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Linhagens-Elites de Milho Introgredidas
com a Resisténcia ao Mosaico-Comum

Isabel Regina Prazeres de Souza'
Marcos de Oliveira Pinto?

Paulo Evaristo de Oliveira Guimaraes?®
Lauro José Moreira Guimaraes*
Roberto dos Santos Trindade®

Resumo - No Brasil, a virose Mosaico-Comum, que afeta o milho, é cau-
sada pela espécie de potyvirus Sugarcane mosaic virus (SCMV). Os danos
ocasionados por essa virose serdo maiores quanto mais cedo a infecgéo se
estabelecer, podendo atingir perdas consideraveis na produgdo em genoti-
pos suscetiveis. Para um controle eficiente da doenca, fazem-se necessa-
rios o desenvolvimento e a utilizagédo de cultivares resistentes. O objetivo do
presente trabalho foi a introgresséo da resisténcia ao Mosaico-Comum em
duas Linhagens-Elites de milho suscetiveis, 5100290-11, grupo heterético
Flint (F), e 5702955, grupo heterdtico Dent (D), empregando, como fonte de
resisténcia, linhagens dos respectivos grupos heteréticos. No processo de
introgressdo da resisténcia, os individuos da geracéo F1, resultantes do cru-
zamento entre o parental suscetivel e o doador, foram resistentes, segregan-
do nas etapas seguintes. Os individuos das geracdes de retrocruzamento e
das autofecundacgdes subsequentes foram submetidos as inoculagcées com a
estirpe brasileira de Sugarcane mosaic virus (SCMV), sempre selecionando
as plantas fenotipicamente resistentes. A partir da segunda geracao de retro-
cruzamento (RC,), as plantas apresentando acima de 90% de recuperagéo
do genoma foram selecionadas e submetidas a geragdes de autofecundagao
para obtencao das respectivas linhagens na versao resistente. A versao re-
sistente das Linhagens-Elites em RCF, foi testada em casa de vegetagéo
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e em campo, ndo mais apresentando segregagéo. A geragdo RC,F, obtida
da autofecundacao dessas linhagens sera utilizada no desenvolvimento de
hibridos de milho.

Termos para indexacao: potyvirus, Zea mays L., Sugarcane mosaic virus
(SCMV), retrocruzamento assistido, marcadores SNP
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Elite Maize Inbred Lines Introgressed
with Resistance to Common Mosaic

Abstract- In Brazil, the potyvirus species Sugarcane mosaic virus (SCMV)
causes the maize common mosaic disease. The damage caused by this
virus disease will be greater the earlier the infection is established, reaching
considerable losses in production in susceptible genotypes. For an efficient
control of the disease, the development and use of resistant cultivars are
the most efficient strategies. The objective of the present work was the
introgression of resistance to maize common mosaic in two maize elite inbred
lines susceptible to the disease, 5100290-11 heterotic group Flint (F), and
5702955 heterotic group Dent (D), using, as a source of resistance, lines
of the respective heterotic groups. In the introgression resistance process,
individuals of the F, generation, resulting from the crossing between the
susceptible parent and the donor, were resistant, segregating in the following
steps. Individuals from BC generations and subsequent self-fertilizations were
submitted to inoculations with the Brazilian strain of Sugarcane mosaic virus
(SCMV), always phenotypically selecting the resistant plants and conducting
them individually. From the second generation of backcross (BC,), the plants
showing more than 90% of genome recovery were selected and submitted
to generations of the self-fertilization, in order to obtain the respective lines
in the resistant version. The resistant version of the elite lines in BC,S, was
tested in a greenhouse and at field, without showing segregation. The BC,S,
generation obtained from the self-pollination of these lines will be used in the
development of maize hybrids.

Index terms: Potyvirus, Zea mays L., Sugarcane mosaic virus (SCMV),
marker-assisted backcross, SNP markers
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Introducao

A virose Mosaico-Comum tem sido verificada no Brasil em milho e em
sorgo (Souza et al., 2012). E, mundialmente, essa virose tem como agente
causal seis espécies de potyvirus: Sugarcane mosaic virus (SCMV), Sorghum
mosaic virus (SrMV), Maize dwarf mosaic virus (MDMV), Johnsongrass mo-
saic virus (JGMV) (Shukla et al., 1994), Zea mosaic virus (ZeMV) (Sheifers et
al., 2000), e Pennisetum mosaic virus (PenMV) (Deng et al., 2008). No Pais,
até o presente, apenas o SCMV tem sido identificado como agente causal do
mosaico em milho (Souza et al., 2012). Embora no Brasil tenha sido relatada
a espécie Johnsongrass mosaic virus como um dos agentes causais de mo-
saico em sorgo (Souza et al., 2017), esse virus ndo foi capaz de infectar os
gendtipos de milho testados.

