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RESUMO

NICOLI, Alessandro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2013. Resisténcia
a antracnose do colmo em milho: escala de avaliacdo, marcador molecular e correlacao
da severidade entre colmo e folha. Orientador: Laércio Zambolim. Coorientador: Rodrigo
Veras da Costa.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das principais culturas da agricultura mundial, mas sua
produgdo ¢ limitada por varios fatores, dentre estes, as doengas. A antracnose do colmo
causada por Colletotrichum graminicola ¢ uma das doencas amplamente distribuidas em
cultivos de milho, causando o acamamento ou morte prematura das plantas e reducdao na
qualidade e peso dos grios. Estimar a intensidade dessa doenca ¢ muito importante para
avaliar as diferentes medidas de controle, como a resisténcia genética. Com isso, foi validada
uma escala diagramética, contendo ilustragdes de entren6 de colmo com oito niveis de
severidade. Com a escala, as avaliacdes realizadas por todos os avaliadores foram mais
proximas para o valor real e a maioria dos desvios em erros foi concentrada no intervalo de
10%. Além disso, ao verificar a confiabilidade da estimativa da severidade da doenca, 100%
das comparacdes resultaram em R?> 0,90. A escala proposta melhorou a acurécia, precisio e
reprodutibilidade das estimativas de severidade da antracnose do colmo, podendo ser
recomendada para o melhoramento de plantas visando a resisténcia, estudos epidemioldgicos,
caracterizagdo de isolados de C. graminicola e outros estudos envolvendo esse patossistema.
Para identificar marcadores moleculares SNP (Single Nucleotide Polymorphism) associados
com resisténcia a antracnose do colmo, progénies F,.; foram fenotipadas em campo, onde
foram selecionadas 20 progénies resistentes e 20 suscetiveis a doenca. Em casa-de-vegetacao,
plantas com severidade < 18,8 % (dentro de 19 progénies resistentes) e com severidade > 56,3
% (dentro de 20 progénies suscetiveis), além do hibrido, foram selecionadas para a extra¢ao
de DNA e genotipagem. Andlise de regressdo linear foi realizada para identificar os
marcadores significativamente associados com resisténcia a antracnose do colmo. Oito
marcadores SNP com efeito genético aditivo e quatro com efeito genético de dominancia
foram detectados associados com resisténcia a antracnose do colmo. Os efeitos aditivos
explicaram entre 18 e 23% da variagdo fenotipica e os efeitos de dominancia explicaram entre
18 e 35%. Estudos futuros devem ser realizados para validacdo desses marcadores,
verificando o potencial na utilizacdo em sele¢do assistida em programas de melhoramento de
milho. Objetivando comparar a reagdo da folha e do colmo de milho a antracnose, cinco

experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo para avaliar a antracnose foliar e cinco
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para antracnose do colmo. A correlagdo foi positiva e significativa somente para os hibridos
mais suscetiveis BRS1010 e P3862, entretanto, para os hibridos mais resistentes 2B710,
2B707 e P30F35, ndo existiu correlacdo. Os resultados indicaram que os gendtipos mais
resistentes a antracnose ndo possuem correlacdo entre reacdo na folha e no colmo,
evidenciando a ndo existéncia de relacdo nos mecanismos de resisténcia entre esses dois
orgdos. Com isso, ¢ recomendavel verificar primeiro a reagdo da folha ¢ do colmo para
adocdo de cultivares de milho em regides e épocas onde essa doenca ocorre. Com base nos
resultados, verifica-se que estudos de heranga da resisténcia a antracnose e sobre ragas
fisiologicas de C. graminicola devem ser conduzidos para folhas e colmo, separadamente.
Além disso, verifica-se que por meio de melhoramento genético, podem ser desenvolvidos

cultivares com resisténcia a antracnose foliar € de colmo.
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ABSTRACT

NICOLI, Alessandro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2013. Resistance to
anthracnose stalk rot on maize: assessment scale, molecular marker and severity
correlation between stalk and leaf. Adviser: Laércio Zambolim. Co-adviser: Rodrigo Veras
da Costa.

Maize (Zea mays L.) is an important crop in world agriculture, but its production is limited by
several factors, including diseases. Anthracnose stalk rot caused by Colletotrichum
graminicola is one of the widely distributed diseases in corn, causing plant lodging or
premature death and reduced quality and grain weight. Estimate the intensity of this disease is
very important to evaluate the different control measures, such as genetic resistance. With
this, were validated a diagrammatic scale, containing illustrations of stalk internode with eight
severity levels. With the scale, the assessments perfomed by all raters were closer to the actual
value and most deviations in errors were concentrated in the range of 10%. Moreover, when
checking the reliability of the estimate of disease severity, 100% of the comparisons resulted
in R* > 0.90. The scale proposed improved accuracy, precision and reproducibility of the
estimates of anthracnose stalk rot severity and may be recommended for plant breeding for
resistance, epidemiological studies, characterization of isolates of C. graminicola and other
studies involving this pathosystem. To identify molecular markers SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) associated with resistance to anthracnose stalk rot, F,3 progenies were
phenotyped in the field, where were selected 20 resistant and 20 susceptible progenies to
disease. At greenhouse, plants with severity < 18.8% (within the 19 resistant progenies) and
severity > 56.3 % (within the 20 susceptible progenies), in addition hybrid, were selected for
DNA extraction and genotyping. Linear regression analysis was performed to identify
markers significantly associated with resistance to anthracnose stalk rot. Eight SNP markers
with additive genetic effect and four with dominance genetic effect were detected associated
with resistance to anthracnose stalk rot. The additive effects explained between 18 and 23%
of the phenotypic variation and the dominance effects explained between 18 and 35%. Future
studies should be conducted to validate these markers, checking the potential in use marker-
assisted selection in maize breeding programs. Aiming to compare the reaction of the leaf and
stalk of maize to anthracnose, five experiments were conducted at greenhouse to evaluate
anthracnose leaf blight and five to anthracnose stalk rot. The correlation was positive and
significant only for the most susceptible hybrids BRS1010 and P3862, however, for the most
resistant hybrids 2B710, 2B707 and P30F35, there were no correlation. The results indicated
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that the genotypes more resistant to anthracnose have no correlation between reaction in the
leaf and stalk, evidencing the lack of relationship in resistance mechanisms between these two
organs. With this, it is recommended to first verify the reaction of leaf and stalk for adoption
of maize cultivars in regions and seasons where the disease occurs. Based on the results,
verify that studies of resistance inheritance to anthracnose and about physiological races of C.
graminicola should be conducted to leaf and stalk separately. Furthermore, verify that per
genetic breeding, cultivars with resistance to anthracnose leaf blight and anthracnose stalk rot

