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Seleção e Introgressão da Resistência 
ao Mosaico-Comum em Milho via 
Retrocruzamento Assistido por 
Marcadores Moleculares

Isabel Regina Prazeres de Souza*1

Marcos de Oliveira Pinto2

Ana Luíza Soares Pereira de Paula3

Paulo Evaristo de Oliveira Guimarães4

Lauro José Moreira Guimarães5

Roberto dos Santos Trindade6

Resumo – O mosaico-comum do milho, causado pela espécie de potyvirus 
Sugarcane mosaic virus (SCMV), destaca-se entre as viroses mais importantes 
na cultura do milho.  O vetor mais eficiente na transmissão dessa virose é o 
pulgão-do-milho, Rhopalosiphum maidis.  O monitoramento dessa virose por 
meio do controle dos pulgões com uso de inseticidas não é efetivo, sendo o 
método mais eficiente a utilização de cultivares resistentes. Para este intuito, 
uma das primeiras etapas é a caracterização de genótipos de milho quanto 
à resistência ao SCMV. A herança da resistência ao mosaico-comum do 
milho tem apresentado segregação, sugerindo o tipo monogênica dominante, 
facilitando a seleção fenotípica e a introgressão da resistência a esta doença 
em genótipos suscetíveis. O processo de introgressão pode ser acelerado 
com a utilização de retrocruzamento assistido por marcadores moleculares 
na recuperação do genoma do parental recorrente e seleção do loco-alvo 
com base no fenótipo, empregando inoculações artificiais.  Os objetivos do 
presente trabalho foram (i) caracterizar genótipos de milho quanto à resistência 
a virose mosaico-comum, causada pelo SCMV, e (ii) introgredir a resistência 

1*	 Eng.- Agrôn., PhD. em Plant Science, Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo. Autor correspondente, 
E-mail: isabel.prazeres@embrapa.br

2	 Bioquímico, Doutor em Genética e Melhoramento, Analista da Embrapa Milho e Sorgo.
3	 Graduanda em Engenharia Química, Centro Universitário de Sete Lagoas, UNIFEMM.
4	 Eng.-Agrôn., PhD em Genética e Melhoramento de Plantas, Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo.
5	 Eng.-Agrôn., Doutor em Genética e Melhoramento de Plantas, Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo.
6	 Eng.-Agrôn., Doutor em Genética e Melhoramento de Plantas, Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo. 
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ao mosaico em linhagens-elites suscetíveis empregando retrocruzamentos 
assistidos por marcadores moleculares e fonte de resistência de mesmo 
grupo heterótico da linhagem recorrente.

Termos para Indexação: Potyvirus, virose, Sugarcane mosaic virus 
(SCMV), Zea mays L., linhagens, híbridos simples, SNP (Single Nucleotide 
Polimorphism). 
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Selection and Introgression of Mosaic 
Resistance in Maize Using Molecular 
Markers Assisted Backcross 
Abstract – The maize common mosaic disease, caused by the species of 
Potyvirus Sugarcane mosaic virus (SCMV) stands out among the most impor-
tant viroses in the maize crop. The most efficient vector in the transmission of 
this virus is the maize aphid, Rhopalosiphum maidis. Monitoring of this virus 
through the control of aphids using insecticides is not effective, and the most 
efficient method is the use of resistant cultivars. For this purpose, one of the 
first steps is the characterization of maize genotypes for resistance to SCMV. 
The inheritance of resistance to maize common mosaic has presented segre-
gation suggesting the dominant monogenic type, facilitating phenotypic selec-
tion and introgression of resistance to this disease in susceptible genotypes. 
The introgression process can be accelerated with the use of marker-assisted 
backcrossing in the recovery of the recurrent parent genome associated to 
selection of the target locus based on the phenotype using artificial inocula-
tions. The objectives of this work were (i) to characterize maize genotypes 
for common mosaic resistance caused by SCMV, and (ii) to introduce mosaic 
resistance in susceptible elite inbred lines using marker-assisted backcross-
ing and resistance source of the same heterotic group of the recurrent line.

