracteriza-se por ser especifica a raca
do patdgeno (vertical e ndo duravel) e controlada por um ou poucos genes que
conferem resisténcia. Assim, ndo existem reacdes intermediarias na auséncia de
outras fontes de variacdo genética e € representada pela distribuicdo descontinua
(resisténcia completa). Ja a resisténcia poligénica ou quantitativa € caracterizada pela
nao especificidade a raca do patdgeno (horizontal e duravel), pela presenca de varios
genes controlando parcialmente a caracteristica e representada pela distribuicédo
continua de niveis de resisténcia, ou seja, do tipo incompleta (KIMATI et al., 2012).

A resisténcia a doenca em plantas, quando determinada por poucos genes de
grande efeito no fendtipo, exerce grande pressdo de selecédo sobre a populacdo do
patégeno, quebrando a resisténcia da planta em um curto espaco de tempo. Enquanto
gue, quando determinada por genes de resisténcia de pequeno efeito, podem
representar um modelo de resisténcia mais duravel, devido a menor presséo sobre a
populacdo do patégeno (PARLEVLIET, 1997). Desta forma, genétipos que
apresentam genes de resisténcia de pequeno efeito, devem ser valorizados por
apresentar durabilidade aos ataques do patégeno, principalmente quando genes de
grande efeito ndo sao efetivos para a resisténcia (AMARAL et al., 2005).

Os conhecimentos a respeito da heranca genética do carater servem de base
para o estabelecimento de estratégias e para otimizacdo das informacdes dos
programas de melhoramento. Com estes estudos, é possivel descobrir a heranca da
resisténcia (monogénica ou poligénica), qual o tipo de acdo génica prevalente (aditiva
ou nao-aditiva) e a porcentagem de herdabilidade (alta ou baixa) (AMARAL, 2005).

Para o estabelecimento dos métodos de melhoramento mais apropriados para
obtencdo de genotipos resistentes, € de extrema importancia o conhecimento e a
avaliacao das informacdes relacionadas a heranca da caracteristica em estudo, como
a determinagédo da significancia e da predominéncia dos efeitos aditivos e ndo-aditivos
(VIEIRA, 2010). Para isso, delineamentos genético-estatisticos baseados em

estimativas de meédias e variancias de geracdes de cruzamentos com avaliacéo
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fenotipica do carater alvo tém sido tradicionalmente utilizados em plantas (CRUZ et
al., 2012).

Na analise de geragdes, fundamentada no estudo combinado das meédias e das
variancias de populacbes (MATHER; JINKS, 1982), sdo comumente utilizadas as
linhagens parentais contrastantes fenotipicamente para o carater alvo. A partir das
linhagens progenitoras, sao obtidas as geracdes F1, F2 e os retrocruzamentos RCi1.1 e
RC.1.2, as quais sédo simultaneamente avaliadas fenotipicamente com as linhagens.
No entanto, recomenda-se avaliar para cada geragcdo um maior numero de individuos
em virtude da segregacéo, ou seja, em torno de 100 a 200 plantas na geracao F2, de
50 a 150 plantas nos retrocruzamentos, e, nas geragoes dos parentais e da Fi1, em
torno de 12 a 40 plantas, pois ndo se observam grandes variacdes dentro dessas.
Desta forma, a andlise de geracdes € de grande importancia pela complementaridade
das informagdes, provendo um conhecimento mais profundo do carater estudado
(CRUZ et al., 2012)

1.2.4.1 Heranca da Reacdo de Resisténcia a Mancha Branca, a Helmintosporiose, a

Cercosporiose e a Ferrugem Polissora

Segundo estudos de heranca da mancha branca, a caracteristica € descrita
como quantitativa, sendo a acao génica aditiva predominante, ou seja, € governada
por um grande numero de genes de pequeno efeito (CARSON, 2001; SCHUELTER
et al., 2003; DERERA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009a; VIVEK et al., 2010;
NIHEI; FERREIRA, 2012). Contudo, alguns desses estudos apresentaram
significancia dos efeitos ndo-aditivos, os quais deveriam incluir efeitos de dominancia
nos modelos, para explicar completamente o0 modo de heranca da resisténcia a
mancha branca (DAS et al., 1989a; 1989b). Apesar de sua heranca ser quantitativa, a
resisténcia @ mancha branca tem sido relatada como um carater que apresenta alta
herdabilidade (CARSON, 2001; SCHUELTER et al.,, 2003; LOPES et al., 2007;
MOREIRA et al., 2009).

Para a helmintosporiose, o controle genético pode ser feito por resisténcia
gualitativa com acao génica nao aditiva predominante e por resisténcia quantitativa,
advinda de genes de acdo aditiva, podendo estas serem encontradas atuando
separadamente ou em conjunto (CAMPANA; PATAKY, 2005; FERGUSON; CARSON,

2007; OGLIARI et al., 2007). Diversos genes de resisténcia foram descritos como
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dominantes ou parcialmente dominantes Htl, Ht2, Ht3, HtM, HIN e HtP (ROBBINS;
WARREN, 1993; CARSON, 2006; OGLIARI et al., 2007; NIEHI; FERREIRA, 2012;
SANTOS, 2016), além de duas formas recessivas, ht4 e rt (CARSON, 1995; OGLIARI
et al., 2007). Por outro lado, a resisténcia quantitativa com o efeito da acéo aditiva tem
a vantagem de apresentar controle parcial contra praticamente todas as racas, se
mostrando importante em alguns estudos de heranca da resisténcia a
helmintosporiose (CARSON, 1995; VIVEK et al., 2010). No entanto, a acéo dos efeitos
aditivos e nao-aditivos associados ao carater estudado também se mostraram de
grande importancia (WELZ; GEIGER, 2000; OGLIARI et al., 2007; VIEIRA et al.,
2009a).

Com relacédo aos efeitos génicos associados a cercosporiose, grande parte dos
trabalhos publicados tém relatado a predominancia de genes de efeitos aditivos
(VANEGAS-ANGARITAS et al., 2007; DERERA et al., 2008; VIEIRA et al., 2009a;
BRITO et al., 2012; BALESTRE et al.,, 2012). Entretanto, em alguns trabalhos foi
reportado a existéncia de genes de efeitos ndo-aditivos na expresséo deste caréter,
muito embora, tenham sido considerados de pequeno impacto quando comparados
aos efeitos aditivos (VANEGAS-ANGARITAS et al.,, 2007; DERERA et al., 2008;
BRITO et al., 2012). Enfim, os genes de efeitos ndo-aditivos jamais foram superiores
em magnitude aos de efeitos aditivos para a resisténcia a doenca em questédo
(DERERA et al., 2008).

Estudos sobre a heranca da reacdo a ferrugem polissora mostraram a
predominancia dos genes de efeitos aditivos contribuindo parcialmente para
resisténcia do carater (FANTIN et al., 1993; SILVA et al., 2001; VIVEK et al., 2010;
VIEIRA et al., 2011). Porém, efeitos de genes dominantes ou dominantes incompletos
também contribuem para a resisténcia a doenca, o que corrobora com a deteccédo de
genes de racas-especificas Rpp, estudados extensamente na literatura (CHAVES-
MEDINA; LOPES, 2007; ZHOU et al., 2007; ZHANG et al., 2010, ZHAO et al., 2013).

A continuidade dos trabalhos sobre heranca de doencas foliares do milho
agregara informacdes necessarias para ajudar tanto na conducao experimental e nos
estudos relacionados ao controle genético de resisténcia as doencas, como na
caracterizacao desses genes, na transferéncia para outras populacdes de interesse e

na geracédo de materiais comerciais resistentes (MOREIRA, 2004).
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1.2.4.2 Marcadores Moleculares com énfase em SNP

No melhoramento genético de plantas, a manipulacao assistida por marcadores
moleculares vem sendo constantemente utilizados, com o intuito de marcar genes de
resisténcia as doencas, insetos e pragas, avaliacao e caracterizacao de germoplasma,
introgressdo génica, desenvolvimento de mapas genéticos, entre outros
(PRECZENHAK, 2013). Neste contexto, sao ferramentas importantes nos estudos
geneéticos por detectar variagées no genoma, aumentando o poder da analise genética
das plantas (BOREM; CAIXETA, 2009). Atualmente, existe uma grande variedade de
marcadores moleculares disponiveis para diferentes espécies de plantas.

Os tipos de marcadores moleculares disponiveis diferenciam-se pela
metodologia empregada na andlise, sendo 0os mais importantes classificados em dois
grupos de acordo com a metodologia seguida para identifica-los. Desta forma, temos
0s marcadores baseados em hibridizacdo e baseados na amplificagdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction) de DNA. Os marcadores identificados por hibridizacéo
sdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorfism), enquanto que,
0os marcadores baseados em amplificacdo por PCR séao os do tipo RAPD (Random
Amplified Polymorfic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism),
Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) (BOREM; MIRANDA, 2013). A escolha do tipo de marcador vai
depender do objetivo do estudo, da infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros
para o investimento, da disponibilidade de recursos humanos com treinamento
apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a ser
estudada (CAIXETA; FERRAO; MACIEL-ZAMBOLIM, 2013).

Marcadores moleculares baseados em microssatélites substituiram
rapidamente outros marcadores em Varios tipos de estudos genéticos, principalmente
em virtude de serem codominantes, facilmente reproduziveis, a pequena quantidade
de DNA requerida, ao grande poder de resolugéo (multi-alélicos) e aos altos niveis de
polimorfismo. No entanto, apresentam limitacdo de serem isolados e desenvolvidos
unicamente para cada espécie, além de envolver um processo trabalhoso e de alto
custo (BOREM; CAIXETA, 2009).

Com a disponibilizacdo para a comunidade cientifica de uma nova classe de
marcadores moleculares, denominadas SNPs, foi possivel a deteccdo de

polimorfismos resultantes da substituicdo de uma unica base em posicéo especifica
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no genoma, podendo ser classificados como transi¢cdo ou transversdes, dependendo
do tipo de variagdo do nucleotideo (FALEIRO, 2011). Outra classe de polimorfismo
qgue tem sido muito explorada € a presenca de pequenas insercdes e dele¢bes, que
variam de um a trés nucleotideos, conhecidas na literatura como InDels (GUIMARAES
et al.,, 2009). Os SNPs e os InDels sdo de natureza bi-alélica e abundantes no
genoma, podendo ocorrer tanto em regides codificadoras como n&do-codificadoras. Em
milho, foi estimado um SNP por substituicdo a cada 70 bases (principal causa de
polimorfismo) e detectado um InDel a cada 160 bases, sendo o segundo caso de
ocorréncia comum em regides ndo-expressas (BOREM; CAIXETA, 2009). Devido a
sua frequéncia e a distribuicdo, os SNPs surgem como importantes marcadores que
favorecem os estudos de selecdo gendmica (CAIXETA; FERRAO; MACIEL-
ZAMBOLIM, 2013).

Com o advento das tecnologias de sequenciamento em altissima escala, das
plataformas de genotipagem simultanea de milhares de marcadores SNPs a custos
reduzidos e o aumento da capacidade de anélises computacionais, tornou-se possivel
o desenvolvimento de novos métodos de mapeamento genético, entre eles a genética
de associac¢ao (XU et al., 2009).

1.2.4.3 Mapeamento por Associacao

Nos ultimos 30 anos, desde o comeco da era dos marcadores moleculares em
meados de 1980, estudos de diversidade genética em plantas tornaram-se frequentes
em grande parte dos programas de melhoramento genético. Um numero cada vez
maior de metodologias moleculares foi desenvolvido, visando acessar a variabilidade
de forma mais precisa, rapida e com custos reduzidos (SPOONER et al., 2005).
Indiscutivelmente, estudos originados da caracterizacdo molecular das cultivares de
importancia agrondmica, tiveram um importante papel no manejo dos recursos
genéticos conservados nos bancos e cole¢des de germoplasma. Entretanto, os frutos
da revolugcdo molecular, no sentido de promover o uso da riqueza de alelos
conservadas nos bancos de germoplasma, serdo provavelmente usufruidos neste

século, por meio do mapeamento por associacdo (GEBHARDT et al., 2004).
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O mapeamento por associacdo, também conhecido como mapeamento por
desequilibrio de ligacdo, ou mapeamento por desequilibrio de fase gamética, baseia-
se na identificacdo dos polimorfismos que se correlacionam com a variagao fenotipica
e, deste modo, cria associacfes entre marcadores genéticos e fenoétipo, permitindo
explorar a diversidade genética de cada espécie (MACKAY; POWELL, 2007).

O desequilibrio de ligagdo (DL) é a associacdo ndo ao acaso de alelos em
diferentes loci, sendo a correlacdo entre polimorfismos que € causada pela sua
histéria compartilhada de mutacdo e recombinacéo. Inicialmente, o desequilibrio de
ligacdo esta presente em uma populacdo em uma taxa determinada pela distancia
genética entre os dois loci e o niumero de geracdes desde que ele surgiu (FLINT-
GARCIA et al., 2003).

A maioria dos processos observados em genética de populacfes refletem nos
padrées do desequilibrio de ligagdo, uma vez que a frequéncia alélica e a
recombinacédo entre loci afeta o desequilibrio de ligacéo. Varios fatores decorrentes
da evolucdo ocasionam o desequilibrio de ligacdo, dentre eles, a mutagcdo, deriva
genética, migracao e selecdo (WRAY; VISSCHER, 2008).

A mutacao fornece o material bruto para produzir o polimorfismo que estard em
desequilibrio de ligacdo. Pode ser originado em populacdes que sofreram
recentemente uma reducdo no tamanho, o que resulta em deriva genética e,
consequentemente, poucas combinacfes alélicas sdo passadas para as geracoes
futuras (CASTRO; PEREIRA, 2008).

Ja a migracdo, resultado da introducdo de novos individuos na populagao,
procede no fluxo de genes entre gendtipos de populacées geneticamente distintas
seguido por intercruzamentos, 0 que resulta na introducdo de cromossomos de
diferentes ancestrais, com frequéncias alélicas distintas (CASTRO; PEREIRA, 2008).
Frequentemente o desequilibrio de ligacao resultante da migracéo se estende por loci
gue ndo estao ligados, entretanto, esse desequilibrio é perdido rapidamente com os
cruzamentos ao acaso (FLINT-GARCIA et al., 2003).

A recombinacéo é a principal for¢ca que enfraquece o desequilibrio de ligagéo,
onde os alelos que estéo fisicamente ligados nos pais (haplétipos parentais), séo
transmitidos juntos para a progénie, até que ocorra um evento de recombinacao que
separe os dois alelos (CASTRO; PEREIRA, 2008). A cada geracgdo, é reduzida na

proporcéo da fracdo de recombinacao pela transferéncia de alelos fisicamente ligados,
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até que seja obtido o equilibrio de ligacdo, na qual os hapldétipos recombinantes e ndo
recombinantes sdo igualmente distribuidos na populacdo (GEBHARDT et al., 2007).

Em estudos associativos sdo adotadas duas estratégias, uma aborda o genoma
todo (genome-wide) e a outra € uma abordagem por meio de genes candidatos
(candidate gene). Na estratégia genoma todo, é usado na genotipagem da populacao
um grande numero de marcadores, distribuidos ao longo do genoma e
preferencialmente com posigao conhecida em um mapa fisico da espécie. Os mesmos
individuos séo fenotipados para os caracteres de interesse, sendo feita a associacao
com os marcadores através da identificacao dos alelos (GEBHARDT et al., 2007). Na
estratégia gene-candidato, foca em genotipar regides do genoma que ancoram 0S
genes candidatos. A analise funcional de genes que atuam na resisténcia a pestes ou
patdgenos, ou em qualquer outra rota metabdlica importante, sejam estes genes
identificados na propria espécie em estudo, ou em espécies modelo, abastecem a
oferta de genes-candidatos para estudos associativos (GEBHARDT et al., 2007).

Ambas as estratégias tiram proveito do nivel de desequilibrio de ligacdo
presente na populacdo (MORGANTE; SALAMINI, 2003). Quem determina qual o tipo
de estratégia associativa que deve ser adotada é a natureza do desequilibrio de
ligacdo, onde a razdo com que ocorre o DL € em funcao da distancia genética ou fisica
na populacdo em estudo (FLINT-GARCIA et al., 2003). Quando o desequilibrio de
ligacdo decai em uma distancia curta ao longo do cromossomo, o numero de
marcadores ao acaso necessarios para encontrar associacfes significativas pode ser
substancialmente grande (MALOSETTI et al., 2007).

De maneira geral, se o desequilibrio de ligagdo na populacédo for pequeno, sera
necessario um grande numero de marcadores para detectar uma associacao,
obtendo-se um mapa com alta resolucao. Inversamente, se o desequilibrio de ligacéo
na populacdo for grande, ser4 necessario um namero menor de marcadores para
detectar associagfes, entretanto, 0 mapa terd uma resolugéo inferior (MORGANTE;
SALAMINI, 2003).

Além do desequilibrio de ligagdo, a estrutura populacional é vista como a
segunda principal causa de associacdo entre marcadores e caracteres fenotipicos
(BOREM; CAIXETA, 2009). Uma populacdo é estruturada se os individuos da
populacdo ndo se cruzarem de forma aleatoria, ou seja, se desviar do equilibrio de

Hardy-Weinberg. Em fungéo da estrutura populacional, a principal restricdo ao uso do
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mapeamento por associacdo em espécies vegetais ocorre em funcéo do grande risco
de identificar associacOes falso-positivas (CASTRO; PEREIRA, 2008).

Existem muitos métodos utilizados para identificar se existe qualquer estrutura
numa populacdo com intencédo de analise de mapeamento por associacdo. Formas
populares para estimar a estrutura populacional sdo: a) Distancia baseada em
métodos filogenéticos; b) Métodos filogenéticos Bayesianos; c) Andlise dos
componentes principais. O principio basico é que apds remover os efeitos de grupo,
apenas as associacfes causadas pela ligacdo fisica entre os alelos é que iréo
permanecer (MALOSETTI et al., 2007).

Para estabelecer associagfes entre marcadores e caracteres fenotipicos é
necessario calcular o desequilibrio de ligacao entre pares de marcadores. Caso exista
desequilibrio de ligacdo entre um marcador molecular e um locus que controla um
carater de interesse, os marcadores podem estar associados aos valores fenotipicos
mensurados na populacao de individuos (CASTRO; PEREIRA, 2008).

O primeiro estudo associativo em plantas foi realizado em milho, adotando a
estratégia gene-candidato proposta por Thornsberry et al. (2001). Neste estudo, foi
avaliada a associacdo entre a variacdo do gene dwarf8 (d8) com a época de
florescimento e estatura de planta em linhagens de milho. A partir de entdo, varias
espécies passaram a ser estudadas visando 0 mapeamento por associa¢ao. Segundo
o levantamento feito por Gupta et al. (2005), sédo relatados estudos associativos em
mais de 15 espécies de plantas superiores. Recentemente, trabalhos utilizando essa
metodologia estdo sendo amplamente utilizados para estudos de resisténcias as
doencas foliares de milho, tais como para a helmintosporiose (POLAND et al., 2011,
VAN INGHELANDT et al., 2012; DING et al., 2015) e para cercosporiose (SHI et al.,
2014; BENSON et al., 2015).

