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RESUMO

O fungo Fusarium verticillioides e 0s que compdem o complexo tar spot, Phyllachora maydis,
Monographella maydis e Coniothyrium phyllachorae, tém causado grandes prejuizos as lavouras de
milho. Em virtude da resisténcia a esses patdgenos ser um carater quantitativo e apresentar alta
influéncia ambiental, a obten¢do de cultivares altamente resistentes ¢ um grande desafio para o
melhoramento genético. Nesse contexto, os objetivos deste estudo foram: i) Estudar a heranga genética
da resisténcia a Fusarium verticillioides, e a variabilidade genética disponivel na populacio segregante;
i) Identificar progénies da populacdo segregante para a resisténcia a F. verticillioides, com bom
desempenho para produtividade; iii) Identificar, entre dois acessos com potencial para resisténcia a tar
spot, oriundos do banco de germoplasma do CIMMYT, o que melhor contribuird para a introgressao
de genes de resisténcia em materiais elite e; iv) Identificar os genes associados a resisténcia, presentes
nesses acessos via GWAS. Para o estudo da resisténcia a F. verticilliodes foram utilizadas duas
linhagens previamente identificadas como contrastantes. A partir dessas foram obtidas as geragdes Fi,
F23, RCi1 e RCi2. Estas geragdes foram semeadas na safra 2017/2018 utilizando-se o delineamento em
blocos casualizados com trés repeticdes. No periodo de florescimento das plantas foi feita a inoculagao
artificial do patogeno. Utilizou-se o blotter test para a fenotipagem da incidéncia e severidade da
doenga. Para fins de genotipagem, foram testados 11 primers associados a resisténcia e foi realizada a
analise de expressdo pela método de RT-qPCR. Na safra de 2017/2018 as progénies F».3 foram
amostradas para a avaliacdo da produtividade. No experimento para a identificacdo de acessos com
resisténcia para TSC dois acessos foram cruzados com quatro linhagens elite do programa de
melhoramento de milho do CIMMYT (CMLs). Foi obtida a geragao F; e esta foi retrocruzada com os
parentais recorrentes, as CMLs. Ao final foram geradas oito populagdes que foram avaliadas em dois
locais, El Portillo, México e Petén, Guatemala. As fenotipagens foram realizadas duas semanas, trés e
quatro semanas apds a primeira avaliacdo. Foi obtido um bulk das progénies BCiS; e BC:S2 de cada
populagdo e estas foram genotipados utilizando a plataforma DArT-Seq. Um total de 8.401 SNPs foram
usados para o GWAS. Para ambos os experimentos a andlise fenotipica foi realizada utilizando escala
de notas, e foram calculadas as varidncias genéticas e fenotipicas, a herdabilidade e a acuracia. No
estudo de heranca da resisténcia a F. verticillioides ficou evidénciado que os parentais ndo eram
totalmente contrastantes. Observou-se que existe variabilidade para a populagdo segregante e que esta
pode ser utilizada no melhoramento. O ganho com a selecdo foi de -0,70. As progénies 61 e 69
obtiveram melhor desempenho tanto para resisténcia quanto para produtividade. No segundo
experimento foi observado que o acesso GUAT153 apresentou melhor desempenho fenotipico, e foi
considerado o melhor doador de alelos para a resistencia, 8 TSC. Verificou-se que os acessos OAXA280
e GUAT153 apresentaram diferentes alelos ndo encontrados nas CMLs. Foram identificados 11 SNPs
de pequeno efeito envolvidos na a TSC. O acesso GUAT153 sera util na introgressao de alelos de
resisténcia em genotipo elite, e contribuird para o background da resisténcia, permitindo uma
resisténcia duradoura dos genétipos melhorados.

Palavras-chave: Zea mays. Resisténcia a doengas. Melhoramento de plantas.



ABSTRACT

Fusarium verticillioides fungi and the tar spot complex caused by the interaction of the fungi,
Phyllachora maydis, Monographella maydis and Coniothyrium phyllachorae, have caused great
damage to maize crops. The resistance to these pathogens is a quantitative trait and has a high
environmental influence where obtain highly resistant cultivars is a major challenge for genetic
improvement. In this context, the aim of this study were: i) Study the genetic inheritance of resistance
to Fusarium verticillioides and the genetic variability available in the segregating population; ii)
Identify progenies of the segregating population for resistance to F. verticillioides which present the
best performance for productivity; iii) Identify, between two accessions with potential tar spot
resistance, coming from the CIMMYT germplasm bank, which will best contribute to the introgression
of resistance genes in elite materials, and identify the resistance-associated genes present in these
accessions via GWAS. For the study of resistance to F. verticilliodes, it was used two lines previously
identified as contrasting for resistance. From these were obtained the generations Fi, F»:3, RCi; and
RCi2, they were sown in the 2017/2018 crop season applying the complete randomized block design
with three replications. The artificial inoculation of the pathogen was made in the flowering period.
The blotter test was used to phenotype the incidence and severity of the disease. For genotyping
purposes, 11 previously obtained primers associated with resistance to F. verticillioides were tested. In
the experiment for identification of resistant accessions to TSC, two accessions were crossed with four
elite maize lines (CMLs) from the maize breeding program at CIMMYT. The F; generation was
obtained and was backcrossed with the recurrent parents, the CMLs. At the end, eight populations were
generated. These were evaluated at two sites with high pathogen pressure, El Portillo, Mexico and
Petén, Guatemala. The first phenotyping was performed two weeks after flowering, and then disease
progression was assessed at two periods, 7 and 14 days after the first phenotyping. A bulk sample from
the semi-inbred lines BC1S1 and BC1S2 for each population was obtained. The genotyping was
performed using the DArT-Seq platform. A total of 8,401 SNPs were used for GWAS. For both
experiments the phenotypic analysis was performed using a grade scale. The genetic and environmental
variances, heritability and accuracy were calculated. The inheritance study of resistance to F.
verticillioides shown that the parents were not totally contrasting. It was observed that there is
variability for the segregating population and that it can be used for breeding. The gain with the
selection was -0.70. The progenies 61 and 69 had better performance for both resistance and
productivity. In the second experiment we observed that the GUAT153 accession presented better
phenotypic performance, and that GUAT153 and OAXA280 presented different genes, not observed in
the CMLs. Eleven small-effect SNPs involved in the resistance response to TSC were identified. The
accessions carrying these alleles will be useful in the introgression of resistance alleles in elite
germoplasm, and will contribute to the resistance background, allowing a lasting resistance of the
improved genotypes.

Keywords: Zea mays. Disease resistance. Plant Breeding.
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PRIMEIRA PARTE
1. INTRODUCAO GERAL

A resisténcia a doencas ¢ um dos principais caracteres trabalhados em programas de
melhoramento genético de plantas. O estresse bidtico limita a producdo, afeta a economia e ameaga a
seguranga alimentar global (JAMANN et al., 2013). O uso de genoétipos resistentes ¢ uma maneira
rentavel e ambientalmente correta de assegurar a produtividade e a qualidade do grao, e pode facilmente
ser adotada por pequenos e grandes agricultores (GURURANI et al., 2012).

Dos patégenos do milho destaca-se Fusarium verticillioides, fungo causador da podridao
rosada da espiga (SCHOEMAN et al., 2018). Este patogeno apresenta facil disseminagdo e uma grande
adaptabilidade as diferentes regides sazonais, isso contribui com sua dispersdo em muitas regides do
mundo e tém afetado inimeros produtores (MUNKVOLD, 2003; DEEPA et al., 2017).

A principal caracteristica de F. verticillioides ¢ seu potencial na produgdo de fumonisinas, um
grupo de micotoxina cancerigenas e altamente danosas a saide humana e animal (SCHOEMAN, 2018).
A alta concentra¢do de fumonisinas nos produtos derivados do milho tem gerado grande preocupagao
aos orgdos reguladores, como a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no Brasil (MUNHOZ et al., 2015).

Em outro cenario, os fungos causadores do complexo tar spot (Tarspot Complex - TSC) tém
causado grandes prejuizos aos agricultores da América latina nos ultimos 30 anos. Este complexo ¢
altamente danoso as plantagdes, e pode causar a morte total da planta 14 dias apds a infeccdo.
Atualmente o TSC estd se disseminando por regides da América Central e América do Norte
(MAHUKU et al., 2016).

TSC ¢ formado pela interagdo sinérgica entre os fungos Phyllachora maydis, Monographella
maydis € Coniothyrium phyllachorae (HOCK et al. 1995). TSC afeta a capacidade fotossintética, o
enchimento dos graos e sobrevivéncia da planta. No México foram registradas perdas de até 70% da
produgdo devido a este complexo (DIEGUEZ, 2014).

Nos programas de melhoramento genético para resisténcia o primeiro passo ¢ a identificacdo de
fontes de resisténcia. Esta ¢ uma etapa critica, pois a disponibilidade das fontes de resisténcia determina
o futuro do programa e como este sera conduzido. Em um cendrio ideal, a variacdo genética para

resisténcia estd presente em populacdes de melhoramento, ou em linhagens ja desenvolvidas e
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adaptadas pelo programa. Neste caso as fontes de resisténcia necessitam apenas de serem avaliadas
para os demais caracteres agrondomicos, tais como produtividade, tolerdncia a seca, acamamento, entre
outros (JAMANN et al., 2013; PIXLEY et al., 2018).

Entretanto, em muitos casos, ndo existe uma fonte de resisténcia ja adaptada. Com isso ¢
necessario que se busque a fonte de resisténcia em bancos de germoplasma. O uso de material exotico
ndo ¢ uma estrategia popular entre os melhoristas, devido ao fato de ser necessario um longo periodo
de adapatacao do material. Esse processo de adaptag@o tem por objetivo final a obtengdo de um gendtipo
que apresente os genes de resisténcia e que, quando cruzado com uma linhagem elite, contribua com
os alelos favoraveis para a resisténcia, sem contudo, causar um decréscimo no valor genético do
individuo (JAMANN et al., 2013).

A resisténcia a F. verticillioides é quantitativa, governada por um grande nimero de genes de
pequeno efeito, com controle genético do tipo aditivo e dominante (MASCHIETTO et al.,, 2016). A
identificacdo de fontes de resisténcia para doengas de carater quantitativo ¢ um trabalho que requer um
grande nlimero de avaliacdoes fenotipicas para a identificagdo das diferentes classes de resisténcia e,
além disso, devido ao fato de muitos genes estarem envolvidos, o efeito ambiental apresenta grande
influencia sobre a resposta do genotipo (LIMA et al., 2012). Uma estratégia para os programas de
melhoramento ¢ a identificagdo de variabilidade genética para o carater e a realizagdo de cruzamentos
entre materiais resistentes para o acimulo de alelos favoraveis.

A resisténcia ao TSC ¢ quantitativa e seu controle genético ¢ do tipo aditivo e dominante
(MAHUKU, et al., 2016). Mahuku (2016) relata a presenca de um QTL de grande efeito, responsavel
por 14% da variacdo genotipica encontrada para a resisténcia. Entretanto, muitos genes de pequeno
efeito estdo envolvidos na resisténcia, em conjunto eles contribuem para que a ela seja duradoura. Para
TSC ja foram identificadas algumas fontes de resisténcia em materiais crioulos e linhagens do Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), no entanto, ¢ necessario que outras fontes
sejam utilizadas, visando complementar a resisténcia.

Este trabalho tem por objetivo: estudar a heranca genética da resisténcia a Fusarium
verticillioides, e identificar a variabilidade genética disponivel na populacdo segregante F»:3; Identificar
na geracdo F»3 progénies que apresentam resisténcia a F. verticillioides e bom desempenho para
produtividade; Identificar em progénies oriundas de dois acessos do banco de germoplasma do

CIMMYT, aquelas que apresentem alelos para a resisténcia diferentes dos ja encontrados em linhagens

11



elite, de modo a incrementar a resisténcia e identificar os genes candidatos a resisténcia, presentes

nesses acessos via estudo de associagdo gendmica ampla (Genome-wide Association Studies) .
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) esta entre os cereais mais cultivados no mundo, cobrindo uma area total
de 191,05 milhdes de hectares na safra de 2018 (USDA, 2018). Devido sua adaptabilidade as diferentes
regides sazonais e facilidade de cultivo, a cultura tem desempenhando um importante papel para a
seguranca alimentar global, sobretudo para regides subdesenvolvidas como as da Africa, Mesoamérica
e Asia (ZHANG et al., 2016; YANG et al., 2017; THOMPSON et al., 2018). A partir de 1990, o
crescimento da produgio e consumo de milho na Africa Sub-Sariana (ASS) tornou-o base da dieta
alimentar desses paises, o que tém contribuindo substancialmente para redugdo da subnutricdo (FAO,
2018; MASUKA et al., 2016). Estima-se que na ASS 50% das terras cultivaveis sejam ocupadas pelo
milho, sendo 95% da producao total destinada ao consumo interno. Para o ano de 2027, as projecdes
da Food and Agriculture Organization (FAQO) indicam que a demanda global do cereal terd um aumento
de 27%.

Apesar da importancia do milho para a alimentagdo humana, a maior parte do cereal cultivado
¢ destinada a produ¢do de ragdo animal, em acréscimo também s3o produzidos biomassa, 6leos
vegetais, biocombustiveis e produtos industriais, o que aumenta substancialmente a contribuicdo deste
para a economia (SCOTT et al., 2016; FAO, 2018).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de milho no mundo, estando atrds apenas dos Estados
Unidos e da China. Para o ano de 2019 o Brasil teve um aumento de 6,9% da area semeada na segunda
safra (safrinha), comparada com a mesma temporada do ano passado. Associado a isso, a antecipacao
da colheita da soja contribuiu para o aproveitamento integral da janela climatica em muitas lavouras.
Devido a esses fatores, tém-se uma expectiativa de que, considerando a primeira e a segunda safra, a
safra de 2019 seja a segunda maior do Brasil, com um aumento de 20,2% em relagdo a ultima
temporada, batendo recordes nacionais. Estes dados surgem em um cendrio propicio para o mercado
brasileiro, visto que o United States Department of Agriculture (USDA) prevé uma queda na
produtividade do milho devido a chuvas atipicas na maior regido produtora de milho dos EUA. Tais
condi¢des tém impedido a semeadura do milho na janela ideal e resultardo em produtividades inferiores

as esperadas. Além disso, a demanda por insumos advinda do mercado de carnes suina e avicula
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tranquiliza o mercado brasileiro quanto ao incremento na safra 2018/19, diminuindo a pressdo sobre o
alto volume previsto de milho em estoque (GUTH, 2019).

O milho ¢ membro da ordem Gramineae, familia Poaceae, tribo Maydeae. E uma planta
monocotiledonia, didica, que possui como modo de reproducdo a alogamia. O milho teve sua origem a
55-70 milhdes de anos na regido do México e América Central. Estima-se que o processo de
domesticacdo tenha ocorrido na regido do Rio Balsas, no México Ocidental, e teve inicio ha
aproximadamente 10.000 anos, quando o milho se divergiu do seu parental teosinte (HOSSAIN et al.,
2016; BEDOYA et al., 2017).

As condicdes climaticas da América Central e México, considerados os principais centros de
origem e diversidade da cultura, propiciaram a expansdo do milho pelos paises do continente
americano, essa expansiao ganhou maiores propor¢des com a chegada dos europeus e com 0 movimento
migratorio (HALLAUER et al., 2010).

Por ser uma planta C4, o milho ¢ fisiologicamente capaz de se adaptar com eficiéncia as regides
tropicais, subtropicais e temperadas, e em latitudes de 0 a 3.800 metros, esse ¢ um dos principais
motivos de sua difusdo por diferentes regides geograficas (BONAVIAN, 2008).

A reproducdo por fecundacdo cruzada e o processo migratdrio resulta num intercimbio de
genes entre populagdes, dando origem a “pools” de diversidade genética. Além disso, a domestica¢ao
por diferentes povos, que imprime diferentes pressdes de sele¢do a populagdo e a selecdo natural sdo
importantes fatores na cria¢do de diversidade do germoplasma (HALLAUER et al., 2010).

Uma das primeiras classificagdes do germoplasma do milho foi feita por Sturttevant em 1899.
Essa classificagdo baseou-se na composicao do endosperma e dividiu o germoplasma em seis grandes
grupos: Flint — caracterizado pela alta porcentagem de endosperma duro e distribuido em todo o
hemisfério ocidental; Dentado — apresenta o grao preenchido com amido e endosperma duro nas laterais
e na base da semente. Quando o grio esta seco a parte macia se contrai, apresentando o formato de
dente. Este tipo ¢ semeado predominantemente no Corn Belt, nos Estados Unidos e em algumas regides
do México; Pipoca — contém alta propor¢ao do endosperma duro. Esse tipo ¢ menos semeado e ¢
utilizado especialmente para o consumo como pipoca; Milho doce — originado por mutagdes que
interrompiam a conversao do agucar em amido. O grdo possui alto teor de agucar e ¢ colhido 10 a 20

dias ap6s a polinizacdo; Milho Waxy — Os grdos contém amilopectina como amido, este tipo esta
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restrito principalmente ao leste da Asia. E o Floury — com endosperma composto por amido macio, e ¢
restrito as regides Andinas (HALLAUER et al., 2010).

O sistema de classificagdo de Sturttevant ndo era completamente eficiente e satisfatorio, pois
ndo abordava muitas das caracteristicas de importancia da planta. Devido a isso, os pesquisadores
Anderson e Curter (1942) proporam um sistema de classificacdo baseado nas ragas, as quais eram
caracterizadas por diferencas de um grupo de caracteres quantitativos. Dentre as ragas mais conhecidas
estdo: Tusxpefio, Serrano, Oloton, Canilla, Argentino, Turson, Salpor, Quicheno, Criollo, San Marceno,
Comiteco, Avati, Colorado, Cateto, Cristal, Hickory King, Moroti, Entrelagado, Lenha, Moroti, dentre
muitas outras (BRIEGER et al., 1958).

A coleta, classificagdo, armazenamento e identificagdo do germoplasma sdo as principais
medidas para a seguranga e preservag¢ao da variabilidade genética. Dentre os principais centros de
armazenamento e preservacao das colegdes estdo o Banco de Germoplasma do Centro Internacional de
Mejoramiento de Maize y Trigo (CIMMYT), no México; o Centro de Armazenamento de Semillas em
Medellin, na Colombia; e o Banco Brasileiro de Germoplasma, localizado no Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CNPMS-EMBRAPA),
na cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais. Estes centros possuem importante papel ndo apenas para o
armazenamento, mas também por desenvolverem projetos para a manutencdo e uso do germoplasma.
A conservagdo ex-situ permite a preservacao das populagdes por meio das duplicagdes e reproducio
das colecdes, e minimizam os efeitos ocasionados pelos fendmenos da migracdo, deriva genética,
selecdo e mutagcdo. (HALLAUER et al., 2010).

Apesar da diversidade de germoplasma que o milho possui apenas 5% ¢ utilizado em programas
de melhoramento em todo o mundo, e menos de 1% ¢ utilizado nos EUA, principal pais produtor (WU
et al., 2019). A introdugdo de germoplasma exotico em programas de melhoramento ¢ muitas vezes
questionada e evitada por melhoristas. Gendtipos ndo adaptados apresentam muitos genes selvagens
que foram excluidos ao longo processo de domesticagdo (PIXLEY et al, 2018). A inser¢do de
germoplasma exotico em um programa de melhoramento ¢ um processo lento, que requer um longo
periodo de adaptagdo e selecdo, para que este material possa ser utilizado em cruzamentos sem
depreciar o valor genético de um material elite (HALLAUER, 2010).

O projeto MasAgro, desenvolvido no CIMMYT pelo Departamento de Recursos Genéticos,

promove o uso de germoplasma crioulo em programas de melhoramento genético. As sementes de
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milho melhoradas sdo disponibilizadas para melhoristas e empresas que tenham interesse, com o
objetivo de serem incorporada nos programas de melhoramento. Os programas de melhoramento do
CIMMYT desenvolvem e distribuem para parceiros em todo o mundo linhagens e hibridos de milho,
melhoradas para as mais diversas finalidades como por exemplo: seca, deficiéncia em vitaminas,
palatabilidade, aspecto da espiga, contetido de proteinas, resisténcia a pragas e doencas e etc. Este
trabalho contribui para a seguranga alimentar, a renda e a subsisténcia de milhdes de pequenos
agricultores e suas familias em paises da Africa, Asia e América Latina.