Index Terms: Potyvirus, viral disease, Sugarcane mosaic virus (SCMV), Zea 
mays L., inbred lines, single hybrids

Introdução
A virose mosaico-comum, relatada mundialmente afetando o milho, tem 

como agente causal seis espécies de potyvírus: Sugarcane mosaic virus 
(SCMV), Sorghum mosaic virus (SrMV), Maize dwarf mosaic virus (MDMV), 
Johnsongrass mosaic virus (JGMV) (Shukla et al., 1994), Zea mosaic virus 
(ZeMV) (Sheifers et al., 2000), e Pennisetum mosaic virus (PenMV (Deng et 
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al., 2008).  No Brasil, até o presente, apenas o SCMV tem sido identificado 
como agente causal do mosaico em milho (Souza et al., 2012).  Entretanto, 
em sorgo, além do SCMV, foi recentemente relatado o JGMV infectando a 
cultura (Souza et al., 2017)

O aumento da área plantada com milho nos últimos anos, associado ao 
cultivo na safrinha (plantio de janeiro a março), tem ampliado a permanência 
da cultura do milho em campo, contribuindo para o aumento na incidência 
do SCMV. Outro fator importante que contribui para o aumento da incidência 
do mosaico-comum, no milho e no sorgo, é que o vírus Sugarcane mosaic 
virus (SCMV), agente causal da doença, infecta também outras gramíneas 
cultivadas e plantas daninhas (Souza; Oliveira, 2013). Os potyvírus são 
transmitidos de maneira não persistente por vários afídeos, e o vetor mais 
eficiente nas culturas do milho e do sorgo é o Rhopalosiphum maidis (Shukla 
et al., 1994). Ao se alimentarem de uma planta infectada, adquirem o vírus e, 
durante várias horas ou dias, podem transmiti-lo para plantas, de forma não 
persistente, ou semipersistente. 

Em milho, quanto mais cedo se estabelece a infecção maiores são os 
danos ocasionados pela virose mosaico-comum, sendo que estimativas 
experimentais mostram reduções na produção da ordem de 50%, em 
genótipos suscetíveis (Waquil et al., 1996).  O controle dessa virose por meio 
do controle dos pulgões com uso de inseticidas não é efetivo, sendo o método 
mais eficiente a utilização de cultivares resistentes. E, para o desenvolvimento 
dessas, uma das primeiras etapas é a caracterização de genótipos de milho 
quanto à resistência a essa doença (Souza et al., 2008). 

Em estudos tradicionais de herança da resistência ao mosaico-comum, 
os resultados sugerem segregação monogênica dominante (Schuelter et 
al., 2003), o que facilita a introgressão desta característica em linhagens 
de milho suscetíveis, por meio da associação das seleções fenotípicas aos 
retrocruzamentos (RC) assistidos por marcadores moleculares.  Outra forma 
de introgressão da resistência é quando já se tem o QTL de efeito maior 
mapeado no genótipo fonte.  Em milho tropical foi mapeado um QTL de 
efeito maior no cromossomo 3, explicando 41,85% da variação fenotípica 
da resistência (Souza et al., 2008). Nesse caso, de posse da linhagem-
fonte de resistência e dos marcadores moleculares flanqueando o QTL, 
ter-se-á em cada ciclo de seleção as informações genômicas das plantas 
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sem a necessidade de fenotipagem, gerando economia de tempo e recursos 
financeiros.  Além disso, utilizando-se retrocruzamentos (RCs) assistidos 
por marcadores moleculares, tem-se uma rápida recuperação do parental 
recorrente.  

Os marcadores moleculares, em geral, são sequências de DNA com 
mutações ou variações que são usadas visando detectar polimorfismos 
entre alelos de um gene nos diferentes indivíduos de uma população.  Tais 
fragmentos estão localizados em uma posição definida dentro do genoma 
(Lateef, 2015). Dentre esses tem-se os marcadores microssatélites (SSR), 
que são sequências de um a seis nucleotídeos repetidos em número variável 
(Li et al., 2002) e ocorrem em regiões codantes e não codantes do genoma 
(Morgante et al., 2002), sendo grande vantagens a co-dominância e a alta 
reprodutibilidade desses marcadores (Decroocq et al., 2003).  