Desta forma, a estratégia da genética de associacdo no melhoramento de
plantas, desponta como uma importante metodologia para mapear genes de interesse
nas mesmas. A crescente facilidade de acesso a técnicas moleculares de grande
cobertura do genoma em varias espécies vegetais, faz com que o uso de mapeamento
associativo, tenha um papel fundamental nos programas de melhoramento genético
por fornecer informacdes mais relevantes e precisas para selecdo de gendtipos
superiores (CASTRO; PEREIRA, 2008).
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CAPITULO 1 - IDENTIFICACAO E MELHORAMENTO PARA RESISTENCIA AS
PRINCIPAIS DOENCAS FOLIARES EM LINHAGENS DE MILHO

RESUMO

O trabalho teve como objetivo caracterizar linhagens de milho comum para
resisténcia a mancha branca, helmintosporiose, cercosporiose e ferrugem polissora,
e sugerir cruzamentos com base na diversidade genética detectada em marcadores
SNP. Para a caracterizacdo das 72 linhagens, o experimento foi conduzido no
delineamento em blocos casualizados com trés repeticbes. Os valores genotipicos
das 72 linhagens para severidade as principais doencas foram preditos empregando-
se o0 procedimento REML/BLUP. Para a avaliacdo da diversidade genética, as 72
linhagens foram genotipadas com marcadores SNP empregando-se a Plataforma
650K (Affymetrix®). A diversidade genética foi quantificada utilizando-se os métodos
de Tocher e UPGMA. Pela andlise dos resultados, observa-se a existéncia de
variabilidade genética entre as linhagens de milho, sendo possivel classifica-la em trés
grandes grupos. Considerando o bom desempenho das linhagens CD37, CD 49 e
CD50 como fontes de resisténcia as doencas estudadas, recomenda-se a utilizacao
como doadoras de genes em programas de melhoramento de milho. Aliando as
informacdes da distancia genética com as altas herdabilidades encontradas para as
doencas foliares, recomenda-se o retrocruzamento de materiais aparentados com
diferentes niveis de resisténcia, decorrentes do grupo I. As correlacfes genéticas de
baixa magnitude entre as doencas estudadas indicam a possibilidade de sele¢éo para

cada doenca sem comprometer as demais.

Palavras-chave: Resisténcia genética, Pantoea ananatis, Exserohilum turcicum,
Cercospora zea-maydis, Puccinia polysora.
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IDENTIFICATION AND BREEDING TO RESISTANCE TO MAIN LEAF DISEASES
IN MAIZE LINES

ABSTRACT

The aim of this work was to characterize common corn strains for resistance to white
spot, northern leaf blight, gray leaf spot and southern rust, and to suggest crosses
based on the genetic diversity detected in SNP markers. For the characterization of
the 72 maize lines, the experiment was conducted in a randomized complete block
design with three repetitions. The genotypic values of the 72 maize lines for severity
of the main diseases were predicted using by the procedure of REML / BLUP. For the
evaluation of genetic diversity, genotyping of the 72 maize lines with SNP markers was
performed with the 650 K Platform (Affymetrix®). Genetic diversity was evaluated
using the Tocher and UPGMA methods. For the analysis of the results, it was observed
the existence of genetic variability among maize, being possible to classify it into three
large groups. Considering the good performance of the CD37, CD49 and CD50 maize
lines as sources of resistance to the leaf diseases studied, it is recommended to use
as gene donors in breeding programs. Combining genetic distance information with
the high heritabilities found for foliar diseases, it is recommended the backcrossing of
related materials with different levels of resistance, resulting from group I. The genetic
correlations of low magnitude among the diseases studied indicate the possibility of

selection for each disease without compromising the others.

Keywords: Genetic resistance, Pantoea ananatis, Exserohilum turcicum, Cercospora
zea-maydis, Puccinia polysora.
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2.1 INTRODUCAO

As doencas de plantas consistem em uma interagdo dinamica entre trés
componentes principais, um patdgeno virulento, um hospedeiro suscetivel e um
ambiente favoravel. Deste modo, satisfazendo essas condi¢des, a interacdo ocorrera,
culminando no aparecimento dos sintomas da doenca (BRITO, 2012). O dano
imediato das doencas foliares na cultura do milho apds o aparecimento dos sintomas
€ a reducdo da capacidade fotossintética das plantas, em virtude da habilidade do
patdgeno colonizar grandes areas dos tecidos foliares das mesmas (BRITO et al.,
2008).

Nas duas ultimas décadas foi detectado um aumento expressivo na frequéncia
de doencas de milho, principalmente as foliares. Este aumento da incidéncia e
severidade das doencas esta altamente relacionado as modificacdes ocorridas no
sistema de producdo do milho, que por um lado resultaram no aumento de
produtividade da cultura, mas por outro lado também foram responsaveis por
promover modificacfes na dinamica populacional dos patégenos, resultando no
surgimento de novos problemas referente a ocorréncia de doencas (SILVA et al.,
2015).

Dentre as doencas foliares do milho, a mancha branca, a helmintosporiose, a
cercosporiose e a ferrugem polissora sao reconhecidamente importantes, tanto pelo
potencial de reducdo de rendimento de gréos, quanto pela ocorréncia generalizada
nas regides produtoras do Brasil e do mundo (COSTA et al., 2009). Além disso, sédo
relatados outros problemas, como a ineficiéncia de fungicidas para controle da
mancha branca (JULIATTI et al., 2004); ao fato da ocorréncia da helmintosporiose
predispor a planta a patégenos causadores de podriddo do colmo (COTA et al., 2010);
a deterioracao do colmo e o acamamento da planta causado pela cercosporiose, sob
altas severidades (CASELA; FERREIRA, 2003); e pela alta variabilidade que
apresenta o patdégeno da ferrugem polissora, o que permite rdpida adaptagdo aos
materiais resistentes disponiveis no mercado (DUDIENAS et al., 2013).

A despeito dos meios de controle de doengas e da tecnologia disponivel no
setor agricola, o uso de cultivares geneticamente resistentes é a principal medida de
controle, uma vez que reduz custos de producéo e diminui os riscos a atividade e ao
meio ambiente (VIEIRA et al., 2009). Neste aspecto, informacdes genéticas advindas

de estudos de caracterizacao e diversidade genética do germoplasma possibilitam
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orientar as acdes dos programas de melhoramento, sobretudo, na identificacdo de
fontes de resisténcia e quantificacdo da variabilidade genética da populacao,
fornecendo informacdes essenciais aos melhoristas para a predicdo de genotipos
superiores e de cruzamentos que otimizem a heterose (CRUZ et al., 2012).

No que diz respeito ao desenvolvimento de cultivares geneticamente
resistentes, tendo como base investigagces de fontes de resisténcia as principais
doencas foliares da cultura do milho, as pesquisas realizadas sdo bem restritas a
comunidade cientifica. Deste modo, foram encontrados apenas os trabalhos
desenvolvidos por Arnhold (2008), Vieira et al. (2009) e Kurosawa (2015).

A quantificacdo da diversidade genética pode fundamentar-se em informacgdes
agronémicas, morfoldgicas, bioquimicas, moleculares, dentre outras (GONCALVES et
al., 2008; LEAL et al., 2009). Em estudos preditivos da divergéncia genética com base
em marcadores moleculares é uma ferramenta de fundamental importancia, por
direcionar com maior precisdo 0s cruzamentos que possibilitardo a maior
probabilidade de obtencdo de gendtipos superiores, através da formacgéo de grupos
(FERNANDES et al., 2015). Este método tem sido comumente utilizado em andlises de
divergéncia genética de genétipos de milho (ADEYEMO et al., 2011; ROTILLI et al.,
2012; GRASSI et al., 2015; FERNANDES et al., 2015)

Diante do exposto, os objetivos do trabalho foram caracterizar linhagens de
milho comum para resisténcia a mancha branca, helmintosporiose, cercosporiose e
ferrugem polissora, e sugerir cruzamentos com base na diversidade genética

detectada em marcadores SNP.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local do Experimento

Os experimentos foram realizados no campo experimental e no laboratério de
Biotecnologia da empresa COODETEC — Cooperativa Central de Pesquisa Agricola
(24°53'8.54"S; 53°32'4.72"W; 678 m de altitude), em Cascavel — PR.

2.2.2 Caracterizacao das Linhagens

Foi realizada a caracterizacdo de 72 linhagens COODETEC, sendo
denominadas de CDO1 a CD72. Tais linhagens sdo constituidas de diferentes niveis
de resisténcia as doencas foliares (mancha branca, helmintosporiose, cercosporiose
e ferrugem polissora) do milho.

O experimento foi conduzido em condicdes de campo, empregando o
delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes, sendo cada repeticédo
estabelecida como um ano agricola (safrinha 2013, 2014 e 2015). A unidade
experimental constituiu-se de quatro fileiras de cinco metros, com 20 plantas por fileira
e espacamento entre linhas de 0,76 m. Como bordadura, utilizou-se quatro fileiras de
um hibrido altamente suscetivel as doencas foliares, a fim de aumentar a presséo de
doencas no experimento. Os tratos culturais foram efetuados conforme as
recomendacdes da cultura, com excecdo da aplicacdo de fungicidas (EMBRAPA,
2010).

As linhagens foram infectadas naturalmente em campo e posteriormente,
avaliadas quanto as lesdes foliares na fase de enchimento de gréaos, ou seja, realizada
aos 32 dias ap0s o florescimento, por ser indicada por Lopes et al. (2007) como a mais
pratica e usual em programas de melhoramento e por apresentar alta correlacéo
(99%) com a AACPD (area abaixo da curva de progresso da doencga).

A avaliacdo da severidade das doencas foi feita por meio de estimativa visual
da éarea foliar afetada pela doenca com o auxilio da escala diagramatica variando de

1 a 6, de acordo com a porcentagem da area foliar total da planta afetada (Figura 1).
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Figura 1. Escala diagramatica para avaliacdo de doencas foliares do milho.

AR- alta resisténcia, R — resistente, MR - mediana resisténcia, MS — mediana suscetibilidade, S -
suscetivel, AS — alta suscetibilidade. Fonte: Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo (CNPMS) -
http://panorama.cnpms.embrapa.br/marcos/avaliacao-de-doencas-do-milho.

As notas de mancha branca, helmintosporiose, cercosporiose e ferrugem
polissora atribuidas as linhagens foram submetidos a andlise genotipica pelo
procedimento de REML/BLUP (méxima verossimilhanca residual ou restrita/ melhor
predicéo linear ndo viciada), que conduzem a estimacao e predicdo mais precisas de
parametros genéticos e valores genéticos, respectivamente (RESENDE, 2008). Por
haver dados desbalanceados, os efeitos do modelo precisaram ser testados via testes
F da Analise de Deviance.

A estimacdo dos parametros genéticos utiliza o valor fenotipico (y) conhecido,
para a predicdo dos valores genéticos (VG) e dos valores genotipicos (VGp), que séao
variaveis aleatérias desconhecidas (RESENDE, 2002). O valor fenotipico pode ser
expressopory=pu+a+d+e, emquey é o valor fenotipico temporario, p € a média
geral, a € o efeito aditivo, d € o efeito de dominancia, e é o efeito de ambiente, y + a
€ o valor genético aditivo, e y +a+d = p + g é 0 valor genotipico.

Os parametros e valores genotipicos foram obtidos considerando o modelo 21
do software SELEGEN-REML/BLUP, adequado para selecéo de gendtipos com varias
repeticoes e observacdes de medias, em unico local, conforme modelo: y = Xr + Zg +
e, em que y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como

fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
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aleatdrios) e e é o vetor de erros ou residuos (aleatérios). As letras maiusculas
representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos (RESENDE, 2008).

A partir dos valores genotipicos obtidos pelo procedimento de REML/BLUP, foi
estimado o coeficiente de correlagdo genotipica através da analise de correlacéo
simples de Pearson. A significancia dos coeficientes de correlacdo foi avaliada pelo
teste t, em 1% e 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do software estatistico
Genes (CRUZ, 2006).

2.2.3 Anélise da Diversidade Genética por Marcadores SNP

Discos foliares de 72 linhagens de milho no estadio V5 foram coletados,
devidamente acondicionadas e levadas até o Laboratdrio de Biotecnologia da
COODETEC, para realizacdo do processo de extracdo do DNA. O DNA gendmico foi
obtido empregando-se o protocolo Doyle e Doyle (1990). As amostras foram
guantificadas e a pureza foi verificada em espectrofotdmetro (NanoDrop® 2000-
2000c).

As amostras de DNA gendmico foram enviadas para a Companhia Affymetrix
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), que realizou a genotipagem com marcadores
SNP com a Plataforma 650K. Do total de 616.201 marcadores SNP avaliados,
418.287 marcadores foram polimérficos e com alta resolucao.

Para a analise dos resultados, o célculo da distancia genética entre duas
populacdes (I e J) foi estimado de acordo com Yao et al. (2007), a partir do coeficiente

de coincidéncia simples obtido pela expressao:

N;+ N]' (1)

em que Nij € o numero de alelos comuns a ambas as populagbes para determinado
primer, Ni € o numero total de alelos SNP na populacéo i e Nj o numero total de alelos
na populacéo j. O complemento do coeficiente de coincidéncia simples entre pares de

itens foi portanto estimada por:

_ 1 1 Ni;j
Dyj=1-CS=1 {2 [2_N1+Nj]} (2)
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Com base nas distancias, foi construida uma matriz de valores Dj, a qual deu
origem a matriz de dissimilaridade genética.

A diversidade genética entre os acessos foi avaliada utilizando-se o método de
otimizacdo de Tocher e pelo método da ligacdo média entre grupos ou UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), conforme sugerido por (CRUZ
etal., 2012). O ponto de corte no dendrograma foi baseado na seguinte formula: Ponto
de corte = Média + (Desvio padrdo x valor referencial do corte) (CRUZ, 2008). Os
procedimentos estatisticos foram realizados com auxilio do aplicativo computacional
GENES (CRUZ, 2008).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de caracterizacao de linhagens apresentou acuracias relativamente
altas (acima de 86%) (Tabela 1), obtendo excelente precisdo experimental, pois mede
a correlacéo entre os valores genéticos preditos e os valores observados (RESENDE,
2008).

Os valores genotipicos preditos das linhagens para a reacdo as doencas
foliares foram: MB variaram de 1,33 +0,93 a 5,32 +1,09; HT de 2,18 +0,90 a 5,30
+1,03; CZde 2,2 +0,77a5,6 +0,89; e PP de 1,48 + 1,03 a 5,71 +1,01 (Tabela 1).
Estes resultados evidenciam a existéncia de grande variabilidade genética para as
caracteristicas estudadas em linhagens de milho. Além disso, indicam que existem
fontes de resisténcia que podem ser utilizados com o intuito de melhorarem a
tolerancia a mancha branca (CD 02, 13, 15, 18, 22, 23, 28, 49, 50, 56, 57, 62, 64), a
helmintosporiose (CD 07, 28, 30 e 41), a cercosporiose (CD 49) e a ferrugem polissora
(CD 02, 10, 11, 12, 15, 19, 21, 26, 28, 31, 40, 41, 43, 46, 49, 50, 51, 58 e 59) (Tabela
1). Considerando o bom desempenho das linhagens CD37, CD 49 e CD50 como
fontes de resisténcia, sugere-se a utilizagdo como doadoras de genes em programas
de melhoramento de milho.

Tabela 1. Valores genotipicos preditos (VG) com os limites inferiores (INF) e
superiores (SUP), e parametros genéticos para os caracteres de resisténcia a mancha
branca (MB), a helmintosporiose (HT), a cercosporiose (CZ) e a ferrugem polissora
(PP) estimados pelo REML/BLUP (SELEGEN, Modelo 21) avaliados em germoplasma
de milho comum (Cascavel/PR, safrinha 2013, 2014 e 2015).