Os danos ocasionados por essa virose estdo diretamente relacionados a
fase em que a infecgdo se estabelece: quanto mais cedo, maior as estimati-
vas com perdas, podendo atingir 50% na produgcédo em gendtipos suscetiveis
(Wagquil et al., 1996). Para um controle eficiente da doenga fazem-se neces-
sarios o desenvolvimento e a utilizagdo de cultivares resistentes (Souza et
al., 2008).

Estudos genéticos com milho tropical tém demonstrado que a resisténcia
ao Mosaico-Comum € qualitativa (Schuelter et al., 2003). QTLs associados
a resisténcia ao Mosaico-Comum-do-milho foram mapeados por Souza et al.
(2008) nos cromossomos 1 e 3, sendo este ultimo de efeito maior, 41,85%.
Em outro estudo, Souza et al. (2019) mapearam apenas um QTL no cro-
mossomo 3 apresentando efeito de 70%. Em ambos os estudos, o QTL no
cromossomo 3 explicou grande proporc¢ao da variancia genética.

A introgressao da resisténcia ao mosaico em Linhagens-Elites de milho
suscetiveis pode ser realizada de duas formas: (i) empregando fonte que
possua marcador molecular associado a QTL de efeito maior conferindo re-
sisténcia ao Mosaico-Comum, permitindo identificar os resistentes por meio
da selegdo assistida por marcador molecular (Souza; Pinto, 2020), ou (ii) em-
pregando fonte de resisténcia sem associagdo a marcador e realizando a
selecao fenotipica dos resistentes por meio da inoculagao artificial em todos
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os ciclos do processo (Souza et al., 2018). Entretanto, nos dois casos, as
geracgdes de retrocruzamentos podem ser assistidas por marcadores molecu-
lares visando selecionar os individuos com a maior percentagem do parental
recorrente, permitindo reduzir etapas do processo.

O objetivo do presente trabalho foi a introgressdo da resisténcia ao
Mosaico-Comum, por meio da selegéo fenotipica, em duas linhagens elites
de milho suscetiveis ao mosaico, 5100290-11 do grupo heterdético Flint (F), e
5702955, do grupo heterético Dent (D), empregando como fonte de resistén-
cia, linhagens dos respectivos grupos heteréticos. As Linhagens-Elites de mi-
Iho, parentais recorrentes e fontes foram desenvolvidas dentro do Programa
de Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo.

Material e Métodos

Linhagens-Elites

Foram selecionadas para introgressao da resisténcia ao Mosaico-Comum
duas Linhagens-Elites de milho, 5100290-11, do grupo heterético Flint (F), e
5702955, do grupo heterotico Dent (D), ambas pertencentes ao Programa
de Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Entretanto, ambas as linha-
gens eram suscetiveis a essa virose. Para a introgressao da resisténcia ao
Mosaico-Comum foram utilizadas duas Linhagens-Elites resistentes (doado-
ras) dos respectivos grupos heteroticos, 541145 F e 521236 D. Como contro-
le de suscetibilidade e resisténcia ao Mosaico-Comum foram empregadas as
linhagens L19 e L18, respectivamente.

Inoculagao e fenotipagem em casa de vegetagao e campo

Em cada uma das geracdes do processo de introgressao da resisténcia ao
Mosaico-Comum-do-milho em Linhagens-Elites de milho, foi realizada a ino-
culagdo mecanica empregando a estirpe brasileira do potyvirus Sugarcane
mosaic virus (SCMV).

Todos os individuos das geragdes F,, RC,F,, RC,F, a RC,F, foram inocu-

lados por trés vezes, iniciando-se no estagio V, (duas folhas totalmente ex-
pandidas), com intervalo de uma semana da primeira para a segunda e inter-
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valo de trés dias desta para a terceira. O preparo do in6culo e a condugéo da
experimentacdo foram em casa de vegetacéo, conforme descrito por Souza
et al. (2008, 2019). A analise fenotipica foi realizada semanalmente até o pe-
riodo de um més, empregando-se suscetivel para qualquer nivel de sintoma
foliar, e resistente para auséncia de sintomas, selecionando-se sempre para
a etapa seguinte somente as plantas resistentes. Finalizadas as etapas de
casa de vegetacao, plantas em RC,F,, fase de TRL4, foram levadas a cam-
po. Na safra 2021/2022, essas linhagens introgredidas foram semeadas em
condi¢des de campo para confirmacgao da resisténcia e submetidas a autofe-
cundagéo, avangando-se ciclos, alcangando a fase de TRL5. Todas as etapas
de casa de vegetacao e campo foram conduzidas na estagdo experimental
na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG, Brasil.