Dentre as metodologias mais atuais, tem-se a de PCR competitiva 
alelo específica (KASP, Kompetitive Allele Specific PCR), a qual permite 
a genotipagem de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism, 
Polimorfismos de Nucleotídeo Único), cuja análise apresenta alta 
especificidade e sensibilidade (Semagn et al., 2014). Essa tecnologia vem 
sendo empregada no mapeamento de QTLs (Zaidi et al., 2015; Ladejobi et 
al., 2018). 

Os objetivos do presente trabalho foram (i) caracterizar genótipos de 
milho quanto à resistência a virose mosaico-comum causada pelo SCMV e 
(ii) introgredir a resistência em linhagens-elites suscetíveis empregando RCs 
assistidos por marcadores moleculares 

Material e Métodos

Seleção de genótipos de milho quanto à 
resistência ao mosaico-comum

Genótipos e delineamento experimental

Foram avaliados 62 genótipos de milho, linhagens e híbridos simples 
do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 1) 
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quanto à resistência ao Sugarcane mosaic virus (SCMV). O experimento 
foi implantado em casa de vegetação com condições controladas de 
temperatura e umidade, em duas épocas: outubro/2016 e novembro/2017. O 
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com duas repetições, 
representadas por dois vasos/genótipo.  Os vasos continham 25 litros de solo 
adubado, sendo semeadas 10 sementes/vaso, com posterior desbaste para 
5 plantas/vaso. Como controle de suscetibilidade e resistência ao mosaico-
comum foram empregadas, respectivamente, as linhagens L19 e L18.

Caracterização das linhagens-elites de milho 
quanto à resistência ao mosaico-comum  

O inóculo foi preparado empregando folhas de plantas sintomáticas para 
o mosaico-comum, cujo vírus SCMV foi confirmado por meio de análises 
moleculares empregando metodologia descrita por Souza e Barros (2017). As 
folhas sintomáticas foram maceradas em tampão fosfato 10 mM resfriado na 
proporção de 1: 3 (peso/volume) (Souza et al., 2008). Carborundum 600 mesh 
(Sigma-Aldrich) foi adicionado à solução de inoculação, a qual foi mantida em 
geladeira. A primeira inoculação foi realizada na parte mediana a basal das 
folhas, quando as plantas apresentavam de 3 a 4 folhas, empregando fricção 
mecânica com o lado mais abrasivo de esponja comum (Figura 1). Foram 
realizadas quatro inoculações com intervalo de uma semana.    

As avaliações fenotípicas foram iniciadas sete dias após as inoculações 
e repetidas semanalmente por um período de 30 dias. Foram consideradas 
na avaliação a presença (suscetível) ou ausência (resistente) de sintomas.
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Figura 1. Plântulas de milho sendo artificialmente inoculadas com solução resfriada 
de tampão fosfato de potássio 0,01M pH 7,0 contendo o SCMV e  Carborundum 600 
mesh.  Estádio em que as plantas foram submetidas à primeira (esquerda), estádio 
V3,  e segunda (direita), estádio V5, inoculações. 

Introgressão da resistência ao mosaico-
comum em linhagem-elite empregando fonte 
de resistência de mesmo grupo heterótico 

Genótipos

Linhagens contrastantes quanto à resistência ao mosaico-comum, 541145 
(fonte de resistência) e 5100290-11 (suscetível e recorrente) foram utilizadas 
em cruzamentos e avaliadas as gerações RC1F1 e RC2F1. 

Fenotipagem

A inoculação das plantas RC1F1 e RC2F1 foi iniciada no estágio V3-V4, 
procedendo-se quatro inoculações consecutivas, com periodicidade semanal, 
seguidas por avaliações fenotípicas, conforme já descrito no item 1.2.
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Extração de DNA

O DNA genômico foi extraído a partir de 8 discos foliares de cada planta 
das gerações RC1F1 e RC2F1, de acordo com Lana et al. (2010), Figura 2.
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Figura 2.  Coleta de tecido foliar de plantas de milho da geração RC1F1 para extração 
de DNA, empregando furador de papel.