A importancia econdmica e nutricional do milho faz dele um dos vegetais mais estudados no
mundo. Os conhecimentos sobre a genética do milho tiveram inicio no ano de 1929, quando Barbara
McClintock, estudando a mitose em graos de polén, caracterizou os 10 cromossomos da espécie (x =
10, 2n = 20) (AGUIAR-PERECIN et al., 2000). Apesar de comportar-se geneticamente como um
dipléide, o milho ¢ uma planta alopolipléide, que passou por processos de duplicagdo do genoma e
extensivos rearranjos cromossomicos (BLANC et al., 2004; SCHNABLE et al., 2015). Estudos
citogenéticos mostraram que os cromossomos do milho sdo estruturalmente diversos, e que durante sua
evolugdo a composicio da cromatina possou por uma série de alteragdes.

A grande quantidade de estudos sobre a origem, evolugdo, genética, e fisiologia do milho
tornou-o um dos organismos modelos mais conhecido e utilizados em estudos de heranca genética,
mapeamento cromossomico, mecanismos que atuam no crossing over e recombinagdo, silenciamento
epigenético dentre outros. No ano de 2009 o genoma do milho foi sequenciado por um grupos de
pesquisadores do centro do genoma da Washingthon University e colaboradores (SCHNABLE et al.,
2009), onde foi verificado que o tamanho total do genoma ¢ de 2,3 gigabases, compreendendo mais de
32.000 genes. A grande quantidade de informacdes sobre a espécie tém impulsionado muitos estudos
das areas de gendmica, proteOmica e metabolomica. Estas informagdes permitem avangos na
compreensao de importantes fendmenos como a heterose, a epistasia, pleiotropia e muitos outros
mecanismos envolvidos no controle genético de caracteres agrondmicos de interesse.

Os conhecimentos gerados para a cultura do milho possibilitam compreender como se deu o
processo de domesticagdo e ampliacdo da variabilidade genética. Os centros de pesquisas empenhados
na conservacdo do germoplasma tém desempenhado um importante papel na preservacao da

diversidade da espécie e na compreensao dos aspectos genéticos, fisiologicos e moleculares do milho.
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Tais conhecimentos contribuem para a garantia da seguranga alimentar, melhor qualidade de vida, e

abastecimento da industria mundial.

2.2 Doencas do milho

As doencas que afetam o milho estdo entre os principais responsaveis pelas quedas na produgao
e qualidade do grao (YANG et al.,, 2017). Aproximadamente 10% das perdas globais da produtividade
sdo devido a estresses biodticos, causados por fungos, nematdides, virus e bactérias (GONG et al., 2014).
Nos Estados Unidos, por exemplo, as perdas anuais devido a infermidades variaram de 2 a 15%.

A infeccdo e a agressividade dos patogenos dependem das condi¢des ambientais e climaticas,
localizagdo, hospedeiro, estdgio de crescimento da planta, histérico prévio da doenga e praticas de
cultivo (YANG, 2017).

As doengas que afetam o milho podem ser divididas em doencas foliares, doencas do caule e
radicular, e doengas da espiga. Dentre as doencas foliares mais comuns estdo a Mancha de antracnose
(Colletotrichum  graminicola (Ces)), Mancha-branca (Pantoea ananatis), Helmintosporiose
(Exserohilum turcicum), Cercosporiose (Cercospora zeae-maydis), Mancha de macréspora (Diplodia
(Stenocarpella) macrospora Earle), Ferrugem-comum do milho (Puccinia sorghi (Schw.), Ferrugem
polissora (Puccinia polysora). As principais doengas do caule e raiz sdo a Antracnose (Colletotrichum
graminicola), a Fusariose (Fusarium verticillioides), e Giberela (Fusarium graminearum) e, dentre as
doengas causadoras da podriddo da espiga estdo a Podriddo branca da espiga (Diplodia macrospora
(Earle)) e a podridao rosada da espiga (Fusarium verticillioides (Saccardo)) e Giberella (Fusarium
gramineraum) (EMBRAPA, 2009).

As doengas ocasionadas por fungos estdo entre as principais causas das quedas na produ¢ao do
milho. A disseminagdo dos patdogenos tem sido favorecida pela pratica de monocultivo, expansao das
fronteiras agricolas, falta de rotagdo de culturas, e uso de materiais genéticos suscetiveis (MENDES et
al., 2012). Dentre os fungos de maior importancia no Brasil e no mundo Fusarium verticillioides tem
se destacado por sua longa prevaléncia e prejuizos a saude humana e animal. Em outro cenario destaca-
se o complexo tar spot, formado pelos fungos Phyllachora maydis, Monographella maydis e
Coniothyrium phyllachorae (HOCK et al., 1995). Este complexo esta presente em muitos paises da

América Latina e América Central a mais de 30 anos, e atualmente tém se tornado uma ameaca para
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importantes estados produtores dos Estados Unidos, devido ao fato de alguns dos fungos do complexo
ja terem sido identidicados (MOTTALEB, et al., 2019). Em ambos os casos, os fungos tém em comum
o fato de atuarem de forma sinérgica com outros fungos, e apresentarem uma heranga complexa e ainda

pouco conhecida.

2.2.1 Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides (Saccardo) ¢ um dos patégenos de maior importancia para a cultura do
milho. O fungo ¢ distribuido em muitas regides do mundo e causa a doenga conhecida como podridao
rosada da espiga (MUNKVOLD et al., 2003; DEEPA et al., 2017). F. verticillioides ¢ um fungo
endofitico e sistémico, o que o permite colonizar diferentes partes da planta como as sementes, raizes,
colmo, folhas e espiga (SCHOEMAN et al., 2018). A trasmissdo do fungo pode ocorrer pelo solo,
devido sua capacidade de sobreviver em restos de cultura na forma de micélio, pelo vento ou via
vetores, ou por sementes contaminadas (WALKER et al., 2016).

F. verticillioides ¢ patogénico em todos os estdgios de desenvolvimento da planta, o que
compreende a germinacdo da semente até o momento da colheita. Além disso, possui ampla capacidade
de deterioragdo do grao na pos-colheita. A infeccdo das espigas ocorre apds o florescimento e se da
principalmente pela dispersdo dos conideos pelo vento. Ao alcangarem o estilo-estigma os conidios o
penetram e chegam aos graos em desenvolvimento (DEEPA et al., 2017). No periodo de florescimento
o tecido vegetal dos orgdos reprodutivos ainda estd imaturo, o que configura a condi¢do ideal para o
crescimento do fungo.

O clima quente e seco durante a floracdo, comuns em algumas regides tropicais, sdo favoraveis
ao desenvolvimento de F. verticillioides. No entanto, imediatamente apds a infec¢do as condigdes
umidas e secas sdo relatadas como as mais propicias para o desenvolvimento da doenga. Estima-se que
a temperatura 6tima para o crescimento do fungo seja de 25 °C e méximas entre 30 e 35 °C, e o potencial
osmotico de 1Mpa (SAMAPUNDO et al., 2005; DEEPA et al., 2017).

A podridao da espiga ¢ caracterizada pela formacdo de graos com coloracdo avermelhada/
rosada nas espigas, podendo estar distribuidos uniformemente ou isolados na espiga. Com o

desenvolvimento da doenga os graos infectados sdo cobertos por um micélio cotonoso de coloracao

18



rosada. Além disso, a acdo do fungo no pericarpo resulta na formagdo de estrias na semente (PINTO,
2005).

Os graos ardidos, por sua vez, sdo causados pela associacdo de F. verticillioides com um grupo
de fungos (Stenocarpella maydis, S. macrospora, F. subglutinans, F. proliferatum, F. graminearum,
Gibberella zeae ou F. graminearum), e resultam na descoloracdo de no minimo um quarto de sua
superficie. Sua coloragdo pode variar de marrom-claro a roxo, ou vermelho claro a vermelho intenso,
dependendo do patdégeno presente (PINTO, 2005).

A porcentagem de graos ardidos permite classificar o milho quanto a sua qualidade, sendo que,
segundo o MAPA, portaria n°4 de 6 de janeiro de 2010, o milho tipo 1 apresenta 1% de graos ardidos,
o tipo 2 até 2%, e o tipo 3 até 3% de graos ardidos. Producdes que contenham mais de 6% de graos
ardidos sdo consideradas invidveis para o comércio (ANVISA, 2017).

As incidéncias dos fungos causadores da podriddo da espiga causam danos fisicos como
descoloragdo dos graos, reducdo na concentragdo de proteinas, carboidratos e agucares (PINTO, 2005),
o que resulta na redugdo da produtividade (MENDES et al., 2012).

Apesar da relevancia de F. verticillioides para a producdo de graos ardidos, este se destaca
principalmente pela sua alta capacidade de produ¢do de fumonisinas. As fumonisinas sdo um grupo de
micotoxinas produzidas pelo metabolismo secunddrio de muitas espécies do género Fusarium, e se
caracterizam por serem danosas a saide humana e animal (SHIRIMA et al., 2013). Os analogos das
fumonisinas podem ser separados em quatro grandes grupos: A, B, C e P. As fumonisinas do Grupo B
(FB), que compreendem as classes FB1, FB2, FB3 e FB4, sdo as mais comumente produzidas por F.
verticillioides, sobretudo FBI1, e sdo caracterizadas por serem altamente produzidas e pelo seu alto
potencial toxicologico (RHEEDER et al., 2002; BLACUTT et al., 2017).

As fumonisinas estdo associadas a ocorréncia de leucoencefalomaldcia em equinos, edema
pulmonar em suinos, cancer no esdfago, retardo mental e doengas no figado em humanos (SHIRIMA
et al., 2013). Por estas razdes a contamina¢do por micotoxinas tornou-se uma grande preocupacdo para
a seguranca alimentar global (SCHOEMAN et al., 2018). Medidas de fiscalizacdo sdo adotadas em
diversos paises visando controlar as concentragdes de fumonisinas presentes nos graos, € cumprir 0s
limites estabelecidos por 6rgdos internacionais como o FDA (Food and Drug Administration) nos EUA
e a Unido Europeia (MUNHOZ et al., 2015). No Brasil a Agéncia nacional de vigilancia sanitaria

(ANVISA) estabelece para o milho destinado ao processamento um limite maximo de 5.000 pg/kg ou
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5 ppm. Para farinha de milho, creme de milho, fub4, flocos, canjica e canjiquinha, como o consumo ¢
direto, esse limite ¢ de 1.500 pg/kg. O limite para amido de milho e demais produtos a base de milho ¢
de 1.000 pg/kg (ANVISA, 2017).

F. verticillioides pode ocorrer de forma assintomatica em muitos lotes de sementes. Este fato
impede a deteccdo do fungo e a suspeita da presenca de fumonisina. Bolduan et al. (2009) relatam para
o Estado da Carolina do Norte, altas correlagdes entre a incidéncia do fungo e a contaminac¢io por
fumonisina (#* = 0,87), o mesmo foi observado no Brasil, onde a correlagio entre a severidade da
doenga e a incidéncia de fumonisina foram positivas (MONHOZ et al., 2015).

A produgdo de fumonisina por F. verticillioides ¢ alterada por condi¢cdes ambientais, seca,
injurias nas espigas, incidéncia de outros patégenos e pelo gendtipo utilizado (GUIMARAES, 2018).
O clima quente no periodo de florescimento tem importante influéncia sobre a producdo de toxinas. No
estagio de maturidade da planta as altas precipitagdes contribuem significativamente para o acimulo
de toxinas (CZEMBOR et al., 2019). Além disso, as condi¢gdes de armazenamento inapropriadas como
presenca de insetos trazidos do campo e assepcia inadequada do local, podem contribuir com o acimulo
de fumonisinas nas sementes.

As principais medidas para evitar podriddes de sementes sdo o uso de defensivos agricolas e o
tratamento das sementes sadias com fungicidas. No entanto, o0 método de controle mais eficiente e
sustentavel a infec¢do por F. verticillioides e a redu¢do na contaminacdo por fumonisina € o uso de
cultivares resistentes (MUNKVOLD et al., 2003; ZILA et al., 2014; CHEN et al., 2016). Em associagao,
deve-se praticar a rotagdo de culturas, utilizando espécies ndo suscetiveis ao patdgeno, realizar o
controle eficiente das plantas daninhas hospedeira dos fungos, evitar altas densidades de plantio e o
atraso da colheita. Associadas, estas medidas contribuem para a interrupcao do ciclo de vida do fungo,

e permitem redugdes na produgdo e acumulo de fumonisinas nos lotes (PINTO, 2005).

2.2.2 Complexo tar spot

O complexo tar spot (TSC), conhecido como mancha do asfalto, ¢ uma das doengas do milho
mais comum em paises da América Latina (MOTTALEB et al., 2019; CAO et al,, 2017). O TSC foi
reportado pela primeira vez no México em 1904, posteriormente foi registrado na Bolivia, Colombia,

Costa Rica, Republica Dominicana, Equador, El Salvador, Guatemala, Haiti, Panama, Peru, Porto Rico
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e Venezuela (MAUBLANC, 1904; BAJET et al., 1994). O complexo tem por caracteristica ser
prevalente em regides montanhosas de clima frio, com temperaturas variando entre 16-23 °C, e de alta
umidade (CAO et al., 2017). Dos paises da América Latina apenas Brasil, Chile e Argentina ainda ndo
relataram a presenga da doenca.

O TSC ¢ formado pela interagdo sinérgica entre os fungos, Phyllachora maydis, Monographella
maydis e Coniothyrium phyllachorae (HOCK et al., 1995). A dispersao destes fungos ocorre pelo vento
€ 0s primeiros sintomas aparecem apds a infeccao pelo fungo P. Maydis, o que ocorre entre os estagios
vegetativos v8 a v10.

P. maydis ¢ caracterizado como parasita obrigatorio, encontrado principalmente na cultura do
milho, e seus ascOsporos possuem a capacidade de sobreviver no solo por um periodo de
aproximadamente trés meses. Este fungo produz pequenas lesdes de formato oval ou circular (2,0 a 5,0
mm de didmetro) distribuidas aleatoriamente na superficie foliar. M. maydis é o segundo a fazer parte
do complexo, ele caracteriza-se por ser um fungo saproéfito benigno, comum em superficies foliares. M.
maydis forma um halo necrotico eliptico de coloragdo marrom em torno de cada lesdo ocasionada por
P. Maydis (HOCK et al., 1989; RIOS-HERRERA, 2016; MOTTALEB et al., 2018), juntos, estas lesdes
formam o aspecto caracteristico de olho de peixe (fish-eye). Coniothyrium phyllachorae ¢é o terceiro
fungo a integrar-se ao complexo. Sua fungdo ainda nao estd completamente eluciadada, mas sua
presenca frequente nas injurias ¢ um indicativo que de este possui papel na infeccdo (HOCK et al.,
1995).

M. maydes é o responsavel pelo dano mais significativo da planta, a necrose produzida por este
fungo se espalha por quase toda a folha, podendo ser observadas até 4.000 lesdes por folha. Em
contrapartida, as lesdes de P. maydis sao mantidas abaixo de 1% da éarea da area foliar (HOCK et al.,
1995). Na auséncia de P. maydis, o fungo M. maydis nao causa lesdes de efeito nocivo a planta, podendo
sobreviver como endofito ou de forma epifita na superficie do tecido (MOSTER et al., 2000).

Entre 7 a 14 dias apds os primeiros sinais da infec¢do as lesdo maiores comecam a coalescer
abrangindo toda a folha em estagios mais avancados. A doeng¢a tem inicio nas folhas mais baixas da
planta, e com o tempo se espalha para as folhas superiores progressivamente, até chegar a espiga.

O TSC compromete drasticamente a capacidade fotossintética da planta, e consequentemente o

enchimento de graos e sobrevivéncia da planta. As perdas em produtividades podem ser agravadas pelo
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periodo em que a infeccdo ocorre, infecgdes registradas antes do florescimento das plantas podem
resultar em perdas maiores de 50% da produtividade (BAJET et al., 1994).

O TSC tem causado grandes prejuizos aos agricultores latinos, perdas de até 50% da produgao
foram observadas entre os anos de 1985 e 1988 nos principais estados produtores de milho do México,
como Jalisco, Michoacan, Nayarit, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca e Chiapas (HOCK, 1989). Em Oaxaca,
no ano de 2012, 6.000 ha de milho foram afetados pela doenga, resultando em perdas de até 70%. Em
regides ao norte da Guatemala as maiores perdas foram registradas no ano de 2009, onde 75% da
producio foi perdida (RIOS-HERRERA, 2016).

O TSC ¢ favorecido pela utiliza¢ao de hibridos suscetiveis, monocultivo, uso consecultivo de
plantas hospedeiras, altos teores de adubacao nitrogenada e baixa luminosidade (PEREYDA et al.,
2009; RIOS-HERRERA, 2016 ). Os métodos de controle quimicos de tratamento das sementes e uso
de fungicidas, especialmente antes da floragdo, apresentam bons resultados no combate ao complexo.
Entretanto, os custos para o uso dessas medidas de controle tornam-as invidveis para os agricultores .
Neste sentido, 0 método mais seguro, econdmico e ambientalmente adequeado ¢ o uso de cultivares

resistentes.

2.3 Mecanismos de resisténcia em plantas

A resisténcia em plantas pode ser do tipo vertical (resisténcia completa ou raga especifica), ou
horizontal (resisténcia parcial). Na resisténcia vertical, a defesa mediada por genes R ¢ conhecida como
imunidade disparada por efetores ou ETI (Effectors Triggered Immunity). As proteinas codificadas a
partir dos genes de resisténcia possuem em comum dominios conservados, como por exemplo, os
dominios NBS (Nucleotide Binding Site) ¢ LRR (Leucine Rich Repeat). Os dominios sdo uteis no
reconhecimento dos patégenos, na fosforilalgao, na ativagio de respostas de defesa, na sinalizagdo, na
intera¢do proteina-proteina, além de muitas outras atividades (DE RONDE, 2014). A ETI resulta em
uma resposta de defesa local, que se caracteriza por um rapido afluxo de calcio e de potdssio, com
ativagdo de vias MAPKSs (Mitogen Activated Protein Kinases), a formagao de EROs (Espécies reativas
de oxigénio), resposta de hipersensibilidade e a morte celular programada (JONES, 2006).

Na resisténcia quantitativa o sistema imune basal das plantas reconhece padrdes moleculares
associados a patogenos ou microorganismos (PAMPS/MAMPS) por meio de receptores de

reconhecimento de padrdes (PRRs — Pattern Recognized Receptors). Esse sistema de defesa ¢ a
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imunidade disparada por PAMPS (PTI). As particulas de PAMPS/MAMPS siao moléculas protéicas
derivadas de fungos, bactérias e outros microorganismos (KAZAN, 2014). Estas particulas sdo
caracteristicas de grupos de microorganismos de composicao altamente conservada (KAZAN, 2014).
As PAMPs sao reconhecidas por receptores de reconhecimento de padrio (PRRs), estes estdo
localizados na membrana plasmatica das células das plantas e sdo constituidos por regides ricas em
leucina (LRR). A interacdo entre receptores e elicitores acionam um sistema de sinalizac¢do intracelular
que se da mediante mensageiros secundarios e cascatas proteino-quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKs) (JONES, 2011). A ativagdo dos fatores de transcricidoo WRKY (Dominio triptofano-
arginina-lisina-tirosina), decorrente da sinalizagdo, resulta na expressao de genes relacionados a defesa

(RP), na formagdo de EROs e uma série de outros processos sao desencadeados (FALEIRO, 2011).

