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RESUMO: O mosaico comum do milho, principal
virose da cultura no Brasil, tem como agente causal
0 Sugarcane Mosaic Virus (SCMV), cuja incidéncia
pode reduzir em até 50% a producdo. O método
mais eficiente de controle da doenca consiste na
utilizacdo 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 expressdo temporal de genes candidatos
co-localizados com o principal QTL associado a
resisténcia ao mosaico em linhagens tropicais. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacéo
com gendtipos contrastantes quanto a resisténcia
ao SCMV. Amostras foliares foram coletadas entre
zero e nove dias ap0s inoculacdo na presenca e
auséncia do virus e o perfil de expresséo de quatro
genes candidatos foi avaliado por PCR em tempo
real. Os maiores niveis de expressdo foram
observados aos 9 dias ap6s a inoculagdo. Os genes
GC_04 e GC_43 foram induzidos pelo virus na
linhagem L18, resistente ao SCMV, em todos o0s
tempos avaliados. Ja o gene GC_37 apresentou
inducdo apés uma hora e 9 dias da inoculagéao,
tanto na linhagem resistente quanto na suscetivel
ao mosaico. O candidato GC_02 apresentou nivel
de expressdo muito superior na linhagem resistente,
em torno de 1.500 vezes em relacdo a suscetivel. O
padrao de expressdo do candidato GC_02 o torna
um potencial candidato associado a resisténcia ao
virus. Entretanto, novos estudos estdo sendo
realizados visando sua validacdo como gene de
resisténcia ao SCMV.

Termos de indexacéo:
Expressao génica.
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INTRODUCAO
No Brasil, o mosaico comum é considerada
como uma das principais viroses incidentes na
cultura do milho, tendo como agente causal o
potyvirus  Sugarcane Mosaic Virus (SCMV)
(GONCALVES et al., 2011; SOUZA et al., 2012a). O

emprego de gendtipos susceptiveis e a presenca de
espécies hospedeiras tém contribuido para maior
incidéncia da doenca, podendo reduzir a producéo
do milho em até 50% (FERNANDES; OLIVEIRA,
1997). O método mais eficiente de controle dessa
doenca consiste no desenvolvimento de cultivares
resistentes. Assim, a identificacdo de genes
conferindo resisténcia ao mosaico comum € de
suma importdncia para um programa de
melhoramento de milho. Estudos sobre a resisténcia
ao SCMV tém 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, informacdes envolvendo a base genética
da resisténcia ao SCMV em germoplasma tropical
de milho ainda sé@o escassas. Recentemente, foi
identificado um QTL de efeito maior localizado no
cromossomo 3 associado a resisténcia ao mosaico
comum do milho (SOUZA et al., 2012b).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a expresséo temporal de genes candidatos
colocalizados com o principal QTL de resisténcia ao
mosaico comum em linhagens de milho tropical.

MATERIAL E METODOS

Inoculacdo viral em linhagens contrastantes
quanto a resisténcia ao mosaico comum do
milho

A experimentacéo foi conduzida em casa de
vegetacdo em  condicbes controladas de
temperatura maxima diurna de 28 °C e minima de
16 °C. As linhagens de milho L18 e L19, resistente e
susceptivel ao mosaico, respectivamente, foram
cultivadas em vasos de 18 L e a inoculagcdo com o
virus SCMV foi realizada na mais nova folha
totalmente expandida de cinco plantas, quando as
plantulas apresentavam de 3 a 4 folhas. O inéculo
foi preparado pela maceracdo de folhas de milho
com sintomas da doenca em tampéo fosfato 0,01M,
pH 7,4, na propor¢cdo de 1:3 (peso/volume). O
inoculo foi friccionado na folha com o auxilio de
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carborudum 600 mesh e lavada em seguida com
agua. Como controle, os genétipos foram também
submetidos aos mesmos procedimentos descritos
anteriormente sem a presenca do SCMV. Um disco
de aproximadamente 0,5 cm de diametro foi
coletado da folha de cada planta nos tempos de O h
(antes da inoculacdo), 1 h, 24 h e 9 dias ap6s a
inoculacdo com ou sem SCMV. As amostras das
cinco plantas de cada genétipo foram coletadas
conjuntamente em microtubos de 15 mL,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C. As plantas foram avaliadas
fenotipicamente aos 15 dias ap6s a inoculacgéo,
considerando-se a presenca ou a auséncia dos
sintomas de mosaico.

