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Marcador SNP Associado ao QTL de
Efeito Maior Conferindo Resisténcia
ao Mosaico-Comum-do-Milho'

Isabel Regina Prazeres de Souza'
Marcos de Oliveira Pinto?

Resumo — O mosaico-comum esta entre as viroses mais importantes da cul-
tura do milho no Brasil e no globo. No nosso Pais, o agente causal do mosai-
co-comum-do-milho foi identificado como sendo uma nova estirpe de SCMV,
pertencente ao género Potyvirus. Para que seja possivel a identificacdo de
genotipos resistentes, de forma segura sobre a selegao fenotipica, existe a
selegdo assistida por marcadores moleculares (SAM). A SAM permite inte-
grar a genética molecular com a selegao fenotipica, através da busca indireta
por alelos desejaveis por meio do uso de marcadores ligados. A vantagem
dos marcadores moleculares é que eles permitem comparar gendétipos, em
diferentes ambientes, tipos de tecido ou estadio de desenvolvimento da plan-
ta. Dentre os tipos de marcadores moleculares tem-se o SNP (polimorfismo
de nucleotideo Unico), o qual é baseado em variagdo em um Unico nucleoti-
deo em ponto especifico do DNA. Em milho, Souza et al. (2019), utilizando
populagoes F, . derivadas do cruzamento entre as linhagens contrastantes
quanto a resisténcia ao mosaico comum, L19 (suscetivel) e L18 (resistente),
mapearam no cromossomo 3 um QTL de efeito maior conferindo resisténcia
a essa virose. O objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo do marcador
SNP PZA00413_20 (C/A) ao QTL de efeito maior, conferindo resisténcia ao
mosaico-comum-do-milho. Na selecado de individuos das progénies de retro-
cruzamentos da linhagem L19, com a fonte de resisténcia L18, verificou-se
que, por meio da fenotipagem, os genétipos homozigotos CC e o heterozi-
goto CA do SNP foram resistentes, e os gendétipos homozigotos AA foram
suscetiveis. Dessa forma, a genotipagem empregando o marcador SNP (C/A)

1 Eng.-Agr., PhD. em Plant Science, Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo;

2 Bioquimico, Dr. em Genética e Melhoramento, Analista da Embrapa Milho e Sorgo



6 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 213

permitiu a identificagdo dos gendtipos resistentes, demonstrando sua asso-
ciacao ao QTL de efeito maior.

Termos para indexacao: Potyvirus, Zea mays L., Sugarcane mosaic vi-
rus (SCMV), selegao assistida por marcadores (SAM).
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SNP Marker Associated with Major Effect QTL
Conferring Resistance to Maize Common Mosaic.

Abstract — The mosaic is among the most important virus diseases affecting
maize and sorghum in Brazil and in the world. In our country, the causal agent
of the maize common mosaic was identified as a new SCMV strain of the ge-
nus Potyvirus. In order to allow the identification of resistant genotypes, in a
safety way over the phenotypic selection, there is the molecular marker assist-
ed selection. The advantage of molecular markers is to allow comparing geno-
types, in different environments, types of tissue or stage of plant development.
Among the types of molecular markers there is the SNP (single nucleotide
polymorphisms), which is based on variation of a single nucleotide at a spe-
cific point in the DNA. In maize, Souza et al. (2019), using F2:3 populations
derived from the crossing between inbred lines L19 (susceptible) and L18 (re-
sistant), contrasting in their resistance to maize common mosaic, mapped on
chromosome 3 a major effect QTL conferring resistance to this virus disease.
The objective of this study was to evaluate the association of the SNP marker
PZA00413_20 (C / A) with the major effect QTL, conferring resistance to the
maize common mosaic. In the selection of individuals from backcross proge-
nies of the L19 line, with the resistance source L18, we verified by phenotyp-
ing that the homozygous genotypes CC and the heterozygous CA of the SNP
were resistant, and the homozygous genotypes AA were susceptible. Thus,
genotyping using the SNP marker (C/A) allowed the identification of resistant
genotypes, demonstrating its association with major effect QTL.