Extracao de DNA, genotipagem e recuperagao
do genoma do parental recorrente

O DNA gendmico foi extraido de discos foliares, conforme descrito por
Lana et al. (2010). Previamente foi realizada genotipagem dos pares de
linhagens, 5100290-11 com 541145 e 5702955 com 511236, empregando
marcadores microssatélite (SSR) e polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNP), distribuidos ao longo do genoma do milho, para detec¢cao de marca-
dores polimorficos nos parentais das populagdes de retrocruzamentos. Nas
geragbes RC,F, e RC,F, os individuos foram genotipados com 16 e 31 SNPs,
respectivamente. Para calculo da porcentagem de recuperagao do genoma
(%RG) empregou-se a formula: % RG= ((N°A + 1/2 N°H)/( N°A + N°H))x 100,
onde N° A = numero de locos igual ao genoma recorrente 5100290-11 ou
5702955 e N° H = numero de locos em heterozigose.

Resultados e Discussao

A analise fenotipica, realizada em todas as etapas do processo de intro-
gressao, teve a periodicidade semanal apds a inoculacado, até o periodo de
um més, empregando-se presenga e auséncia, isto &, suscetivel para qual-
quer nivel de sintoma foliar, e resistente para auséncia de sintomas, selecio-
nando-se sempre para a etapa seguinte, somente as plantas resistentes. As
versdes resistentes das linhagens introgredidas foram obtidas as partir das
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plantas resistentes em RC,F, que mantinham a resisténcia nos respectivos
individuos em RCF,, isto &, ndo apresentando segregagéo na progénie para
a resisténcia. Os resultados para resisténcia ao Mosaico-Comum obtidos em
casa de vegetagdo foram confirmados no campo. Os resultados de campo
foram apresentados para as duas linhagens recorrentes 5100290-11 F e
5702955 D, as versoes introgredidas, as respectivas linhagens-fonte, 541145
F e 521236 D, e as linhagens-padrdes, L18 (resistente) e L19 (suscetivel)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resultado da avaliagdo fenotipica em campo das Linhagens-Elites,
5702955 e 5100290 introgredidas com a resisténcia ao mosaico, apos inoculagéo
com a estirpe brasileira do Sugarcane mosaic virus (SCMV). A avaliagao das linha-
gens a campo demonstrou auséncia de segregagado para a resisténcia. Foram ao
mesmo tempo avaliadas em conjunto as linhagens originais na versdo suscetivel,
as linhagens fontes de resisténcia, 541145 e 521236, e os padroes de resisténcia,
L18, e suscetibilidade, L19. *As identificagbes RC,F, 5702955 D e RC,F, 5100290
F, seguidas dos numeros das plantas (PL) em cada ciclo de autofecundagéo, cor-
respondem as linhagens introgredidas 5702955 D e 5100290-11 F, respectivamente.

Linhagens Nota da doenga

*RC,F4 5702955-PL43-PL06-PL44-PLO5-PLO1 RESISTENTE
RC.F 4 5702955-PL43-PL06-PL44-PL23-PL 02 RESISTENTE
RC,F4 5702955-PL43-PL06-PL44-PL05-PLO3 RESISTENTE
RC,F, 5702955-PL43-PL06-PL44-PL05-PLO5 RESISTENTE
RC,F4 5702955-PL43-PL06-PL44-PL05-PLO8 RESISTENTE
RC,F4 5702955-PL43-PL06-PL44-PL11-PLO1 RESISTENTE
RC,F, 5702955-PL43-PLO6-PL44-PL11-PL15 RESISTENTE
RC,F, 5702955-PL43-PL06-PL44-PL11-PL 07 RESISTENTE
RC,F, 5702955-PL43-PL06-PL44-PL23-PL 18 RESISTENTE
RC,F, 5702955-PL43-PL06-PL44-PL23-PL 12 RESISTENTE
RC,F 4 5702955-PL43-PL06-PL44-PL23-PL 07 RESISTENTE
*RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO3- PL 03 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO3- PL 16 RESISTENTE
RC,F4 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO3- PL 06 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PL04-PL 02 RESISTENTE
RC,F 4 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO4-PL 01 RESISTENTE
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Linhagens (continuag&o)