2.4. Estratégias de melhoramento para resisténcia

A resisténcia a doengas em plantas pode ser do tipo vertical ou horizontal. A resisténcia vertical
¢ geralmente governada por um ou poucos genes de resisténcia, conhecidos como genes R (KUMAR
et al., 2015). Os genes R sdo espécificos a um tipo de patdogeno e fornecem altos niveis de resisténcia.
Devido a essas caracteristicas, o estudo desse tipo de resisténcia e seu uso em programas de
melhoramento aplicado ¢ relativamente facil, embora exista uma alta probabilidade de quebra da
resisténcia pelo patdogeno ao longo do tempo (POLAND et al., 2009).

Dentre as estratégias de melhoramento utilizadas na incorporagdo da resisténcia vertical estéd a
rotacdo de genes de resisténcia no tempo, o uso das multilinhas (estratégias que t€ém maior aplicagdo
em plantas autdgamas), e a piramidagdo de genes de resisténcia. O ultimo método utiliza vérios ciclos
de retrocruzamento, o que requer mais tempo e recursos. Um dos principais incovenientes da resisténcia
vertical ¢ sua curta durabilidade em alguns sistemas, fator dependente do potencial evolutivo do
patogeno.

O tipo de resisténcia a muitas doengas de importancia econdmica ¢ horizontal, esta ¢ governada
por um grande nimero de genes, cada um conferindo um pequeno efeito para a resisténcia (KUMAR;
NABI, 2015). Neste sistema ocorre uma reducao da taxa do desenvolvimento da doenga, sem, contudo
evitar a infeccdo completamente. Devido a um grande numero de estruturas fisicas e compostos
quimicos que atuam reduzindo o progresso do patdogeno, a resisténcia quantitativa ¢ mais durdvel.

Assim, para que o hospedeiro venga essa resisténcia sdo necessarias varias alteragdes na populagdo do
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patdégeno, o que ndo ocorre em uma escala microevolutiva da vida de uma cultivar (BERGAMIN
FILHO, 1995).

Devido a maior durabilidade da resisténcia horizontal esta ¢ vista como uma estratégia de
melhoramento a médio e longo prazo. O efeito do ambiente sobre o grande niimero de genes envolvidos
na resisténcia leva a uma variacao fenotipica continua na reagdo do hospedeiro, caracteristico de tracos
quantitativos.

Uma grande dificuldade no estudo e uso da resisténcia horizontal em programas de
melhoramento esta no processo de fenotipagem. Detectar os diferentes niveis de resisténcia requer uma
grande quantidade de avaliagdes da severidade da doenca e, além disso, a influéncia ambiental sobre
os gendtipos pode interferir nas respostas a infec¢do, o que dificulta a identificagdo dos melhores
individuos (LIMA et al., 2012).

Nos programas de melhoramento genético para resisténcia, um dos primeiros estagios ¢ a
identificacdo das fontes de resisténcia, estas podem ser de pools secunddrios, materiais exoticos,
crioulos, gen6tipos oriundos do banco de germoplasma, ou variedades de plantas ja conhecidas e
cultivares comerciais com valor agrondmico ja agregado. A escolha da fonte de resisténcia ¢
dependente da disponibilidade e facilidade de se utilizar estas nos programas de melhoramento. O uso
de germoplasma exotico ndo ¢ muito popular entre os melhoristas, devido ao fato de ser um processo
lento e dispendicioso. Para os casos em que as fontes sejam materiais ja melhorados, seu uso € preferido.

Como estratégia de melhoramento, em geral, um genotipo resistente ¢ cruzado com um
suscetivel que possua caracteres agrondomicos desejaveis. Com isso € gerada uma populacio segregante,
onde ¢ realizada a avaliacdo e sele¢do. O uso de retrocruzamentos ¢ muito comum no melhoramento
para resisténcia, neste metédo a Fi, obtida do cruzamento entre os parentais contrastantes, ¢ cruzada
com o parental doador, visando aumentar a frequéncia de alelos favoraveis na populacdo. Os métodos
de Bulk e pedigree sdo amplamente empregados no melhoramento para resisténcia. Varias abordagens
podem ser aplicadas para potencializar a estratégia, como o uso da selegdo assistida por marcadores
(SAM), esta estratégia permite agilizar esse processo, e tem sido aplicada com sucesso para muitas
culturas.

No caso especial do melhoramento genético para resisténcia, os gendtipos devem ser
submetidos a pressao do patdogeno. Em regides onde a pressdo do patdogeno € auto ndo € necessario a

inoculagdo artificial, porém, para regides onde a incidéncia ¢ heterogénia esta se faz necessaria. O modo
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de inoculacdo dependera de como ocorre a infec¢do do patdgeno. Espécies como Fusarium
verticillioides, que possui o vento como principal modo de transmissdo, podem ser inoculadas no estilo-
estigma utilizando uma suspensdo de conideos. Para o caso de doencas transmitidas por sementes,
podem ser realizadas a imersao das sementes em suspensao do indculo, por exemplo (KUMAR, 2015).

Como mencionado por Kumar (2015), além da resisténcia ao patdogeno em especifico, os
melhoristas procuram também que o genoOtipo melhorado apresente caracteristicas agrondmicas
favoraveis, que garantam a produtividade e qualidade dos graos, para isso, outras caracteristicas devem

ser consideradas ao longo do programa.

2.4.1 Controle Genético

A natureza e a magnitude dos efeitos génicos envolvidos no controle de determinado carater
sdo fundamentais para estudos da genética quantitativa e para o melhoramento genético. Estas
informagdes auxiliam o melhorista na tomada de decisdes e na escolha dos métodos de melhoramento
a serem utilizados, permitindo obter no final do processo maior ganho com a selecdo.

A resisténcia a F. verticillioides ¢ um carater quantitativo, governado por um grande nimero de
genes, e altamente influenciado pelo ambiente (CLEMENTS et al., 2000). Boling e Grogan (1965)
utilizando duas linhagens contrastantes reportaram que o carater apresenta efeitos aditivos em maior
magnitude, efeito dominante, aditivo x dominante e epistaticos. Em outro trabalho, Perez-Brito (2001),
utilizando duas populagdes distintas, relata a identificagdo de efeito aditivo e dominante no controle da
resisténcia. Chen et al. (2012) utilizando 210 familias F».3 obtidas a a partir do cruzamento entre os
parentais contrastantes, linhagem BT-1(resistente), e a linhagem Xi502 (suscetivel), mostrou que o
controle genético do carater ¢ governado por genes de efeito aditivo e dominante.

O uso da selecao fenotipica, SAM e identificagdo de Quantitative trait loci (QTLs) tem sido
amplamente aplicada em programas de melhoramento genético para a resisténcia.

A prospeccdo de QTLs associados a resisténcia ¢ uma importante metodologia para o
melhoramento, pois possibilita identificar e localizar alelos favordveis em genotipos resistentes e
utiliza-los em cruzamento com cultivares elite. Véarios QTLs foram identificados contribuindo com a
resposta de resisténcia a F. verticillioides (PEREZ- BRITO et al., 2001; ROBERTSON-HOYT et al.,
2006; CHEN et al., 2012; LANUBILLE et al., 2013). Em diferentes estudos, utilizando diferentes

populagoes, ja foram identificados QTLs distribuidos em quase todos os cromossomos da espécie.
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Entretanto, muitos estudos tém mostrado que os QTLs identificados para a resisténcia a F.
verticillioides apresentam, em geral, pequeno efeito, e, além disso, sdo inconsisténtes entre populacdes
(PEREZ-BRITO et al., 2001) Como abordados por Zila (2013), a natureza complexa da resisténcia a
F. verticillioides, tem se tornado um empecilho na incorporacao de genes de resisténcia, dificultando o
trabalho do melhorista, o que faz com que a maioria dos hibridos comerciais apresentem uma resisténcia
inferior a desejada.

Os estudos de associacdo gendmica ampla (Genome Wide Association Study - GWAS) tém
permitido a identificacdo de importantes genes associados a caracteres especificos. Por este método um
grande niimero de individuos de uma populacdo sdo testados para variantes alélicas especificas, com
isso € possivel detectar associagdes entre alelos e um fenotipo especifico (TAM et al., 2019; ZILA,
2013)

Realizando estudos de GWAS, Zila et al., (2015) identificaram sete SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) altamente relacionados a resposta de resisténcia a F. verticillioides. Todavia, estes
SNPs associados a resisténcia apresentam pequenos efeitos e sdo diferentes aos identificados em
estudos anteriores pelo mesmo autor (ZILA et al., 2013). Estes resultados, associados a obtidos por
outros autores, mostram a complexidade da resisténcia a F. verticillioides.

De Jong et al. (2018) utilizando diferentes abordagens estatisticas, avaliou 238 linhagens de
milho e identificou 11 SNPs associados a genes de resisténcia. Stagnat (2019) em seus estudos
identificou 25 genes relacionados a resisténcia, apresentando um alto desequilibrio de ligagdo com os
SNPs significativos obtidos. O uso da associagdo genomica tém trazido muitos resultados para os
estudos com resisténcia, no entando ¢ importante aplicar estes conhecimentos em programas de
melhoramento, utilizando tais marcas para a selecdo de gendtipos superiores.

O primeiro estudo visando elucidar a heranga da resisténcia ao TSC foi realizado por Ceballos
e Deustsch (1992). Neste trabalho foram realizadas analises de segregacao e dialelo utilizando parentais
contrastantes para a resisténcia ao TSC. Foi verificado que o carater ¢ controlado por poucos genes,
apresentando efeito dominante. Posteriormente Herndndez-Ramos (2015) avaliou 18 linhagens
endogamicas, e observou que tanto a CGC (Capacidade Geral de Combinagdo) quanto a CEC
(Capacidade Especifica de Combinag¢do) foram significativos, indicando que os efeitos génicos aditivos

e dominantes sd3o os mais importantes para o carater, e que diferentes genes podem estar envolvidos na
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resisténcia ao TSC. Atualmente tém sido aplicadas as abordagens de mapeamento de QTLS e GWAS
para o estudo da resisténcia ao TSC (MAHUKU, et al., 2016; CAO et al., 2017).

Mahuku (2016) utilizando uma popula¢do composta por 890 linhagens identificou por meio de
um estudo de mapeamento associativo a presenca de um QTL de grande efeito no cromossomo 8
(gRtsc8-1). Esse QTL, responsavel por 13% da variagdo fenotipica foi também identificado por Cao et
al. (2017). Em seu estudo, Cao et al. (2017), utilizando trés populacdes duplo-haploides, identificaram
cinco QTLs nos cromossomos 2, 3, 7, e 8. Sendo observado no cromossomo 8 o QTL gRitsc8, ja
mencionado por Mahuku (2016).

Estes estudos contribuem para a compreensdo da arquitetura genética da resisténcia aos
patdgenos, e sdo importantes ferramentas para os programas de melhoramento genético, por permitirem

identificar genotipos superiores e a melhor estratégia a ser utilizada.
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RESUMO

A podridao rosada da espiga ¢ uma doenga comum da cultura do milho, causada pelo fungo Fusarium
verticillioides, e resulta em quedas na produtividade e reducao da qualidade nutricional e fitossanitaria
dos graos. A resisténcia genética a F. verticillioides ¢ quantitativa e altamente influenciada pelo
ambiente. A identificacdo de variabilidade genética e de fontes de resisténcia ¢ um dos primeiros passos
para a obtencao de gendtipos resistentes em programas de melhoramento genético. Objetivou-se estudar
a heranca genética da resisténcia a F. verticillioides e inferir sobre a variabilidade genética presente na
populacdo segregante; identificar as progénies de maior produtividade e resisténcia; identificar regides
gendmicas associadas a resisténcia, e estudar a expressdo dos genes LOXS e LOX9 sob diferentes
condi¢des. A partir do cruzamento entre as linhagens L75 e L43 foram obtidas as gera¢des Fi, Fa:3,
RCi1 e RCi2. Quinze dias apds o florescimento foi feita a inoculacdo artificial. A fenotipagem foi
realizada mediante blotter test, onde utilizou-se uma escala de notas para a avaliacdo da incidéncia e
severidade da doenca. Na safra 2017/2018 as progénies F2:3 foram amostradas para a andlise de
produtividade. Onze marcadores localizados em QTLs associados a resisténcia foram utilizados para a
genotipagem das geragdes. Calculou-se a incidéncia e a severidade para cada uma das geragdes. As
analises estatisticas foram realizadas aplicando-se o cumulative probit models. Foram realizadas
andlises de variancia para peso de 100 grdos e para os dados de produtividade de espigas despalhadas.
Estimou-se a herdabilidade no sentido amplo e o ganho com a selegdo para cada um dos caracteres.
Nao houve diferenca significativa entre geragdes, entretando a varidncia genética dentro de geracdes
foi significativa, indicando a presenca de variabilidade genética dentro das geragdes segregantes. A
herdabilidade para a resisténcia a F. verticillioides foi de: 40% e o ganho com a selecao de: -0,70. As
analises de correlacdo e PCA mostram que ndo existe correlagdo entre incidéncia de F. verticillioides e
peso de graos ardidos. Cinco dos primers utilizados para a genotipagem mostraram amplifica¢des
diferenciais entre genotipos resistentes e suscetiveis, para os demais ndo houve diferencas de
amplificacdo. Esses resultados apoiam a hipdtese de existéncia de diferentes blocos génicos associados
a resisténcia em ambos os parentais. A progénie 83 e o genotipo DKB390 mostraram diferentes
respostas para a express¢ao do gene LOX9. Nao houve diferenga significativa entre as progénies para
produtividade de espigas despalhadas. Sob uma intensidade de selecdo de 15% as progénie 61 e 69 e
110 da geracdo F».3, apresentaram os melhores desempenhos para resisténcia e produtividade
simultaneamente. A variabilidade genética encontrada pode ser tutil para a implementagdo dos
programas de melhoramento.

Palavras-chave: Podriddo rosada da espiga. Estresse biotico. Zea mays.

38



ABSTRACT

Fusarium ear rot is a common disease in maize crop that affects yield and reduced nutritional and
phytosanitary quality of the grains. Genetic resistance to fungus Fusarium verticillioides is quantitative
and highly influenced by the environment. Identifying genetic variability and sources of resistance is
one of the first steps towards obtaining resistant genotypes in breeding programs. This study aimed to
study the genetic inheritance of resistance to Fusarium verticillioides and to understand the he genetic
variability present in the segregating population; identify progenies of higher productivity and
resistance; identify genomic regions associated with resistance, as well as study the expression of LOXS8
and LOX9 genes under different conditions. From the crossing between the lines L75 and L43 were
obtained the generations Fi, F2.3, RCi1 and RCi». The artificial inoculation was performed fifteen days
after flowering. Phenotyping was performed using a blotter test, where a grade scale was used to
evaluate the incidence and severity of the disease. In the 2017/2018 crop the F».3 progenies were planted
for yield analysis. Eleven primers located in resistance-associated QTLs were used to genotype the
generations. Incidence and severity were calculated for each generation. Statistical analyzes were
performed by applying the cumulative probit models. Variance analysis was performed for weight of
100 grains and for the data of peeled ear yield. Heritability in the broad sense and gain with selection
for each trait were estimated. There was no significant difference between generations, however the
genetic variance within generations was significant whichindicates the presence of genetic variability
within the segregating generations. Heritability for resistance to F. verticillioides was: 40% and
selection gain: -0.70. Correlation and PCA analyzes show that there is no correlation between incidence
of F. verticillioides and weight of burnt grains. Five of the markers used for genotyping showed
differences in the amplification between resistant and susceptible genotypes. For the other there were
no amplification differences. These results support the hypothesis of different gene blocks associated
with resistance in both parents. The “83” progeny and the DKB390 genotype showed different
responses for LOX9 gene expression. There was no significant difference between the progenies for
yield of unshelled ears. Under a selection intensity of 15%, progenies 61, 69 and 110 of the generation
F»3, presented the best performances for resistance and productivity simultaneously. Resistance to F.
verticillioides is complex and highly influenced by the environment. The genetic variability found may
be useful for the implementation of breeding programs.

Keywords: Fusarium ear rot. Biotic stress. Zea mays.
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1 Introducio

As doengas do milho estdo entre os principais fatores responsaveis pelas quedas na
produtividade da cultura (SUBEDI, 2015; YANG et al., 2017). Dentre os patdogenos de maior impacto
destaca-se Fusarium verticillioides, um fungo endoéfito causador da podridao rosada da espiga. Esta
doenca ¢ endémica de areas com alta umidade e clima quente, e causa a reducdo da qualidade nutricional
dos graos, contaminagdo por fumonisina e quedas na produtividade (PINTO, 2005; THOMPSON et al.,
2018; SEPTIANI et al., 2019). A incidéncia de fumonisinas ¢ o fator mais prepoderante na infec¢ao
por F. verticillioides, pois a presenca desta toxina compromete a qualidade fitossanitaria dos graos e
ameaca a seguranca alimentar global (CHARMLEY et al., 1994; MINAMI et al., 2015).

As fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas pelo metabolismo secundario do
patégeno. Em humanos estdo associadas ao cancer esofigico e hepatico, e sdo classificadas pela
International Agency for Research on Cancer (IARC) no grupo de toxinas potencialmente
carcinogénicas para humanos (ALBERTS et al, 2017). Na satde animal estas micotoxinas estdo
associadas a ocorréncia de leucoencefalomalécia em equinos, edema pulmonar em suinos e doengas no
figado em aves (SHIRIMA et al., 2013).

O método de controle mais eficiente e sustentavel a infec¢do por F. verticillioides e a redugao
na contaminagdo por fumonisina ¢ o uso de genotipos resistentes (ZILA et al., 2015; CHEN et al.,
2016). Entretanto, atualmemente os hibridos comerciais mais utilizados ndo sdo resistentes, ou
apresentam nivel de resisténcia inferior ao desejado (ZILA et al., 2014; EMBRAPA, 2017). Apesar da
existéncia de variacdo genética para linhagens e hibridos, ndo existem evidéncias de resisténcia
completa a este fungo ou a contaminagao por fumonisinas (CLEMENTS et al., 2004; ROBERTSON et
al., 2006; ZILA, 2013; EMBRAPA, 2017).

A resisténcia a F. verticillioides ¢ um carater poligénico, governado em geral por genes de
pequeno efeito, e de baixa herdabilidade, sendo altamente influenciado pelo ambiente (MASCHIETTO,
et al., 2017; ZILA, et al., 2015). O controle genético da resisténcia a F. verticillioides caracteriza-se
por ser do tipo aditivo e dominante, sendo o efeito aditivo predominante (PEREZ-BRITO et al., 2001;
CHEN et al., 2012).

Em programas de melhoramento genético o uso de populagdes segregantes, obtidas do

cruzamento entre parentais constrastantes, ¢ uma metodologia que permite a compreensdo da heranga
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do carater de interesse e a quantificacdo da magnitude e natureza da variabilidade genética disponivel
na populacdo segregante, permitindo a caracterizacdo do germoplasma estudado e auxiliando na tomada
de decisdes sobre a escolha de métodos adequados de melhoramento. Tal estratégia ¢ amplamente
empregada em programas voltados para a resisténcia genética em plantas (HALLAUER et al., 2010;
CRUZ et al., 2010).

Sob uma abordagem molecular, os estudos de identificacdo de Quantitative Trait Loci (QTL)
tém gerado uma grande quantidade de informagdes a respeito das regides envolvidas na resisténcia a
F. verticillioides (ZHANG et al., 2006; LI et al., 2011). Maschietto (2017), utilizando uma populagao
F2:3 identificou 15 QTLs associados a resisténcia distribuidos nos cromossomos 1, 2, 3,4, 5,6, 7 ¢ 9.
Em associacdo, estudos de expressdo diferencial, que utilizam técnicas como RT-qPCR (Real
Time Quantitative PCR) ou RNA-seq (RNA-sequencing), tem contribuido para a validagao de genes de
efeito significativo para a resisténcia, e para a compreensao das bases fisiologicas e moleculares dos
mecanismos de defesa (DEEPAK et al., 2007). Estas estratégias contribuem com a caracterizagdo do
germoplasma estudado e permitem a identificacdo de importantes regides gendmicas associadas a
resisténcia, sendo Uteis para o melhoramento assistido por marcadores moleculares.