LIN. MB HT CzZ PP

VG INF SUP VG INF SUP VG INF SUP VG INF SUP
cDOo1 3,42 2,48 4,35 381 291 471 3,60 2,83 4,70 3,59 2,57 4,60
cDo2 1,46 0,37 2,55 225 122 3,28 482 393 571 1,91 0,88 2,93
CD03 3,42 248 4,35 3,06 2,16 3,96 4,44 3,67 5,20 436 3,49 5,23
cDo4 2,81 1,72 3,90 2,75 1,72 3,78 3,07 2,18 3,97 4,46 3,43 5,48
cbos 4,11 3,18 5,05 419 329 5,08 486 4,09 5,62 295 1,94 3,96
cDos 3,83 290 4,77 4,06 3,16 4,96 3,60 2,83 4,37 3,18 2,16 4,21
cDo7 4,67 3,73 5,60 2,18 1,28 3,08 3,60 2,83 4,37 253 1,51 3,54
cDos 3,83 29 477 2,68 1,79 3,58 500 4,23 5,76 2,31 1,30 3,33
cDo9 3,83 29 4,77 3,44 254 4,33 4,44 367 5,20 3,59 2,57 4,60
cb10 4,67 3,73 5,60 419 329 5,08 542 465 6,18 1,89 0,88 2,90
cD11 4,67 3,73 5,60 419 329 5,08 542 4,65 6,18 1,89 0,88 2,90
cD12 2,75 166 3,84 325 2,22 4,28 2,49 160 3,38 1,89 0,88 2,90

continua..
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LIN. MB HT cz PP

VG INF SUP VG INF  SUP VG INF SUP VG INF SUP
cp13 1,89 095 2382 2,43 154 3,33 542 4,65 6,18 2,53 151 3,54
cD14 3,00 206 3,93 2,43 154 3,33 4,86 4,09 5,62 3,59 2,57 4,60
cpbis 161 067 254 231 141 3,21 3,60 2,83 4,37 1,89 0,88 2,90
cbie 467 3,73 5,60 456 3,67 5,46 424 3,35 5,13 422 321 524
cpbi7 467 373 5,60 419 329 5,08 482 3,93 571 3,59 2,57 4,60
cpbis 161 067 254 3,44 254 4,33 4,44 367 5,20 3,59 2,57 4,60
cD19 2,58 165 3,52 2,68 1,79 3,58 3,07 2,18 3,97 1,89 0,88 2,90
cD20 467 3,73 5,60 456 3,67 5,46 3,18 2,41 3,95 3,16 2,15 4,18
cb21 425 3,32 5,19 3,06 216 3,96 3,66 2,76 4,55 1,89 0,88 2,90
cD22 161 067 254 231 141 321 4,44 3,67 5,20 422 321 5,24
cD23 1,90 081 2,99 313 2,10 4,16 363 2,74 4,52 4,87 3,85 5,89
cD24 3,00 206 3,93 3,06 216 3,96 2,76 1,99 3,53 2,53 151 3,54
cD25 3,83 29 477 2,43 1,54 3,33 3,07 2,18 3,97 2,95 1,94 3,96
cD26 2,58 165 3,52 2,81 1,91 3,71 4,02 325 4,78 1,89 0,88 2,90
cD27 467 373 5,60 3,06 2,16 3,96 3,60 2,83 4,37 2,53 1,51 3,54
cb2s 1,89 0,95 2382 2,18 1,28 3,08 3,60 2,83 4,37 1,89 0,88 2,90
cD29 272 179 3,66 3,44 254 4,33 3,60 2,83 4,37 3,59 2,57 4,60
cD30 3,00 2,06 3,93 2,18 1,28 3,08 3,60 2,83 4,37 3,59 2,57 4,60
cD31 216 123 3,10 2,68 1,79 3,58 542 4,65 6,18 1,89 0,88 2,90
cD32 3,00 206 3,93 2,68 1,79 3,58 430 3,53 5,06 2,53 151 3,54
cD33 459 351 5,68 530 427 6,33 518 4,29 6,08 4,01 3,00 5,02
cD34 2,58 165 352 3,06 216 3,96 542 4,65 6,18 571 4,70 6,72
cD3s 425 3,32 5,19 3,44 254 4,33 4,44 367 5,20 2,53 151 3,54
CD36 3,33 224 442 337 234 4,40 479 3,90 5,69 571 4,70 6,72
cD37 2,16 123 3,19 3,06 216 3,96 2,76 1,99 3,53 2,31 1,30 3,33
cD38 2,58 165 3,52 3,06 2,16 3,96 4,02 325 4,78 2,53 1,51 3,54
cD39 3,39 2,30 4,48 325 222 4,28 482 3,93 571 3,18 2,16 4,21
cD40 2,58 1,65 3,52 2,68 1,79 3,58 3,60 2,83 4,37 1,91 0,88 2,93
cD41 342 248 435 2,18 1,29 3,08 2,76 1,99 3,53 1,80 0,88 2,90
cD42 2,58 165 3,52 3,44 254 4,33 3,60 2,83 4,37 422 321 524
cD43 2,72 165 3,52 3,44 254 4,33 4,44 3,67 5,20 1,80 0,88 2,90
CcD44 2,58 165 3,52 456 3,67 5,46 424 3,35 5,13 3,18 2,16 4,21
cD45 3,39 2,30 4,48 425 322 528 482 3,93 571 3,18 2,16 4,21
cD46 3,00 2,06 3,93 2,68 1,79 3,58 4,44 367 5,20 1,89 0,88 2,90
cD47 3,00 206 3,93 419 329 5,08 542 4,65 6,18 4,86 3,85 5,87
cD4s 3,00 2,06 3,93 2,68 1,79 3,58 3,18 2,41 3,65 2,95 1,94 3,9
cDa9 1,61 0,67 2,54 231 141 321 2,2 143 2097 1,89 0,88 2,90
cps0 1,89 0,95 2,82 3,06 2,16 3,96 2,76 1,99 3,53 1,80 0,88 2,90
cD51 3,44 235 453 3,63 2,60 4,66 479 3,90 5,69 1,48 0,45 250
cDs2 487 3,78 5,96 504 4,01 6,07 5,18 4,29 6,08 571 4,70 6,72
CcD53 3,42 248 435 2,68 1,79 3,58 3,60 2,83 4,37 4,86 3,85 5,87
cD54 425 3,32 4,19 3,06 2,16 3,96 4,44 3,67 5,20 486 3,85 5,87
cDs5 1,33 0,39 2,26 241 1,39 3,44 424 3,35 513 3,18 2,16 4,21

continua..
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LIN. MB HT (ov4 PP

VG INF SUP VG INF SUP VG INF SUP VG INF SUP
CD56 3,97 2,88 5,05 4,25 3,22 5,28 3,60 2,83 4,37 486 3,85 5,87
CD57 1,33 0,39 2,26 3,75 2,72 4,78 3,60 2,83 4,37 486 3,85 5,87
CD58 230 1,37 3,24 275 1,72 3,78 4,86 4,09 5,62 1,89 0,88 2,90
CD59 230 1,37 3,24 241 1,39 344 542 4,65 6,18 1,89 0,88 2,90
CD60 2,16 1,23 3,10 292 189 3,95 4,86 4,09 5,62 486 3,85 5,87
CD61 223 1,14 3,32 4,25 3,22 5,28 4,82 3,93 5,71 4,46 3,43 5,48
CD62 1,61 0,67 254 292 189 3,95 542 4,65 6,18 4,22 3,21 5,24
CD63 2,16 1,23 3,10 4,69 3,79 5,59 3,07 2,18 3,97 253 1,51 3,54
CD64 1,61 0,67 2,54 3,81 291 4,71 3,60 2,83 4,37 253 1,51 3,54
CD65 3,42 2,48 4,35 3,25 2,22 4,28 3,60 2,83 4,37 4,65 3,64 5,66
CD66 258 165 3,52 3,25 2,22 4,28 3,60 2,83 4,37 4,65 3,64 5,66
CD67 2,23 1,14 3,32 3,25 2,22 4,28 4,82 3,93 5771 3,18 2,16 4,21
CD68 3,39 2,30 4,48 3,25 2,22 4,28 3,66 2,76 4,55 4,46 3,43 5,48
CD69 532 4,23 6,40 4,25 3,22 5,28 560 4,71 6,49 531 4,28 6,33
CD70 2,23 1,14 3,32 3,25 2,22 4,28 3,66 2,76 4,55 3,18 2,16 4,21
CD71 2,23 1,14 3,32 225 1,22 3,28 3,66 2,76 4,55 3,18 2,16 4,21
CD72 3,39 2,30 4,8 3,25 2,22 4,28 4,82 3,93 5,71 3,18 2,16 4,21
Acur. 0,91 0,86 0,91 0,94
Média 3,02 3,25 4,14 3,24
Vg 1,28 0,80 0,88 1,63
Ve 0,76 0,80 0,50 0,58
Vi 2,04 1,61 1,39 2,21
h2g 0,62 0,50 0,63 0,73
h2média 0,83 0,75 0,83 0,89
CVgi% 37,49 27,6 22,73 39,42
CVe% 28,92 27,47 17,23 23,52

Acur = acuracia; Vf = variancia fenotipica; Vg = variancia genotipica; Ve = variancia residual; h2g =
herdabilidade genética no sentido amplo; h?média = herdabilidade média das linhagens no sentido
amplo; CVgi% = coeficiente de variagdo genotipica; CVe% = coeficiente de variagdo residual.

Os valores genotipicos preditos para a resisténcia a mancha branca (MB), a
helmintosporiose (HT), a cercosporiose (CZ) e a ferrugem polissora (PP) foram de
3,02 e 3,25, 4,14 e 3,24, respectivamente (Tabela 1). Observa-se que a constituicdo
genética forneceu a maior contribuicdo para a expressao da resisténcia as doencas
foliares (Vgup=1,28,Vg., =0,88 e Vgpp = 1,63), visto que 0 ambiente teve uma menor
influéncia, com valores de 0,76, 0,50 e 0,58, respectivamente. Para a expressao da
resisténcia a helmintosporiose, a constituicdo genética apresentou a mesma
contribuicdo do que a ambiental (Vg =0,8 e Ve =0,8). A elevada influéncia da variacao

ambiental sobre a caracteristica de interesse pode ser um fator de agravante na
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avaliacao de linhagens, pois dificulta a identificacdo dos genétipos, quando baseadas
apenas no feno6tipo observado (BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2007).

A herdabilidade fundamenta-se na proporcéo da variancia fenotipica que esta
sob controle genético, através da estimativa da razdo entre a variacdo genética e a
variancia total (BOREM; MIRANDA, 2013). A herdabilidade média das linhagens no
sentido amplo observada para a reacdo as quatro doencas foliares foram elevadas
(acima de 75%) (Tabela 1), evidenciando a possibilidade de se obter genoétipos
superiores atraves de estratégias simples de melhoramento, como o retrocruzamento
(CRUZ et al., 2012).

O método de retrocruzamento permite transferir um ou poucos genes de um
dos genitores, denominado genitor doador (GD), para o genitor recorrente (GR), sendo
muito utilizado para a transferéncia de genes de resisténcia a doencas (BOREM;
MIRANDA, 2013). A recuperacdo do genoma do genitor recorrente € gradativa, ou
seja, quanto maior a divergéncia genética entre os dois genitores, maior sera o nimero
de retrocruzamentos necessarios para restaurar o genoma do recorrente
(BESPALHOK; GUERRA; OLIVEIRA, 2007). Com isso, existe maior eficiéncia no
processo se a distancia genética for a menor possivel entre o genitor recorrente e 0
genitor doador.

Com os dados de diversidade genética, verifica-se a existéncia de variabilidade
entre as linhagens, visto que a maior distancia genética registrada foi de 0,3186 (CD01
x CD17) e a menor distancia 0,0015 (CD18 x CD56), sendo a distancia média de
0,1771. Estes valores de distancia entre linhagens foram semelhantes e considerados
de baixa magnitude por Aguiar et al. (2008), Adeyemo et al. (2011) e Fernandes et al.,
(2015), em virtude de o numero de marcadores serem relativamente menores (99, 75
e 44, respectivamente), quando comparados ao estudo realizado (418.287
marcadores).

Com a variabilidade encontrada entre as linhagens, a avaliacdo da divergéncia
genética por meio de marcadores moleculares se torna uma ferramenta de
fundamental importancia, por sugerir possiveis cruzamentos, através da formacéo de
grupos (FERNANDES et al., 2015). Pelo método de agrupamento de Tocher, foi
possivel reunir as linhagens em trés grandes grupos com 0s respectivos subgrupos
(Tabela 2). O grupo | foi composto pela maior parte do germoplasma de milho,
abrangendo 91,6% das linhagens avaliadas. Com relagao aos subgrupos, o subgrupo

| apresentou 77% das 72 linhagens, seguido pelos subgrupos II, IlI, IV, IX e X que
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constituiram de duas linhagens cada. Ja os subgrupos V, VI, VII, VIII, XI e XII foram
representados de maneira isolada pelas linhagens CD51, CD46, CD69, CD27, CD34
e CD17, respectivamente.

Para analise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA, o nivel de corte
arbitrario foi estabelecido no tamanho relativo dos niveis das fusdes (distancias) no
dendrograma, sendo definido o ponto de corte na distancia 0,30. Desta forma, assim
como no agrupamento de Tocher, a andlise de agrupamento UPGMA, obtida com
base na matriz de dissimilaridade genética, mostrou-se a divisdo das linhagens em

trés grandes grupos (Figura 2).

Tabela 2. Tabela 2. Agrupamento pelo método de Tocher com base na distancia do
complemento de coincidéncia simples obtida através de marcadores moleculares
SNP, em linhagens de milho (Cascavel/PR, 2016).

GRUPO  syBGRUPO LINHAGENS
18 56 57 16 43 9 8 26 37 29 38 39 40 1
33 42 65 66 47 68 71 72 44 45 64 63 4 5
19 20 12 67 31 10 11 25 70 21 24 28 15 58
13 59 14 32 3 60 62 61 2 22 23 49 41 48

Il 30 55
1] 35 36
A% 7 50
Vv 51
Vi 46
Vi 69
VIlI 27
IX 53 54
Il X 6 52
Xl 34
1] Xl 17

Dentre os métodos de analise multivariada preditivos, os métodos de Tocher e
do UPGMA tem merecido destaque por serem extensivamente utilizados em estudos
de divergéncia genética de milho comum (PAIXAO et al., 2008; COIMBRA et al., 2010;
ADEYEMO et al., 2011; FERNANDES et al., 2015), pois permite agrupar genotipos

com maior similaridade, de forma com que haja homogeneidade dentro de cada grupo
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e heterogeneidade entre os grupos (CARGNELUTTI FILHO et al., 2008). Deste modo,
fornecem informagdes essenciais para a escolha de genitores, possibilitando uma
maior probabilidade de sucesso em cruzamentos posteriores (ROTILLI et al., 2012).
Aliando as informacdes da distancia genética com as altas herdabilidades
encontradas para as doencas foliares, recomenda-se o0 cruzamento de materiais
aparentados com diferentes niveis de resisténcia, ou seja, materiais decorrentes do
mesmo grupo (Grupo |, Figura 2), por meio do método de retrocruzamento. Neste
sentido, possiveis retrocruzamentos podem ser sugeridos, como os das linhagens
CD37 (GD) x CD 33 (GR), CD49 (GD) x CD69 (GR) e CD50 (GD) x CD16 (GR), a fim
de elevar a resisténcia aos patdégenos estudados e recuperar o mais rapido possivel

0 genoma do genitor recorrente.
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Figura 2. Dendrograma do agrupamento pelo método UPGMA de 72 linhagens de milho, com base na distancia do complemento de
coincidéncia simples obtida através de marcadores moleculares SNP (Cascavel/PR, 2016).
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Para facilitar a selecdo de gendtipos promissores, utiliza-se a estimativa de
coeficientes de correlacdo genotipica entre caracteristicas de interesse, por envolver
uma associacdo de natureza herdavel (CRUZ et al.,, 2012). Neste trabalho, foi
observada uma correlacdo genotipica altamente significativa (p<0,01) e positiva de
0,38 para a selecao simultanea de gendtipos resistentes a MB x HT e de 0,33 para HT
x PP (Tabela 3). Além disso, observa-se uma correlagdo genotipica significativa
(p<0,05) e positiva de 0,24 para HT x CZ. Corroborando com os resultados, Arnhold
et al. (2008) estudando a selecdo para resisténcia a doencas foliares em familias S1
de milho-pipoca, verificaram correlagbes genotipicas para a mancha branca X
ferrugem comum de 0,24, helmintosporiose x ferrugem comum de 0,35 e mancha

branca x helmintosporiose de -0,59.

Tabela 3. Valores dos coeficientes de correlacdes genéticas obtidos para resisténcia
a mancha branca (MB), a helmintosporiose (HT), a cercosporiose (CZ) e a ferrugem
polissora (PP), estimados pela correlacao simples de Pearson. (Cascavel/PR, safrinha
2016).

MB HT Ccz PP
MB i

HT 0,38** -

Ccz 0,21"s 0,24* -

PP 0,107 0,33* 0,211 -

**Significativo a 1% de probabilidade; *Significativo a 5%; " n&o significativo.

Segundo Lopes et al. (2002), ha uma tendéncia entre os melhoristas de plantas
de se valorizar mais o sinal (positivo ou negativo) e a magnitude dos valores na
interpretacdo aplicada das correlacdes do que a significancia das mesmas,
valorizando desta forma estimativas de correlac6es acima de +0,5. Desta forma, as
correlagcdes genéticas de baixa magnitude entre as doencas estudadas indicam a

possibilidade de selecéo para cada doenca sem comprometer as demais.
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2.4 CONCLUSAO

Existe variabilidade genética entre as linhagens de milho, sendo possivel
classifica-la em trés grandes grupos. Considerando o bom desempenho das linhagens
CD37, CD 49 e CD50 como fontes de resisténcia as doencas estudadas, recomenda-
se a utilizacdo como doadoras de genes em programas de melhoramento de milho.

Aliando as informacgfes da distancia genética com as altas herdabilidades
encontradas para as doencas foliares, recomenda-se o retrocruzamento de materiais
aparentados com diferentes niveis de resisténcia, decorrentes do grupo |I.

As correlacdes genéticas de baixa magnitude entre as doencas estudadas
indicam a possibilidade de selecéo para cada doenga sem comprometer as demais.
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CAPITULO 2 - CONTROLE GENETICO PARA RESISTENCIA A MANCHA
BRANCA E MAPEAMENTO POR ASSOCIACAO EM LINHAGENS DE MILHO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar regides gendmicas associadas com a
resisténcia & mancha branca (MB) em linhagens de milho comum e estudar o controle
genético envolvido na resisténcia por meio da analise de médias e variancias. Para o
mapeamento por associacdo, 72 linhagens foram previamente genotipadas para
marcadores SNP na plataforma 650K (Affymetrix®), e 0s seus respectivos valores
genotipicos foram preditos pelo REML/BLUP para a MB. A fim de evitar associacdes
espurias entre marcadores SNPs e o carater estudado, realizou-se inicialmente a
analise de estrutura da populacdo. A andlise de associacdo entre os marcadores
SNPs e a MB foi realizada utilizando-se modelo linear misto (MLM). Para o estudo do
controle genético, o experimento foi conduzido no ano de 2016 e foi composto por
blocos casualizados com trés repeticbes, sendo os tratamentos constituidos pelos
genitores (1 e 2) e suas geracgdes F1, F2, RC1 e RC2. Por meio das notas atribuidas as
linhagens e as suas respectivas geracfes, foram extraidos os dados genotipicos
relacionado a heranca da doenca estudada. As estimativas dos parametros genéticos
e ambientais, foram baseadas na analise das variancias das geracdes segregantes e
nao segregantes. De acordo com as andlises, foram encontrados QTLs nos
cromossomos 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9 e 10 para a MB do milho, podendo aumentar, reduzir
ou até mesmo anular o efeito desse atributo. No entanto, as regides gendmicas para
busca de alelos que promovem o aumento da resisténcia a mancha branca com o uso
de marcadores SNP, encontram-se nos cromossomos 2, 4 e 8. O controle genético
da resisténcia a MB é quantitativo para os parentais empregados no estudo, sendo os
efeitos aditivos mais importantes na determinacao do carater. A herdabilidade restrita
das notas de resisténcia a MB foi elevada (74%), permitindo boa eficiéncia de selecéo

de genotipos superiores e ganhos por selecéo satisfatérios.

Palavras-chave: Zea mays, Pantoea ananatis, resisténcia genética, desequilibrio de
ligacéo.
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GENETIC CONTROL FOR WHITE LEAF SPOT RESISTANCE AND MAPPING BY
ASSOCIATION IN MAIZE LINES

ABSTRACT

The aim of this work was to identify genomic regions associated with white leaf spot
(WLS) resistance in common maize lines and to study of control involved in the
resistance by the analysis of means and variances. For association mapping, 72 maize
lines were previously genotyped for SNP markers on the 650K platform (Affymetrix®),
and their respective genotypic values were predicted by REML/BLUP for WLS. In order
to avoid spurious associations between SNPs markers and the studied character, the
analysis of population structure was initially performed. The analysis of association
between the SNPs and WLS markers was carried out using a linear mixed model
(LMM). For the study of genetic control, the experiment was conducted in 2016 and
was composed of randomized blocks with three replicates, the treatments consisting
of the parents (1 and 2) and their F1, F2, RC1 and RC2 generations. By means of the
notes attributed to the lines and their respective generations, the genotypic data related
to the inheritance of the studied disease were extracted. Estimates of genetic and
environmental parameters were based on the analysis of the variances of the
segregating and non-segregating generations. According to the analyzes, QTLs were
found on chromosomes 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9 and 10 for WLS of maize, which may
increase, reduce or even override the effect of this attribute. However, the genomic
regions for the search for alleles that promote the increase of resistance to white leaf
spot with the use of SNP markers, are found in chromosomes 2, 4 and 8. The genetic
control of resistance to WLS is quantitative for the parents employed in the study, with
the additive effects being more important in the character determination. The restricted
heritability of WLS resistance scores was high (74%), allowing good selection

efficiency of superior genotypes and satisfactory selection gains.