Selecéo de genes candidatos

Para a andlise de expressdo foram
selecionados quatro genes candidatos (GC) co-
localizados com o QTL de efeito maior associado a
resisténcia ao mosaico, localizado no cromossomo
3 de milho (SOUZA et al., 2008, 2012b). O GC_04
foi identificado em gendtipos 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 populacdo Fj3
derivada do cruzamento entre as linhagens de milho
tropical L18 e L19, contrastantes quanto a
resisténcia ao mosaico.

Extracdo de RNA e andlise de expressdo

génica

O RNA total foi isolado do tecido foliar de
cinco plantas dos genétipos L18 (resistente) e L19
(susceptivel ao SCMV) coletadas nos tempos de 0
h, 1 h, 24 h e 9 dias apés a friccdo, com ou sem
in6culo. Para isso foi utilizado o kit "RNeasy Plant
Mini", incluindo tratamento com DNase |, de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Qiagen,
Hilden, Germany). A sintese de cDNA foi realizada
com 1 pg do RNA total, utilizando o kit "High
Capacity cDNA Reverse Transcription”, de acordo
com as recomendacdes 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 enddgeno (SOUSA et al.,
2012). Os primers foram desenhados com o
software Primer Express (Life Technologies,
Carlsbad, USA) e a expressédo relativa calculada
usando o método 2" (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Todas as reacbOes foram realizadas em
triplicatas e a expressdo génica da linhagem
sensivel L19 no tempo de 0 h, isto &, sem
inoculacéo, foi utilizada como amostra calibradora.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A expressdo temporal de quatro genes
candidatos colocalizados com regiées gendmicas
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associadas a resisténcia ao SCMV foi avaliada em
condicdes de casa de vegetacdo. Amostras foliares
foram coletadas entre 0 e 9 dias ap6s inoculacéo
com ou sem o virus. Somente as plantas da
linhagem suscetivel (L19) inoculadas com o SCMV
apresentaram sintomas de mosaico apés 15 dias,
confirmando a eficiéncia da inoculagéo (Figura 1) .

] Forte: Célio Ramos

Figura 1. Linhagem de milho suscetivel, L19,

apresentando os sintomas tipicos de mosaico.

As analises de expressao demonstraram elevada
especificidade, uma vez que todos 0s genes
apresentaram curva de dissociacdo compativel com
a amplificacdo de fragmentos Unicos. Os maiores
niveis de expressao foram observados aos 9 dias
apo6s a inoculacéo para os quatro genes (Figura 2).
Os genes GC 04 e GC_43 foram induzidos pelo
virus na linhagem L18, resistente ao mosaico, em
todos os tempos avaliados. JA o gene GC_37
apresentou inducdo apés 1 h e 9 dias da
inoculacdo, tanto na linhagem resistente quanto na
suscetivel ao mosaico. O candidato GC 02
apresentou niveis elevados de expressao na
linhagem resistente, em torno de 1.500 vezes
superior ao observado na linhagem suscetivel.
Entretanto, a expressao elevada foi verificada tanto
na auséncia como na presenca do patégeno.
Diferentes autores tém demonstrado que muitos
genes de resisténcia sdo diferencialmente
expressos (MEYER et al., 2009), embora genes
com expressao constitutiva também tenham sido
caracterizados (THURAU et al., 2003).

O gene GC_04 codifica uma proteina de
ligacdo a auxina (Gene Bank CD993775.1) descrito
por Ding et al. (2012) como um dos genes
candidatos colocalizados com QTL de resisténcia ao
SCMV no cromossomo 3 em genétipos de milho
temperados. Estudos baseados em interacdes
planta-patdgeno tém relatado o papel da auxina na
patogénese e na defesa da planta (CHEN et al,;
2007; FU; WANG, 2011). Os genes GC_02, GC_37
e GC_43 estdo 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 dominios
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tipicos de genes de resisténcia que tém sido
associados com o reconhecimento do patégeno e
com a ativacdo de respostas de resisténcia na
planta (HAMMOND-KOSACK; PARKER, 2003).

CONCLUSOES
O elevado nivel de expressdo do gene GC_002
apenas no genotipo resistente o torna um potencial
candidato associado a resisténcia ao mosaico
comum. Entretanto, novos estudos estdo sendo
realizados visando sua validacdo como gene de
resisténcia ao SCMV.
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Figura 2. Padrdo temporal de expressdo de quatro genes candidatos colocalizados com

regibes genbmicas associadas a resisténcia ao mosaico comum do milho.