Além da identificagdo de genotipos resistentes, a obtengdo concomitante de genodtipos com alto
potencial produtivo ¢ um dos objetivos dos programas de melhoramento. Para que isso ocorra ¢
importante uma avaliagdo paralela para a produtividade, caso contrario, o genotipo terd seu sucesso
comprometido. Este estudo esta dividido em duas se¢des. Na primeira ¢ realizada a andlise fenotipica
e genotipica de geracdes para o carater resisténcia a F. verticillioides, com o objetivo de: inferir sobre
a variabilidade genética disponivel na populacdo segregante; elucidar a heranca genética da resisténcia
ao fungo; identificar progénies F2.3 com altos niveis de resisténcia; e verificar o nivel de expressdao dos
genes LOXS e LOX9 em diferentes tempos e gendtipos apos a inoculagdo. A segunda se¢do compreende
a andlise de produtividade da geracdo F».3, que tem por objetivo ranquear as progénies de maior
potencial produtivo. Pretendendo-se ao final, identificar gendtipos resistentes € com bom potencial

produtivo, o que ¢ o objetivo dos programas de melhoramento genético para resisténcia.
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2 Material e Métodos

2.1 Desenvolvimento da populag@o biparental

Os experimentos foram conduzidos no Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
em Agropecuaria pertencente a Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras,
Minas Gerais, localizado a 918,84 metros de altitude, 21°12’ latitude sul e 45°59° longitude oeste. O
clima predominante ¢ o mesotérmico.

Populagdes segregantes foram obtidas a partir do cruzamento intraespecifico entre as linhagens
L75 x L43, provenientes do Programa de Melhoramento de Milho da UFLA. A L75 foi caracterizada
previamente por apresentar resisténcia a F. verticillioides, enquanto 143 mostrou-se suscetivel
(BOTELHO, 2015, dados nao publicados). As linhagens parentais L75 e L43 foram cruzadas na safra
de 2015/2016 para a obtencdo da geracdo Fi. Na safra seguinte, as plantas F; foram autofecundadas
para a obtencdo da geracdo F; e retrocruzadas com ambos os pais (L75 e L43) para a obtencdo das
geracdes de retrocruzamento, RCi1 e RCi2 respectivamente. Na safra 2017/2018 as plantas F> foram
autofecundadas para a obtengdo da geracdo F2.3. Um total de 35 progénies F2.3 foram amostradas para

a avaliacdo de produtividade realizada na segunda safra de 2018/2019.

2.2 Delineamento e condug¢do experimental

Para a obtencdo das geragdes Fi, F2, RCi1 e RCi2 as sementes foram semeadas em viveiros,
onde foram realizadas polinizagdes controladas. Na safra 2017/2018 todas as geracdes foram semeadas
em campo experimental. O experimento foi conduzido seguindo um delineamento em blocos
casualizados (DBC) utilizando trés repeticdes, cada uma com 64 parcelas experimentais contendo todas
as geracdes: L75 (2 parcelas), L43 (2 parcelas), F1 (2 parcelas), F2:3 (42 parcelas), RCii (8 parcelas),
RCi2 (8 parcelas) em cada bloco . As parcelas experimentais foram constituidas por uma linha de trés
metros e espagamento entre linhas de 0,6 metro, com densidade de quatro plantas por metro linear.

Para o ensaio de produtividade foi utilizado um delineamento em blocos casualizados com trés

repeticdes, cada bloco foi constituido pelas 35 progénies F2:3 e pelos hibridos DKB390 e 30F53,
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utilizados como testemunha. As parcelas experimentais foram constituidas por duas linhas de dois
metros, com espacamento entre linhas de 0,6 metros.

A érea experimental foi submetida a desseca¢do dez dias antes da semeadura, utilizando o
herbicida Roundup®. No momento da semeadura foi realizada uma adubagio de 350 kg/ha da formula
8-28-16 (NPK). No estadio V4 realizou-se a adubacio de cobertura, onde foram utilizados 450 kg.ha™!
da formula 30-00-20 (NPK). Para o controle da lagarta do cartucho foram feitas as aplicagcdes de

inseticida nas épocas adequadas apos o plantio.

2.3 Preparo e Infec¢do com indculo

Um isolado de F. verticillioides oriundo da Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais e
Fitopatogenos (CMMF) da Embrapa Milho e Sorgo com codigo F425 (LANZA et al., 2014) foi usado
como fonte de indculo. Este isolado foi reativado em meio de cultura de Malte-Agar (MA) em placas
de Petri e incubado em temperatura ambiente até que fossem confirmadas as caracteristicas
morfologicas especificas da espécie. Em seguida o isolado foi repicado em meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA) para produgdo massal de conidios. As placas foram incubadas em BOD (27°C/ 12 horas de
fotoperiodo) até o crescimento maximo das coldnias.

Para o preparo do indculo foram removidos todo o micélio contido em cada placa de Petri
utilizando 4gua destilada autoclavada com auxilio de um pincel estéril. O volume obtido foi coado com
o objetivo de separar hifas e conidios. Para a contagem dos conidios uma aliquota de 10 a 20 pl foi
aplicada na base da canaleta da camara de Neubauer ou hemocitometro e realizada a contagem em
microscopio 6tico com aumento de 40x . Foi obtida a média entre os quadrantes da camara superior e
inferior. A concentracdo € volume necessario para inoculagdo foram ajustados usando a equacdo
abaixo:

CixVy= CexV
Onde:
Ci: Concentragao inicial — média do numero de conidios contados;
Vi: Volume inicial — volume do indculo obtido para diluigdo;

Cf: Concentragdo final — concentragdo do indculo a ser aplicada;
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V'f: Volume final — quantidade de in6culo a ser utilizada;

Na safra de 2017/2018 todas as geracdes foram inoculadas 15 dias apods o inicio do periodo de
florescimento feminino, marcado pela exposi¢cdo do estilo-estigma. Uma suspensdo na concentragao de
10° conidios/mL foi inoculada no base do estilo-estigma, como descrito por Robertson et al. (2006).
Em cada parcela cinco plantas foram identificadas e inoculadas.

Os dados de temperatura média, preciptagdo e umidade relativa do ar, do periodo de plantio a
colheita foram obtidos do Banco de Dados Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa do Instituto Nacional

de Meteorologia (BDMEP-INMET) (http://www.inmet.gov.br/projetos/rede/pesquisa/inicio.php).

2.4 Avaliagdo da incidéncia e severidade de F. verticillioides

Alcangado o ponto de maturidade fisiologica foirealizada a colheita manual da safra 2017/2018.
Os graos das linhagens e das geragdes Fi, F2 RCi1 e RCy, foram submetidos ao blotter test com
congelamento (para morte do embrido), como proposto no Manual de Andlise Sanitdria de sementes
(BRASIL, 2009). Para cada tratamento (parcela) foram amostrados 100 graos. A principio, as amostras
foram pesadas em balanca analitica e obtidos o peso total dos 100 graos e o peso de graos ardidos. Em
seguida, 25 graos de cada tratamento foram distribuidos em quatro placas de petri contendo trés
camadas de papel filtro umedecidos com solu¢cdo de agua destilada e agar (0.2%). Os graos foram
dispostos de modo que ndo houvesse contato entre eles. As placas foram encubadas por 24 horas a 20
°C em fotoperiodo de 12 horas no escuro. Visando inibir a germinagao as placas foram armazenadas
por 24 horas a -20 °C em freezer, e em seguida foram mantidas a 20 °C, fotoperiodo de 24 horas por
10 dias. Os tratamentos foram avaliados quanto a incidéncia (ocorréncia da doenca) e severidade da
doenga (evolugdo da doenga). Apos o periodo de incubacdo, com o auxilio de um estereoscopio, cada
grao de cada uma das placas de Petri foram avaliados. Para esta avaliacdo de severidade e incidéncia
utilizou-se uma escala diagramatica, onde se atribuiu as seguintes notas para os graos: 0 = 0% de grao
colonizado pelo fungo, 1 =1 a 25% do grao colonizado; 2 = 25 a 50 % do grao coberto pelo fungo; 3
=> 50% do grao contaminado. Em cada placa foram contados o nimero de graos contendo cada uma

das notas citadas.
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2.5 Genotipagem

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Genética molecular da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). O DNA gendmico das plantas de todas as geragdes foi
extraido utilizando o procedimento descrito por Pereira et al. (2007). Para os parentais (L75 e L43) e
para a geracdo F; foram amostrados 5 e 8 plantas, respectivamente. Para as populagdes segregantes
foram obtidas amostras de 10 plantas. Para cada amostra, cerca de 2 g de folhas jovens foram trituradas
com 10 mL de tampao de extracdo, e 20uL de B-mercaptoetanol, em almofariz com nitrogénio liquido.
O tampao de extragdo utilizado continha 2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8,0), 20 mM EDTA (pH
8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de polivinilpirrolidona (PVP). As amostras trituradas foram incubadas por
30 minutos, em banho-maria, a 65 °C e mantidas sob leve agitagdo. Posteriormente foram adicionados
10 mL da solugdo cloroféormio:éalcool isoamil na proporcao 24:1, seguido por centrifugacao a 5.000 rpm
por 5 min. O sobrenadante das amostras foram coletados e precipitados pela adi¢ao de 30 mL da mistura
de etanol 95%: acetato de amonio 7,5M (6:1) e mantidos em um freezer, a -20 °C overnight.

Ap0s a precipitacdo as amostras foram transferidas para novos microtubos, centrifugadas e
secas, posteriormente os acidos nucléicos foram reidratados em tampao TE (1 mM de TRIS e 0,1 mM
de EDTA). Foi realizada uma segunda limpeza utilizando cloroférmio:fenol:dlcool isoamilico
(24:25:1), em seguida o sobrenadante foi coletado e adicionados trés volumes da solugdo de acetato de
sodio 3M: etanol 95%, na propor¢do de 1:20 para a precipitagdo do DNA. As amostras foram
ressuspendidas em tampdo TE. A qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. A concentragdo e a qualidade do DNA foram determinadas utilizando o
espectrofotometro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare). Posteriormente, as amostras foram diluidas
para a concentracdo de trabalho.

Foram selecionados onze marcadores SSR (Simple Sequence Repeat) descritos na literatura
(MASCHIETTO et al., 2017) (Tabelal). Estes foram escolhidos por estarem em grupos de ligagao
importantes para o carater e por se localizarem proximos a genes/QTLs associados a resisténcia a F.
verticillioides. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume total de 25 pL, contendo
50 ng de DNA genoémico (1 pL/reacdo), 1 pL de cada primer (Forward e Reverse) de concentragdo
10,0 uM, 100 uM de desoxirribonucleotideos (dAATP, dGTP, dCTP e dTTP), 1.0 unidade de Taq DNA
polimerase (Fermentas), 5,0 uL. de tampao de reagdo 5x (50 mM tris pH 8§,3; 2,0 mM MgCI2; 20 mM
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de KCI; 10 pg de BSA; 0,25% de ficoll 400; 10 mM de tartrazine) e 4gua bidestilada, até totalizar 25

pL. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador Applied BiosystemsSimple Amp™.

O programa de amplificagdo utilizado foi composto por: uma etapa de cinco minutos a 94°C, para a

desnatura¢do inicial, seguido de uma etapa de 30 ciclos, cada um contendo: uma fase de 30 segundos

para desnaturacdo a 94 °C; 45 segundos para anelamento a temperatura de 56 °C e 45 segundos para

extensdo a 72 °C. Posteriormente uma etapa de 8 ciclos, a 94 °C por 30 segundos, seguida de 53 °C

por 45 segundos e 72 °C por 45 segundos. Finalizando com uma etapa de oito minutos, a 72 °C, para

extensdo final. Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 1%, em tampao TBE 1X,

corados com brometo de etideo e visualizados por meio de luz ultravioleta (UV). Para estimativa do

tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado marcador de peso molecular de 100 pb.

Tabela 1 — Primers utilizados para genotipagem das geragdes e seus respectivos QTLs.

Primer Sequéncia QTL
bnlg1909 F: CCTGACCCTGTTCCTGAAAA qFER-2.4
R: GTGTGTCTGGAGCTGTTCGA
bnlgl164 F: AAACAGGGTGTGACAGGTCC qFER-7
R: GAACGGGCAGACGCATAAG
bnlg2086 F: CGGAACCTGCTGCAGTTAAT qFER-1
R: GAGATGCAGGAATGGGAAAA
bnlg1337 F: TCTAGAGACGGGAAAACACAAG qFER-4
R: AAAGCCGGTGGATAAGAAAA
bnlg1270 F: TAGTTAACATGAGCAAATTAACAAGA qFER-9.2
R:TAGAAATGCAGAACCAGGGC
dupssrl F:TGTTCTCAACAACCACCG qFER-5
R:CGTTTAGCGATATCATTTTCC
umc2025 TF:CTAGAGACGGGAAAACACAAG qFER-1
R:AAAGCCGGTGGATAAGAAAA
umcl017 F: TAGTTAACATGAGCAAATTAACAAGA qFB1-4.1
R:TAGAAATGCAGAACCAGGGC
umc1083 F:TGGTCTTCTTCGCCGCATTAT qFER-6
R:ATAAGCTCGTTGATCTCCTCCTCC
umc1867 F:-TTGTCTGTAGTGAGGCCGTACTCT qFB1-9.1
R:TGCTCTCCATACAGCAAGAGTACG
phi96100 F:AGGAGGACCCCAACTCCTG qFER-2.1

R:AAAGCCGGTGGATAAGAAAA

F: Forward. R: Reverse. Maschietto et al., (2017).
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2.6 Andlises da expressdo relativa de transcritos por meio da PCR em tempo real

Dentre os genes citados na literatura com efeito significativo para a resisténcia a F.
verticillioides estaos: LOXS8 (Enzima Linolenato lipoxigenase), LOX9 (Lipoxigenase 9), HMA (Heavy
Metal-associated) e GATease (Glutamina amidotransferase 1)(PANIAGO, 2017; MASCHIETTO, et
al., 2017). Os primers para a amplificagdo foram cedidos pelo laboratorio de Andlise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras, obtidos em estudos prévios realizados
por Paniago (2017).

Foram utilizados graos da progénie F23 83, identificada previamente por apresentar bons
resultados para a resisténcia em campo, e do hibrido DKB390, considerado suscetivel. Amostras do
material genético foram semeadas na safra 2017/2018 e inoculadas 15 dias apo6s o florescimento. A
coleta foirealizada 72 e 96 horas apds a inoculagdo, como descrito por Lanubille (2017). No total foram
obtidos oito tratamentos, a considerar: “dois gen6tipos (83 e DKB390)” x “inoculado e ndo inoculado”
x “Tempos de coleta: 72h e 96h”.

O RNA Total foi extraido utilizando o Reagente Concert™ Plant RNA (Invitrogen) seguindo
as recomendagdes do fabricante, com algumas modifica¢cdes. A quantidade e pureza do RNA foi
analisada por espectrofotometro (NanoVuePlusTM) e sua integridade verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,0%. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes com NaCl e
cloroférmio, com o objetivo de aumentar a qualidade do RNA. Subsequentemente foi realizado o
tratamento com DNase utilizando um kit Turbo DNA-free™ (Ambion) para eliminar residuos de DNA.
A integridade do RNA foi novamente verificada em gel de agarose a 1% e as amostras foram
quantificadas utilizando NanoVue v2.0.4 4282. Apos a verificagdo da integridade e pureza das
amostras, estas foram utilizadas para a sintese de cDNA utilizando o Kit hight Capacit de Transcri¢ao
Reversa de cDNA (Applied Biosystems). Em seguida as amostras de trabalho foram armazenadas a -

20°C.
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2.6.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) e RT-qPCR

Inicialmente, quatro pares de primers (LOXS, LOXY9, HMA, e GATease) foram testados em
ensaios de PCR convencional. Este passo foi utilizado para a validacdo e selecdao dos primers que seriam
utilizados nos ensaios quantitativos da expressdo génica por RT-qPCR.

As reagdes de PCR foram realizadas para um volume final de 25 pL, utilizando 5 pL de 5X Green Go
Taq® Flexi Buffer, 0,75 uL de MgCl, (25 mM), 1,0 uL do mix de dNTP's (10 mM), 0,6 uL de primer
Forward e 0,6 uL de primer Reverse (10 uM), 0,15 pL de Go Taq® DNA Polymerase (5 u/uL) e 1,5 puL
de cDNA (10 ng/uL) e o volume foi completado com agua. As reagdes foram realizadas em
termociclador Applied BiosystemsSimple Amp™, nas seguintes condi¢des: 94 °C por 2 minutos,
seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C a 30 segundos, finalizando
areagdo com uma etapa a 72 °C por 7 minutos e posterior manuten¢ao das amostras a 4 °C. Em seguida,

os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose a 1%.

Tabela 2- Primers alvo testados em PCR convencional e RT-qPCR

Identificacao Sequéncia 5’- 3’ Sigla

GRMZM5G822137 TTCTTCTCAGCGATCCGTCT Heavy-metal-associated
ATCCTTGGCAGTGAATCGAC HMA!

GRMZM2G171383 CGAGCGTGATGTGGAAAAC GATasel ?
CGGTGGATGGATTACCAGTC

GRMZM2G104843* GTGTCCTCCTCGAGCTCATC Linolinato lipox. - LOX8?
CCGTCTTGACGTCCTTCTTC

GRMZM2G106748* GCTAGCACCCTTCCTTCCTC 9-lipoxigenase *
ATGGCGATGTGGTTCTCAG

GRMZM2G33334** ATCTCGTTGGGGATGTCTTG FPGS - Folipoliglutamato
AGCACCGTTCAAATGTCTCC sintase’

Referéncias: 'Bull PC Cox DW (1994), “Reiners, 2012; 3 Acosta, 2009;* Schnable et al. 2009; °
MANOLI et al.,2012. *Gene alvo para RT-qPCR. **Gene de referéncia.

As andlises quantitativas da expressdo génica, foram realizadas via qPCRs em termociclador
modelo Rotor Gene-Q (Qiagen), utilizando-se o sistema de deteccdo SYBR-green e o método de
quantificacgdo relativa AACT, de acordo com Pfaffl (2001). Foram utilizadas trés repeti¢des biologicas

em duas replicatas técnicas de cada tratamento para cada gene em estudo. As reacdes foram realizadas
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com um volume final de 15 pL, composto por 7,5 uL de SYBR Green, 3 uL de primers (1,5 uL forward
+ 1,5 pL reverse), 1,5 pL. de cDNA (10 ng/uL) e 3 uL de H,O RNAse free.

As condi¢des térmicas da reacdo foram de 5 minutos a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 5
segundos a 95 °C e 10 segundos a 60 °C. A curva de melting para analise da especificidade da reacao
foi realizada, com o aumento da temperatura de 60 a 95 °C, variando 1 °C a cada 5 segundos. Foram
utilizadas curvas de dilui¢do do cDNA (1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125) para a verificacdo das
eficiéncias de amplificacdo de cada um dos primers, utilizando o método do AACT (PFAFFL, 2001)
foram calculadas as diferencas relativas de expressdo, com o gene de referencia FPGS (MANOLI et
al., 2012), sendo calculada em relagdo a uma amostra calibradora, que foi selecionada de acordo com

o menor nivel de expressdo para cada um dos genes estudados.

2.6 Avaliagdo da produtividade

Na segunda safra de 2019, as 35 progénies oriundas das plantas F2:3 e os hibrido DKB390 e
30F53, utilizados como testemunha, foram colhidos manualmente e foi avaliada a produtividade de
espigas despalhadas, estimada por meio da pesagem das espigas de cada parcela. Foram mensurados os
dados da porcentagem de umidade, obtidos de 5 tratamentos tomados aleatoriamente dentro de cada

bloco.