Keywords: Zea mays, Pantoea ananatis, genetic resistance, linkage disequilibrium.
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3.1 INTRODUCAO

No Brasil, as maiores causas da descontinuidade do plantio de hibridos
comerciais de milho devem-se as epidemias de novas doencas ou ainda, de novas
racas de patdégenos pré-existentes, antes consideradas sem importancia econdémica.
Isso acontece principalmente pelo cultivo de hibridos suscetiveis, monocultivo,
melhoramento sem selecédo para doengcas e mudancgas nos sistemas de produgéo,
como plantio direto e plantios safrinha (SILVA et al., 2015). Tal foi o caso da mancha
branca, de ocorréncia endémica na forma de pequenas e esparsas lesdes foliares,
comecou a assumir propor¢cdes epidémicas a partir do ano 1990, em vérias regides
do pais (SCHIPANSKI, 2011).

A mancha branca é considerada atualmente, uma das principais doencas
foliares da cultura do milho, tanto pelos prejuizos que tem causados as culturas
suscetiveis (até 60% da producédo), quanto pela ampla distribuicdo (COSTA et al.,
2009) em praticamente todas as regifes produtoras de milho no Brasil, além de vérias
regioes tropicais e subtropicais do mundo (SIBIYA et al., 2011; KRAWCZYK et al.,
2010). Os sintomas da doenca sdo caracterizados por lesGes foliares irregulares a
elipticas, inicialmente aquosas verde-claro que evoluem para lesdes necroticas.

Algumas medidas de controle podem auxiliar na diminuigéo do inoculo e nos
danos causados por doencas, como o plantio antecipado, rotacdo de culturas e
aplicacdo de fungicidas (SILVA et al., 2015). No entanto, a baixa eficiéncia dos
fungicidas no controle da mancha branca, deve-se ao envolvimento da etiologia
bacteriana para a doenca, pois estes ndo apresentam acdo secundaria contra
doencas bacterianas (COSTA et al., 2012).

O método mais racional e eficaz que existe para controle de doencas em
plantas cultivadas € a resisténcia genética, sendo expressivo sua contribuicdo para o
melhoramento genético, com o desenvolvimento de cultivares geneticamente
resistentes (VIEIRA et al., 2009). Entretanto, o desenvolvimento de cultivares é um
trabalho intenso, uma vez que envolve desde a identificacdo de fontes de resisténcia
e estudo do controle genético, até a elaboracdo e execucao de estratégias eficientes
na transferéncia dos alelos de resisténcia para as linhagens de milho que participam
dos hibridos comerciais (SCHUELTER et al., 2003).

A condugdo de qualquer programa de melhoramento é facilitada, se houver

informacdes sobre as fontes de resisténcia e o controle genético do carater. Isso
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porque possibilita aos melhoristas a escolha da estratégia mais adequada para
direcionar os trabalhos de introdu¢do de genes em germoplasmas suscetiveis e
maximizar a exploragdo da variabilidade genética (FALCONER; MACKAY, 1996).

Segundo estudos de heranca da mancha branca, a caracteristica € descrita
como quantitativa, sendo a acao génica aditiva predominante, ou seja, € governada
por um grande numero de genes de pequeno efeito (DERERA et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2009; VIVEK et al., 2010; NIHEI; FERREIRA, 2012). Apesar de
sua heranca ser quantitativa, a resisténcia a mancha branca tem sido relatada como
um carater que apresenta alta herdabilidade (LOPES et al., 2007; MOREIRA et al.,
2009).

Recentemente, vém sendo desenvolvidos trabalhos de mapeamento por
associagao para caracteres qualitativos e quantitativos (Quantitative Trait Loci - QTL),
auxiliados pelos marcadores moleculares SNPs, para complementacdo dos estudos
sobre heranca genética com mapas mais saturados (MOREIRA et al., 2009). Por
definicdo, mapeamento por associacdo, também conhecido como mapeamento por
desequilibrio de ligacdo, ou mapeamento por desequilibrio de fase gamética, baseia-
se na identificacdo dos polimorfismos que se correlacionam com a variacao fenotipica
e, deste modo, cria associa¢des entre marcadores genéticos e fenétipo, explorando a
diversidade genética (MACKAY; POWELL, 2007). Esse método pode ser aplicado a
uma série de populagbes experimentais ou ndo experimentais, despontando como
uma importante metodologia para mapear genes de interesse (CASTRO; PEREIRA,
2008).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi identificar regides gendmicas
associadas com a resisténcia a mancha branca em linhagens de milho comum e
estudar o controle genético envolvido na resisténcia por meio da analise de médias e

variancias.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Mapeamento por Associagéo

Para a analise de associacéao, o trabalho foi conduzido em duas etapas, sendo
a primeira realizada a genotipagem das linhagens e a segunda, a fenotipagem para
resisténcia as doencas foliares.

A genotipagem procedeu-se da analise das regibes genGmicas associadas
para a mancha branca em 72 linhagens de milho da COODETEC. A extracao,
guantificacdo e purificacdo do DNA genbmico das linhagens, seguiu 0 mesmo
protocolo utilizado para a andlise de diversidade genética (Topico 2.2.2). Realizou-se
a genotipagem com marcadores SNP com a Plataforma 650K (Affymetrix®). Do total
de 616.201 marcadores SNP, foram empregados 418.287 marcadores que
apresentaram resultados de alta resolucédo e polimérficos nas amostras utilizadas,
para a realizacao das analises.

A partir dos dados de marcadores moleculares SNP obtidos, foi realizada
inicialmente a analise de estrutura populacional, a fim de evitar associacfes falso-
positivas entre marcadores e a caracteristica alvo. Assim sendo, utilizou-se o
algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para o modelo bayesiano generalizado,
por meio do software InStruct (GAO et al., 2007). A vantagem da utilizacdo do
algoritmo implementado no software InStruct € que ndo pressupde o equilibrio de
Hardy-Weinberg na populacéo.

Para se obter uma boa convergéncia dos dados, foram estimadas as
frequéncias alélicas para cada numero de subpopulacbes simuladas (k) e na
sequéncia, estimou-se a probabilidade da linhagem i pertencer a uma populacéo k.
Deste modo, foram empregados burn-in de 5000 simula¢gdes com 50 mil repeticdes
(Run Length Periods), testando-se oito possibilidades de sub-agrupamentos. O melhor
valor de k é 0 que apresenta o maior valor de In Pr(x|k) entre todos os valores de k
simulados.

A fenotipagem consistiu da analise visual para a mancha branca em 72
linhagens COODETEC, sendo o experimento conduzido nos anos de 2013 a 2015.
Deste modo, a fenotipagem baseou-se da predicéo dos valores genotipicos derivadas

das notas de resisténcia para a mancha branca, de acordo com o estudo da

60



caracterizacdo de linhagens (Topico 2.2.3). Os valores genotipicos foram obtidos
considerando o modelo 21 do software SELEGEN-REML/BLUP (RESENDE, 2008).

A andlise de associacdo entre os marcadores SNPs e o carater alvo (MB), foi
realizada empregando o modelo linear misto (MLM), por meio do software estatistico
TASSEL versédo 5.2.12 (BRADBURY et al., 2007).

O MLM é representado pela formulay = XB + Qv + Zu + e, onde y € o vetor
dos valores fenotipicos, X € o vetor que representa os valores genotipicos de SNP,
€ 0 vetor dos efeitos fixos dos genotipos, Q € a matriz estimada com a andlise de
estrutura da populacéo, v é o vetor de efeitos fixos decorrentes das populacoes, Z é
matriz identidade, u € o vetor de efeitos aleatorios relacionados ao background
genético e e é o vetor de erros aleatérios.

A significancia das associacfes entre os marcadores SNP e o atributo
fenotipico MB, foi determinada por meio da identificacdo dos maiores valores de —
Logl0(P). Os —Logl10(P) foram utilizados para a obtengcdo dos graficos do tipo
Manhattan Plot.

3.2.2 Estudo do Controle Genético

Para o estudo do controle genético, o experimento foi conduzido na safrinha de
2016, utilizando duas linhagens oriundas do estudo da caracterizacéo das linhagens,
do programa de melhoramento de milho da COODETEC. Tais linhagens foram
selecionadas por diferirem na resisténcia a mancha branca, ou seja, uma linhagem
altamente resistente (CDL 15 — genitor 1) e a outra altamente suscetivel a doenca em
estudo (CDL 69 — genitor 2) (Tabela 4).

Tabela 4. Altura (ALT), numero total de folhas, florescimento masculino (FL. M) e
feminino (FL. F), resisténcia a mancha branca (MB) das linhagens utilizadas no estudo
do controle genético.

LINHAGEM  ALT@m N°FOLHAS FL.M@pas) FL.F (as) MB
CDL 15 1,20 16 78 79 AR
CDL 69 1,6 9 51 53 AS

61



m: metros; DAS: dias apés a emergéncia da plantula; AR: altamente resistente; AS: altamente
suscetivel.

Empregando-se os procedimentos de polinizagdo controlada, as sementes das
linhagens genitoras, bem como as geragdes Fi1, foram obtidas na safrinha de 2015 e
na safra seguinte, correspondendo a safra de 2015/16, a geracdo F2 e o0s
retrocruzamentos, RC1.1 (F1 X P1) e RC1.2 (F1 X P2).

Os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental composto
por blocos casualizados com trés repeticdes, sendo os tratamentos constituidos pelas
geracdes. A semeadura foi realizada no dia 7 de marco de 2016, correspondendo a
safrinha 2016. Cada parcela foi representada por duas fileiras de 5m para as geracoes
genitoras (P1 e P2) e F1, quatro fileiras de 5m para as geracdes RC1.1 e RCi.2 e oito
fileiras de bm para a geracao F2, sendo cada fileira constituida de 20 plantas, com
espacamento de 0,25m entre plantas e 0,5m entre fileiras. Como bordadura, utilizou-
se quatro fileiras de hibrido altamente suscetivel as doencas foliares. Além disso,
colocaram-se entre as linhas restos culturais de milho com lesdes foliares da doenca
em questao, a fim de aumentar a fonte de inoculo dos patdgenos no experimento.

Dentro do experimento, foi realizada a marcacéao individual das plantas para
cada geracao, para que posteriormente fossem avaliadas. Em virtude da segregacéao
ser diferente em cada geracdo, foram marcadas 12 plantas para cada geracao
genitora (P1 e P2) e F1, 48 plantas para cada retrocruzamento (RC1.1 e RC1.2) e 150
plantas para o F2, de acordo com as recomendacdes de Cruz et al. (2012). Os tratos
culturais foram efetuados conforme as recomendacfes da cultura, com excecao da
aplicacao de fungicidas (EMBRAPA, 2010).

As linhagens foram infectadas naturalmente em campo e posteriormente,
avaliadas quanto as lesdes foliares na fase de enchimento de graos, ou seja, 32 dias
apos o florescimento (DAF), com o auxilio de uma escala diagramética com notas de
1 a 6 (Figura 5).

Por meio das notas atribuidas as linhagens e as suas respectivas geracoes,
foram extraidos os dados genotipicos relacionado a heranca da doenca estudada.

Os estudos genéticos sobre a heranga da resisténcia a mancha branca, com
base nas médias e variancias das populacdes, foram realizados conforme descrito por
Mather & Jinks (1982). As estimativas dos parametros geneéticos e ambientais,

baseada na andlise das varidncias das geracdes segregantes e ndo segregantes,
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foram realizadas segundo Cruz et al. (2012). As médias das geracdes segregantes e
nao segregantes foram utilizadas para estimar os efeitos envolvidos na determinacao
da resisténcia genética & mancha branca, utilizando o método dos minimos quadrados
ponderados (MATHER; JINKS, 1982; CRUZ et al., 2012). Os procedimentos
estatisticos foram realizados com auxilio do aplicativo computacional GENES (CRUZ,
2006).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Mapeamento por Associacdo para a Resisténcia a Mancha Branca

Pela andlise de associacao por MLM para resisténcia a mancha branca, foram
detectadas 75 associagfes (p<0,05%), distribuidos nos 10 cromossomos (n = 10) do
milho, com exce¢do do cromossomo 6 do milho. Houve maior predominancia das
associacfes no cromossomo 2 (47 associacdes), seguidas dos cromossomos 8 e 10
(6 associacdes), cromossomo 1 (5 associacfes), cromossomo 4 (4 associagdes),
cromossomos 3, 5 e 9 (2 associagdes) e cromossomo 7 (1 associagao).

Com os valores estimados de -loglO(P-valor) para cada marcador SNP
associados a MB pelo método MLM, constata-se uma ampla variacdo de valores de
probabilidade (P-valor), sendo a maioria derivado de associacfes falso-positivas ao
longo do genoma das linhagens estudadas (Figura 3). Deste modo, considerando um
P-valor minimo de 0,05%, destacado no grafico denominado Manhatan plot, por uma
linha paralela ao eixo X, observa-se visualmente uma tendéncia para fortes

associacfes nos cromossomos 2, 4, 8 e 10 (Figura 3).
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Figura 3. Manhattan plot resultante das associa¢cdes para a mancha branca nos
cromossomos de milho (Cascavel/PR, 2016).
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Tabela 5. Associacdo de marcadores SNP com a mancha branca do milho que
apresentam o0s maiores coeficientes de determinacdo genotipicos em cada
cromossomo (Cascavel/PR, 2016).

MARC. CROM.  POSICAO D'SII?;\;C'A F PROB.  R%(%) EFiTO EFEE:TO
SNP18918 1 46406731 0 11,94  0,0010 17,7 -19,60 0,00
SNP18920 1 46406900 0,16 11,94  0,0010 17,7 19,60 0,00
SNP18922 1 46407120 0,38 11,94  0,0010 17,7 19,60 0,00
SNP18923 1 46407281 0,55 11,94  0,0010 17,7 19,60 0,00
SNP95451 1 297565603  251.158,87 7,82 0,0009 23,2 -1,40 -2,42

SNP111830 2 33767002 0 7,62 0,0010 23,0 -0,83 0,58
SNP111843 2 33776183 9,18 7,76 0,0010 23,0 -0,83 0,58
SNP147881 2 177752277  143.985,28 7,83 0,0009 23,3 0,05  -12,40
SNP147882 2 177752313  143.985,31 7,84 0,0009 23,3 12,40 -0,06
SNP147888 2 177762691  143.995,69 8,57 0,0005 255 -1,25 -0,08
SNP173337 3 8597915 0 14,12 0,0037 21,0 -19,60 0,00
SNP180089 3 31104219 22.506,30 7,84 0,0009 23,3 17,60  -0,52
SNP243104 4 6386706 0 14,31 0,0035 21,2 -1,44 0,00
SNP283613 4 163848152  157.141,44 8,2 0,0007 24,4 -18,30  -0,31
SNP285201 4 169971492  163.584,78 14,79  0,0028 22,0 -18,30 0,00
SNP306757 4 232943325  226.556,61 13,46 0,0005 20,0 -16,10 0,00
SNP312862 5 2927205 0 12,13  0,0009 18,0 -10,50 0,00
SNP312866 5 2927790 0,58 12,13 0,0009 18,0 10,50 0,00
SNP442289 7 50454268 0 7,82 0,0009 23,2 2,91 -18,70
SNP481415 8 7676451 0 12,51  0,0008 18,6 11,50 0,00
SNP497607 8 79424095 71747,64 8,61 0,0005 256 31,00  -2,24
SNP497619 8 79431525 71755,07 10,12  0,0016 30,1 31,00  -2,09
SNP506468 8 115414356 107737,91 1,23 0,0008 18,3 -10,60 0,00
SNP506469 8 115414631 107738,18 1,23 0,0008 18,3 10,60 0,00
SNP534246 9 16342148 0 13,50  0,0005 20,0 0,18 0,00
SNP534253 9 16427106 84,96 13,50  0,0005 20,0 -18,50 0,00
SNP595058 10 85768435 0 11,97  0,0010 17,8 1,80 0,00
SNP595059 10 85768565 0,13 11,97  0,0010 17,8 1,80 0,00
SNP595073 10 85835396 66,96 1,19 0,0010 17,8 -1,80 0,00
SNP595076 10 85839544 70,98 1,19 0,0010 17,8 -1,80 0,00
SNP611306 10 139735193 53966,76 0,87 0,0005 25,9 -0,70 0,49

MARC. = Marcadores SNP; CROM. = Cromossomo; Kb = Kilobase; F = valor tabelado de F; PROB. =
probabilidade; R?= coeficiente de determinacao; EFEITO A = Efeito do alelo A; EFEITO B = efeito do
alelo B.

Os coeficientes de determinagcéo para cada marcador SNP no cromossomo
com associagéo significativa pelo MLM explicaram de 17,7 a 30,1% da variacao para
resisténcia a mancha branca (Tabela 5). Com relacdo a distancia entre os SNPs,
constata-se marcadores muito proximos no cromossomo 1 (SNP18920, SNP18922,
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SNP18923), no cromossomo 2 (SNP111830 e SNP111843) e no cromossomo 10
(SNP595058 e SNP595059; SNP595073 e SNP595076). Esses marcadores possuem
0s mesmos efeitos alélicos por estarem atuando sobre uma mesma regido gendémica,
resultando em informacdes redundantes. Em espécies alégamas, como é o caso do
milho, a extenséo do desequilibrio de ligacéo € relativamente curta (0,4 a 2,0 Kb) e
declina rapidamente, atingindo algumas centenas de pares de bases quando as
amostras sao derivadas de variedades tradicionais e de linhagens, no entanto, varia
de regido para regido no genoma (BOREM; CAIXETA, 2009). Enfim, a utilizac&o de
apenas um marcador SNP por regidao gendmica descritas nos cromossomos 1, 2 e 10
seja suficiente na sele¢do para resisténcia a mancha branca.