Index terms: Potyvirus, Zea mays L., Sugarcane mosaic virus (SCMV),
Marker assisted selection (MAS)
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Introducao

O Sugarcane mosaic virus (SCMV) esta entre as principais viroses que
infectam o milho no Brasil (Gongalves et al., 2007a). Além disso, outro as-
pecto importante € que incide sobre outras gramineas cultivadas, como a
cana-de-agucar (Saccharum spp.) (Gongalves et al., 2007b, 2011; Barboza et
al., 2008) e o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) (Espejel et al., 2006), além
de infectar varias outras espécies como o0s capins massambara e coloniao
(Almeida, 1988).

O mosaico-comum-do-milho é causado por virus do género Potyvirus
(Kitajima, 1979), e seis espécies de potyvirus tém sido identificadas no glo-
bo, causando sintomas de mosaico em uma variedade de cultura de graos
e gramineas, incluindo: 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 al., 2008). No Brasil, o SCMV
tem sido, até o presente, o agente causal do mosaico em milho (Souza et al.,
2012a, 2012b; Gongalves et al., 2011).

Os sintomas do mosaico-comum podem ser facilmente identificados em
plantas de milho: formam-se areas cloréticas entremeadas com areas verdes
nas folhas, em padrdo de mosaico.

Os potyvirus sao transmitidos de maneira nao persistente por varios afi-
deos, e o vetor mais eficiente na cultura do milho é o Rhopalosiphum maidis
L. (Hemiptera: Aphididae) (Edwardson; Christie, 1991). Dessa forma, o ma-
nejo da doenca por meio de controle quimico nao é efetivo, e a utilizagdo de
cultivares resistentes é o método mais eficiente de controle do virus (Souza
et al., 2008). A identificacdo de QTL de efeito maior associado a resisténcia
a virose mosaico-comum em milho é importante para o desenvolvimento de
cultivares resistentes (Souza et al., 2008, 2019). Um QTL de efeito maior
conferindo resisténcia ao mosaico-comum-do-milho, causado pelo SCMV, foi
identificado por Souza et al. (2019) no cromossomo 3, explicando uma grande
proporcao da variancia genética, 50% e 70%, em avaliagbes em dois anos.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo do marcador SNP
PZA00413_20 (C/A), localizado na regido flanqueadora, ao QTL de efeito
maior conferindo resisténcia ao mosaico-comum-do-milho.

Material e Métodos

Genétipos

Foram utilizados os individuos das progénies RC.S, derivadas do cruza-
mento das linhagens parentais L18 (fonte da resisténcia ao mosaico-comum)
e L19 (suscetivel), e depois foi usado o processo de retrocruzamentos com
a linhagem suscetivel, para recuperacdo do genoma. As plantas das gera-
cOes segregantes foram fenotipadas por meio de inoculagbes com o SCMV
e genotipadas por meio do marcador SNP PZA00413_20 (C/A) localizado na
regido flanqueadora do QTL.

Inoculagoes

As inoculagdes, nos diferentes ciclos de retrocruzamentos, foram reali-
zadas empregando a solu¢ao contendo SCMV mais carborundo na fricgao
mecanica da parte mediana das folhas das plantulas de milho, iniciando-se
15 dias apds germinacgéo, conforme descrito por Souza et al. (2008). Trés
inoculacgdes foram realizadas em intervalo semanal.

As avaliagdes fenotipicas iniciaram-se 15 dias apds a primeira inoculagao
e foram realizadas semanalmente por um periodo de um més. Foi adotada
a avaliagcado para mosaico-comum baseando-se na presencga ou auséncia de
sintomas.

Genotipagem por marcador molecular SNP PZA00413_20
(C/A) localizado na regiao flanqueadora do QTL maior
associado a resisténcia ao mosaico-comum em milho

O DNA gendmico foi extraido de tecido foliar de plantas ou plantulas de
milho pelo método CTAB, descrito por Saghai-Marrof et al. (1984), quantifi-
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cado por meio do NanoDrop 1000 (Termo Fisher Scientific, Walthan, MA) e
diluido para a concentragédo de 10 ng/pL.