2.7 Analises estatatisticas

2.7.1 Avaliagdo das geragdes para a resisténcia a F. verticillioides

A incidéncia e a severidade do fungo foram avaliadas pelo blotter test atribuindo-se notas aos
graos. A incidéncia € obtida pelo nimero de graos infectados (com a presenca do fungo) sobre o nimero
total de graos. De forma similar € obtida a severidade, entretanto, esta varia de 1 a 3, sendo o numerador
o niumero de grdos que apresenta uma nota especifica (1, 2 ou 3). Quanto maior a nota, maior a
severidade. Para cada uma das geragdes foi calculada a incidéncia e a severidade da doenga.
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Por se tratar de dados ordinais este carater ndo segue uma distribui¢do normal, neste caso a
distribuicdo multinomial ¢ uma escolha natural para a modelagem de dados categoricos. Utilizou-se a
abordagem modelo linear misto generalizado (MLMG) sob enfoque frequentista, as notas foram
ajustadas por um modelo Threshold, admitindo distribui¢do multinomial e funcdo de ligagdo probit

(Modelo probit cumulativo), conforme descrito a seguir:
O (Ely/g]) =XB + Zig1 + Zog2 + Z3pi

Em que:

® “!(.): Distribuicio gamma cumulativa inversa;

(E[y/g]): Esperancga das notas dado os efeitos aleatérios (E[y|g] = p);
X: Matriz de incidéncia dos efeitos fixos;

p: vetor dos efeitos fixos;

Z;: matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios para genotipo;
Z>: matriz do modelo referente aos efeitos aleatorios para geragao;
Z;3: matriz do modelo referente aos efeitos aleatoriospara parcela;

g1: vetor de efeito aleatotrio para genotipo;

g2: vetor de efeito aleatotrio para geragao;

p1: vetor de efeito aleatotrio para parcela.

Utilizando a fun¢do c/mm do pacote ordinal (CHRISTENSEN, 2015), estimou-se a variancia
genética (aj), a variancia dentro de parcela (05), a herdabilidade no sentido amplo (h2), a acurdcia, os
BLUPs (Best Linear Unbiased Prediction) dos efeitos genotipicos e as variancias de predicao do erro
(04.up), utilizando os dados de notas. O grafico Caterpillar foi gerado a partir dos BLUPs e erros de
predicdo, utilizando o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016). A deviance do modelo foi estimada pelo
critério de Akaik (Akaik Information Criterion - AIC). Foram estimados o ganho de selecdo com base

nos BLUPs dos 15% melhores gendtipos utilizando a seguinte expressao:

50



GS = ds.h?
Em que:

: variancia genotipica;

"Gq[\) Qq[\)

: variancia dentro de parcela;
ds : Diferencial de selecdo, obtido pela média das progénies selecionadas subtraida da média original;

hZ: herdabilidade no sentido amplo.

Com os dados de peso dos 100 graos, tomados das amostras utilizadas para blotter test, foi
realizada a ANAVA, pelo pacote /me4, software R v.3.5.1. Foi utilizado um modelo misto,
considerando genoétipo e bloco como efeitos aleatorios e geragdo como efeito fixo. Foram obtidas a
herdabilidade no sentido amplo (h2) e a acuracia. O BLUP e as variancias de predi¢do do erro (63, ,p)
foram calculados.

Foi calculada a correlagdo entre as varidveis incidéncia e peso de 100 graos usando o software
R v. 3.5.1. Foram também obtidos a andlise de componentes principais e o grafico biplot utilizando o
pacote FactoMineR. Os dados de incidéncia, severidade, peso de graos sadios e peso de graos ardidos
foram comparados conjuntamente por PCA (Principal Component Analisys) para se ter uma visao

global da interacdo desses fatores.

2.7.2 Avaliagdo da produtividade das progénies F»:3

Para a andlise dos dados de produtividade de espigas despalhadas obtidos considerou-se o
seguinte modelo:

YVij=u+ pitrte;

Em que:

Y;;: valor observado na parcela que recebeu o progénie i, dentro da repeticao j;
(: constante associada as observagdes;

pi: efeito aleatério da progénie i

rj: efeito aleatorio da repeticao j;
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ejj: efeito aleatdrio do erro experimental, assumindo-se que os erros sdo independentes e normalmente

distribuidos com média zero e variancia (2).

Considerando as esperangas dos quadrados médios, foram obtidas as estimativas dos
componentes de variancia. As formulas para a obtencdo da variancia genética e variancia fenotipica

entre progénies sdo apresentadas a seguir:

OMP — QMR
0f =——"—
r
2_QI\/IP
of =—

Em que:
OMP: quadrado médio da fonte de variagdo referente as progénies;
OMR: quadrado médio do residuo;

r: numero de repeticdes.

A partir das estimativas dos componentes de varidncias obtidas, estimou-se a herdabilidade no
sentido amplo (h%), o ganho esperado com a selegio entre progénies e a

precisdo experimental, esta por sua vez foi estimada pelo coeficiente de variagdo experimental (CV) e

acuracia (rgg).

2 ol 100,/QMR
ha — - 9 CV = ——
o5t o m

rgg = \/ﬁi.lo

Em que: m ¢ a média geral.
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3 Resultados

3.1 Analise de incidéncia e severidade da doenga

O periodo mais propicio para a inoculacdo de F. verticillioides ¢ na fase do florescimento das
plantas. Neste periodo, ocorrido no més de fevereiro de 2018, a temperatura média registrada foi de
24 °C, com precipitacdes pluviométricas de 85,5 mm e umidade de 74,5%. Os dados de preciptacao,

temperatura maxima e minima média e umidade relativa do ar estdo apresentados na figura 1.

Dados climaticos da safra 2017/2018
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Periodo da Safra
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—0—Temp Maxima Média  —@—Temp Minima Média

Figura 1 — Dados médios de precipitagdo, temperatura minima e maxima média e umidade relativa
do ar em Lavras, MG, na safra de 2017/2018. Fonte: http://www.inmet.gov.br/portal/index.

A eficiéncia da inoculagdo ¢ confirmada pela alta incidéncia do patdgeno, resultado obtido pelo
blotter test (Figura 2). As freqliéncias das notas de severidade da doenga para os parentais e as geracdes
F1, F2:3, RCi1 e RCy2 esta apresentada na figura 2. Tal distribui¢do ¢ uma simplificagdo dos resultados

obtidos pelo blotter test para as geragdes, usando a classificacdo da escala diagramatica. A menor
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incidéncia de F. verticillioides foi observado para a linhagem L75 (91,62%) (considerada resistente),
seguida pelo retrocruzamento RCi1 (91,58%). A linhagem L43 (considerada suscetivel), mostrou a
maior incidéncia (98,66%). Ao considerar a severidade da infe¢do por F. verticillioides, verifica-se que
L75 obteve a maior porcentagem (21,63%) de graos avaliados com nota minima de severidade, e menor
porcentagem (55,48%) de graos avaliados com a nota maxima. A severidade foi maior para as plantas
da geracdo Fi, nestas, 83,5% das sementes tiveram nota 3 e apenas 8,6% dos graos apresentaram nota
minima (1). Apesar das geragdes apresentarem diferentes valores de severidade constata-se pela analise

de variancia que ndo existe diferenca significativa entre geracoes.

Severidade e Incidéncia de F. verticillioides
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Figura 2 — Frequéncia relativa da incidéncia e severidade de F. verticillioides para todas as geragoes.
Severidadel = nota 1; Severidade 2 = nota 2; Severidade 3= nota 3.

A nota média de severidade do parental L75 foi de 2,0837, do parental L43 foi de 2,4283 e da
geragdo Fi, 2,6909. Para as geragdes segregantes F2.3, RCi1 e RCi2, as notas médias foram de 2,5492,
2,4859 e 2,5192 respectivamente (dados ndo apresentados). O ajuste de dados categoricos por
abordagens MLMG respeita a natureza da variavel aleatoria e viabiliza melhores predi¢des do valor
genético. A fungdo /ogit estimou os limiares (thresholds) para as categorias (Figura 3). A validagdo do
modelo para o conjunto de dados proposto foi verificado pelo critério de Akaik. Comparando os
resultados de AIC dos modelos testados, o modelo proposto foi o que melhor se ajustou aos dados, com

um valor de AIC de 43571,57.
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A variancia genética dentro de geragdes foi significativa para o carater resisténcia, entretanto a
variancia genética entre geracdes foi nula, sugerindo que ndo existe diferenca significativa entre as
geracgdes, portanto, ndo existe diferencgas significativas entre os parentais L75 e L43. A herdabilidade
no sentido amplo foi de 40% e a variancia entre blocos foi de 0,415. A acurécia de 62% indica boa

precisdo experimental (Tabela 3).

Tabela 3 - Componentes de variancia e herdabilidade para o carater resisténcia a F. verticillioides

Efeito aleatorio Variancia Erro padrao
Parcela 0,264 0,513
Genotipo 0,829%* 0,910
Geragao 0,000 0,000
Efeitos fixos Estimativa Erro padrao
Bloco 0,415 0,073
h2 0,400 -
Acuréacia 0,629 -

Aplicando uma intensidade de selecdo de 15% o ganho apds um ciclo de selecdo foide -0,7046.
Na figura 3 est4 representado o progresso com a selegao das progénies F2:3 baseado em seus valores
genotipicos (BLUPs). Na figura 3 observa-se que ocorre um deslocamento da curva para limiares
(Thresholds) inferiores, este deslocamento refere-se ao ganho com a seleg¢do (-0,7046), portanto, quanto
maior o deslocamento da curva para a esquerda, em direcdo aos limiares inferiores, maior serd o

progresso com a selecdo.
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Figura 3 — BLUP da populagao F2:3 ap0s a sele¢@o para o carater resisténcia a F. verticillioides. Preto:
BLUP da populagao original; Azul: BLUP da populacdo selecionada.

As progénies 97, 69, 4, 16, 110 e 62 foram as que apresentaram melhor desempenho para a
resisténcia sob uma intensidade de selecdo de 15%. Baseado nos BLUPs dos valores genotipicos e de
seus intervalos de predicao foi sintetizado o grafico caterpillar (Figura 4). As dez melhores progénies
para o carater resisténcia a F. verticillioides estdo a esquerda da linha vermelha. A sele¢do destes

genotipos permitird ganhos de selecdo na direcdo desejada
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Figura 4 — Grafico caterpillar apresentando os BLUPs das progénies F».3 de melhor desempenho para
nota, selecionadas sobre intensidade de selecao de 15%.

3.1.1 Peso de 100 graos

As médias de peso de 100 graos para as geragdes L43, L75, Fi, Fa:3, RCi1 e RCi2 estdo
apresentadas na figura 5 e na tabela 4. Na figura 5 ¢ apresentada uma estimativa percentual da
incidénciae graos ardidos em amostras de 100 graos. Observa-se que a incidéncia de graos ardidos na
linhagem L43 foi superior ao encontrado para a linhagem L75. A geracdo F; mostrou os menores
valores para o numero de graos ardidos, seguida pelas geracdes RCi1 e RCia. A geragde F2.3 obteve os

maiores valores para peso de graos ardidos.
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Peso de graos totais e ardidos
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Figura 5— Média do peso de graos totais e peso de graos ardidos para todas as geracdes.

Tabela 4 — Médias de peso de 100 graos para as geragoes.

Geracao Média Variancia
L75 23,832 4,812
L43 27,014 11,291
Fi 30,091 6,488
Fa23 28,124 32,515
RCiy 27,351 16,541
RCi2 27,555 21,157

Pela ANAVA observamos que ndo houve diferenca significativa entre geragdes para o carater
peso de graos (Tabela 5). Entretanto, a linhagem L75 obteve desempenho inferior a linhagem L43. A
geracdo Fi apresentou peso superior ao dos parentais, e a geragao F2:3 apresentou a maior variagao entre
as geragdes, como esperado. A varidncia genética entre gen6tipos dentro de geragdes foi significativa,
com isso ¢ possivel inferir sobre a existéncia de variabiliade genética para este carater. A herdabilidade
de 68% ¢ considerada alta para o carater estudado. A acuracia de 82% ¢ um indicativo de boa precisao

experimental.
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Tabela 5 — Analise de variancia para o carater peso de 100 graos.

Fonte de Variacao Variancia Erro padrao
Genotipo 18,065%* 4,063
Geragao 0,000 0,00

Bloco 0,141 0.376
Residuo 7,182 2,680
hZ 0,684 -

Acuracia 0,827 -

Foram obtidos os BLUPs para peso de 100 graos. Nesta condi¢do, as progénies F2.3: 61, 77, 92,

85, 50, 111 estiveram entre as 15% melhores progénies.

3.1.2 Correlagao e PCA

A correlagdo de Pearson entre a incidéncia e o peso de graos ardidos foi ndo significativa (r:
0,1074; p-valor: 0,087), assim, ndo € possivel concluir que a correlag@o entre esses caracteres € diferente
de zero. A analise de componentes principais mostra que o componente principal 1 (PCl) e o
componente principal 2 (PC2) explicam 32,33 e 24,55% da variagdo, respectivamente. O primeiro
componente principal mostra fortes associacdes entre peso sadio e peso total, e apresenta-se negativo e
de baixa intensidade para peso de graos ardidos, com isso € possivel inferir que graos ardidos e peso
total ndo estdo associados. O primeiro componente também apresenta associagdes para severidade e
incidéncia,. O segundo componente principal (PC2) esta positivamente associado a peso de graos sadios
e total, e negativamente associado a peso ardido. Observa-se que as geragdes estdo bem distribuidas,

indicando que ndo existe uma relagdo direta entre geragdo e as variaveis analisadas (Figura 6).
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Figura 6 — Grafico biplot da andlise de componentes principais para as variaveis peso de 100 graos,
peso de graos ardidos, peso total, severidade e incidéncia de F. verticilliodes.

3.1.3 Genotipagem e Analise de expressao

Os 11 primers testados estavam associados a QTLs nos cromossomos 1, 2, 4, 6,5, 7¢ 9 do
genoma do milho (MASCHIETTO et al., 2017). Dos 11 primers SSR testados bnlgl 164, umc1017,
umc1083, umc1864, umc2025 e phi96100 foram monomoficos para todas as geragdes. Os primers
bnlg2086, bnlgl1909, bnlgl1337, bnlg 1270 e dupssrl, localizados nos cromossomos 1, 2, 4, 9 ¢ 5
respectivamente apresentaram bons resultados de amplificagdo e mostraram polimorfismo entre as
geracgdes (Tabela 6). Os primers dupssrl (q-FER), bnlg 2086 (q-FER-5) e bnlg 1909 mostraram claras
diferengas entre os genétipos parentais. Observa-se na figura 7 uma distingdo entre os produtos de
amplificacdo gerados para parentais L75 e L43 pelo primer dupssrl (q-FERS). Os demais primers
foram monomorficos para a maioria das bandas amplificadas, ndo apresentando diferencas entre as
geracgdes. Pelos resultados da genotipagem, apresentados na tabela 6, observa-se que as bandas 150 de
dupssrl sdo ausentes no parental L43 (1) e presente no parental L75 (2), o mesmo ¢ observado para a

banda de 350 pb do primer bnlg 1909, e para a banda de 350 pb do primer bnlg2086.
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Tabela 6 — Genotipagem dos individuos amostrados de cada geracdo. Estdo apresentadas apenas as bandas polimorficas dos primers que tiveram bons
resultados de amplificacao.

Primers Banda 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
dupssrl 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 O t1 11 o0 111 0011 11 10111 11111 1 1 9 01 0O 0 O 1 O
dupssrl 250 111 1 1 0 O O O O O 1 o o0 o0 1 0 0 0 1 1 0 000 01T 000000 0 0 0 0 910 1T 1 1 01
Bnlgl1337 400 0 1 1 0 O 1 O O 1 1 0 1 o o0 o0 01 1r 0 01 60 00 1 1011111111111 0 0O0OTOUOOO OO
Bnlgl1337 500 0 0 0 0 0 0 0 O O 1 0 1 1 11 o011 0 01 6 00 1 10111111 1 0O0OO0OOOO OO OO O
Bnlgl1337 600 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 O0 O $1 10 0 0 o0 0 00 0 0 01 1 1 0 00 01T 1 O OO0OTO0OO0O OO O 0O O0O 0 O
Bnlgl270 200111 1 1 0 1 0 O O O O 1 o0 0o o 06 0 000 0000 00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1
Bnlgl270 500 11 1 1 1 O O 1 O O O 1 o o0 o011 1r 0 001001 1T 00010011 1T 01 1T 1 1 1 1 1 00
Bnlgl270 600 0 0 0 0 0 1 O I 1 1 1 O t1 11 o0 0 o011 11 011 o0 011 1T 011 0OTOT1 O0OTO0OTO0OUO0OOO0OO0OT1T O
Bnlg 2086 30 0 0 0 0 O 1 1 1 1 1 1 1 i1 1r1r 1111110111 11111111111 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Bnlg 2086 400 0 0 0 0 0 O O 1 0 0 O0 O o1 o0 o011 0 0 01 00 01T 0000 O0OOO0OOTOO0OTO0O O0OO0OTO0OTO0O O0UO0 0 O0
Bnlg 1909 30 0 0 0 0 O 1 1 1 1 1 O 1 1 10 0 00 0 00 0 0 0 0 1 0 00 0 0O 0 o0 000 0 0 0 0 0 1 1 00

Legenda: 1= Linhagem L 43, 2: linhagem L75; 3: geracdo Fi; 4: geragdo Fa3,

apresenta apenas os polimosrfismos observados.

S:geracdo RCyy; 6: geracdo RCia. 1:Preseca da banda; 0: auséncia da banda. Esta tabela
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Figura 7 — Resultado de amplificacdo do primer dupssrl, em gel de agarose 1%. S: amostra do
genoétipo L43; R: amostra do gendtipo L75; Fi: geracao Fi; Fa: geracdo Fas.

3.1.4 PCR (Polymerase Chain Reaction) e RT-qPCR

O uso das reagdes convencionais de PCR ¢ util para a validagdo dos genes alvo, uma vez que
os padrdes diferenciais de bandas (intensidade de banda) podem, em alguns casos, ser
correlacionados com os valores quantitativos de expressao obtidos com a RT-qPCR. Pelo PCR
converncional foi verificado que os genes LOX9 e LOXS tiveram repetibilidade dos resultados em
diferentes géis, e foram polimoérficos entre alguns dos tratamentos, desse modo esses foram
selecionados para a andlise de expressdo em tempo real.

A expressao média dos genes LOXS e LOXY foi verificada para o gendtipo 83 (progénie F2:3)
e para o hibrido DKB390, inoculados e ndo inoculados (controle) e coletados em 72 e 96 horas. A
expressdo do gene LOXY para o tratamento DKB390 ndo inoculado, colhido no tempo de 72 horas
foi inferior ao tratamento inoculado. Da mesma forma o tratamento DKB390 ndo inoculado em 96
horas foi inferior ao inoculado. Observa-se que os valores de expressao para a 83 foram superiores
aos do genodtipo DKB390, em geral. A progénie 83 apresenta no tempo de 72 horas com inoculagao
um incremento da expressdo do gene LOXY. Isso indica que seu sistema imune ¢ ativado em
decorréncia da infecgdo. As 96 horas apés a inoculagdo esse cendrio se reverte, de modo que as

amostras inoculadas apresentam menor expressao que as nao inoculadas (Figura 8A).
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Para o gene LOXS observa-se que o hibrido DKB390 apresentou maior expressao em decorréncia
da inoculag@o, em ambos os tempos, sendo sua expressdo aumentada 96 horas apods a inoculacdo. Em
contrapartida a progénie 83 apresentou menor expressao em ambos os tempos, comparado ao genotipo

suscetivel.

Expressao relativa

Tratamentos
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Figura 8 — A: Gene Alvo LOX9. B: gene alvo LOXS. Tratamento 1 ao tratamento 4 (“suscetivel”):1- DKB390-
nao inoculado-72h; 2 - DKB390 - inoculado 72h; 3 - DKB390 - ndo inoculado 96h; 4 - DKB390 - inoculado
96h. Tratamento 5 ao 8 (Progénie): 5 - P83 -ndo inoculado 72h; 6 - P83 - inoculado 72h; 7 - P83 ndo inoculado
96h; 8 - P83 inoculado 96h.
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3.2 Analise de produtividade

O resumo da andlise de variancia para produtividade de espigas despalhadas e as estimativas
de parametros genéticos envolvendo todas as progénies da geragdo F»3 sdo apresentados na Tabela
7. Nao existe diferenga significativa entre as progénies, sugerindo que ndo existe variabilidade
genética dentro desta geragdo. A interagdo Progénie x Testemunha foi significativa, o que ocorreu

devido a superioridade dos hibridos em relagdo as progénies F».s.