Pela selegdo dos vinte marcadores SNP com maiores coeficientes de
determinacao para a MB, verifica-se as maiores magnitudes no cromossomo 8 e 10,
com R? de 0,301 e 0,259, respectivamente (Tabela 6). Contudo, detectou-se 13
associagOes significativas no cromossomo 2, sendo que parte dos marcadores SNP
atuam sobre uma mesma regido gendmica, tais como: grupo A (SNP111830,
SNP111843 e SNP111846); grupo B (SNP111855, SNP111894, SNP111895,
SNP111900 e SNP111905) e grupo C (SNP147882, SNP147885, SNP147887 e
SNP147888). Com excecdo dos alelos A e B dos respectivos grupos B e A,
responsaveis pelo aumento da suscetibilidade a mancha branca do milho (sinal com
carga positiva), todos os demais alelos de marcadores associados com a MB
promovem acréscimo diferencial da magnitude para esse atributo fenotipico
(marcadores com sinais negativos).

Analisando conjuntamente o gréafico de Manhattan (Figura 3) e a tabela com os
vinte maiores coeficientes de determinacdo (Tabela 6), constata-se que as regidoes
genbmicas que promoveram o aumento da resisténcia a mancha branca, foram um
QTL do grupo C (SNP147882, SNP147885, SNP147887 e SNP147888) localizado no
cromossomo 2, um QTL (SNP283613) no cromossomo 4, um QTL (SNP442289) e um
QTL (SNP497607 e SNP497619) no cromossomo 8. Nesses mesmos Cromossomaos,
MOREIRA et al. (2009) e LANA et al. (2012) também identificaram QTLs relacionados
com resisténcia a mancha branca por meio de analise de mapeamento por ligacéo
génica.

Moreira et al. (2009) mapearam seis QTLs, com um QTL nos cromossomos 1,
3, 4, 6 e dois QTLs no cromossomo 8, explicando 41,62% da variancia fenotipica da

mancha por Phaeosphaeria. Do mesmo modo, Lana et al. (2012) mapearam QTLs de
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resisténcia a Pantoea ananatis em progénies de milho, encontrando 8 QTLs nos
cromossomos 1, 2, 3, 4 e 8, explicando aproximadamente 90% da variancia genotipica
da resisténcia & mancha branca em dois ambientes.

Relacionando as cinco linhagens mais resistentes e suscetiveis a MB do milho
com o0s vinte marcadores com maiores coeficientes de determinacdo, nota-se a
existéncia de regibes gendmicas que partilham alelos de resisténcia em comum, tal
como o grupo C localizado no cromossomo 2 e os marcadores (SNP497607 e
SNP497619) no cromossomo 8 (Tabela 6). Levando em consideracdo o nivel de
resisténcia, observa-se que as linhagens resistentes apresentaram valores genémicos
negativamente altos (acima de -108), j& os suscetiveis mostraram baixos valores
gendmicos negativos (abaixo de -65), evidenciando a diferenca de composicao alélica
de materiais tolerantes e sensiveis a manha branca (Tabela 6). Os valores genémicos
foram derivados da soma dos efeitos dos alelos presentes nos vinte marcadores com

maior R? para cada linhagem.
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Tabela 6. Analise de associagdo com os vinte maiores coeficientes de determinacdo genotipicos para as cinco linhagens mais
resistentes e suscetiveis a mancha branca do milho (Cascavel/PR, 2016).

DIST. EFEITO EFEITO LINHAGENS RESISTENTES LINHAGENS SUSCETIVEIS

MARC. CROM. POSICAO (Kb) F PROB. R?(%) A B 5 15 49 55 57 10 17 20 50 &9
SNP95451 1 297565603 0 7,82 0,000 23,2 -140 -242 AA BB BB BB AA BBE BB AA AA AA
SNP111830 2 33767002 0 7,76 0,0010 230 -083 058 BB BB BB BB AA BB BB BB BB BB
SNP111843 2 33776183 9 7,76 0,0010 230 -083 058 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111846 2 33776628 10 7,76 0,0010 230 -0,83 058 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111855 2 33779970 13 7,76 0,0010 23,0 058 -083 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111894 2 33800419 33 7,76 0,0010 230 058 -083 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111895 2 33800595 34 7,76 0,0010 23,0 058 -083 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111900 2 33801017 34 7,76 0,0010 230 058 -083 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP111905 2 33802177 35 7,76 0,0010 230 058 -083 AA AA AA AA BB AA AA AA AA AA
SNP147881 2 177752277 143985 7,83 0,000 23,0 -0,05 -12,40 BB BB BB BB BB AA AA AA BB AA
SNP147882 2 177752313 143985 7,84 0,0009 23,3 -12,40 -0,06 AA AA AA AA AA BB BB BB AA BB
SNP147885 2 177752504 143986 7,84 0,0009 233 -1243 000 BB BB BB BB BB AA AA BB BB AA
SNP147887 2 177762213 143995 7,84 0,0009 233 -1,24 -008 BB BB BB BB BB AA AA BB BB AA
SNP147888 2 177762691 143996 8,57 0,0005 25,5 -1,25 -0,08 AA AA AA AA AA BB BB BB AA BB
SNP180089 3 31104219 0 7,84 0,0009 23,3 -1760 -0,52 AA AA BB BB AA BB BB BB BB BB
SNP283613 4 163848152 0 8,2 0,0007 244 -1830 -031 AA BB BB BB AA BB BB BB BB BB
SNP442289 7 50454268 0 7,82 0,0009 23,2 -291 -18,70 BB AA BB BB AA BB BB AA AA BB
SNP497607 8 79424095 0 8,61 0,0005 25,6 -31,00 -2,24 AA BB AA AA AA BB BB AA BB BB
SNP497619 8 79431525 7 10,1 0,0016 30,1 -31,00 -2,09 AA BB AA AA AA BB BB AA BB BB
SNP611306 10 139735193 0 0,87 0,0005 259 -0,70 049 AA AA BB BB BB BB BB BB AA BB
VALOR GENOMICO -143 -125 -108 -108 -132 -38 -38 -65 -34 -37

MARC. = Marcadores SNP; CROM. = Cromossomo; Kb = Kilobase; F = valor tabelado de F; PROB. = probabilidade; R?= coeficiente de determinacdo; EFEITO
A = Efeito do alelo A; EFEITO B = efeito do alelo B.
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A partir das informacdes obtidas pela analise de associacdo, é possivel a
realizacdo de estudos de controle genético, a fim de se conhecer a magnitude da
variabilidade e os efeitos génicos envolvidos no carater estudado. Desta forma, para
estudos de heranca genética baseados na analise de geracbes, € fundamental a
escolha de materiais altamente contrastantes, como € o caso das linhagens CD15 e
CD69 (CRUZ et al., 2012).

3.3.2 Heranca Genética de Resisténcia a Mancha Branca

O estudo foi conduzido sob condigcdes ambientais favoraveis, a fim de propiciar
a infestacao natural de doencas foliares na cultura do milho. Desta forma, houve alta
incidéncia e severidade da doenca em toda a area experimental, com amplitude
maxima de 0 a 100% da area foliar do terco médio-superior (notas variaram de 1 a 6),
possibilitando uma discriminacéo fidedigna dos niveis de resisténcia. Esta amplitude
de severidade foi igual ou superior aos estudos da mancha branca sob infestacoes
naturais (AMARAL, 2005; NIHEI; FERREIRA, 2012).

A distribuicdo das frequéncias de severidade das doencas € uma simplificacdo
da frequéncia relativa do numero de plantas utilizando-se os limites de classificacédo
da escala diagramética. A distribuicdo comportou-se de maneira ndo-normal para
todas as geracoes, tipica de caracteristicas em que poucos genes estao envolvidos
(Figura 4). Apesar da distribuicdo ndo-normal na geracao segregante F2, constata-se
gue 76% das plantas apresentou resisténcia moderada para a mancha branca (notas
3 e 4) e 92% na geracgdo F1, sendo um forte indicio da presenca de efeitos génicos
aditivos na expressao do carater.
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Figura 4. Distribuigéo das frequéncias de notas de severidade para a mancha branca,
nas geracgdes genitoras (P1 e P2), F1, F2 e RC’s (RC1.1e RC1.2) (Cascavel/PR, safrinha
2016).

Analisando-se as médias dos genitores (Tabela 7), pode-se observar que os P1
e P2 foram o0 mais resistente e o mais suscetivel a mancha branca, respectivamente,
evidenciando que sdo suficientemente contrastantes (Tabela 7 e Figura 4). Este
resultado é um indicativo que o0s genitores possuem genes e alelos diferentes de
resisténcia a mancha branca, o que é primordial para a realizagdo de estudos
geneéticos (CRUZ et al.,, 2012). As geracbes Fi1 e F2 apresentaram meédias
intermediarias aos genitores e as médias dos retrocruzamentos tenderam a
aproximar-se das médias das linhagens utilizadas como genitor recorrente (Tabela 7).
Tanto as médias das geracdes quanto a distribuicdo das frequéncias das notas de
severidade pressupfem efeitos aditivos atuando no controle genético da resisténcia a

mancha branca.
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Com relacéo as variancias das popula¢cdes de MB (Mancha branca) (Tabela 7),
observa-se que as geragdes Pi, P2 e F1 apresentaram os menores valores. Esses
menores valores ocorrem devido as respectivas geracdes possuirem o mesmo
genadtipo, sendo que qualquer variacdo que ocorre entre as plantas é de natureza
ambiental. As demais geragbes segregantes (RCi1, RCi12 e F2), apresentam o0s
maiores valores de variancia (Tabela 7). Neste caso, além da variancia ambiental
estar influenciando as respectivas geracdes, também estd presente a variancia
genética (RAMALHO et al., 2008).

Tabela 7. Numero de plantas avaliadas fenotipicamente, médias da severidade (sev),
variancias (o?) e das variancias médias da severidade V(sev) para resisténcia a
mancha branca.

GERACAO N°DE PLANTAS MEDIA(sev) VARIANCIA(c?) V(sev)

P1 12 5,4166 0,2651 0,0220
P2 12 1,4166 0,2651 0,0220
F1 12 4,0833 0,0833 0,0069
F2 144 3,3888 0,8407 0,0058
RC1 48 4,3750 0,4521 0,0094
RC2 48 2,6875 0,6023 0,0125

As estimativas de parametros genéticos podem fornecer informacdes
essenciais tanto para a selecao e definicdo do programa de melhoramento de uma
populacdo, quanto sobre a natureza e magnitude da acdo génica na heranca dos
caracteres (CRUZ, et al., 2012). Observa-se que a constituicdo genética forneceu a
maior contribui¢do para a expresséo da resisténcia a mancha branca (67 = 0,7573),
visto que o ambiente teve uma baixa influéncia (6e? = 0,0833) (Tabela 8). Verifica-se
também que o componente genético aditivo € responsavel pela maior contribuicdo
para a variancia genotipica (62= 0,6269), enquanto que os desvios de dominancia
representam uma menor importancia (62 = 0,1308), representando apenas 17,2% da
variancia genotipica.

A variancia aditiva em quantidade suficiente promove o controle genético da

resisténcia a mancha branca, constituindo um indicativo efetivo de selecdo de
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genaotipos superiores, sendo assim, uma condicdo favoravel ao melhoramento
genético (LOPES et al., 2007).

Constata-se que as herdabilidades no sentido amplo e restrito para a
resisténcia a mancha branca foram de 90,08% e 74,56% (Tabela 8), respectivamente,
sendo uma importante ferramenta utilizada no melhoramento, uma vez que quantifica
a proporcao da variancia genética que pode ser transmitida para a proxima geragao
(BOREM; MIRANDA, 2013). Os valores de herdabilidade obtidos no trabalho s&o
considerados altos, quando comparados com a da literatura, indicando que a selecéo
sera eficiente baseando-se no fenoétipo. Resultados de magnitudes de herdabilidade
semelhantes foram encontradas para a resisténcia a mancha branca, variando de 61
a 88% (LOPES et al., 2007; MOREIRA et al., 2009; JULIATTI et al., 2013).

O controle genético da resisténcia a mancha branca € quantitativo para os
genitores empregados no estudo (Tabela 8), sendo que o grau médio de dominancia
evidencia a existéncia de dominancia parcial (valor estimado 0,6451). O grau médio
da dominancia expressa a relacdo entre o valor genotipico codificado do heterozigoto
(d) e do homozigoto (a), sendo o valor estimado menor que 1 (d < a). Corroborando
com os resultados encontrados, segundo estudos de heranca da mancha branca, a
caracteristica € descrita como quantitativa, ou seja, € governada por varios genes
controlando parcialmente a caracteristica e caracterizada pela ndo especificidade a
raca do patogeno (GUIMARAES et al., 2009; VIVEK et al., 2010).

Os resultados indicam a existéncia de aproximadamente 3,2 genes atuando no
controle genético da mancha branca (Tabela 8). Resultado similar foi encontrado por
Carson (2001), o qual encontrou de trés a quatro genes de grande efeito na
resisténcia. No entanto, relatos ja identificaram: até trés genes (LOPES et al., 2007) e
pelo menos dois genes (PEGORARO et al., 2002; SCHUELTER et al., 2003). Diante
disso, a resisténcia a mancha branca pode ser tanto de heranca simples quanto de
heranca complexa, principalmente pelo envolvimento de genes de resisténcia parcial
(AMARAL, 2005).

As expressoes utilizadas para a predigdo da estimativa do nUmero de genes
sdo baseadas em uma série de pressuposicoes e, por esta razdo, devem ser
interpretadas com certa prudéncia, devido as mesmas poderem fornecer estimativas
com valores diferentes. Apesar disso, as estimativas do nimero de genes séo Uteis
como indicadores da natureza oligogénica ou poligénica da caracteristica em questao

(CRUZ et al., 2012).
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Tabela 8. Estimativa das variancias fenotipica, genotipica, aditiva, decorrentes de
dominancia e de ambiente, da herdabilidade no sentido amplo e restrito, do grau médio
de dominancia e da estimativa do nUmero de genes para a caracteristica resisténcia
a mancha branca (MB).

PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO F2

PARAMETRO MB
Variancia fenotipica (6f2) 0,8407
Variancia genotipica (6g?) 0,7573
Variancia aditiva (6a?) 0,6269
Variancia por dominancia (6d?) 0,1304
Variancia de ambiente (Ge?) 0,0833
Herdabilidade no sentido amplo (ha?) 0,9008
Herdabilidade no sentido restrito (hr?) 0,7456
Sgﬁéunrgizcil)o da dominancia (baseado em 06451
Numero de genes 3,19

As estimativas e a significAncia da hipotese de nulidade de cada parametro
genético do modelo completo indicam que apenas a média geral (m) e os efeitos
aditivos (a), contribuem para a determinacdo da resisténcia & mancha branca,
enquanto que os demais modelos ndo apresentaram significancia (p<0,05) (Tabela 9).
Outros relatos encontraram predominancia do modelo aditivo explicando as bases
genéticas envolvidas na resisténcia a mancha branca (SCHUELTER et al., 2003;
AMARAL, 2005; LOPES et al., 2007).
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Tabela 9. Estimativas da média geral (m) e de efeitos génicos aditivos (a), devidos
aos desvios de dominancia (d), epistaticos do tipo aditivo-dominante (ad) e epistaticos
do tipo dominante-dominante (dd), obtidos pela analise das médias de seis geracbes
(P1, P2, F1, F2, RC1, RC2) avaliadas quanto a resisténcia a mancha branca.

PARAMETRO  ESTIMATIVA VARIANCIA T PROB. %
m 2,8472 0,1923 6,4921 0,0000001 **
a 2,0000 0,011 19,0277 0,0 **
d 0,9305 1,2709 0,8254 58,5086 "
aa 0,5694 0,1812 1,3374 17,8825 "
ad -0,6250 0,1320 -1,7198 8,4238 "
dd 0,3055 0,5168 0,4250 64,4727 "

**Significativo a 1% de probabilidade; " ndo significativo.

Tabela 10. Decomposi¢cdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros (m,
a, d, aa, ad, dd), pelo método de eliminacédo de Gauss da caracteristica resisténcia a
mancha por branca.

FONTE DE VARIACAO GL SQ R? (%)
m/ a, d, aa, ad, dd 1 42,1481 10,28
a/m, d, aa, ad, dd 1 362,0571 88,34
d/ m, a, aa, ad, dd 1 0,6813 0,16
aa/m, a, d, ad, dd 1 1,7886 0,43
ad/ m, a, d, aa, dd 1 2,9577 0,72
dd/ m, a, d, aa, ad 1 0,1806 0,04

TOTAL 6 409,8136

A prevaléncia da aditividade é comprovada quando se analisa a decomposi¢cao
nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros (Tabela 10). Conclui-se que o0s
efeitos aditivos apresentam maior importancia na determinacdo da resisténcia a
mancha branca, pois explicam 88,34% da variabilidade do carater estudado.
Corroborando com os valores encontrados, Schuelter et al., (2003) estudando a
heranca da reagdo de resisténcia a P. maydis pela anédlise de média de geracdes do
cruzamento entre as linhagens contrastantes, encontraram valores de efeito aditivo

de (R?) 87,64% da variabilidade da resisténcia a mancha branca.
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A variabilidade genética da caracteristica estudada com predominancia dos
efeitos aditivos representa a possibilidade de obtencéo de gendtipos resistentes, mais
duradoura e estavel, por meio de estratégias simples de melhoramento (CRUZ et al.,
2012). Dentre eles, os métodos mais indicados sdo baseados em selecéo recorrente,
pois os alelos desejados sédo concentrados no decorrer das geragcfes. Outra
alternativa é a utilizacao de retrocruzamentos, entretanto, com algumas modificagbes
no procedimento (VIEIRA, 2010).

Por outro lado, quando os efeitos ndo-aditivos predominam, recomenda-se
estratégias fundamentadas em sucessivas autofecundacdes ou por obtencdo de
plantas duplo-hapléide. Em condic¢des relevantes de genes de resisténcia com efeitos
aditivos e ndo-aditivos, uma opcéo eficiente € a utilizagcdo dos métodos de selecao
reciproca entre parentais (VIEIRA, 2010).

De acordo com Cruz et al. (2012), apesar de o uso do modelo completo (Tabela
9) ser extremamente importante, ja que fornece informacdes mais abrangentes sobre
as causas e magnitudes dos componentes genéticos que controlam o carater, se torna
necessario também avaliar o modelo reduzido aditivo-dominante (Tabela 11). Este
modelo tem sido comumente utilizado no melhoramento, por fornecer informacdes
indispensaveis na avaliacdo dos métodos empregados e do éxito do mesmo, além de
ser um modelo mais simples.

Por meio da andlise do modelo aditivo-dominante, observa-se alta significancia
(p<0,01) para a mancha branca pelo teste t para os parametros da média, dos efeitos
aditivos e de dominancia (Tabela 11). Ainda, verifica-se que o modelo aditivo-
dominante possibilita a obtencdo de médias preditas que se correlacionam com as
meédias observadas em magnitude de 0,99, o que equivale um coeficiente de
determinacdo de (R?) 98,17%. Pelos resultados conclui-se que o uso do modelo é
satisfatorio para explicar o comportamento da média das geracoes.

