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RESUMO: O mosaico comum do milho, principal 
virose da cultura no Brasil, tem como agente causal 
o Sugarcane Mosaic Virus (SCMV), cuja incidência 
pode reduzir em até 50% a produção. O método 
mais eficiente de controle da doença consiste na 
utilização de cultivares resistentes. Recentemente, 
um QTL de efeito maior localizado no cromossomo 
3 do genoma do milho foi detectado em uma 
linhagem tropical. O objetivo deste trabalho foi 
avaliar a expressão temporal de genes candidatos 
co-localizados com o principal QTL associado à 
resistência ao mosaico em linhagens tropicais. O 
experimento foi conduzido em casa de vegetação 
com genótipos contrastantes quanto à resistência 
ao SCMV. Amostras foliares foram coletadas entre 
zero e nove dias após inoculação na presença e 
ausência do vírus e o perfil de expressão de quatro 
genes candidatos foi avaliado por PCR em tempo 
real. Os maiores níveis de expressão foram 
observados aos 9 dias após a inoculação. Os genes 
GC_04 e GC_43 foram induzidos pelo vírus na 
linhagem L18, resistente ao SCMV, em todos os 
tempos avaliados. Já o gene GC_37 apresentou 
indução após uma hora e 9 dias da inoculação, 
tanto na linhagem resistente quanto na suscetível 
ao mosaico. O candidato GC_02 apresentou nível 
de expressão muito superior na linhagem resistente, 
em torno de 1.500 vezes em relação à suscetível. O 
padrão de expressão do candidato GC_02 o torna 
um potencial candidato associado à resistência ao 
vírus. Entretanto, novos estudos estão sendo 
realizados visando sua validação como gene de 
resistência ao SCMV. 

 
Termos de indexação:  SCMV, Zea mays L., 
Expressão gênica. 

INTRODUÇÃO 
No Brasil, o mosaico comum é considerada 

como uma das principais viroses incidentes na 
cultura do milho, tendo como agente causal o 
potyvírus Sugarcane Mosaic Virus (SCMV) 
(GONÇALVES et al., 2011; SOUZA et al., 2012a). O 

emprego de genótipos susceptíveis e a presença de 
espécies hospedeiras têm contribuído para maior 
incidência da doença, podendo reduzir a produção 
do milho em até 50% (FERNANDES; OLIVEIRA, 
1997). O método mais eficiente de controle dessa 
doença consiste no desenvolvimento de cultivares 
resistentes. Assim, a identificação de genes 
conferindo resistência ao mosaico comum é de 
suma importância para um programa de 
melhoramento de milho. Estudos sobre a resistência 
ao SCMV têm sido conduzidos com germoplasma 
de milho dos Estados Unidos, da China e da Europa 
(LOUIE et al., 1991; ZHANG-YING et al., 2008; 
UZAROWSKA et al., 2009; DING et al., 2012). 
Entretanto, informações envolvendo a base genética 
da resistência ao SCMV em germoplasma tropical 
de milho ainda são escassas. Recentemente, foi 
identificado um QTL de efeito maior localizado no 
cromossomo 3 associado à resistência ao mosaico 
comum do milho (SOUZA et al., 2012b). 
 Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a expressão temporal de genes candidatos 
colocalizados com o principal QTL de resistência ao 
mosaico comum em linhagens de milho tropical. 

 
MATERIAL  E MÉTODOS 

 

Inoculação viral em linhagens contrastantes 
quanto a resistência ao mosaico comum do 
milho 

 A experimentação foi conduzida em casa de 
vegetação em condições controladas de 
temperatura máxima diurna de 28 oC e mínima de 
16 oC. As linhagens de milho L18 e L19, resistente e 
susceptível ao mosaico, respectivamente, foram 
cultivadas em vasos de 18 L e a inoculação com o 
vírus SCMV foi realizada na mais nova folha 
totalmente expandida de cinco plantas, quando as 
plântulas apresentavam de 3 a 4 folhas. O inóculo 
foi preparado pela maceração de folhas de milho 
com sintomas da doença em tampão fosfato 0,01M, 
pH 7,4, na proporção de 1:3 (peso/volume). O 
inóculo foi friccionado na folha com o auxílio de 
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carborudum 600 mesh e lavada em seguida com 
água. Como controle, os genótipos foram também 
submetidos aos mesmos procedimentos descritos 
anteriormente sem a presença do SCMV. Um disco 
de aproximadamente 0,5 cm de diâmetro foi 
coletado da folha de cada planta nos tempos de 0 h 
(antes da inoculação), 1 h, 24 h e 9 dias após a 
inoculação com ou sem SCMV. As amostras das 
cinco plantas de cada genótipo foram coletadas 
conjuntamente em microtubos de 1,5 mL, 
imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e 
armazenadas a -80 oC. As plantas foram avaliadas 
fenotipicamente aos 15 dias após a inoculação, 
considerando-se a presença ou a ausência dos 
sintomas de mosaico.  