Tabela 7 — Analise de varidncia para o carater produtividade de espigas despalhadas.

FV GL SQ (0)\Y1 p-valor
Bloco 2 0,006 0,0032 0,7990
Tratamentos 37 1,357 0,0366 0,0003 *
Progénie 35 0,827 0,0236 0.0825
Testemunha 1 0,002 0,0019 0.7166
Prog x test 1 0,528 0,5283 2.606e-07*
Residuos 74 0,853 0,0143
aj 0,0031
afz 0,0047
ha 0,6226
Acuracia 0,7886
Cv 17,6872

Tratamentos: Progénies F».3, linhagens e DKB390 e 30F53. Progénie: apenas as progénies Fa.3.
*Significativo a 5%.

A herdabilidade para o carater produtividade de espigas despalhadas foi de 62%, este valor ¢
considerado alto para o carater (AMORIM, 2005). A acuricia foi de 78% e o coeficiente de variacao
foide 17,68%, tais valores indicam boa precisdo experimental. As progénies 69, 96, 44, 74, 61, 110
e 64 apresentaram os melhores valores para o produtividade. Considerando os resultados obtidos
para a resisténcia e para a produtividade, selecionamos as progénies 69, 61 ¢ 110 como promissoras

para ambos os caracteres.
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4 Discussao

A temperatura e a umidade sdo relevantes para a ocorréncia e o progresso das doencas. Estes
fatores afetam os estagios de desenvolvimento do patdégeno (germinacao, infec¢do e colonizagdo) e
interferem na expansao da lesdo, incidéncia e na severidade da doenca (KUSHALAPPA et al., 1993).
No periodo de florescimento, més de fevereiro, a temperatura média registrada foi de 24°C e a
maxima de 31,8 °C, no més de marco a média foi de 25°C e a maxima de 30,4 °C, estas temperaturas
estdo de acordo com a ideal para o desenvolvimento do patégeno, que ¢ de 25°C. Galic¢ et al. (2019)
relata que a temperatura maxima de 30 °C, registrada em alguns periodos do més de margo, permite
um rapido crescimento das colonias e favorece a proliferagao do patégeno. Em adi¢@o, o clima imido
e chuvoso, como o ocorrido no dia da inoculagdo, ¢ um importante fator para o desenvolvimento da
doenca. Desse modo, as condi¢des apresentadas na safra foram adequadas para o desenvolvimento
de F. verticillioides. O &xito obtido com a inoculagdo foi claramente observado pelos resultados de
incidéncia obtidos pelo blotter test (Figura 2).

A incidéncia média observada para todas as parcelas foi de 94,72%. Este valor ¢ similar ao
relatado por Galic et al. (2019) (94%) em experimento conduzido em regides com alta incidéncia de
insetos vetores do fungo. Como mencionado por Maschietto et al. (2017), Clements et al. (2003),
Gali¢ et al. (2019) e Balconi et al. (2014), a inoculagdo artificial permite uma avaliagdo consistente
da doenga, em especial em areas onde a incidéncia do patdégeno ndo ¢ homogénea. Como discutido
por Reid e Zhu (2005), a inoculacdo possibilita boas estimativas dos componentes genéticos de
variancia, e, por consequéncia, a obtencdo de estimativas fidedignas da herdabilidade, com isso
aumenta-se o poder de selecdo para o caréater.

Entretanto, o uso de alta pressdo de in6culo pode causar certo confundimento nos resultados
das andlises para resisténcia. Tanto para as linhagens quanto para as populagdes segregantes observa-
se alta incidéncia e alta porcentagem de graos apresentando o nivel maximo de severidade (nota 3).
Essa homogeneidade entre as estimativas desses pardmetros para as diferentes geragdes pode ser
explicada pela alta pressdo de indculo (1 x 107°) e pelas condigdes ambientais, que favoreceram o
desenvolvimento do fungo. Além disso, sugere-se que a pressdao do indculo artificial possa ter sido
incrementada pela pressdo de indculo natural da area experimental. Esses fatores dificultam a

avaliagdo e a discriminag¢do dos gendtipos quanto a resisténcia, e pode ter sido uma das causas que
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contribuiram para a ndo identificagdo de diferengas significativas entre as geragdes, resultado
apresentado pela andlise de variancia (Tabela 2).

A falta de contraste entre os parentais ¢ um fator limitante na estimacdo de parametros
genéticos (varidncia aditiva, desvio de domindncia e epistasias) por métodos tradicionais. No
entanto, ndo limita o estudo da variabilidade da populacdo (CRUZ, 2010).

Apesar da ndo significdncia entre as geragdes, os resultados de média e as frequéncias
relativas de severidade mostram uma superioridade da linhagem L75 em relagdo a linhagem L43, o
que sugere a existéncia predominante de alelos associados a resisténcia nesse parental.

A geracdo F; apresentou maiores estimativas para média e severidade da doencga (Figura 2).
Isso sugere que nessa geracdo os alelos de suscetibilidade apresentam efeito dominante, e que parte
consideravel dos alelos associados a resisténcia sejam recessivos. Assim, a resisténcia se manifesta
na linhagem resistente pois esta apresenta os alelos favoraveis em homozigose. A geragdo RCij,
oriunda do cruzamento entre o parental L75 (resistente) e a geragdo Fi (L75 x L43), mostrou-se
discretamente superior ao RCi2, isso ocorre por que apds uma geracao de cruzamento aumenta-se a
contribuicdo (dose) do parental L75, e a frequéncia de alelos associados a resisténcia em homozigose
¢ aumentanda.

Na geragdo segregante F».3 observa-se uma maior porcentagem de notas 3 (maxima para
severidade), e média superior ao parental L43 (suscetivel). Estes resultados sdo semelhantes aos
apresentados por Robertson (2006) e Maschietto (2017). Estes autores obtiveram duas populagdes
biparentais oriundas do cruzamento entre linhagens contrastantes para a resisténcia, e observaram a
superioridade de alguns gendtipos das populacdes segregantes em relagdo aos parentais,
caracteristico da segregacdo transgressiva.

Nesse fenomeno, individuos de populagdes segregantes podem apresentar reacdes ao
patdégeno superiores ou inferiores aos parentais resistentes ou suscetiveis, respectivamente. Isso
ocorre em casos em que Os pais ndo possuem as combinagdes genotipicas extremas, ou seja, o
parental resistente ndo inclui todos os alelos para a resisténcia e o parental suscetivel ndo possui
todos os alelos para a suscetibilidade.

Assim, infere-se que a linhagem L43 (suscetivel) apresente para alguns /oci, alelo(s) de
resisténcia, podendo contribuir com a resisténcia, e a linhagem L75 (resistente) possua em alguns

loci, alelos que resultem em suscetibilidade. Com isso, ¢ sugerido que os parentais ndo sejam
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totalmente contrastantes. Os resultados da genotipagem contribuem com estas afirmativas. Dos cinco
marcadores avaliados, apenas trés mostraram diferencas entre os parentais. Os demais primers nao
mostraram polimorfismos. Esse fator pode ser explicado devido a inconsisténcia das marcas entre os
genotipos utilizados no trabalho de Maschietto et al. (2017) e os avaliados neste estudo, devido ao
fato de os parentais ndo estarem fixados para esta marca e, pode ser explicado também, pela presenca
de alelos associados a resisténcia em genotipos suscetiveis ou alelos associados a suscetibilidade em
genotipos resistentes.

Maschietto et al. (2017) mostra que o QTL qFER-2.4, associado a marca bnlg1909, explica
11,6% da variagdo fenotipica para o carater resisténcia a F. verticillioides. Essa marca foi
diferencialmente expressa entre os parentais nesse trabalho, indicando que possa estar associada a
resposta de resisténcia da L75. Neste mesmo QTL foram identificados por este autor importantes
genes candidatos, tais como: o gene de defesa Barley mlo, o gene da Lipoxigenase 8 (Enzima
linolenato lipoxigenase), o gene que codifica para a proteina de choque térmico (class IV) e os genes
da Tiorredoxina e Serina-treonina-proteina quinase. Destes, os trés primeiros genes sao
moduladores, ou seja, apresentam expressdo modificada pela presenga do patdégeno.

Os genes da lipoxigenase sdo importantes para a resisténcia. O gene LOX9, associado a
resisténcia para algumas espécies como milho e tabaco, atua na biossintese dos acidos graxos
(SCHNABLE et al., 2009). Em estudos com tabaco foi verificado que a atividade da LOX9 e seus
metabolitos de hidroperoxido iniciaram a morte celular programada e a resposta hipersensitiva (HR)
induzida pelo patdgeno bacteriano Ralstonia solanacearum (CACAS et al., 2005), sugerindo que o
LOX9 tém fungdo na resposta de defesa pela sintese de compostos antifiingicos ou atua no processo
de sinalizacdo, contribuindo para a defesa das plantas. Nesse estudo a andlise de expressdo do gene
LOX9 indicou que sua expressdo ¢ aumentada sob condicdo de estresse (inoculacdo), seja em
gendtipos resistentes ou suscetiveis. A expressdao do gene LOXY pode ser aumentada em até 3 vezes,
como no caso do hibrido DKB390 avaliado apos 96 horas da inoculacdo. Para este mesmo gene o
gendtipo 83, caracterizado por apresentar bons desempenhos nas avaliagdes fenotipicas para
resisténcia, teve sua expressdo visivelmente superior a do hibrido DKB390 (Figura 8A). Isso indica
que para esta progénie a expressdo do gene ¢ superior a observada em gendtipos suscetiveis. A
redugdo da expressdo do gene no genotipo 83 com 96 horas apos a inoculagdo ¢ um indicativo de

que este tem seu pico por volta das 72 horas, no inicio da infec¢dao do patdégeno.
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A investigacdo da expressao do gene LOX8 mostrou que para o hibrido DKB390 a inoculagao
com o patdgeno induz a expressdo do gene, de modo que o tratamento inoculado apresenta uma
expressao aproximandamente 10 vezes superior ao ndo inoculado, quando avaliado 96 horas apos a
inoculagdo. O gene da Lipoxigenase 8, em especial, ja4 foi observado por demais autores como
relevante para a resisténcia a F. verticillioides (LANUBILLE, 2017; CACAS et al., 2015). As
lipoxigenases sdo isoenzimas que catalisam a oxidacdo de acidos graxos polinsaturados. Quando
ocorre a degradagdo dos tecidos das plantas por danos mecanimos ou devido ao ataque de patdogenos,
uma degradacao seqiiencial dos lipidios ¢ iniciada. Neste processo, o hidroperoxido-ciclase, produto
primarios da reagdo das lipoxigenases, da origem ao acido jasmonico. Este atua na resposta de defesa
das plantas e ¢ considerado um dos principais fitohormonios diretamente envolvidos na resisténcia
das plantas aos fungos necrotréficos. Quando os niveis de dcido jasmonimo estdo em alta, aumenta-
se também a resposta ao dano causado pelos patdogenos, desencadeando a formacao de muitos tipos
de defesa vegetal, portanto esse hormonio age como um regulador da resposta de resisténcia. Para
este gene vemos que a expressdo em genodtipos suscetiveis ¢ aumentada quando ocorre a inculagao,
0 mesmo ndo ocorre para o genotipo 83. Alguns genes de resisténcia sdo mais expressos em
gendtipos suscetiveis que em resisténtes sob condigdo de estresse, de modo que em genotipos
resistentes outros genes, associados a outras rotas podem estar atuando (Comparag¢do entre os
tratamentos 1 e 5; 2 e 6 da figura 8B).

Os resultados da analise de expressdo foram importantes para a validagdo dos genes LOXs
como indicadores da resisténcia, pois na maioria dos cendrios observados sua inducdo foi superior
apOs a inoculacao.

Apesar da utilizagdo da progénie 83, sua superioridade quanto a resisténcia ainda deve ser
avaliada. Para a constatacdo da resisténcia, como relatado por Lima et al. (2012), é importante uma
maior averiguagdo da populagdo F»:3 e uma andlise fenotipica minunciosa realizada em diferentes
tempos e ambientes, com isso serd possivel um maior conhecimento da variabilidade e do potencial
das progénies quanto os niveis de resisténcia.

A variancia genética significativa dentro de geragdes para a resisténcia, como o observado
neste trabalho, ¢ crucial para a condugdo e o avango da populagdo, pois com isso ¢ possivel obter
genotipos com valores genotipicos superiores, que permitardo maiores ganhos de selecdo nos

préximos ciclos. Como relatado por Maschietto et al. (2017), a resposta a selecdo para resisténcia a
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F. verticillioides pode ser aumentada em fun¢do da variabilidade genética dos genétipos e do
diferencial de selegao.

A heranca da resisténcia a F. verticillioides ¢ controlada por muitos /oci, cada um
contribuindo com uma pequeno efeito aditivo, sendo, portanto, muito afetado pelo ambiente
(CLEMENTS, et al., 2000). Assim, para a obten¢do de um hibrido promissor, ¢ importante que
ambas as linhagens parentais possuam em seus genétipos alelos favordveis a resisténcia
(HALLAUER et al., 2010). Portanto, no processo de melhoramento, ¢ importante identificar na
populacdo segregante progénies que possuam boas médias para o carater resisténcia e variabilidade.
A variancia genética significativa (Tabela 3) ¢ um indicativo de que pode-se explorar a populagdo
F2:3, obtida neste trabalho, para a identifica¢do de genotipos com boas performances, que contribuam
como linhagens doadoras de alelos de resisténcia.

Por permitir prever o sucesso com a sele¢do, a herdabilidade ¢ um dos parametros genéticos
mais utilizados pelos melhoristas. Para o carater resisténcia a F. verticillioides, tém sido encontrada
herdabilidades de baixa a moderada magnitude. Neste trabalho a herdabilidade no sentido amplo foi
de 0,40, valores similares foram obtidas por Gali¢ (2019) de (0,41), Pérez-Brito (2001) (0,26-0,42)
¢ Robertson (2006) (0,47-0,80).

As estimativas da acurécia foram superiores a 62%, podendo ser consideradas de média a
alta magnitude, evidenciando que houve boa precisdo experimental. Como reportado por Zila et al.,
(2013), a selecao baseada na média fenotipica tém sido favoraveis para a reducdo da infeccdo do
patogeno e de diminuigdo dos niveis de fumonisinas .

A selecao baseada no valor genotipico do individuo permitiu um ganho com a sele¢do de -
0,7046. A sele¢do baseada em estimadores do tipo shirinkage tem por caracteristica ser mais
acurados e de minimo erro, propiciando inferéncias mais corretas, neste sentido, maximiza-se a
acuracia e aumenta a precisdo experimental. Na figura 4, observa-se o deslocamento da curva gerada
pelos valores genotipicos preditos (azul) em relagdo a curva para as médias da populagao original
(preta), o que representa o ganho de selecdo. Desse modo os genotipos selecionados sdo potenciais
para o uso em programas de melhoramento para a resisténcia.

Diferente do observado para a severidade, a geragdo F; apresentou uma das menores
porcentagens para graos ardidos. Devemos considerar que os graos ardido sdo resultado da interagao

de F. verticillioides com um conjunto de fungos. E possivel que a F; apresente reagdo positiva,
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possivelmente associada a heterose, para estes fungos em geral, e quando analisada individualmente
para F. verticillioides esta reagdo ndo prevaleca, podemos observar que a linhagem L75, a F1 e o
RC11 apresentaram baixa porcentagem de graos ardidos. Isso ¢ um indicativo que diferentes genes
possam atuar na defesa contra graos ardidos.

A escolha das linhagens para este estudo se baseou em resultados de Botelho, 2015 (dados
ndo publicados), que afirma sobre a resisténcia da linhagem L75 a F. verticillioides. Entretanto
devemos considerar que a analise realizada por esse autor foi sobre graos ardidos, e que a resisténcia
avaliada possivelmente foi atribuida ao complexo de fungos responséaveis por essa doenca, € nao a
F. verticillioides especificamente. F. verticillioides ¢ um fungo endofitico, que diferente da maioria
dos fungos responsaveis pelos graos ardidos, sobrevive no interior das sementes, muitas vezes
assintomaticamente. Dessa forma para se avaliar a resisténcia a F. verticillioides necessita-se de uma
analise que permita a visualizagdo do fungo, que vive no interior da semente (BLACUTT et al.,
2017). Devido a isso ¢ importante a utilizacdo de avaliagdes como o blotter test. Neste teste sao
dadas condig¢des favoraveis de temperatura, luz e nutrientes, necessarias para a proliferacao do fundo
de dentro para fora da semente. Dessa maneira, ¢ possivel avaliar a severidade e inferir sobre a
resisténcia dos genoétipos. Esse € outro fator que explica o contraste ndo significativo entre as
linhagens.

Para os dados de peso de 100 graos observa-se que a linhagem L43 foi superior a linhagem
L75. Este resultado ¢ similar ao obtido por Abreu (2018). Em seu estudo, Abreu (2018) avaliou cinco
linhagens quanto a resiténcia a seca e conclui que a linhagem 75 foi inferior as demais para o carater
peso de graos.

O sucesso no processo seletivo depende da existéncia de varidncia genética dos caracteres.
A variancia genética significativa para peso de 100 graos ¢ um indicativo de que existe variabilidade
entre as progénies para este carater. A herdabilidade no sentido amplo foi de 68%, a acurécia do
experimento também obteve altos valores (82%), o que indica boa precisdao experimental. Altos
valores de herdabilidade e acuricia indicam que o que se vé ¢ aquilo que o genotipo de fato
representa, isso ¢ crucial para os programas de melhoramento, uma vez que permite a correta selecao
dos melhores genotipos.

Na tabela 4 estdo apresentadas as estimativas de média para as geragdes e a variancia destas.

E possivel observar que as geragdes dos genitores L75, L43 e a F; apresentaram menores valores de
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variancia. Isso ocorre pois as variagdes entre as plantas destas geragdes sdo exclusivamente devido
a efeitos ambientais, visto que estas ndo possuem diferencas genotipicas. Em contrapartida, ¢
observado que as variancias para a populagdo segregante ¢ visivelmente superior, sendo que na
variancia estdo embutidos tanto os fatores genéticos quanto os ambientais (RAMALHO et al., 2004;
PADUA, 2012).

Como discutido por Marcondes (2012), apesar da variavel peso de graos ser amplamente
utilizada, ela nem sempre pode estar associada a produtividade, em virtude de variagdes no nimero
de graos por espiga, nimero de espigas por planta, etc. Portanto, o maior peso de graos nem sempre
reflete as maiores produtividades,

O grafico de PCA (Figura 6) indica que ndo existe uma correlagdo direta entre peso total e
incidéncia, este fator ¢ suportado também pelo resultado da correlag@o, indicando que a incidéncia
da doenga ndo estd diretamente relacionada com a producdo, o que ¢ comentado por Guimaraes et
al. (2017).

Para as andlise de produtividade ndo houve diferenga significativa entre as progénies F23. O
plantio no periodo da safrinha teve grande influéncia sobre a produtividade da planta, de modo que
a falta de chuva no periodo de enchimento de grios comprometeu severamente a producdo. Na
safrinha, normalmente, as condi¢des climaticas ndo sao tao favoraveis como na safra. Além disso, a
alta homozigose, presente nas progénies F2:3 reduz a expressdo de caracteres que contribuem para
um melhor ajustamento as mudancas ambientais, resultando em plantas mais vulneraveis as
variagdes ambientais do que os hibridos, que sdo altamente heterozigéticos. Portanto, espera-se que
o hibrido apresente produtividade superior as progénies F».3. Em virtude das condi¢des ambientais
as médias de producdo, para todas as progénies foram baixas, até mesmo para as testemunhas.
Associado a isso e ao genotipo das progénies, que ¢ altamente influenciado pelo ambiente obteve-se
uma variancia ambiental de grande magnitude, o que ndo ¢ desejavel. A significincia para a interagdo
Progénie x Testemunha mostra que os hibridos foram significativamente superiores quando
comparados com as progénies.. Apesar disso o coeficiente de variacdo foi de moderada magnitude
(36%), indicando precisdo moderada.