Nota da doenga

13

RC:F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO4-PL 07 RESISTENTE
RC,F4 5100200-PL44-PL02-PLO4-PLO5-PL19 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PL05-PL06 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL04-PLO5-PL16 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL32-PL04-PLO2 RESISTENTE
RC,F, 5100200-PL44-PL02-PL32-PL04-PL05 RESISTENTE
RC,F 4 5100290-PL44-PLO2-PL32-PL04-PLO7 RESISTENTE
RC:F, 5100290-PL44-PL02-PL32-PL05- PLO4 RESISTENTE
RC,F 4 5100200-PL44-PL02-PL32-PLO5-PL15 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL32-PL05-PL13 RESISTENTE

RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL32-PL12-PL18-PL14 RESISTENTE
RC,F, 5100290-PL44-PL02-PL32-PL12-PL14 RESISTENTE
RC,F 4 5100200-PL44-PL02-PL32-PL12-PL15 RESISTENTE

521236 LINHAGEM-ELITE RESISTENTE
5702955 LINHAGEM-ELITE SUSCETIVEL
541145 LINHAGEM-ELITE RESISTENTE
5100290-11 LINHAGEM-ELITE SUSCETIVEL
L18 LINHAGEM PADRAO DE
RESISTENCIA

L19 LINHAGEM PADRAO DE

SUSCETIBILIDADE
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Estudo de heranga da resisténcia ao mosaico tem apresentado segrega-
¢do monogénica dominante (Schuelter et al., 2003), o que contribui para o
processo de introgresséo desta caracteristica em linhagens de milho susce-
tiveis empregando a fenotipagem. As linhagens empregadas como fontes de
resisténcia ao Mosaico-Comum-do-milho foram previamente selecionadas e
confirmadas para a caracteristica em questdo (Souza et al., 2018), e foram
utilizadas as do mesmo grupo heterético do parental recorrente. Na intro-
gressao da resisténcia, uma etapa importante é a recuperacao da linhagem
recorrente, que pode ser acelerada por meio da selegdo assistida por mar-
cadores moleculares, permitindo verificar e selecionar os individuos com a
maior percentagem de recuperagdo do genoma.

A selecdo do genoma do parental recorrente foi realizada com base em
fenotipagem por meio de inoculagdes artificiais. A tecnologia KASP (Semagn
et al., 2014) foi eficiente na genotipagem empregando marcadores SNPs,
permitindo identificar nas geragdes iniciais de retrocruzamento os individuos
com maior porcentagem de recuperagdo do genoma. Dos 85 individuos da
populagéo RC, (5702955 x 521236), 41 foram resistentes ao SCMV, indi-
cando segregacao 1:1, que sugere tratar-se de caracteristica monogénica,
e genotipados com 17 marcadores moleculares SNP. A porcentagem de re-
cuperagcao do genoma variou de 63% a 91% com média de 78% (Figura
1). O gendtipo com 91% de recuperagdo do genoma do parental recorrente
(5702955) foi selecionado para a realizagdo do segundo retrocruzamento,
obtendo-se a populagdo RC,. Com a selegéo desse individuo RC, tem-se um
ganho consideravel em relagdo ao que seria obtido por meio do RC conven-
cional, 75%.
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Figura 1. Porcentagem de recuperacdo do genoma na populagdo
RC,(5702955X521236). A maior percentagem de recuperagédo do genoma do parental
recorrente, 91%, € apresentada pelo gendétipo 22.

Na populagéo RC,, cinco individuos foram resistentes ao SCMV e geno-
tipados com 25 marcadores moleculares. A porcentagem de recuperagao do
genoma variou de 89% a 96% com média de 92% (Figura 2), sendo sele-
cionado o individuo com 96%. Essa elevada percentagem de recuperagao
verificada no RC,, assistido por marcadores, corresponde ao que seria obtido
no RC, convencional. Isso perfaz um ganho de dois ciclos, com consideravel
reducdo de custos e tempo, demonstrando a eficiéncia da técnica e marca-
dores moleculares empregados. O individuo RC, selecionado com 96% de
recuperagao do genoma do parental recorrente (5702955) foi autofecundado
para obtencéo da populacdo segregante, a qual foi submetida a avali¢cao fe-
notipica quanto a resisténcia ao Mosaico-Comum nos ciclos subsequentes
de autofecundacao.
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Figura 2. Porcentagem de recuperagdo do genoma na populagéo RC, F, (5702955 X
521236), destacando o gendtipo 5 com 96% de recuperagédo do genoma do parental
recorrente.