Retrocruzamentos assistidos por marcadores SNPs 
(Single Nucleotide Polimorphism) e microssatélites (SSR) 

A genotipagem foi realizada nas plantas das gerações de RC1F1 e 
RC2F2, empregando marcadores SNPs e SSR.  Inicialmente foi realizada a 
genotipagem dos parentais 541145 e 5100290-11 com 99 marcadores SNPs 
distribuídos ao longo do genoma do milho, para detecção dos marcadores 
polimórficos. A reação de amplificação foi realizada com 3 µL de KASP 
Master Mix 2X, 3 µL de DNA a 10 ng/µLe 0,084 µL de KASP Assay Mix 
54X. Os ciclos de amplificação foram de uma desnaturação inicial a 94 °C 
durante 15 min, seguida por 10 ciclos a 94 °C durante 20 s, 61 °C a 55 °C 
durante 1 min e um adicional de 26 ciclos de amplificação a 94 °C durante 
20 s e 55 °C durante 1 min. A intensidade da fluorescência das amostras 
foi quantificada por meio do leitor de microplacas FLUOstar Omega (BMG 
Labtech, Hanns-Martin-Schleyer Germany) utilizando ROX na normalização 
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do sinal. A genotipagem foi realizada empregando o software KlusterCaller 
1.1 (LGC Genomics Ltd, Hoddesdon, Herts, UK). Para os marcadores SSR, 
as reações de amplificação foram realizadas utilizando 50 ng de DNA, 0,2 µM 
de cada iniciador e Taq DNA polimerase (KAPABIOSYSTEMS, WOBURN, 
MA, EUA), conforme recomendações do fabricante. As reações de PCR 
foram realizadas em touchdown: desnaturação inicial a 95 °C por 3 min; 7 
ciclos de 95 °C por 20 s, 60 °C (com redução de 1 °C por ciclo até 53 °C) 
por 1 min e 72 °C por 1 min, 35 ciclos de 95 °C por 20 s, 53 °C por 1 min e 
72 °C por 1 min; extensão final de 72 °C por 5 min. Os fragmentos gerados 
foram analisados em gel de poliacrilamida e corados com nitrato de prata. 
Nas gerações de RC1F1 e RC2F1 os indivíduos foram genotipados utilizando 
16 e 31 marcadores moleculares, respectivamente.  

Análises dos dados

A porcentagem de recuperação do genoma do parental recorrente (%RG) 
foi calculada por meio da fórmula:

	  % RG=( (N°A + 1/2 N°H)/ N°A + N°H )x 100

  Onde: N° A = número de locus igual ao genoma recorrente 5100290-11;

           N° H = número de locus em heterozigose.

Resultados e Discussão

Seleção de genótipos de milho quanto à 
resistência à virose mosaico-comum do milho 
causado pelo Sugarcane mosaic virus

Verificou-se que os genótipos de milho oriundos do programa de 
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo apresentam variabilidade genética 
quanto à resistência ao SCMV. Dos 67 genótipos avaliados quanto à resistência 
ao SCMV, 38 foram resistentes, 21 foram suscetíveis e 8 segregaram (Tabela 
1). A segregação foi resultante do grau de endogamia, pois algumas linhagens 
encontravam-se em estádio S4, mantendo níveis razoáveis de heterozigose 
residual.
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Introgressão da resistência ao mosaico-comum do milho 
empregando seleção fenotípica, fonte de resistência 
de mesmo grupo heterótico e retrocruzamentos 
assistidos por marcadores moleculares, SSR e SNPs 

A seleção do genoma do parental recorrente foi realizada com base em 
marcadores moleculares e o loco-alvo (gene de resistência ao mosaico-
comum) foi selecionado com base no fenótipo empregando inoculações 
artificiais. 

Dos 73 indivíduos da população RC1F1 (5100290-11x541145), 27 foram 
resistentes ao SCMV e genotipados com 16 marcadores moleculares. A 
Figura 3 exemplifica a genotipagem por KASP, realizada a partir do marcador 
PZA01292_1. A porcentagem de recuperação do genoma variou de 66,7% a 
87,5% com média de 78,3% (Figura 4). O genótipo com 87,5% de recuperação 
do genoma do parental recorrente (5100290-11) foi selecionado para a 
realização do segundo retrocruzamento, obtendo-se a população RC2F1. 
Com a seleção desse indivíduo RC1F1 tem-se um ganho considerável em 
relação ao que seria obtido por meio do RC convencional, 75%.