A reacdo de amplificacédo foi realizada com 3 yL de KASP Master Mix
2X, 30 ng de DNA e 0,084 uL de KASP Assay Mix 54X. Os ciclos de ampli-
ficacdo foram de uma desnaturagéao 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 adi-
cional de 26 ciclos de amplificagdo a 94 °C durante 20 s e 55 °C durante 1
min. A intensidade da fluorescéncia das amostras foi quantificada por meio
do leitor de microplacas FLUOstar Omega (BMG Labtech, Hanns-Martin-
Schleyer Germany) utilizando ROX na normalizagéo do sinal. A genotipagem
foi realizada empregando o software KlusterCaller 1.1 (LGC Genomics Ltd,
Hoddesdon, Herts, UK), Figura 1.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os resultados de linhagens e progénies de milho
quanto a fenotipagem ao mosaico-comum e a genotipagem empregando o
marcador SNP PZA00413_20 (C/A) localizado na regiao flanqueadora do
QTL de efeito maior, conferindo resisténcia ao mosaico-comum em milho.
Verifica-se que o gendtipo homozigoto CC do SNP esta associado a resis-
téncia e o gendtipo homozigoto AA associado a suscetibilidade ao mosaico
causado pelo SCMV. O gendtipo heterozigoto CA do hibrido simples F1 e dos
individuos 130G8 22 e 130G8_52, da progénie, esta associado a resisténcia.

Esses resultados demonstram a importancia de se identificar que o mar-
cador PZA00413_20 (C/A), localizado na regido flanqueadora, esta associa-
do ao QTL conferindo resisténcia ao mosaico-comum-do-milho. Além disso,
esse marcador esta localizado dentro do gene predito GRMZM2G122443,
codificando uma glucosidase Il. Os resultados obtidos permitirdo a selecao
assistida empregando esse marcador SNP na identificagdo dos individuos re-
sistentes e suscetiveis ao mosaico, quando do desenvolvimento de linhagens
e cultivares resistentes empregando a fonte de resisténcia L18.
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Figura 1. Genotipagem de linhagens, L18 (resistente) e L19 (suscetivel) e de indivi-
duos das progénies de RC_S, derivadas do cruzamento da L18 e L19, tendo como pa-
rental recorrente a L19, empregando o marcador SNP PZA00413_20 (C/A) localizado
na regido flanqueadora do QTL conferindo resisténcia ao mosaico-comum. Em azul
estdo representados os individuos portadores do genétipo homozigoto do SNP AA,
derivado do parental L19; em verde estdo representados os individuos heterozigotos
do SNP CA; em vermelho estéo representados os individuos portadores do gendtipo
homozigoto do SNP CC, derivado do parental L18; e em preto esta representado o
controle negativo (mix de reagdo adicionado de agua).
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Tabela 1. Linhagens de milho, L18 (fonte do QTL conferindo resisténcia
ao mosaico-comum-do-milho) L19 (suscetivel), hibrido F1, e individuos das
progénies de RC,S, derivadas do cruzamento de L18 e L19, tendo como
parental recorrente a L19, genotipados com o marcador SNP PZA00413_20
(C/A), localizado na regiao flanqueadora do QTL, e fenotipagem quanto a
resisténcia ao mosaico-comum causado pelo SCMV.

Genotipo Genotipagem Fenotipo
L18 C.C Resistente

L19 AA Suscetivel

F1 (L18 x L19) CA Resistente
130G8_02 C.C Resistente
130G8_03 A:A Suscetivel
130G8_09 A:A Suscetivel
130G8_15 C.C Resistente
130G8_20 A:A Suscetivel
130G8_22 CA Resistente
130G8_30 CA Resistente
130G8_61 C.C Resistente
130G8_52 CA Resistente

Concluséo

Por meio da genotipagem empregando o SNP PZA00413_20 (C/A) e fe-
notipagem para resisténcia, foi possivel identificar a associagdo do marcador
ao QTL de efeito maior, conferindo resisténcia ao mosaico-comum-do-milho.
Os genotipos homozigotos CC e o heterozigoto CA do SNP foram resistentes,
e 0s gendtipos homozigotos AA foram suscetiveis. A associagédo da genotipa-
gem do SNP PZA00413_20 (C/A) a fenotipagem evidenciou a importancia de
poder utilizar esse marcador na selegao de gendtipos resistentes, quando do
emprego da fonte de resisténcia L18.
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