 
Seleção de genes candidatos 

Para a análise de expressão foram 
selecionados quatro genes candidatos (GC) co-
localizados com o QTL de efeito maior associado à 
resistência ao mosaico, localizado no cromossomo 
3 de milho (SOUZA et al., 2008, 2012b). O GC_04 
foi identificado em genótipos temperados (Gene 
Bank CD993775.1) e descrito por Ding et al. (2012). 
Os candidatos GC_02, GC_37 e GC_43 foram 
geneticamente mapeados em uma população F2:3 

derivada do cruzamento entre as linhagens de milho 
tropical L18 e L19, contrastantes quanto a 
resistência ao mosaico. 

 
Extração de RNA e análise de expressão 

gênica 
 O RNA total foi isolado do tecido foliar de 

cinco plantas dos genótipos L18 (resistente) e L19 
(susceptível ao SCMV) coletadas nos tempos de 0 
h, 1 h, 24 h e 9 dias após a fricção, com ou sem 
inóculo. Para isso foi utilizado o kit "RNeasy Plant 
Mini", incluindo tratamento com DNase I, de acordo 
com as recomendações do fabricante (Qiagen, 
Hilden, Germany). A síntese de cDNA foi realizada 
com 1 µg do RNA total, utilizando o kit "High 
Capacity cDNA Reverse Transcription", de acordo 
com as recomendações do fabricante (Life 
Technologies, Carlsbad, USA). O PCR quantitativo 
foi realizado no equipamento ABI 7500 FAST 
utilizando o kit "Sybr Green Fast" e o gene 18S 
rRNA como controle endógeno (SOUSA et al., 
2012). Os primers foram desenhados com o 
software Primer Express (Life Technologies, 
Carlsbad, USA) e a expressão relativa calculada 
usando o método 2-∆∆Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 
2001). Todas as reações foram realizadas em 
triplicatas e a expressão gênica da linhagem 
sensível L19 no tempo de 0 h, isto é, sem 
inoculação, foi utilizada como amostra calibradora.  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A expressão temporal de quatro genes 
candidatos colocalizados com regiões genômicas 

associadas à resistência ao SCMV foi avaliada em 
condições de casa de vegetação. Amostras foliares 
foram coletadas entre 0 e 9 dias após inoculação 
com ou sem o vírus. Somente as plantas da 
linhagem suscetível (L19) inoculadas com o SCMV 
apresentaram sintomas de mosaico após 15 dias, 
confirmando a eficiência da inoculação (Figura 1) .  

 

 
Figura 1.  Linhagem de milho suscetível, L19, 
apresentando os sintomas típicos de mosaico.  

As análises de expressão demonstraram elevada 
especificidade, uma vez que todos os genes 
apresentaram curva de dissociação compatível com 
a amplificação de fragmentos únicos. Os maiores 
níveis de expressão foram observados aos 9 dias 
após a inoculação para os quatro genes (Figura 2 ). 
Os genes GC_04 e GC_43 foram induzidos pelo 
vírus na linhagem L18, resistente ao mosaico, em 
todos os tempos avaliados. Já o gene GC_37 
apresentou indução após 1 h e 9 dias da 
inoculação, tanto na linhagem resistente quanto na 
suscetível ao mosaico. O candidato GC_02 
apresentou níveis elevados de expressão na 
linhagem resistente, em torno de 1.500 vezes 
superior ao observado na linhagem suscetível. 
Entretanto, a expressão elevada foi verificada tanto 
na ausência como na presença do patógeno. 
Diferentes autores têm demonstrado que muitos 
genes de resistência são diferencialmente 
expressos (MEYER et al., 2009), embora genes 
com expressão constitutiva também tenham sido 
caracterizados (THURAU et al., 2003). 
 O gene GC_04 codifica uma proteína de 
ligação a auxina (Gene Bank CD993775.1) descrito 
por Ding et al. (2012) como um dos genes 
candidatos colocalizados com QTL de resistência ao 
SCMV no cromossomo 3 em genótipos de milho 
temperados. Estudos baseados em interações 
planta-patógeno têm relatado o papel da auxina na 
patogênese e na defesa da planta (CHEN et al.; 
2007; FU; WANG, 2011). Os genes GC_02, GC_37 
e GC_43 estão co-localizados com o QTL de efeito 
maior no cromossomo 3 em milho tropical (SOUZA 
et al., 2012b) e apresentam SNPs entre os parentais 
L18 e L19. Esses genes apresentam ainda domínios 
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típicos de genes de resistência que têm sido 
associados com o reconhecimento do patógeno e 
com a ativação de respostas de resistência na 
planta (HAMMOND-KOSACK; PARKER, 2003). 

  
CONCLUSÕES 

O elevado nível de expressão do gene GC_002 
apenas no genótipo resistente o torna um potencial 
candidato associado à resistência ao mosaico 
comum. Entretanto, novos estudos estão sendo 
realizados visando sua validação como gene de 
resistência ao SCMV. 
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Figura 2.  Padrão temporal de expressão de quatro genes candidatos colocalizados com 
regiões genômicas associadas à resistência ao mosaico comum do milho.  