Na população RC2F1, 20 indivíduos foram resistentes ao SCMV e 
genotipados com 31 marcadores moleculares. A porcentagem de recuperação 
do genoma variou de 88,7% a 96,8% com média de 93,2% (Figura 5), 
sendo selecionado o indivíduo com 96,8%.  Essa elevada percentagem de 
recuperação verificada no RC1F1, assistido por marcadores, corresponde ao 
que seria obtido no RC4F1 convencional.  Isto perfaz um ganho de dois ciclos, 
com considerável redução de custos e tempo, demonstrando a eficiência da 
técnica e marcadores moleculares empregados. 

O indivíduo R2F1 selecionado com 96,8% de recuperação do genoma 
do parental recorrente (5100290-11) foi autofecundado para obtenção da 
população segregante, a qual foi submetida à avalição fenotípica quanto à 
resistência ao mosaico-comum nos ciclos subsequentes de autofecundação.  
No segundo ciclo de autofecundação, a linhagem isogênica, cuja descendência 
não segregou para resistência ao mosaico-comum, foi a selecionada como a 
versão resistente de L5100290-11.
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Figura 3. Genotipagem dos indivíduos RC1F1 (5100290-11x541145) com o marca-
dor KASP PZA01292_1. Em azul estão representados os indivíduos homozigotos 
com alelos C, derivado do parental 5100290-11 (A); em verde estão representados 
os indivíduos heterozigotos com alelos T:C (H); em vermelho está representado o 
parental 541145 utilizado como controle homozigoto com alelos T (B) e em preto está 
representado o controle negativo (mix de reação adicionado de água).
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 Figura 4. Porcentagem de recuperação do genoma na população RC1F1 (5100290-

11x541145). Em destaque o indivíduo 11 com 87,50% de recuperação do genoma do 
parental recorrente.

 
 Figura 5. Porcentagem de recuperação do genoma na população RC2F1 (5100290-

11x541145). Em destaque, o indivíduo 2 com 96,8% de recuperação do genoma do 
parental recorrente.
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O retrocruzamento está a muito estabelecido em esquemas de 
melhoramento, em que a característica de um parental doador é introgredida 
no genoma de um parental recorrente. Pelo retrocruzamento convencional, 
não há um número absoluto, entretanto, Hasan et al. (2015) mencionam que 
geralmente são necessários entre seis e oito ciclos para introgressão da 
característica de interesse. Entretanto, quando se emprega o  retrocruzamento 
assistido por marcadores moleculares, além da redução em ciclos de RC, a 
possibilidade de linkage drug é menor, o que é mais difícil de ser contornado 
com o retrocruzamento convencional (Hospital, 2001). 

Após a segunda geração de retrocruzamentos, as plantas individuais 
resistentes, com maior percentagem de recuperação do genoma recorrente 
foram autofecundadas.  A descendência dessas plantas autofecundadas 
foi submetida à seleção dos resistentes ao mosaico-comum.  Em seguida, 
os genótipos considerados resistentes passaram por um segundo ciclo de 
autofecundação, e foram selecionadas aquelas plantas cuja descendência 
não segregou para a resistência ao mosaico, isto é, linhagens consideradas 
como homozigotas para a característica de interesse. 

Conclusões
(i) Seleção de genótipos de milho quanto à resistência ao mosaico-

comum. Por meio do processo de inoculação artificial empregado, foi possível 
selecionar genótipos de milho do programa de melhoramento da Embrapa 
Milho e Sorgo quanto à resistência à virose mosaico-comum causada pelo 
Sugarcane mosaic virus. 

(ii) Introgressão da resistência ao mosaico-comum em linhagem-elite 
de milho empregando fonte de resistência de mesmo grupo heterótico.   
Os ciclos de retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares, 
seguidos de inoculações artificiais e seleções fenotípicas para resistência 
ao mosaico-comum, permitiram o uso de linhagens-elites de mesmo grupo 
heterótico, como fonte de resistência ao mosaico-comum para as linhagens 
recorrentes. Os retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares 
aceleraram o processo em relação aos ganhos em tempo e eficiência na 
identificação dos indivíduos com maior percentagem de recuperação do 
parental recorrente.  
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