Tais resultados para a MB foram igualmente encontrados por Schuelter et al.,
(2003), os quais observaram o modelo aditivo-dominante como adequado, devido ao
fato de o mesmo explicar (R?) 63% do comportamento das médias das geracgées.
Diferindo dos resultados, Pegoraro et al. (2002) verificaram que o modelo aditivo-
dominante nado foi adequado para explicar as bases genéticas da resisténcia, o que
sugere que os efeitos de aditividade sdo de maior significancia, porém com desvios

de dominéancia e epistasia também participando na manifestagéo fenotipica do carater.
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Tabela 11. Teste de significancia da nulidade de modelos menos parametrizados dos
parametros genéticos média geral (m), efeitos génicos aditivos (a) e de dominancia
(d) obtidos das médias de seis geracdes (P1, P2, F1, F2, RC1, RC2) para a caracteristica
resisténcia a mancha branca.

PARAMETRO ESTIMATIVAS VARIANCIA t PROB. %
m 3,1937 0,0068 38,5243 0,0 **
a 1,8904 0,0073 22,1002 0,0 **
d 0,7494 0,0174 5,6790 0,0000281 **
R? 98,17

**Significativo a 1% de probabilidade.

Tabela 12. Decomposi¢cdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros (m,
a, d), pelo método de eliminacdo de Gauss da caracteristica resisténcia a mancha
branca.

PARAMETRO GL SQ R2 (%)
m/ a, d 1 1484,1227 74,02
a/m,d 1 488,4199 24,36
d/m, a 1 32,2519 1,6
TOTAL 3 2004,7946

Os resultados mostram que a média e o efeito génico aditivo apresentaram as
estimativas de maior magnitude na resisténcia a MB (Tabela 12). Com isso, tanto as
analises das médias quanto das variancias evidenciam que a variabilidade aditiva
presente na geracdo F2 é relativamente superior a atribuida aos desvios da
dominancia. Varios trabalhos com mancha branca ja constataram a acdo génica
aditiva como predominante (DERERA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009; VIVEK
et al., 2010; NIHEI; FERREIRA, 2012).

A variabilidade genética da resisténcia a MB é conferida em maior magnitude
pelos efeitos aditivos, 0 que representa ndo apenas a facilidade de selecdo de
genaotipos superiores, mas também ganhos de selecédo satisfatorios (CRUZ et al.,
2012). Uma das contribuigdes da genética quantitativa ao melhoramento de plantas é
a possibilidade de os melhoristas predizerem as estimativas dos ganhos de selecéo

(RAMALHO et al., 1993). Considerando que a selecéo fosse realizada na geracao F2
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e com uma intensidade de selecéo de 20% (i = 1,39), foi estimado ganho estimado de
4,34% para o primeiro ciclo apoés a sele¢éo, correspondendo aproximadamente a 28%
de ganho por ciclo para a MB. Tal ganho seria em torno de dez vezes superior aos
obtidos no trabalho de Arnhold (2008).

Diante do exposto, nos programas de melhoramento de plantas, primeiramente
deve ser realizada a caracterizacao de suas fontes de resisténcia para que 0 processo
de selecdo seja eficiente, pois o controle genético do carater pode variar entre
diferentes fontes de resisténcia (LOPES et al., 2007).
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3.4 CONCLUSAO

Foram detectadas associagdes significativas para mancha branca em todos os
cromossomos do milho, com excec¢édo do cromossomo 6, podendo aumentar, reduzir
ou até mesmo anular o efeito desse atributo. Esses resultados indicam o potencial de
uso de marcadores significativos na obtencdo de germoplasma com a resisténcia
requerida em programas de melhoramento para a cultura.

As regibes genOmicas para busca de alelos que promovem o aumento da
resisténcia a mancha branca com o uso de marcadores SNP, encontram-se nos
cromossomos 2, 4 e 8.

O controle genético da resisténcia a mancha branca € quantitativo para os
parentais empregados no estudo, sendo os efeitos aditivos mais importantes na
determinacao do caréter.

A herdabilidade restrita para resisténcia a mancha branca do milho foi elevada
(74%), permitindo boa eficiéncia de selecdo de gendétipos superiores e ganhos por

selecao satisfatorios, baseadas em avaliagfes fenotipicas.

78



REFERENCIAS

ALLARD, R.W. Principios do Melhoramento Genético das Plantas. Rio de Janeiro:
Usaid & Edgard Blucher, 1971. 380p.

AMARAL, A.L. Etiologia e genética da resisténcia a mancha branca do milho.
2005. 93 f. Tese (Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2005.

ARNHOLD, E. Selec¢éo para resisténcia a doencas foliares em familias S1 de milho
pipoca. Revista Ceres, v. 55, p. 89-93, 2008.

BOREM, A.; CAIXETA, E.T. Marcadores moleculares. Vigosa, MG: Editora Folha de
Vigosa, 2009. 532 p.

BOREM, A.; MIRANDA, G.V. Melhoramento de plantas. 5.ed. Vigosa: UFV, 2013.
523p.

BRADBURY, P.J.; ZHANG, Z.; KROON, D.E.; CASSTEVENS, T.M.; RAMDOSS, Y.;
BUCKLER, E.S. TASSEL: software for association mapping of complex traits in
diverse samples. Oxford Journals Science & Mathematics Bioinformatics,
Okfords, v. 23, n. 19, p. 2633-2635, 2007.

CARSON, M.L. Inheritance of resistance to Phaeosphaeria leaf spot of maize. Plant
Disease, St. Paul, v.85, 798-800, 2001.

CASTRO, C.M.; PEREIRA, A.S. Mapeamento por associacdo em plantas:
conceitos basicos e perspectivas de uso no melhoramento de batata. Pelotas:
Embrapa Clima Temperado, 2008. 30p. (Documentos, 248).

COSTA, R.V.; CASELA, C. R.; COTA, L.V. Doengas. In: CRUZ, J.C. (Ed.). Cultivo de
milho. 6. Ed. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2009. (Sistemas de producéo, 1).

COSTA, R.V,; COTA, L.V,; SILVA, D.D.; MEIRELLES, W.S.; LANZA, F.E. Viabilidade
técnica e econbmica da aplicacdo de estrobilurinas em milho. Tropical Plant
Pathology, Brasilia, v. 37, p. 246-254, 2012.

CRUZ, C.D. Programa Genes - Biometria. 1st ed. Vigosa: UFV, 2006.

CRUZ, C.D.; REGAZZI, A.J.; CARNEIRO, P.C.S. Modelos Biométricos Aplicados
ao Melhoramento Genético. 4. ed. Vigosa: Editora UFV, 2012. v. 2. 514p.

DERERA, J.; TONGOONA, P.; VIVEK, B.S.; VAN RI1J, N.; LAING, M.D. Gene action
determining Phaeosphaeria leaf spot disease resistance in experimental maize
hybrids. South African Journal of Plant and Soil, v.24, p.138-144, 2007.

EMBRAPA. Cultivo do milho. Sete Lagoas: Embrapa, 2010. (Manual técnico).

FALCONER, D.S.; MACKAY, T.F.C. Introduction to quantitative genetics. 4.ed.
Edinburgh: Longman Group Limited, 1996. 464p.

79



GAO, H.; MCDONNELL, A.; HARRISON, D.A.; MOORE, T.; ADAM, S.; DALY, K,
ESMONDE, L.; GOLDHILL, D.R.; PARRY, G.J.; RASHIDIAN, A.; SUBBE, C.P;
HARVEY, S. Systematic review and evaluation of physiological track and trigger
warning systems for identifying at-risk patients on the ward. Intensive Care Medicine,
Brussels, v. 33, n. 4, p. 667-6679, 2007.

GUIMARAES, P.S.; PATERNIANI, M.E.A.G.Z.; DUDIENAS, C.; LUDERS, R.R.
GALLO, P.B. Capacidade combinatéria para resisténcia a mancha branca em
linhagens endogamicas de milho. Summa Phytopathologica, Piracicaba, v.35,
p.282-287, 2009.

JULIATTI, F.C.; PEDROSA, M.G.; JULIATTI, B.C.M; BELOTI, I.F.; FIGUEIRO, AA.
Identificacdo de QTLs associados a resisténcia parcial & mancha branca do milho.
Bioscience Journal, Uberlandia, v. 29, n. 5, p. 1163 -1178, 2013.

KRAWCZYK, K.; KAMASA, J.; ZWOLINSKA, A.; POSPIESZNY, H. First report of
Pantoea ananatis associated with leaf spot disease of maize in Poland. Journal of
Plant Pathology, v.92, p.807-811, 2010.

LANA, U.G.P.; GOMES, E.A.; SILVA, D.D.; COSTA, R.V.; COTA,L.V.; PARREIRA,
D.F.; SOUZA, |.R.P.; GUIMARAES, C.T. Detection and molecular diversity of Pantoea
ananatis associated with white spot disease in Maize, Sorghum and Crabgrass in
Brazil. Journal of Phytopathology, v. 160, p. 441-448, 2012.

LOPES, M.T.G.; LOPES, R.; BRUNELLI, K.R.; SILVA, H.P. da; MATIELLO, R.R;
CAMARGO, L.E.A. Controle genético da resisténcia a mancha-de-Phaeosphaeria em
milho. Ciéncia Rural, v.37, p.605-611, 2007.

MACKAY, |.; POWEL, W. Methods for linkage disequilibrium mapping in crops. Trends
in Plant Science, London, v. 12, p. 57-63, 2007.

MATHER, S.K.; JINKS, J.L. Biometrical genetics. Cambridge: Cambridge University
Press, 1982. 396p.

MOREIRA, J.U.V.; VIEIRA, D.A; SOUZA, B.A.P; SOUZA JUNIOR, C.L. QTL mapping
for reaction to Phaeosphaeria leaf spot in a tropical maize population. Theoretical and
Applied Genetics, New York, v.119, p. 1361-1369, 20009.

NIHEI, T.H.; FERREIRA, J.M. Analise dialélica de linhagens de milho com énfase na
resisténcia a doencas foliares. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.47, p.369-
377, 2012.

PEGORARO, D.G.; BARBOSA NETO, J.F.; DAL SOGLIO, F.K.; VACARO, E.; NUSS,
C.N.; CONCEICAO, L.D.H. Heranca da resisténcia a mancha foliar de feosféria em
milho. Pesquisa Agropecuéaria Brasileira, v.37, n.3, p.329-336, 2002.

RAMALHO, M.AP.; SANTOS, J.B.; ZIMMERMANN, M.J. de O. Genética
guantitativa em plantas autdgamas: aplicagcbes ao melhoramento genético do
feijoeiro. Goiania: UFG, 1993. 271p.

80



RAMALHO, M.A.P.; SANTOS, J.B.; PINTO, C.A.B.P. Genética na agropecuéria.
Lavras: Ed. Universidade Federal de Lavras, 2008. 464 p.

RESENDE, M.D.V. Gen6mica quantitativa e selecdo no melhoramento de plantas
perenes e animais. Colombo: Embrapa Florestas, 2008.

SCHIPANSKI, C. A. Manual de identificagdo e manejo das doengas do milho. 3.
ed. Castro: Fundacédo ABC, 2011. 126 p.

SCHUELTER, A.R.; SOUZA, I.P.; TAVARES, F.F.; SANTOS, M.X.; OLIVEIRA, E.;
GUIMARAES, C.T. Controle genético da resisténcia do milho & mancha por
Phaeosphaeria. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, Sete Lagoas, v.2, p. 46-52,
2003.

SIBIYA, J.; TONGOONA, P.; DERERA, J.; VAN RIJ, N.; MAKANDA, |. Combining
ability analysis for Phaeosphaeria leaf spot resistance and grain yield in tropical
advanced maize inbred lines. Field Crops Research, v. 120, n. 1, p. 86-93, 2011.

SILVA, D.D.; COTA, L.V.; COSTA, R.V. Doencgas. In: SILVA, D.D.; COTA, L.V,
COSTA, R.V. Cultivo de milho. 9. Ed. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2015.
(Sistemas de producao, 1).

VIEIRA, R.A.; TESSMANN, D.J.; HATA, F.T.; SOUTO, E.R.; MESQUINI, R.M.
Resisténcia de hibridos de milho-pipoca a Exserohilum turcicum, agente causal da
helmintosporiose do milho. Scientia Agraria, Curitiba, v.10, n.5, p.391-395, 2009.

VIEIRA, R.A. Melhoramento genético da resisténcia a helmintosporiose comum,
cercosporiose e ferrugem polissora em milho-pipoca. 2010. 86f. Dissertacéo
(Mestrado em Genética e Melhoramento) — Universidade Estadual de Maring4,
Maringa, 2010.

VIVEK, B.; ODONGO, O.; NJUGUNA, J.; IMANYWOHA, J.; BIGIRWA, G.; DIALLO,

A.; PIXLEY, K. Diallel analysis of grain yield and resistance to seven diseases of
African maize (Zea Mays L.) inbred lines. Euphytica, v.172, p.329-340, 2010.

81



CAPITULO 3 — CONTROLE GENETICO E MAPEAMENTO POR ASSOCIACAO
PARA A RESISTENCIA A HELMINTOSPORIOSE DO MILHO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar regides gendémicas associadas com a
resisténcia a helmintosporiose (HT) em linhagens de milho comum e estudar o
controle genético envolvido na resisténcia. Para o mapeamento por associacéo, 72
linhagens foram previamente genotipadas para marcadores SNP na plataforma 650K
(Affymetrix®), e 0s seus respectivos valores genotipicos foram preditos pelo
REML/BLUP para a HT. Para evitar associa¢cdes espurias entre marcadores SNPs e
o carater estudado, realizou-se inicialmente a andlise de estrutura da populacédo. A
analise de associacdo entre os marcadores SNPs e a HT foi realizada utilizando-se
modelo linear misto (MLM). Para o estudo do controle genético, o experimento foi
conduzido no ano de 2016 e foi composto por blocos casualizados com trés
repeticdes, sendo os tratamentos constituidos pelos genitores (1 e 2) e suas geracdes
F1, F2, RC1 e RC2. Por meio das notas atribuidas as linhagens e as suas respectivas
geracOes, foram extraidos os dados genotipicos relacionado a heranca da doenca
estudada. As estimativas dos parametros genéticos e ambientais, foram baseadas na
analise das variancias das geracfes segregantes e nao segregantes. Analisando os
resultados, foram encontrados QTLs nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 e 10 para a
HT do milho, podendo aumentar, reduzir ou até mesmo anular o efeito desse atributo.
Dentre os QTLs encontrados, cinco regides gendmicas foram detectadas para o
aumento da resisténcia a helmintosporiose com o uso de marcadores SNP,
encontradas nos cromossomos 3, 6, 8, 9 e 10. O controle genético da resisténcia a
helmintosporiose € quantitativo, sendo os efeitos aditivos mais importantes na
determinacao do carater. Além disso, apresenta alta herdabilidade restrita (88%), o

gue permite boa eficiéncia na selecao e nos ganhos de selecéo.

Palavras-chave: Zea mays, Exserohilum turcicum, resisténcia genética, desequilibrio
de ligacgao.
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GENETIC CONTROL FOR NORTHERN LEAF BLIGHT RESISTANCE AND
MAPPING BY ASSOCIATION IN MAIZE LINES

ABSTRACT

The aim of this work was to identify genomic regions associated with northern leaf
blight (NLB) resistance in common maize lines and to study of control involved in the
resistance. For association mapping, 72 maize lines were previously genotyped for
SNP markers on the 650K platform (Affymetrix®), and their respective genotypic
values were predicted by REML/BLUP for NLB. In order to avoid spurious associations
between SNPs markers and the studied character, the analysis of population structure
was initially performed. The analysis of association between the SNPs and NLB
markers was carried out using a linear mixed model (LMM). For the study of genetic
control, the experiment was conducted in 2016 and was composed of randomized
blocks with three replicates, the treatments consisting of the parents (1 and 2) and their
Fi1, F2, RC1 and RC:2 generations. By means of the notes attributed to the lines and
their respective generations, the genotypic data related to the inheritance of the studied
disease were extracted. Estimates of genetic and environmental parameters were
based on the analysis of the variances of the segregating and non-segregating
generations. Analyzing the results, QTLs were found on chromosomes 1, 2, 3, 4, 6, 8,
9 and 10 for NLB of maize, which may increase, reduce or even override the effect of
this attribute. Among the QTLs found, five genomic regions were detected for
increased resistance to NLB with the use of SNP markers, found in chromosomes 3,
6, 8, 9 and 10. The genetic control of resistance to NLB is quantitative, with the additive
effects being more important in the character determination. In addition, it presents
high restricted heritability (88%), which allows good selection efficiency and selection

gains.

Keywords: Zea mays, Exserohilum turcicum, genetic resistance, linkage
disequilibrium.
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4.1 INTRODUCAO

A cultura do milho no Brasil comecou a enfrentar sérios problemas de doencas
a partir da década de 90, tanto pelo aumento de suas frequéncias, quanto pelos
severos danos qualitativos e quantitativos a producéao (NIHEI; FERREIRA, 2012). Este
aumento das doencas esta altamente relacionado as modificagbes ocorridas no
sistema de producdo desta cultura, tais como a expansdo da fronteira agricola,
ampliacdo das épocas de plantio (safra e safrinha), adocao do plantio direto, aumento
do uso de sistemas de irrigacdo, auséncia de rotacado de culturas e uso de materiais
suscetiveis (SILVA et al., 2015).

Em particular ao milho comum, a helmintosporiose, causada pelo fungo
anamorfo Exserohilum turcicum, caracteriza-se como uma das mais antigas e
importantes doencas foliares, tendo ampla ocorréncia no Brasil e nas principais
regioes produtoras do mundo (HARLAPUR et al., 2008; WANG et al., 2010, 2012). As
perdas causadas pela doenca em condicbes ambientais favoraveis e em cultivares
suscetiveis podem alcancar até 50% do potencial produtivo da lavoura (SCHIPANSKI,
2011).

O emprego de cultivares geneticamente resistentes frente as principais
doencgas do milho consiste no método mais eficiente e vidvel de controle (VIEIRA et
al., 2009). Contudo, o desenvolvimento de cultivares é um trabalho intenso, uma vez
gue envolve inicialmente a identificacdo de fontes de resisténcia e estudo do controle
genético do carater (SOUZA et al., 2004). Deste modo, essas informacdes facilitam a
condugéo de qualquer programa de melhoramento, devido ao fato de que os
melhoristas tém a sua disposicao a possibilidade de escolher a estratégia que mais
se adeque, a fim de direcionar os trabalhos de introducéo de genes de resisténcia em
genotipos suscetiveis (FALCONER; MACKAY, 1996).

O controle genético para resisténcia as principais doencas foliares sao
descritas como qualitativas na maioria dos estudos, porém existem algumas que
podem ser caracterizadas como quantitativas. Estes dois tipos de resisténcia podem
ser encontrados atuando separadamente ou em conjunto (OGLIARI et al., 2007).