Em relagdo a populagédo RC, 5100290-11x541145, 27 individuos foram
resistentes ao SCMV e genotipados com 16 marcadores (Figura 3). Foi se-
lecionado o gendtipo com 87,5% de recuperagao do genoma do parental re-
corrente (5100290-11) e submetido ao RC,,. Nessa populagéo foi também ob-
tido um elevado ganho correspondendo ao que seria alcangado em RC, pelo
método tradicional, 75%, perfazendo um ganho de dois ciclos. Isto traduz-se
em reducgdo de custos e tempo, o que demonstra a eficiéncia da técnica em-
pregando marcadores SNPs.
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Figura 3. Porcentagem de recuperagdo do genoma na populagdo RC, 5100290-
11x541145. A maior percentagem de recuperagao do genoma do parental recorrente,
87,50%, é apresentada pelo gendtipo 11.

Vinte individuos da populagédo RC, foram resistentes ao SCMV e genoti-
pados com 31 marcadores, apresentando porcentagem de recuperagao do
genoma variando de 88,7% a 96,8%, média de 93,2% (Figura 4), selecionan-
do-se o individuo com 96,8%. O individuo RC, com 96,8% de recuperagéo
do genoma do parental recorrente (5100290-11) foi selecionado e autofecun-
dado para obtencgéao da populacdo segregante, a qual foi submetida a avalia-
¢ao fenotipica quanto a resisténcia ao mosaico nos ciclos subsequentes de
autofecundacgao.
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Figura 4. Porcentagem de recuperagdo do genoma na populagédo RC,(5100290-
11x541145). A maior percentagem de recuperagédo do genoma do parental recorrente,
96,8%, € apresentada pelo gendtipo 2.

A fase final do processo de introgressao da resisténcia ao Mosaico-
Comum-do-milho, causado pela estirpe brasileira do Sugarcane mosaic virus
(SCMV), foi a obtengao das versdes resistentes das linhagens 5100290-11 do
grupo heterético Flint (F) e 5702955 do grupo heterético Dent (D). Nesta fase,
foram obtidas as plantas resistentes em RC,F, que mantiveram em campo a
resisténcia nos respectivos individuos em RC,F, isto €, ndo apresentavam
segregacao para a resisténcia (Figura 5). Nessa fase em campo, TRL5, em
relacdo a fase TRL4, as linhagens introgredidas tiveram a resisténcia confir-
mada e foram submetidas a autofecundagéo com avango de endogamia.
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e

£

Figura 5. Individuos resistentes em RC,F, e na fase de pré-florescimento, descenden-
tes de plantas selecionadas como resistentes. Estes foram inoculados artificialmente
com a estirpe brasileira de Sugarcane mosaic virus, quando se apresentavam na fase

de V2.
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Conclusoes

Aintrogresséao da resisténcia ao Mosaico-Comum-do-milho em Linhagens-
Elites, empregando a sele¢cdo do genoma do parental recorrente por meio de
marcadores moleculares SNPs e do gene de resisténcia por meio da seleg¢ao
fenotipica, apresentou-se como um processo confiavel.

O retrocruzamento assistido por marcadores SNPs permitiu identificar e
selecionar individuos com elevada percentagem de recuperagao de genoma
recorrente, nas duas geragdes de retrocruzamentos (RC, e RC,) das popu-
lagbes, (5100290- 11x541145) e (5702955 x 521236). Face ao exposto, em
RC, obteve-se o que seria alcangado em RC, empregando-se o retrocruza-
mento convencional. A redu¢do em ciclos permite diminuir custos e tempo,
com consequente ganho em eficiéncia.

A introgressao da resisténcia, em Linhagens-Elites suscetiveis, 5100290-
11F e 5702955D, empregando fontes de resisténcia de mesmo grupo hete-
rético, associada a selegdo em casa de vegetacao, permitiu obter linhagens
resistentes a virose Mosaico-Comum-do-milho, causada pela verséo brasi-
leira do Sugarcane mosaic virus (SCMV), que mantiveram a resisténcia em
campo.
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