A herdabilidade pode ser considerada de moderada magnitude, o que permite um bom
progresso com a selecdo. O ganho apo6s um ciclo de sele¢ao foi de 10,25%, em ciclos iniciais de

selecdo ¢ esperado que os ganhos sejam maiores que em ciclos posteriores, portanto estes valores
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sdo coerentes com a realidade (Ocampos, 2016). Concluimos que as progénies 69 e 61 e 110 tiveram
os maiores desempenhos para resisténcia e no teste de produtividade, podendo ser bons candidatos
para a continuacdo do programa de sele¢do para a resisténcia.

Como mencionado em muitos estudos (CEBALLOS et al., 1992; ZILA et al., 2013), o fator
ambiental tem grande influéncia no estudo da resisténcia a F. verticillioides e a classificagdo dos
genotipos quanto aos niveis de resisténcia requer uma avaliagdo em diferentes locais e épocas. O
fato dos parentais utilizados ndo serem totalmente contrastantes impossibilitou as estimativas dos
compontes genéticos de varidncia. Concluimos que a existéncia de varidncia genética dentro das
geragdes segregantes indica a presenca de variabilidade genética para resisténcia a F. verticillioides,
o que ¢ crucial para a obten¢do de ganhos. Além disso, a ndo existéncia de variancia genética entre
progénies para o carater produtividade ¢ um indicativo de que se deve aumentar o nimero progénies
avaliadas para a andlise de produtividade. A expressdo do gene LOX9 foi contrastante entre os
tratamentos, mostrando sua importancia para resisténcia e eficiéncia na validacdo dos gendtipos. Em
suma, as progénies 61, 69 e 110 tiveram os maiores desempenhos para resisténcia e no teste de
produtividade e devem ser selecionadas para programas de melhoramento para resisténcia a F.

verticillioides.
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INTROGRESSION TO THE TAR SPOT COMPLEX IN MAIZE
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ABSTRACT

Tar spot complex (TSC) is a highly destructive disease of maize, native from Latin America
countries. This complex causes significant grain yield losses and threatens the global food security.
The use of resistant cultivars is the most appropriate strategy to mitigate the negative effect caused
by the disease. In order to obtain resistant cultivars, it is crucial to identify sources of resistance. The
goal of'this study was to identify potential new soucers of TSC resistance present in accessions from
germplasm bank. It was evaluated eight bi-parental populations, obtained from crosses between: two
accessions (GUAT153 and OAXA280) and four CIMMYT Maize Lines (CMLs). The experiments
were sown in two environments that show high incidence of TSC, in years 2014 and 2015. In the
first generation it was evaluated 815 semi-inbred lines from eight families obtained through
backcrosses. After a cycle of selection, 264 semi-inbred lines were evaluated in El Portillo. Plant
phenotyping was performed 14, 21 and 28 days after flowering, using a diagrammatic scale. The
BLUPs of each semi-inbred line were obtained. It was performed a genome wide association analysis
(GWAYS) using the DArT-Seq platform to generate genomic profiles from population. The product
of amplifications was sequenced by Illumina HiSeq2500. A total of 8,401 SNPs was utilized. The
population originated from the accession GUAT 153 hadthe best performance to phenotypic analysis.
The heritability and selection gain was 0.62 and -0.903. Eleven significative SNPs of small effect
were identified. The families originate between the crosses with CMLs and accession GUAT153
show the major frequency of favorably alleles for resistance in the total population. The
characterization of this accession is important to identify potential materials to be used for the
introgression of resistance alleles. The introgression of small effect alleles plays a crucial role in the
resistance background and contributes to the obtaining of genotypes with lasting resistance.

Key-words: Disease resistance. Germplasm bank. Zea mays.
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RESUMO

O complexo tar spot (Tar Spot Complex - TSC) ¢ uma doenca altamente destrutiva para a cultura do
milho, nativa dos paises da América Latina. Esse complexo causa perdas significativas no
rendimento de grdos e ameaga a seguranga alimentar global. O uso de cultivares resistentes ¢ a
estratégia mais adequada para mitigar o efeito negativo causado pela doenga. Para obter cultivares
resistentes € crucial identificar fontes de resisténcia. O objetivo deste estudo foi identificar potenciais
fontes de resisténcia ao TSC presentes em acessos do banco de germoplasma do CIMMYT. Foram
avaliadas oito populacdes bi-parentais, obtidas de cruzamentos entre: dois acessos (GUAT153 e
OAXA280) e quatro CIMMYT Maize Lines (CMLs). Os experimentos foram semeados em dois
ambientes que apresentam alta incidéncia de TSC, nos anos de 2014 e 2015. Na primeira geracao,
foram avaliadas 815 linhagens semi-endogdmicas de oito familias obtidas por meio de
retrocruzamentos. Apds um ciclo de sele¢do, 264 linhagens semi-endogamicas foram avaliadas em
El Portillo. A fenotipagem das plantas foi realizada 14, 21 e 28 dias apos o florescimento, utilizando
uma escala diagramatica. Os BLUPs de cada linha semi-endogamica foram obtidos. Foi realizada
uma analise de associacdo genomica ampla (GWAS) utilizando a plataforma DArT-Seq para gerar
perfis gendmicos da populagdo. O produto das amplificagdes foi sequenciado pela Illumina
HiSeq2500. Um total de 8.401 SNPs foram utilizados. A populagdo oriunda do acesso GUAT153
teve o melhor desempenho para andlise fenotipica. A herdabilidade e ganho de selecao foi de 0,62 e
-0,903 respectivamente. Onze SNPs significativos de pequeno efeito foram identificados. As
familias que se originaram do cruzamento das CMLs com o acesso GUAT153 mostraram maior
freqiiéncia de alelos favoravéis para a resisténcia. A caracterizacdo destes acessos ¢ importante para
identificar potenciais materiais a serem utilizados para a introgressdo de alelos de resisténcia. A
introgressao de alelos de pequeno efeito desempenha um papel crucial no contexto de resisténcia e
contribui para a obtencdo de gendtipos com resisténcia duradoura.

Palavras-chave: Resisténcia a doencgas; Banco de germoplasma. Zea mays.
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1 Introduction

Tar Spot complex (TSC) is one of the most important foliar diseases in maize (CAO et al,,
2017). This disease was first reported in México at the beginning of last century and has spread to
the tropical and subtropical regions of the south and central America. Currently, TSC was reported
in the United States of America (RUHL et al., 2015; McCOY et al., 2018; MOTTALEB et al., 2019).

The complex is formed from the interaction of at least three fungal species: Phyllachora
maydis, Monographella maydis and Coniothyrium phyllachorae (HOCK et al. 1992). Phyllachora
maydis always is the first to appear, it causes black spots of circular format of approximately 1-2
mm of diameter (HOCK et al., 1995). Subsequently appears Monographella maydis, this is a
common benign saprophyte, but, in the presence of P. maydes, M. maydes become highly virulent
and pathogenic, causing a brown elliptic necrotic hallo (MAHUKU et al., 2016). Coniothyrium
phyllachorae function in this complex is not completely known, however is found with high
frequency in the injuries. The combination of the symptoms of the main pathogens gives rise to the
known “fish-eye”, originating from the elliptical form containing a black spot in the center. (HOCK
et al. 1995).

In susceptible genotypes under favorable environmental conditions, the complex can destroy
80% or more of the leaf area in a period of 08-14 days (BAJET et al.,1994; CEBALLOS; DEUTSCH,
1992), and can cause a reduction in ears weight and loose kernels. There are reports of yield losses
of up to 70% in the mexican state of Oaxaca, besides other states with histories of devastation
superior to 40% such as Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz, Chiapas, and Guerreiro (HOCK et
al., 1989). In Guatemala, the losses were of 75% in the crop year 2008/2009. In 2015, injuries
occasioned by P. maydis was detected in Illinois and Indiana, and in 2016 in Florida, USA (RUHL
et al., 2016). In 2017, fields in Michigan had up to 90% infected plants with up to 80% disease
damage on individual leaves (McCOY et al., 2018).

The best way to control this disease is developing resistant maize varieties and hybrids, this
is the most cost-effective and environmentally friendly way to ensure the productivity and grain
quality, and can easily be adopted by smallholder farmers (CEBALLOS; DEUTSCH, 1992;
MAHUKU et al., 2016).

82



However, there is no currently improved genotype resistant to TSC, therefore it is necessary
to resort to germplasm banks. The use of genotypes from germplasm banks is not a very popular
alternative among plant breeders. One of the inconvenience of this process is the difficulty in
identifying genetic resources that contain the alleles for the genes of interest, which requires the
evaluation of a big number of genotypes and molecular analysis. In addtion, the genotype with the
interesting allele is normally a landrace material which carries many wild genes, that were excluded
in the long process of domestication, and the insertion of “crioulo” materials in a program may delay
the progress to obtain genotypes with good agronomic traits such as high yield (PIXLEY et al,,
2018).

The International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT) has worked in the
maize germplasm improvement for approximately 30 years. CIMMYT has the largest maize
germplasm bank in the world and is currently the only institution developing research for TSC
resistance. Several maize populations with increased resistance to TSC have been selected in
highlands and downlands areas where there is high disease pressure for TSC (CIMMYT, 2016).

The breeding strategy consisted of identifying resistant genotypes to TSC in the CIMMYT
germplasm bank collection. The accessions selected were crossed with elite CIMMYT Maize Lines
(CMLs). The breeding strategy is either to develop inbreed lines from the Fis or from backcross
populations using the elite lines as the recurrent parent. Then proceeded with selection for the
primary trait and for general agronomic performance which included the selection for combining
abilities by evaluating testcross hybrids of the experimental lines crossed to the elite testers. The goal
is to facilitate the effective use of genetic resources to accelerate the development of improved
varieties resistant to TSC (PIXLEY et al., 2018).

Knowing the genetic basis of TSC resistance is very important for the conduction of breeding
programs. Two important studies of genetic control were carried out to elucidate the genetic
mechanism behind the resistance. Ceballos and Deustsch (1992), affirm that the trait have a dominant
effect, controlled by a dominant gene. However, studies carried out by Hernandez-Ramos (2015)
showed that both GCA (general combining ability) and SCA (specific combining ability) were
significant, indicating the presence of additive and dominant effects determining the resistance to

TSC.
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The efficacy of selection and introgression of TSC resistant genes into elite germplasm can
be enhanced with the use of molecular approaches. The genome-wide association study (GWAS) is
a promisor method to detect associations between allele or genotype frequency with high resolution
(TAM et al., 2019). This approach explores the variations in the collections of study aiming to
identify genetic loci responsible for the trait of interest, therefore GWAS permits an analysis of
genetic architecture of complex traits (YAN et al., 2011) such as disease resistance, maturity and
flowering.

In light of the above, this study aimed: identify between two accessions which has the greatest
potential for introgression of resistance alleles in CIMMYT elite materials; identify resistance-
associated candidate genes different from those present in the CLNW247 elite line, in order to
complement the resistance to TSC; and understand the role of the candidate genes in the resistance,

in order to elucidate the resistance architecture.

2 Material and Methods

2.1Population development

The accessions OAXA280 and GUAT153 and the CIMMYT Maize lines: CML9, CML264,
CML503, CLWN247, all deposited in the germplasm bank from CIMMYT, was crossed to develop
eight families (“CML9 x OAXA280”, “CML9 x GUAT153”, “CML264 x OAXA280”, “CML264
x GUAT153”, “CML503 x OAXA280”, “CML503 x GUAT153”, “CLWN247 x OAXA280” and
“CLWN247 x GUAT153”). In a previously study performed at CIMMYT serveral accessions from
CIMMYT Germoplasm Bank were evaluated to TSC resistance. The accessions OAXA280 and
GUATI153 was selected as resistant to the disease and considerated potentioal new sources of
resistance to be used in breeding programs (CIMMYT internal information). The parent CLWN247
is a known TSC tolerance source (CIMMYT, 2016). The F; plants obtained from these crosses were
backcrossed with the recurrent parents (CML’s), giving rise to the BC, and later auto pollinated.

Considering all the families, 815 BC;S; semi-inbred lines were obtained. The next generation
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(BC1S2) was formed with 264 semi-inbred lines, selected from BC;S;. The lines CML494, CML550

and CML576 were used as checks in the second generation.

2.2 Tar spot evaluation and experimental field design

Experiments were conducted in two sites: El Portillo, in Chiapas state, México, and Petén,
Guatemala at 16.59° N, 93.44° W, and 16.9° N, 90.90° W, respectively. These regions are known to
have high and natural TSC disease incidence. Disease severity was evaluated three times, the first
evaluation was conducted approximately two weeks after flowering, then second and third
evaluations were conducted at an approximately 7 day intervals. The reaction score and severity was
evaluated using a scale ranging between 0 and 5, where: 0= highly resistant (HR) - no visible disease
symptoms identifiable 1 = Very resistant (Some lesions on the leaves below the cob; 2 to 10% of the
affected leaf area); 2 = resistant (R) - moderate lesions, disease symptoms covering approximately
30 % of the leaf area; 3 = moderately susceptible (MS) - 50 % of the leaf surface have disease
symptoms; 4 = susceptible (S) - many or severe lesions, leaves which may have a few lesions, this
coalesced and blighted or 70 % of leaf surface has disease symptoms; 5 = highly susceptible (HS) -
all leaves are dead or disease symptoms on >80 % of the leaf surface (CEBALLOS; DEUTSCH et
al., 1992).

The generations BC;S; was evaluated in the 2015 crop season in El Portillo and Petén, and
in 2016 the generation BC1S; was evaluated only in El Portillo. This experiment was design to be
evaluated using a spatial analysis method. This is a posteriori analytical method that improves the
performance of a field experiment (BURGUENO et al., 2010). The number of plots in the row and
column to each environment was 15 x 60, this enables a good estimation of the autocorrelation
parameters. The raw data for TSC incidence were corrected for plot-to-plot variability using an
autoregressive model fitted using the direction of the rows and the columns of the spatial coordinates
(GILMOUR et al., 2009). The R statistical software was used to all statistical analysis (R CORE

TEAM, 2015). The incidence was calculated based on the number of individuals who scored above
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0 on the total of individual. The severity was calculated based on the number of individuals

presenting grades 1 to 5. The higher the score, greater the severity.

2.3 Phenotypic data analysis

The incidence of TSC on the plants were measured based on ordinal scales, therefore this
variable follows a multinomial distribution. The ordinal data were analyzed using a generalized
linear model with log link function. The models were fitted using the R library MCMCglmm
(HADFIELD et al., 2011), which uses a Bayesian Markov chain Monte Carlo (MCMC) technique.
The model was run for 1.6 million iterations with a burn-in of 150.000, a thinning interval of 100
and priors. The traits male flowering days (MFD) and female flowering days (FFD) were considered
in the model. These traits are closely related to the infection incidence. In the model, the factor score
was fitted as fixed effects and the genotypes, range and row as random effects. Heritability on an
entry-mean was estimated from the variance components as the ratio of post mean from entry and
units, row and column. The best linear unbiased prediction (BLUP) of each entry was calculated per
and across environments and for the generations BCiS; and BC1S;. Analyses were performed using

the package MCMCglmm in the R software (R CORE TEAM, 2015).

2.4 Genotyping and Quality control

The DArT-Seq (SANSALONI et al, 2011) platform, developed by Diversity Arrays
Technology (DArT P/L), was used to generate genomic profiles of the parents (CMLs) and the semi-
inbred lines from BC;S; and BC;S». It was carried out in the Genetic Analysis Service for Agriculture
(SAGA) facility at CIMMYT, Mexico. DNA samples were extracted from a bulk of 30 plants for
each individual semi-inbred lines from BCI1S1 and BC1S2. The samples were submitted to
restriction enzymes to obtain the DArT-Seq markers. The enzymes utilized were the Pstl (CTGCAGQG)
and Nspl (CATG). Barcode adaptors to PSt/ and Nspl, which allows multiplexing 96 samples, were

linked to the restriction fragments. The resulting products amplified with high quality were
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sequenced using the sequencer Illumina HiSeq2500 (www.illumina.com) (Illumina Inc., San Diego,
CA).

It was utilized a DArT P/L analytical pipeline to generate allele calls for SNP
(http://www.diversityarrays.com/software.html#dartsoft). A set of filters was applied to the SNPs
results to ensure a high-quality selection. To identify the markers position on the chromosomes, the
sequences of the DNA fragments were BLASTed against the Zea mays L. reference genome (B73
RefGen v4). The genotypic analysis performed for the two populations generated 23,153 DArT
markers distributed across ten chromosomes. A new step of quality control was performed, the
markers with minor allele frequency (MAF) < 5% were excluded and a call rate of 95% used. The
imputation of missing data was performed by the Wright method carried out using the R package
snpReady (GRANATO; FRITSCHE-NETO, 2018) by the function raw data, and it resulted in a
profile of 8,401 SNPs.

2.5 Genome-Wide Association analysis

For BC1S1 generation the GWAS analyses were run for each individual environment (El
Portillo and Petén) and a joint analysis. For the BC;S, generation the GWAS was run only for El
Portillo enviromenton. BLUPs calculated across populations and environments were used. After the
whole filtering processA total of 8,401 SNPs were used for GWAS. The GWAS was performed
using the Fixed and Random Model Circulating Probability Unification (FarmCPU) (LIU, 2013)
method in R v.3.5.1 (R CORE TEAM, 2015). The mixed linear model (MLM) fitted was: y = XP +
Zu + e, where y is the vector of adjusted observation (BLUPs); B is the vector of the fixed effects of
intercept, single markers, and the first principal components used for population structure control; u
is the vector of random additive effects; e is the vector of residuals; the X is the incidence matrix of
fixed effects; Z is the genotype incidence matrix constructed by VanRaden’s genomic relationship
matrix.

Traditional genetic evaluations based on the pedigree do not identify individual alleles. Based
on this, VanRaden et. al, (2008) suggested that using a large number of tags covering the wide

genome could calculate genetic similarity more accurately than a pedigree-based relationship matrix,
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this is because genetic covariance would be calculated based on the actual proportion of alleles of
the genome that are identical by descent. The estimation of genomic relationship matrix was created
using the function of the snpReady package, with the VanRaden method. Principal component
analysis (PCA) was executed using snpReady function and, the first three PCs were used to correct
the population structure. A bi-dimensional plot of the first two principal components was drawn
to visualize the population stratification among semi-inbred lines and the parents. The genome-
wide significance thresholds (0.05/N) were corrected using the Bonferroni algorithm. The P-value
of each marker was calculated, and a Manhattan and quantile-quantile plots were created using the

GWAS results from FarmCPU package.

2.6 Candidate genes associated with TSC

The significant SNPs were obtained by GWAS. It was performed an analysis for each
environment and generation separately. The reference genome B73 RefGen v3 was used for the
identification of candidate genes associated with TSC via Maize GDB genome browser

(https://www.maizegdb.org/).

3 Results

Phenotyping

The 815 semi-inbred lines from BC;S; and the 264 semi-inbred lines from BC;S; were
evaluated for resistance to TSC in the years 2015 and 2016. Estimates of genetic and residual
variance as well as heritability in the broad sense across generations and environments were
obtained. On the generation BC;S1, high value for heritability (62%) was found on the joint analysis
showing the predominance of the genetic effect over the trait. The heritability on the individual

analysis for El Portillo and Petén was reasonable high with respective values of 31% and 42% (Table

88



1). For the BC;S> generation it was found a heritability of 42% showing that the genetic effect is
being kept through generation due the fact that the BC;S> is a selection of the resistant genotypes
from BC;Si. According to the 79% accuracy there is an acceptable variance in TSC observed in the

experiments for all environments.