A resisténcia quantitativa, ou horizontal, € amplamente empregada no controle
genético da helmintosporiose, se referindo a varios genes de pequenos efeitos
aditivos atuando na expresséo do carater (VIVEK et al., 2010). Entretanto, para a

resisténcia a E. turcicum, genes de efeitos ndo-aditivos, advindas de genes sob efeitos
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de dominancia e, ou epistasia, ttm se mostrado importantes (NIEHI; FERREIRA,
2012). Neste contexto, a resisténcia quantitativa a helmintosporiose pode ser
caracterizada também pela acdo conjunta de genes aditivos e ndo-aditivos (OGLIARI,
2007; VIEIRA et al., 2009).

Em programas de melhoramento, uma ferramenta que se destaca pela rapidez
e eficdcia em estudos genéticos de germoplasmas, tem sido o uso das técnicas de
marcadores moleculares, em virtude da deteccao do polimorfismo em nivel molecular
sem levar em consideracédo a influéncia ambiental (FALEIRO, 2011). Com o advento
das tecnologias de sequenciamento em altissima escala, das plataformas de
genotipagem simultdnea de milhares de marcadores SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) a custos reduzidos e o aumento da capacidade de analises
computacionais, tornou-se possivel o desenvolvimento de novos métodos de
mapeamento genético, entre eles a genética de associacao (XU et al., 2009).

A genética de associacdo, também conhecido como mapeamento por
associacdo, ou mapeamento por desequilibrio de ligacdo, baseia-se em avaliar
estatisticamente o desequilibrio de ligacdo entre o marcador e o QTL, que sé&o
variacfes causadas por mutacdes e ampliadas por recombinacdes durante a evolucéo
das espécies (RESENDE JUNIOR et al., 2013). Desta forma, essa estratégia aplicada
ao melhoramento de plantas desponta como uma importante metodologia para
mapear genes de interesse, fornecendo informacgdes mais relevantes e precisas para
a selecdo de gendtipos (CASTRO; PEREIRA, 2008). Trabalhos utilizando essa
metodologia estdo sendo amplamente utilizados para estudos de resisténcias as
doencas foliares de milho, como a helmintosporiose (POLAND et al.,, 2011; VAN
INGHELANDT et al., 2012; DING et al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi identificar regides gendmicas
associadas com a resisténcia a helmintosporiose em linhagens de milho comum e

estudar o controle genético envolvido na resisténcia.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Mapeamento por Associacao

O experimento foi conduzido em campo nos anos de 2013 a 2015, sendo
realizada a fenotipagem para a hemintosporiose em 72 linhagens COODETEC. Deste
modo, a fenotipagem consistiu da predicdo dos valores genotipicos derivadas das
notas de resisténcia atribuidas a helmintosporiose, segundo o estudo da
caracterizacdo de linhagens (Topico 2.2.2). Os valores genotipicos foram obtidos
considerando o modelo 21 do software SELEGEN-REML/BLUP (RESENDE, 2008).

Foi realizado também a genotipagem para a helmintosporiose em 72 linhagens
de milho da COODETEC. A extracao, purificacdo e quantificacdo do DNA gendmico
das linhagens, seguiu 0 mesmo protocolo utilizado para a anélise de diversidade
genética (Topico 2.2.3). Realizou-se a genotipagem com marcadores SNP com a
Plataforma 650K (Affymetrix®). Do total de 616.201 marcadores SNP, 418.287
marcadores apresentaram polimorficos e com alta resolucdo nas amostras utilizadas.

A analise de estrutura populacional foi realizada inicialmente, com o intuito de
evitar associacfes falso-positivas entre marcadores e a caracteristica estudada. Desta
forma, utilizou-se o algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para o modelo
bayesiano generalizado, através do software InStruct (GAO et al., 2007). A utilizacao
do algoritmo MCMC possui a vantagem de ndo necessitar que a populacao esteja em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para se obter uma boa convergéncia dos dados, foram estimadas as
frequéncias alélicas para cada numero de subpopulacbes simuladas (k) e na
sequéncia, estimou-se a probabilidade da linhagem i pertencer a uma populacéo k.
Deste modo, foram empregados burn-in de 5000 simula¢gdes com 50 mil repeticdes
(Run Length Periods), testando-se oito possibilidades de sub-agrupamentos. O melhor
valor de k é 0 que apresenta o maior valor de In Pr(x|k) entre todos os valores de k
simulados.

A andlise de associacéo entre os marcadores SNPs e helmintosporiose (HT),
foi realizada empregando o modelo linear misto (MLM), através do software estatistico
TASSEL versao 5.2.12 (BRADBURY et al., 2007).
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A significancia das associacfes entre os marcadores SNP e o atributo
fenotipico HT, foi determinada por meio da identificagdo dos maiores valores de —
Log'®(P). Os -Logl0(P) foram utilizados para a obtencdo dos graficos do tipo
Manhattan Plot.

4.2.2 Estudo do Controle Genético

O experimento foi conduzido na safrinha de 2016, utilizando duas linhagens
derivadas do estudo da caracterizagcao das linhagens, do programa de melhoramento
de milho da COODETEC. Tais linhagens foram escolhidas por diferirem na resisténcia
a helmintosporiose, ou seja, uma linhagem resistente (CDL 15 — genitor 1) e a outra
altamente suscetivel & doenca em estudo (CDL 69 — genitor 2).

Empregando-se os procedimentos de polinizacdo controlada, as sementes das
linhagens genitoras, bem como as geracdes F1, foram obtidas na safrinha de 2015 e
na safra seguinte, correspondendo a safra de 2015/16 a geracdo F2 e 0s
retrocruzamentos, RCi.1 (F1 X P1) e RC1.2 (F1 x P2).

O delineamento experimental foi composto por blocos casualizados com trés
repeticdes, sendo os tratamentos representados pelas geracdes. A semeadura foi
realizada no dia 7 de marco de 2016, correspondendo a safrinha 2016. A unidade
experimental foi constituida por duas fileiras de 5m para as geracdes genitoras (P1 e
P2) e F1, quatro fileiras de 5m para as geracfes RC1.1 € RC1.2 e oito fileiras de 5m para
a geragdo F2, com 20 plantas/rua e espacamento de 0,5m entre fileiras. Como
bordadura, utilizou-se quatro fileiras de hibrido altamente suscetivel as doencas
foliares. Além disso, colocaram-se entre as linhas restos culturais de milho com lesdes
de doencas foliares, a fim de promover maior pressdo de doenca na area
experimental.

Dentro do experimento em blocos casualizados, foi necessaria a realizacao de
marcacao individual das plantas para cada geracao, para que posteriormente fossem
avaliadas. Em virtude da segregacao ser diferente em cada geracao, foram marcadas
12 plantas para cada geracdo genitora (P1 e P2) e Fi1, 48 plantas para cada
retrocruzamento (RCii e RCi2) e 150 plantas para o F2, de acordo com as

recomendacdes de Cruz et al. (2012). Os tratos culturais foram efetuados conforme
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as recomendacdes da cultura, com excecédo da aplicacéao de fungicidas (EMBRAPA,
2010).

A infeccdo da doenca ocorreu naturalmente em campo e posteriormente,
avaliadas quanto as lesdes foliares na fase de enchimento de gréaos (32 dias apds o
florescimento), com o auxilio da escala diagramatica variando de 1 a 6 (Figura 5).

Por meio das notas de resisténcia a helmintosporiose atribuidas as linhagens e
as suas respectivas geracdes, foram extraidos os dados genotipicos relacionado a
heranca da doenca estudada.

Os estudos genéticos sobre a heranca da resisténcia a helmintosporiose, com
base nas médias e variancias das populagdes, foram realizados conforme descrito por
Mather & Jinks (1982). As estimativas dos parametros genéticos e ambientais,
baseada na analise das variancias das geracdes segregantes e ndo segregantes,
foram realizadas segundo Cruz et al. (2012). As médias das geracfes segregantes e
nao segregantes foram utilizadas para estimar os efeitos envolvidos na determinagao
da resisténcia genética a helmintosporiose, utilizando o método dos minimos
guadrados ponderados (MATHER; JINKS, 1982; CRUZ et al, 2012). Os
procedimentos estatisticos foram realizados com auxilio do aplicativo computacional
GENES (CRUZ, 2006).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Mapeamento por Associacdo para a Resisténcia a Helmintosporiose

Pela analise de mapeamento por associa¢do, baseada no modelo linear misto
(MLM), foram identificadas 46 associacdes para a helmintosporiose (probabilidade de
0,05% ou [-log10(P-valor)] = 3,0), distribuidos nos cromossomos 1, 2, 3, 4, 6, 8,9 e
10 do milho (n = 10). Assim, houve maior predominancia das associagbes no
cromossomo 3 (12 associagdes), seguidas do cromossomo 9 (9 associacdes),
cromossomo 6 (8 associacdes), cromossomo 10 (5 associacdes), cromossomos 2 € 8
(4 associacdes) e cromossomos 1 e 4 (2 associagdes).

Com os valores estimados para cada marcador SNP associado a
helmintosporiose, verifica-se uma elevado nimero de associagfes falso-positivas ([-
log10(P-valor)] < 3,0) distribuidos ao longo do genoma do milho (Figura 5).
Considerando um P-valor minimo de 0,05%, detecta-se uma forte tendéncia de

associagdes nos cromossomos 3, 6, 8 e 10 (Figura 5).
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Figura 5. Manhattan plot resultante das associacdes para a helmintosporiose nos
cromossomos de milho.
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Tabela 13. Associacdo de marcadores SNP com a helmintosporiose do milho que
apresentam os maiores coeficientes de determinacao genotipicos em cada cromossomo.

MARC. CROM. POSICAO DIS(TI?I:;CIA F PROB. R? (%) EFiITO EFE;TO
SNP38650 1 115216889 0 1,43 0,00034 20,8 -0,93 0,00
SNP59082 1 199871129 84.654,24 1,39 0,00004 20,2 -13,72 0,00
SNP101340 2 8498984 0 9,79 0,00097 22,5 -1,25 -0,57
SNP103857 2 13653173 5.154,19 9,13 0,00091 22,7 -1,28 -13,46
SNP115976 2 45770539 37.271,56 8,97 0,00089 22,8 -10,06 -0,83
SNP116035 2 45971994 37.473,01 3,34 0,00034 26,5 -0,23 0,71
SNP205575 3 137387675 0 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67
SNP205576 3 137388596 0,92 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67
SNP205577 3 137388601 0,93 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67
SNP205579 3 137389050 1,38 10,05 0,00016 29,1 0,79 -0,46
SNP211587 3 157577589 20.189,91 9,21 0,00920 25,3 1,21 0,00
SNP256995 4 51493267 0 0,83 0,00600 24,2 -1,66 -10,80
SNP258064 4 55249726 3.756,46 8,27 0,00060 24,0 -1,36 -15,55
SNP424868 6 161416279 0 13,65 0,00046 19,8 16,64 0,00
SNP424874 6 161417753 1,47 13,65 0,00046 19,8 16,64 0,00
SNP424875 6 161419356 3,08 13,65 0,00046 19,8 16,64 0,00
SNP424876 6 161421285 5,01 13,65 0,00046 19,8 16,64 0,00
SNP427898 6 167397069 5.980,79 8,48 0,00055 24,6 -12,09 -1,15
SNP499972 8 90393344 0 12,28 0,00847 17,8 11,22 0,00
SNP507268 8 117972160 27.578,82 8,38 0,00059 24,3 -12,22 -1,91
SNP507269 8 117972299 27.578,96 8,38 0,00598 24,3 -19,11 -12,22
SNP507280 8 118004292 27.610,95 8,38 0,00059 24,3 -12,22 -1,91
SNP530575 9 5651064 0 13,44  0,00050 19,5 0,97 0,00
SNP544435 9 58059517 52.408,45 8,17 0,00070 23,7 -1,25 -10,68
SNP544589 9 58575058 52.923,99 7,98 0,00081 23,1 -15,45 -14,62
SNP544616 9 58727966 53.076,90 8,33 0,00620 24,1 -13,89 -14,20
SNP562142 9 126946209  121.295,15 8,55 0,00520 24,8 0,51 1,53
SNP595677 10 88023024 0 1,34 0,00054 19,4 -17,22 0,00
SNP610500 10 137502274 49.479,25 8,13 0,00070 23,5 -13,06 -0,17
SNP610584 10 137753585 49.730,56 13,03  0,00060 18,9 12,06 0,00
SNP612021 10 141591880 53.568,86 12,5 0,00076 18,1 0,74 0,00
SNP612903 10 143443806 55.420,78 15,33  0,00002 0,22,2 -0,96 0,00

MARC. = Marcadores SNP; CROM. = Cromossomo; Kb = Kilobase; F = valor tabelado de F; PROB. =
probabilidade; R?= coeficiente de determinacao; EFEITO A = Efeito do alelo A; EFEITO B = efeito do
alelo B.

Analisando os marcadores SNP associados a HT que apresentaram os maiores
coeficientes de determinacdo para cada cromossomo, observa-se uma variacdo de
0,178 a 0,297 (Tabela 13). Levando em consideracdo a distancia entre os SNPs,

constata-se marcadores muito préximos um do outro, podendo estarem atuando sobre
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uma mesma regido gendémica responsavel pelo carater estudado. Tais sdo 0s casos
ocorridos no cromossomo 3 (SNP205575, SNP205576, SNP205577 e SNP205579),
no cromossomo 6 (SNP424868, SNP424874, SNP424875 e SNP424876) e no
cromossomo 8 (SNP507268, SNP507269 e SNP507280).

Em espécies aldogamas, a extensdo do desequilibrio de ligacdo (DL) é
relativamente curta (0,4 a 2,0 Kb) e declina rapidamente, sendo necessario um
namero de marcadores substancialmente grande para detectar uma associagado
(MALOSETTI et al., 2007). O declinio do DL ocorre quando as amostras séo derivadas
principalmente de variedades tradicionais e de linhagens, pois a variacao da extensao
do desequilibrio de ligacdo é altamente dependente ndo apenas da regido gendmica
especifica, mas também da populacio usada para quantifica-lo (BOREM; CAIXETA,
2009).

Selecionando os vinte SNPs com os maiores coeficientes de determinacéo para
a HT (variacdo de 0,297 a 0,231), observa-se uma maior predominancia no
cromossomo 3 do milho, além das maiores magnitudes encontradas (0,297 e 0,291)
(Tabela 14). Apesar da predominancia dos marcadores no cromossomo 3, observa-
se que 0s SNP205575, SNP205576, SNP205577 e SNP205579 estdo atuando sobre
uma mesma regido gendmica, visto que a distancia genética € relativamente baixa
entre eles (variacdo de 1,37 Kb). Desta forma, por estarem muito proximos um do
outro, o efeito de um marcador pode estar contaminando o efeito do outro,
apresentando informacéao redundante.

Em relag&o ao efeito dos alelos A e B dos marcadores SNP, nota-se que houve
uma predominancia das associa¢cfes para reducdo da magnitude dos valores da
doenca, com excec¢ao dos marcadores SNP211587 e SNP225204 (cromossomo 3), e
do SNP562142 (cromossomo 9) (Tabela 14). A reducédo da magnitude dos valores de
HT é desejavel, pois promove uma reducdo de severidade causada pela doenca,
contribuindo deste modo, para o desenvolvimento de linhagens mais resistentes.

Analisando conjuntamente o grafico de Manhattan (Figura 5) e a tabela com os
vinte maiores coeficientes de determinacao (Tabela 14), constata-se que foram
encontradas cinco regides gendmicas que promoveram 0 aumento da resisténcia a
helmintosporiose, sendo essas: um QTL (SNP210703) localizado no cromossomo 3,
um QTL (SNP427898) no cromossomo 6, um QTL (SNP507268 e SNP507269) no
cromossomo 8, um QTL (SNP544589 e SNP544616) no cromossomo 9 e um QTL

(SNP610500) no cromossomo 10 do milho. Trabalhos com mapas de ligagcao
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encontraram QTLs nestes cromossomos, tal como um QTL no cromossomo 3
(OGLIARI et al., 2007) e um QTL no cromossomo 8 (CHUNG et al., 2010a; 2010b;
WANG et al., 2012).

Recentemente, trabalhos com mapeamento por associacdo vem sendo
desenvolvidos, a fim de identificar associacfes entre marcadores moleculares e
fendtipos de interesse com mapas mais saturados (MOREIRA et al., 2009). Trabalhos
utilizando essa metodologia estdo sendo amplamente utilizados para estudos de
resisténcias as doencas foliares do milho, tais como para a HT (POLAND et al., 2011,
VAN INGHELANDT et al., 2012; DING et al., 2015).

Corroborando com o trabalho, Ding et al. (2015) estudando o mapeamento por
associacdo para novas fontes de resisténcia a helmintosporiose em milho,
identificaram 12 genes associados a doenca, nos cromossomos 1, 2, 3,4, 7,9 e 10
do milho. Entre os genes identificados, cinco estdo associados com duas ou trés
regioes de resisténcia, sendo um gene no cromossomo 4, dois genes no cromossomo
7 e dois genes no cromossomo 10.

Relacionando as cinco linhagens mais resistentes e suscetiveis a HT do milho
com os vinte marcadores com maiores coeficientes de determinacdo, nota-se a
existéncia de regibes gendmicas que partilham alelos de resisténcia em comum, tais
como o ocorre no cromossomo 3 (SNP210703), 8 (SNP507268 e SNP507269), 9
(SNP544616) e 10 (SNP610500) (Tabela 14). Com relacdo ao nivel de resisténcia,
observa-se que as linhagens resistentes apresentaram valores genémicos
negativamente altos (acima de -122), quando comparados aos suscetiveis, que
mostraram valores gendmicos negativos (abaixo de -90), evidenciando a diferenca de

composicado alélica de materiais tolerantes e sensiveis a manha branca (Tabela 14).
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Tabela 14. Analise de associa¢do com os vinte maiores coeficientes de determinac¢ao genotipicos para as cinco linhagens mais resistentes

e suscetiveis a helmintosporiose do milho (Cascavel/PR, 2016).

DIST.