Table 1 - Estimation of additive genetic variance (0), residual variance (0¢) and broad sense

heritability (A?) for the joint and individual analysis for BCiS; and BC:S, in the different
environments.

Generation a; ol h? Accuracy

BCiSy Joint 33.43 14.920 0.6262 0.7913
Petén 10.36 0.935 0.4194 0.6476
El Portillo 2.60 1.297 0.3078 0.5477

BCiS2 El Portillo 33.18 4.72 0.4184 0.6468

In figure 1 it is possible to visualize the number of genotypes in relation to the scores
attributed to the severity of the disease. Three weeks after flowering, the BC1S; generation sown in
El Portillo had 82.31% of the plants with disease incidence where 27.96% of the families were
susceptible and highly susceptible, and 17.40% highly resistant. In Petén, 79.58% of plants had
disease incidence, with 37.85% presenting susceptibility and high susceptibility, and 27.42% of
genotypes were high resistant (percentages calculated based on the histograms - Figure 1). On the
BCiS2 generation a high percentage (93.56%) of resistant genotypes was found which shows

consistence from the BC;S; selection. The BC;S, sown in El Portillo showed 100% incidence.
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Figure 1 — Histograms of the number of semi-inbred lines showing the different levels of disease
severity for individual analysis in both locations El Portillo (A) and Petén (B)for the BC;S; and for
individual analyze for BC;Sz (C). “0” was considered a lack of incidence, so it was not included to
measure severity.

Among 815 BC;S; semi-inbred lines evaluated for TSC response, 106 were selected as best
performing, and used to compose the next generation BC;S>. Of the 106 semi-inbred lines selected
47.2% had the best genetic value. Considering the generation BC;S; regardless of the environment,
the average for TSC severity rate was higher for the CML503, CML264 and CML9 when compared
to CLWN274, regardless of the accession with each the lines were crossed (Figure 2). Among the
15% best BLUPs it was found that 96% were derived from CLWN247. Among the four CMLs used

as parents for the BC;S; populations, CML503 and CML264 had mean scores ranging between 4
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and 5. In contrast, the CLWN247 was highly resistant in both areas, with average scores of 1-2
(Figure 2).

Based on the BLUPs, it is observed that 72% of the best semi-inbred lines presented
GUAT153 as parental, showing its superiority to OAXA280. After a cycle of selection, the genetic
gain was -0.903 using a selection intensity of 15%. In figure 1C (BC1S) it is presented the progress
achieved with a selection of the best 15% genotypes, the displacement of the curve in the sense of
reducing the note shows the phenotypic gain after the selection, because the lower means indicates

less disease incidence.
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Figure 2 — BLUP values of CMLs performance to TSC infection in Petén and EI Portillo
environments on the BC;S; generation.

3.2 Genome-Wide Association analysis

For the GWAS, it was obtained the BLUPs for both environments and generations, and for
the joint analysis across environments. The principal component analysis revealed the presence of a
clear distinction between population structure in BC;S1, using the first two PCs (Figure 3). For figure

3C and 3D it can see that the CLWN247 and CML9 form two different groups isolated, while
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CML246 and CML503 are mixed together. The figure 3D shows that CLWN247 is the most
divergent among the lines for this trait. The same is observed when we analyze all families together.

For each Manhattan plot carried it was obtained a different threshold. The quantile-quantile
(QQ) plots were generated to detect inflation of statistics due to population stratification (Figure 4).
Using the data from Petén, BC:Si, we found 4 significative SNPs distributed in the chromosomes 4
and 5 (Figure 4A). The environment El Portillo does not show significative SNPs (Figure 4B). In the
joint analysis, BC1S1, were found 7 significative SNPs localized in the chromosomes 2, 4, 5, 7 and
8 (Figure 4C). The generation BC;S> shows two significant SNPs, in the chromosome 8 and 10
(Figure 4D). The genes localizing at a 50 kb sliding window were considered as possible candidate
genes. The B73 maize genome was used as the reference sequence to identify the candidate genes

(Table 2).
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Figures A e B: Grouping based in accessions GUAT153 and OAXA280 information; C e D:
Grouping based on the CLMs information; E e F: Grouping based in the information from the eight

different families considering BC;S; generation
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Three significative SNPs in the chromosomes 5 were detected by Petén individual analysis
and by joint analysis, in the BCiS;. Of the three SNPs identified in this chromosome, the SNP
M14218 was consistent in both analyzes, individual and joint analysis. The same occurs for SNP
M12279, in chromosome 4, which was observed in the joint and individual analysis (Table 2).

In the chromosomes 7, 8 and 10 it was identified only one SNP for each chromosome. These
significantly associated SNPs explained in total 4% of the total genotypic variance. The SNPs of
major effect were: M25903 (BC1S2), M22917 (BC:Sz) and M12874 (BC;S;-Individual analyses for
Petén) in the chromosomes 10, 8 and 4 respectively. The presence of these is directly associated with
increased resistance, and consequently decreased scores. The Table 2 also shows the marker effect
for the average of the populations. Significant SNPs were found in six out of ten different
chromosomes of the maize genome. It was identified 11 candidate genes associated with resistance
to TSC. The putative candidate genes were identified and their functions and classes are described

in table 2.
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Table 2 — Significant SNPs from the Genome-wide association study (GWAS) for TSC resistance in the semi-inbred lines for both

environments (Petén and El Portillo) and generations and their candidate genes.

Origin SNP Chr Position MAF P-value Effect Candidate Gene Annotation
BCS2 M25903 10 8210206 0.38492063 7.67E-08 -0.6148515  Pentatricopeptide repeat GRMZM2G163550
BCS2 M22971 8 167679415  0.30753968 2.30E-08 -0.3441116  Trichome birefringence-like GRMZM2G096169
PE M12874 4 228565433  0.06291391 1.03E-05 -0.29466284 Extra-large G protein-related GRMZM2G016923
PE M15506 5 195874900  0.15496689 6.81E-06 -0.20696661 Heat shock protein Dnal Zm00001d017435
JA M5529 2 112222523  0.45380774 2.30E-06 -0.16059917 ABC transporter GRMZM2G167658
JA M22234 8 133.860.810 0.18476904 3.14E-06 0.14601839  DNA methyl transferase 6 GRMZMG069599
JA M19411 7 109391319  0.48626717 2.06E-06 0.17252626  HAUS augmin-like complex subunit5 ~GRMZM2G055917
PE-JA  MI12279 4 183563582  0.47284768 1.07E-05 0.2071679 DIS3-like exonuclease 2 GRMZM?2G405815
JA M15091 5 167738986  0.23970037 1.47E-08 0.21228654  Dirigent protein GRMZM2G015333
JA M18617 7 5662218 0.08114856 4.39E-08 0.31415311  Aluminum-induced protein Homologl GRMZM2G003762
PE-JA M14218 5 50005465 0.26754967 3.59E-06 0.32977185  EF-hand Ca’+-binding protein CD; GRMZM?2G340807

BCS2: Back cross S2. PE: Péten; PO: El Portillo; JA: Joint Analysis. MAF: Minor allele frequency.
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Figure 5 — Frequency of alleles corresponding to significant SNPs in each of the eight families. Code
“A*” represents the resistance favorable allele, and "a" represents the non-resistance allele. The use of
this code is illustrative only, and does not indicate dominance or recessively effect. “A” represents the
favorable allele, and “a” the unfavorable allele.

Figure 5 shows the allele frequency for each significative SNP in the eight families studied.
Since the parent lines (CMLs) were genotyped, the origin of the resistance allele can be identified.
Therefore, if the lines do not present the alleles, they must come from the accessions.

The SNPs M25903 and M22971 show a negative effect (Table 2), so its presence contributes to

resistance decreasing the disease score in the populations. From figure 5A it is clear that CLNW247
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presents the allele A*. Comparing the families obtained by crossing the CLNW247 with both
accessions, it is observed that the GUAT153 x CLNW247 family presents higher frequency of favorable
allele compared to the OAXA280 x CLNW247 family, indicating that the GUAT153 access is a
potential donor of this allele.

The SNP M12874 is not observed in any of the CMLs (Figure 5B). However, both accesses
carry this allele. The allele frequencies in the families generate by GUATI153 is higher than those
generated by the OAXA280 parental, showing that this access is best indicated as a donor. The SNP
M15506-associated allele is present in all CMLs (Figure 5C). It is not possible to measure which
accession contributes most to this allele, since the frequencies between families formed by the different
accessions are very close.

Among the CMLs the SNP M5529 allele is observed only for the CLNW247 line (Figure 5D).
Evaluating the families originated by CMLs that do not have this allele, we can infer about the origin
of the allele and which accession shows a higher frequency of this in the population. It should be noted
that both accesses are allele donors, and the GUAT153 has a higher frequency than OAXA280.

SNP M22234, M19411, M12279 and M1509 show a positive effect (Table 2), therefore the
presence of this allele contribute to increase the population average and decrease the resistance. It is
observed that the lines present favorable and unfavorable alleles. For all families it is observed a
tendency to have a higher frequency of unfavorable allele than the lines (Figure 5 E, F, G, and H). This
indicates that both accessions contribute in greater proportion with non-resistance alleles to the
population. For the M15091 SNPs, we observed that the families formed by the GUAT153 access have
a higher frequency of favorable alleles. For M19144 families derived from OAXA280 access have
higher frequency of favorable allele.

The unfavorable resistance allele for SNP M18617 is not presented in any of the CMLs (Figure
5I). The accessions are the donors of this allele. The difference between the frequencies of this allele
between the populations of GUAT153 and OAXA280 is very small, so we cannot infer the best access.
Similar situation is observed for SNP M14218 (Figure 5J), however in this case, the CML9 and
CLWN247 have both alleles. Moreover, we can infer about the superiority of GUAT153 access as a

favorable allele donor.
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4 Discussion

In Mexico and South America mostly of maize production is done by smallholder farmers. The
Tar Spot Complex (TSC) has substantially prejudiced these farmers, and now, with the advance of the
disease in northern America, it treats the most important maize producer in the world (DIEGUEZ, 2014;
MUNKVOLD, 2003). To control the negative effects of the TSC, breeding programs need to obtain
effective resistance sources to the pathogen (MAHUKU et al., 2017). It is natural to find resistance
sources of pathogens in areas where the disease pressure is high. The accessions OAXA280 and
GUATI153 used in this study are originated respectively from Oaxaca State in Mexico and Guatemala,
which are locations with high pathogen pressure with a historical record of TSC occurrence
(PEREYDA-HERNANDEZ et al., 2009). The averages and the BLUPs show that among these
accessions utilized, GUAT153 is the most promising landrace for TSC resistance. The best genotypic
values were observed in the families derived from CLWN247, which confirms the superiority of this
line as a resistant source as related by CIMMYT (2016).

A broad array of maize genotypes was used to cover all variability generated by the segregating
populations and to obtain a reliable phenotypic data. Based in the percentage of pathogen incidence and
experimental accuracy observed for both environments El Portillo and Petén, it can be inferred that the
pathogen pressure was similar in both locations. This is important for the precise phenotypic
characterization and the identification of the genotypes with the best performance, and is essential to
evaluate the stable expressed genomic region (YANG et al., 2019).

The broad sense heritability in the joint analysis is considered of high magnitude (62%)
providing a high accuracy which resulted in an efficient selection based in the scores. The successful
selection effect can be observed in the second generation. After the selection, a high population progress
was observed, with this the disease severity means decreased considerably, and occurred a substantial
increase in the proportions of resistant genotypes. In this generation (BC:S>), only 6.43% of genotypes
were considered susceptible and moderate susceptible while 58.71% of populations were considered
highly resistant. The selection gains obtained after only one cycle of selection was very high (-0.903)
indicating that in just a few cycles it is possible to obtain a resistant population without reducing its

variability. This is an important point to encourage breeding programs. Based on the genotypic value
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of the genotypes a set of maize inbred lines were identified as highly resistant to TSC across
environments.

The relationships matrix, presented in figure 3 (A, B, C, D), shows the distribution of the
families based on the genotypic information of the CMLs and the accessions. The PCA 1 (44%) and 2
(4,4%) show that the CML503 and CML264 are in the same group while the CLWN247 and CML9
are clustered in two different groups. It can be inferred that CML503 and CML264 have a common
group of alleles that are probably not related to TSC resistance, whereas CLWN247 and CML9 have
alleles for resistance divergent from each other. The figure 3C and 3D explained by PCAs 1 and 3
shows that CLWN247 is the most divergent genotype.

The PCA 1 and 3 of the figures 3 B show that genotypes coming from the accessions are
divergent from each other. For the introgression of resistance genes, it is important that different sources
of resistance are evaluated. The discovery of different genes for resistance and inclusion of these in a
breeding population increases the genotypic value of the individuals and allows greater success with
the selection. Besides knowing about the genetic variability of the resistance sources, it is important to
infer about the frequency and the effect of genes involved in the resistance for each population
(MAHUKU et al., 2016).

In this study, GWAS was performed to detect the genetic variation to TSC resistance between
the accessions OAXA280 and GUAT153 as well as to identify the magnitude of the contribution of
these accessions for the resistance. Identifying the genomic regions associate to TSC resistance is an
important step on the process of finding resistance sources.

Herndndez-Ramos (2015) reported that the additive and dominant genetic effect have an
influence on the resistance with additive effects being the most important. Disagreeing with Ceballos
(1992), who considered TSC resistance to be a trait that was dominated only by a few genes and having
a QTL of great effect. Mahuko (2016) e Cao (2017) identified the possible QTL reported by Ceballos
on chromosome 8, and called it gR#sc8-1g8. In this study, this QTL is presented in the CLWN247
(CIMMYT, 2016), conferring high superiority to the trait. SNP M22971, located on chromosome 8, is
close to gRtsc8-1q8.

Despite it and assuming that the quantitative resistance involves a set of different genes, we
consider that a large range of mechanisms and multiple pathways are required to the resistance, whether

in innate or specific immunity (POLAND et al., 2009). Base on that, we can infer that even if a major
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QTL, responding for a significant part of the resistance, it is expected that many regions in the genome
are involved in this process. We also attribute to small effect QTLs, spread over many chromosomes,
an important role in the resistance. In this study we identified the influence of regions on the
chromosomes 2, 4, 5, 7, 8 € 10 in the resistance.

Eleven SNPs significantly associated with TSC resistance were localized in six out of ten
different chromosomes. The total genotypic variance explained by all significate SNPs found in this
study was <4 %, therefore the regions that contain these significant SNPs can be regarded as a relatively
minor effect and can have a moderate role in the background of the resistance.

We were able to identify the origin of some alleles and infer about the frequency of these alleles
in the population (Figure 5).

The M25903, M22971, M12874 and M5529 SNPs had a negative effect, thus their presence
contributes to the resistance. For these SNPs, we observed that for most families evaluated, the
GUATI153 accession is the one that contributes most as a donor of these alleles, increasing the
frequency of them in the populations (Figure 5 A, B and D).

Both accession GUAT153 and OAXA280 and some CMLs are donors of SNP M22234,
M19411, M12279 and M150911 SNPs alleles, which show a positive effect. Therefore, for these
markers, these do not contribute positively to the resistance. In this case only alleles derived from CMLs
are interesting (Figure SE, F, G and H).

The frequencies of the M19144 and M1509 positive effect SNPs, which are unfavorable to
resistance, are higher in most populations derived from OAXA280. Thus, it is inferred that the
GUAT153 access contributes to increasing the frequency of favorable resistance alleles.

The comprehension of the role and functions of candidate genes is necessary to understand the
mechanisms involved in the resistance to TSC in maize. Two putative candidate genes were identified
in chromosome 4. The candidate gene extra-large G (XLGs) was identified on the chromosome 4. The
protein codified by XLGs acts directly with a set of subunits (G, and Gy) to mediate plant immunity.
The Arabidopsis mutant deficient in XLGs, G, and Gy are similarly compromised in several pathogen
defense responses, including disease development and production of reactive oxygen species
(MARUTA et al.,, 2015). XLG2 physically interacts with all three possible GBy dimers at the plasma
membrane and act in the signalization process. Studies utilizing double, triple, and quadruple mutants

show that XLGs and Gy functionally interact in the same defense signaling pathways. In addition, the
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mutation in XLG2 suppressed the seedling lethal and cell death programmed phenotypes, showing the
importance of this gene in one of the most important mechanism of resistance (LIU et al., 2013).

In chromosome 5, three significant SNPs were observed and two of these had a negative effect
against resistance (Table 2). The putative candidate genes that codify for calcium-binding proteins
show a negative effect for resistance. The calcium has an important role in plant stress responses
participating in many hormonal and environmental signals including biotic and abiotic stresses (DAY
et al., 2002). Calcium-binding proteins belong to the EF-hand super-family and are involved in the
regulation of all aspects of cell function. EF-hand motif is a helix-loop-helix structure that can bind a
single Ca?" ion. The sensor of calcium, that are the EF-hand proteins, can be induced by various
environmental stresses, and generate a cascade of signals in response of it. We assume that stress
conditions such as water or salt stress, conditions common to the time and the region where the
experiment occurred, may have contributed to the expansion of the disease. Thus, the increase in the
expression of genes involved in Ca signaling reflects the drop in plant resistance.

The candidate gene member of the heat shock proteins (HSPs), found in chromosome 5, present
a positive effect for resistance. In the resistance response, the plant uses a set of proteins of immunity
innate system as the recognition receptors (PRRs) or resistance (R) proteins. The HSPs play an
indispensable role as molecular chaperones ensuring the quality control of plasma membrane-resident
PRRs and intracellular R proteins against potential invaders (PARK et al., 2015). The presence of this
protein can contribute to TSC resistance stabilizing important proteins directly associated with
resistance.

Trichome birefringence-like (TBL), localized in chromosome 8 (SNPM22971), is a plant
protein family proposed to encode wall polysaccharide specific O-acetyltransferases, which is involved
in the secondary cell wall formation through the deposition of cellulose. The TBL family contain a
TBL domain with a conserved glycine-aspartate-serine (GDS) signature, similar to the conserved motif
(GDSL) found in some esterases/lipases. Members of the TBL protein family had been shown to impact
pathogen resistance, freezing tolerance, and cellulose biosynthesis (GAI et al., 2017). The imposition
of physical barriers, such as the cell wall, is one of the primary mechanisms of resistance. The
deposition of cellulose hinders the penetration of the pathogen, contributing significantly for the
resistance to many pathogens. In our case it is possible that this deposition occurs mainly in the leaves,

making it difficult for the fungi of the complex to infect the plant.
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In chromosome 2 the putative ABC transporter contributes positively to the resistance. ABC
transporters constitute one of the largest protein families found in all living organisms. The ABC
transporter gene is responsible for conferring the durable Lr34 disease resistance. Observations, based
on eight independent mutations within a single putative ABC transporter gene, suggest that this gene
controls resistance to leaf tip necrosis (KANG et al., 2011).

The parent CLWN247 is characterized as being a source of resistance to TSC (CIMMYT, 2016).
The genotyping of this and others lines from CIMMYT germplasm identified an important QTL in
chromosome 8 known as gRtscS-1. This large QTL is responsible for 14.6% of the phenotypic
resistance and is observed in about 3.5% of the materials analyzed so far (MAHUKU et al., 2016).
Despite the importance of this QTL for the resistance, it is of extreme importance to identify and
introduce other QTLs and resistance alleles into the genotypes of interest aiming to integrate minor and
major QTLs into the same background in order to prolong the usefulness of this and other QTLs of
greater effect. In this study it was identified a set of markers in the accessions from CIMMYT
germplasm bank that have not been reported in previously studies.

In addition, we identified resistant genotypes to the TSC originated from the crosses between
CIMMYT lines and two landrace accessions. The accession GUAT153 and OAXA280 presented
significant SNPs with resistance-related effects not observed in the CMLs used, being GUAT153 access
the most promising donor of resistance genes/alleles. This confirms the potential of these accessions as
new resistance sources to be used in breeding programs. The development of inbred lines using these
new sources are being performed and it is a promising strategy to increase TSC resistance resulting in

a background safety if the resistance from the major QTL is broken.
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