EFEITO EFEITO

LINHAGENS RESISTENTES

LINHAGENS SUSCETIVEIS

MARC. CR. POSICAO (Kb) F PROB. RZ (%) A B ) 1s 28 30 1l 16 33 = P s
SNP116035 2 45971994 0 3,34 0,00034 26,5 -0,23 0,71 AA AA AA AA AA AA BB AA AA BB
SNP195833 3 97896759 0 0,86 0,00050 24,9 -1,13 0,00 BB BB BB BB BB BB AA BB BB AA
SNP205575 3 137387675 39491 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67 BB BB BB BB BB BB AA BB AA  AA
SNP205576 3 137388596 39492 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67 BB BB BB BB BB BEE AA BB AA AA
SNP205577 3 137388601 39492 10,25 0,00140 29,7 0,62 -0,67 BB BB BB BB BB BBEL AA BB AA AA
SNP205579 3 137389050 39492 10,05 0,00016 29,1 0,79 -0,46 BB BB BB BB BB BBEL AA BB AA AA
SNP210703 3 154753924 56857 8,04 0,00078 233 -1899 0,00 AA AA AA AA AA BB BB BB AA BB
SNP211587 3 157577589 59681 9,21 0,00920 25,3 1,21 0,00 BB BB BB BB BB BBEE AA BB AA AA
SNP225204 3 194547063 96650 16,48 0,00013 23,9 0,84 0,00 BB BB AA BB BB AMA AA AA BB AA
SNP256995 4 51493267 0 0,83 0,00600 242 -166 -1080 AA BB BB AA BB AA AA BB BB BB
SNP258064 4 55249726 3756 8,27 0,00060 24,0 -1,36 -1555 BB AA BB BB BB AA  AA  AA BB AA
SNP427898 6 167397069 0 8,48 0,00055 24,6 -12,09 -1,15 AA AA AA BB BB BB BB BB BB BB
SNP507268 8 117972160 0 8,38 0,00059 24,3 -12,22 -191 AA  AA  AA  AA AA AMA AA AA BB BB
SNP507269 8 117972299 0 8,38 0,00598 24,3 -19,11 -12,22 AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB
SNP507280 8 118004292 32 8,38 0,00059 243 -12,22 -191 BB BB BB AA BB BB AA AA BB BB
SNP544435 9 58059517 0 8,17 0,00070 23,7 -1,25 -1068 BB AA BB AA BB BB BB BB AA BB
SNP544589 9 58575058 516 7,98 0,00081 23,1 -1545 -1462 BB AA BB BB BB BB BB BB BB BB
SNP544616 9 58727966 668 8,33 0,00620 24,1 -13,89 -14,20 BB BB BB BB BB BE AA BB AA AA
SNP562142 9 126946209 68887 8,55 0,00520 24,8 0,51 1,53 AA BB BB AA AA BB BB BB AA  AA
SNP610500 10 137502274 0 8,13 0,00070 23,5 -13,06 -0,17 AA AA AA AA AA BB BB BB BB BB
VALOR GENOMICO -135  -122  -144 -126 -134 -70  -74 90 -88 -64

MARC. = Marcadores SNP; CROM. = Cromossomo; Kb = Kilobase; F = valor tabelado de F; PROB. = probabilidade; R2= coeficiente de determinacao;
EFEITO A = Efeito do alelo A; EFEITO B = efeito do alelo B.
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Com isso, o conhecimento das regides associadas a doenca em questao,
aliadas a praticidade de aplicagdo da metodologia, sem haver necessidade de
realizacdo de cruzamentos, permite ao melhorista identificar com maior rapidez e
precisdo genotipos resistentes, a fim de utiliza-los como fontes de resisténcia para o
desenvolvimento de novos hibridos comerciais. Além disso, é possivel a realizacéo
de estudos de controle genético, a fim de se conhecer a magnitude da variabilidade e
os efeitos génicos envolvidos no carater de interesse, através da escolha de materiais

contrastantes, como € o caso das linhagens CD15 e CD69.

4.3.2 Heranca Genética de Resisténcia a Helmintosporiose

O estudo foi conduzido sob condi¢cdes ambientais favoraveis a fim de propiciar
a infestacdo natural da Helmintosporiose do milho. Sendo assim, é oportuno ressaltar
gue, os indices maximos de incidéncia e severidade neste trabalho foram cerca de 0
a 75% em folhas do terco médio-superior da planta com lesGes (notas variaram de 1
a b), possibilitando uma discriminagéo representativa dos niveis de resisténcia. Esta
amplitude de severidade foi igual ou superior aos estudos da helmintosporiose sob
infestacBes naturais (VIERA et al., 2009; NIHEI; FERREIRA, 2012).

A distribuicao das frequéncias de severidade da helmintosporiose se comportou
de maneira ndo-normal para todas as geracdes, tipica de caracteristicas em que
poucos genes estdo envolvidos (Figura 6). Nota-se que 74% das plantas
demonstraram resisténcia moderada para helmintosporiose (notas 3 e 4) na geracao
F2 e 100% na geracédo Fi. Deste modo, a auséncia de dominancia averiguada nas
duas geracgBes € um forte sinal de efeitos génicos aditivos atuando na expresséo do
carater em questdo. Ainda, ndo se observa segregacao transgressiva na geracao Fo,
ou seja, valores dos fendtipos da geracdo segregante ndo excedem os limites

estabelecidos pelos valores parentais correspondentes.
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Figura 6. Distribuicdo das frequéncias de notas de severidade para a
helmintosporiose, nas geragdes genitoras (P1 e P2), F1, F2 e RC’s (RC11 e RC1.2)
(Cascavel/PR, safrinha 2016).

Analisando-se as médias dos genitores (Tabela 15), pode-se observar que 0s
parentais 1 e 2 foram altamente contrastantes, pois apresentaram valores das médias
totalmente divergentes para doenca em questdo. As geracdes Fi1 e F2 apresentaram
médias de severidade medianas aos genitores e as médias dos retrocruzamentos
tenderam a aproximar-se das médias das linhagens utilizadas como genitor recorrente
(Tabela 15). Tanto as médias das geragdes quanto a distribuicdo das frequéncias das
notas de severidade sao indicios de que efeitos aditivos estdo envolvidos no controle
genético da helmintosporiose.

Nota-se que nas variancias das populacdes de HT (Tabela 15), as geracdes

dos genitores (P1 e P2), da F1 e 0 RCi.2 apresentaram os menores valores. Esses
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menores valores ocorrem devido as respectivas geracoes (P1, P2 e F1) possuirem o
mesmo genoétipo, sendo que qualquer variacdo que ocorre entre as plantas é de
natureza ambiental. As demais geracgdes segregantes (RCi1.1 e F2), com excecéo de
RC12, apresentam os maiores valores de variancia (Tabela 15). O baixo valor da
variancia encontrado para o retrocruzamento com o genitor 2 (RC1.2) pode também
ser explicado, devido ao fato de que cada valor amostrado realizado no trabalho ser
constituido de uma média de quatro plantas avaliadas fenotipicamente, contribuindo

assim, para a diminuicdo dos valores das variancias das geracoes.

Tabela 15. Numero de plantas avaliadas fenotipicamente, médias da severidade
(sev), variancias (¢2) e das variancias médias da severidade V(sev) para resisténcia
a helmintosporiose.

GERACAO N°DE PLANTAS MEDIA(sev) VARIANCIA(c?) V(sev)

P1 12 4,5833 0,2651 0,0220
P2 12 1,3333 0,2424 0,0202
F1 12 3,9166 0,0833 0,0069
F2 150 3,3266 0,8925 0,0059
RC1 48 4,3541 0,2335 0,0048
RC2 48 2,7916 0,7641 0,0159

Verifica-se que a constituicdo genética forneceu a maior contribuicdo para a
expresséo da helmintosporiose (67 = 0,8092), visto que houve uma baixa influéncia
ambiental (62 = 0,0833) (Tabela 16). Além disso, a maior contribuicdo genotipica foi
derivada do componente aditivo (62= 0,7873), enquanto que os desvios de
dominancia representaram relativamente menor importancia (67 = 0,0218).

Informacdes a respeito da magnitude da variancia aditiva e dos desvios de
dominancia, desprezando a de natureza epistéatica, possibilita ao melhorista avaliar a
potencialidade da populacdo estudada, além de facilitar a escolha do método de
selecdo mais eficiente a ser empregado (CRUZ et al., 2012). Assim, a existéncia da
variancia aditiva constitui em um indicativo da facilidade de identificagdo de gendtipos

superiores, ao contrario da variancia atribuida aos desvios de dominancia, que é um

96



indicador das dificuldades no processo seletivo, tanto em termos de identificacdo de
genotipos, quanto na quantidade de ganhos por selecdo (CRUZ et al., 2012).

Um dos parametros genéticos mais utilizados pelos melhoristas é a estimativa
da herdabilidade, em virtude de a mesma permitir prever a possibilidade de sucesso
com a selecdo (BOREM; MIRANDA, 2013). Observa-se que as herdabilidades no
sentido amplo e restrito para a resisténcia a helmintosporiose foram de 90,66% e
88,21%, respectivamente (Tabela 16). Assim, conclui-se que 90,66% da variacao total
na geragéo F2 é advinda a causas genéticas e ainda, que 88,21% é atribuida a causa
genética de natureza aditiva. Ja& 0 componente genético atribuido a dominancia possui
menor importancia quando comparado ao componente aditivo, visto que representa
apenas 2,69% da varidncia genotipica. Corroborando com o0s resultados,
herdabilidade semelhantes foram encontradas para a resisténcia a helmintosporiose,
variando de 50 a 85% (HAKIZA et al., 2004; ARNHOLD, 2008; SANTOS, 2016).

Tabela 16. Estimativa das variancias fenotipica, genotipica, aditiva, decorrentes de
dominancia e de ambiente, da herdabilidade no sentido amplo e restrito, do grau médio
de dominancia e da estimativa do nUmero de genes para a caracteristica resisténcia
a helmintosporiose (HT).

PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO F2

PARAMETRO HT
Variancia fenotipica (6f2) 0,8925
Variancia genotipica (6g2) 0,8092
Variancia aditiva (8a?) 0,7873
Variancia por dominancia (6d?) 0,0218
Variancia de ambiente (6e?) 0,0833
Herdabilidade no sentido amplo (ha?) 0,9066
Herdabilidade no sentido restrito (hr?) 0,8821
\C/Bgﬁgnrzizil)o da dominancia (baseado em 02357
Numero de genes 2,54
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O controle genético da resisténcia a helmintosporiose € quantitativo (Tabela
16), sendo que o grau médio de dominancia evidencia a existéncia de dominancia
parcial (valor estimado 0,2357). A resisténcia quantitativa tem a vantagem de
apresentar controle parcial contra praticamente todas as racas e por proporcionar
maior dificuldade de superacdo por novas racas do patégeno (CARSON, 2006).
Trabalhos anteriormente realizados evidenciam a grande importancia da resisténcia
guantitativa para estudos de controle da helmintosporiose (CARSON, 1995; VIVEK et
al., 2010). No entanto, para a helmintosporiose, o controle genético pode ser feito por
resisténcia quantitativa com acédo génica aditiva predominante e por resisténcia
gualitativa, advinda de poucos genes de acdo nao-aditiva (FERGUSON; CARSON,
2007). Estes dois tipos de resisténcia podem ser encontrados atuando separadamente
ou em conjunto (OGLIARI et al., 2007).

Os resultados indicam a existéncia de aproximadamente 2,5 genes atuando no
controle genético da doenca (Tabela 16). Resultado semelhante foi constatado por
Hakiza et al. (2004), o qual encontrou de dois a trés genes contribuindo parcialmente
na resisténcia. No entanto, relatos ja identificaram a existéncia de: trés genes
(FREYMARK et al.,1994); trés a seis genes (HUGHES; HOOKER, 1971) e quatro a
oito genes (DINGERDISSEN et al., 1996). Assim sendo, Cruz et al. (2012) aconselham
interpretar com cautela a estimativa do numero de genes, devido a mesma poder
fornecer estimativas com valores diferentes.

Através do modelo genético completo, os parametros que contribuem
significativamente para a determinacao da resisténcia a helmintosporiose sdo a média
geral (m), os efeitos aditivos (a), os efeitos devidos aos desvios de dominancia (d) e
os efeitos génicos epistaticos do tipo dominante-dominante (dd), com excec¢do dos
efeitos epistaticos do tipo aditivo-dominante (ad) (Tabela 17). Informac¢des do modelo
completo dos efeitos génicos para o controle da doenca avaliada sdo bem restritos,
ressaltando a importancia e contribuicdo do estudo para os pesquisadores.
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Tabela 17. Estimativas da média geral (m) e de efeitos génicos aditivos (a), devidos
aos desvios de dominancia (d), epistaticos do tipo aditivo-dominante (ad) e epistaticos
do tipo dominante-dominante (dd), obtidos pela analise das médias de seis geracdes
(P1, P2, F1, F2, RC1, RC2) avaliadas quanto a resisténcia a helmintosporiose.

PARAMETRO  ESTIMATIVA VARIANCIA T PROB. %
m 1,9733 0,1889 4,5399 0,0020 **
a 1,6250 0,0105 15,8024 0,0 **
d 3,4700 1,2312 3,1271 0,2123 **
aa 0,9850 0,1783 2,3323 1,9414
ad -0,1250 0,1254 -0,3529 72,4987 "
dd -1,5266 0,4978 -2,1636 2,9625 *

**Significativo a 1% de probabilidade; "™ ndo significativo.

Tabela 18. Decomposi¢cdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros (m,
a, d, aa, ad, dd), pelo método de eliminacdo de Gauss da caracteristica resisténcia a
helmintosporiose.

FONTE DE VARIACAO GL SQ R? (%)
m/ a, d, aa, ad, dd 1 20,6109 7,09
a/m, d, aa, ad, dd 1 249,7164 86,00
d/ m, a, aa, ad, dd 1 9,7791 3,36
aa/m, a, d, ad, dd 1 5,4398 1,87
ad/ m, a, d, aa, dd 1 0,1245 0,04
dd/ m, a, d, aa, ad 1 4,6812 1,61

TOTAL 6 290,3521

A prevaléncia da aditividade € comprovada quando se analisa a decomposigéo
nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros. Constata-se que os efeitos
aditivos mostraram maior importancia na determinagéo do carater, por explicar 86%
da variabilidade do carater estudado (Tabela 18). Tal fato representa a possibilidade
de obtencdo de genotipos resistentes, mais duradoura e estavel, por meio de
estratégias simples de melhoramento, como a sele¢éo recorrente e o retrocruzamento
(VIEIRA, 2010).
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Por meio da analise do modelo aditivo-dominante, observa-se alta significancia
(p<0,01) pelo teste t para os parametros da média, dos efeitos aditivos e de
dominancia. Além disso, nota-se médias observadas em magnitudes de 0,99, o que
equivale uma determinacdo de (R?) 99,34% para a helmintosporiose (Tabela 19).
Pelos resultados conclui-se que o uso do modelo é satisfatério para explicar o

comportamento da média das geracgodes.

Tabela 19. Teste de significancia da nulidade de modelos menos parametrizados dos
parametros genéticos média geral (m), efeitos génicos (a) e de dominancia (d) obtidos
das médias de seis geragoes (P1, P2, F1, F2, RC1, RC2) para a caracteristica resisténcia
a helmintosporiose.

PARAMETRO ESTIMATIVAS VARIANCIA t PROB. %
m 2,9796 0,0064 37,1177 0,0 **
a 1,6517 0,0064 20,5746 0,0 **
d 0,9502 0,0170 7,2861 0,0 **
R? 99,34

**Significativo a 1% de probabilidade.

Tabela 20. Decomposi¢cdo nao-ortogonal da soma de quadrados de parametros (m,
a, d), pelo método de eliminacdo de Gauss da caracteristica resisténcia a
helmintosporiose.

PARAMETRO GL SQ R2 (%)
m/ a, d 1 1377,7305 74,30
a/m,d 1 423,3156 20,83
d/m, a 1 53,0880 2,86
TOTAL 3 1854,1342

De acordo com a andlise de decomposi¢cdo nao-ortogonal da soma dos
guadrados dos parametros (Tabela 20), os resultados mostram que a média e o efeito
génico aditivo apresentaram as estimativas de maior magnitude. Com isso, tanto as
analises das médias quanto das variancias evidenciam que a variabilidade aditiva
presente na geracdo F2 é relativamente superior a atribuida aos desvios da

dominancia.
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A predominancia da acao génica aditiva ja foi verificada nos estudos de heranca
da resisténcia a helmintosporiose (CARSON, 1995; VIVEK et al., 2010). Divergindo
dos resultados encontrados, alguns desses estudos apresentaram predominancia dos
efeitos ndo-aditivos (CARSON, 2006; NIEHI; FERREIRA, 2012; SANTOS, 2016).
Estes dois tipos de resisténcia podem ser comumente encontrados atuando em
conjunto, sob acado tanto dos efeitos aditivos (referentes a resisténcia quantitativa)
guanto dos nédo-aditivos (referentes a resisténcia qualitativa, advinda de genes sob
efeitos de dominancia e epistasia) (VIEIRA et al., 2009). A acéo dos efeitos aditivos e
nao-aditivos também tém se mostrado importante para conferir resisténcia a
helmintosporiose (OGLIARI et al., 2007; VIEIRA et al., 2009).

A variabilidade genética da resisténcia & helmintosporiose € conferida em maior
magnitude pelos efeitos aditivos, 0 que representa ndo apenas a facilidade de selecao
de gendtipos superiores, mas também ganhos de selecéo satisfatérios (CRUZ et al.,
2012). Uma das contribuicBes da genética quantitativa ao melhoramento de plantas é
a possibilidade de os melhoristas predizerem as estimativas dos ganhos de selecao
(RAMALHO et al., 2012). Considerando que a selecéo fosse realizada na geracao F2
e com uma intensidade de selecao de 20% (i = 1,39), foi estimado um ganho de 4,39%
para o primeiro ciclo apos a sele¢éo. Isso corresponde a, aproximadamente, 35% de
ganho por ciclo. Tal ganho foi superior aos obtidos no trabalho de Bleicher et al. (1993)
e Arnhold (2008), com ganho predito de 20% e 6,27% para a helmintosporiose,

respectivamente.
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4.4 CONCLUSAO

Com excecdo dos cromossomos 5 e 7, foram detectadas associacbes
significativas a helmintosporiose nas demais regifes cromossdmicas, podendo
aumentar, reduzir ou até mesmo anular o efeito desse atributo. Entre os QTLs
encontrados, cinco regides gendmicas foram detectadas para o aumento da
resisténcia a helmintosporiose com o uso de marcadores SNP, encontradas nos
cromossomos 3, 6, 8, 9 e 10.

O controle genético da resisténcia a helmintosporiose € quantitativo, sendo os
efeitos aditivos mais importantes na determinacdo do carater. Além disso, apresenta
alta herdabilidade restrita (88%), o que permite boa eficiéncia na selecao e nos ganhos

de selecao.
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5. CONCLUSAO GERAL

Existe variabilidade genética entre as linhagens de milho e deste modo, com os
dados das distancias por meio dos marcadores moleculares é possivel orientar com
maior precisao os cruzamentos, visando obter gendtipos mais resistentes as principais
doencas foliares.

O emprego do mapeamento por associacdo pode ser uma estratégia eficiente
na selecdo de genotipos resistentes a mancha branca e a helmintosporiose, sem a
necessidade de cruzamentos.

Com os estudos de controle genético, herangas do tipo quantitativa aliadas com
as altas herdabilidades restritas, permitem boa eficiéncia na selecdo e ganhos de

selecao satisfatorios.
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