can be developed.



INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) ¢ uma espécie pertencente a familia Poaceae e esta entre as
culturas mais importantes no cendrio da producdo agricola do mundo, sendo produzido em
varias areas de cultivo no Brasil. Os produtos do milho sdo utilizados principalmente na
alimentacdo humana e na formulagdo de ragdes para criagdo de animais como aves, suinos e
bovinos. A producao mundial é de aproximadamente 875 milhdes de toneladas (FAO, 2013) e
o Brasil esté entre os paises mais produtores, sendo mais de 70 milhdes de tonelada registrada
na Ultima safra (Conab, 2013). A antracnose do colmo causada pelo fungo Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wils. estd entre as principais doengas que interferem na produtividade do
milho ¢ o aumento da frequéncia dessa doenca se deve aos plantios sucessivos, uso de
material genético suscetivel e plantio direto sem a rotacdo de cultura (Bergstrom &
Nicholson, 1999; Jirak-Esker & Peterson, 2011; Cota et al., 2012).

O fungo C. graminicola forma acérvulos esféricos ou piriformes, de coloragdo
castanho-escuros ¢ com a presenca de setas no tecido doente, produzindo conidios
falciformes, ovais, asseptados e hialinos. Este patdogeno infecta as plantas em qualquer fase de
desenvolvimento, no entanto, os sintomas sao mais visiveis apos o florescimento. A infecgao
do colmo inicia pelos conidios provenientes das lesdes foliares ou daqueles presentes em
restos culturais. Na casca do colmo, surgem lesdes estreitras e longitudinais, com aspecto
encharcado, tornando-se marrom-escuras a negras. No tecido interno, ¢ observado uma
coloracdo marrom-escura, que entra em processo de desintegragdo. Além desses sintomas,
pode ocorrer a seca do ponteiro na planta, conhecido como “top dieback”. O desenvolvimento
da antracnose ¢ favorecido por longos periodos com alta umidade, favorecendo a esporulacao
do patdgeno (Bergstrom & Nicholson, 1999).

Para estimar a intensidade da antracnose do colmo, normalmente sdo utilizadas escalas
com notas, as quais apresentam maiores intervalos de severidade da doenga (Christensen &
Wilcoxson, 1966; Anderson & White, 1994; Todd & Kommedahl, 1994), podendo dificultar a
acuracia em relagdo ao valor real e afetar na diferenca significativa entre os tratamentos na
analise estatistica. Portanto, a acuracia, precisdo e reprodutibilidade da avaliagdo de uma
doenca ¢ melhorada com a validagdo primeiro de uma escala diagraméatica (Capucho et al.,

2011; Yadav et al., 2012; Rios et al., 2013).



O manejo da antracnose pode ser realizado por meio da incorporagdo de residuos no
solo, adubacdo nutricional equilibrada, densidade populacional adequada e rotacdo de
culturas. No entanto, o uso de gendtipos com resisténcia genética ¢ a melhor medida de
controle e trabalhos foram realizados para a obtengao de materiais resistentes, além de estudos
como a heranga da resisténcia e identificagdo de marcadores moleculares (Badu-Apraku et al.,
1987; Jung et al., 1994; Palaversic et al., 2009; Matiello et al., 2012).

A utilizagdo de marcadores moleculares pode ser uma ferramenta importante em
programa de melhoramento, quando se tem marcadores associados com a caracteristica de
interesse, visando o emprego em sele¢do assistida. Assim, trabalhos tém sido realizados para
identificacdo de marcadores associados com resisténcia a antracnose do colmo (Jung et al.,
1994; Matiello, 2004; Broglie et al, 2006; Chung et al., 2011). Com a descoberta do gene de
resisténcia (Rcgl) a antracnose do colmo, hibridos quase isogénicos foram desenvolvidos com
a introgressao desse gene, diminuindo assim o impacto negativo no rendimento do milho
causado pela doenga (Frey et al., 2011). No entanto, no Brasil ndo existem relatos de estudos
visando a identificacdo de marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) associados
com resisténcia a antracnose do colmo.

Além da ocorréncia da antracnose no colmo, a mesma também tem importancia nas
folhas. Entretanto, a resposta de genotipos de milho a antracnose pode ser diferente quando a
infec¢do pelo C. graminicola ocorre nos tecidos das folhas ou do colmo, ndo havendo
correlagdo e podendo dificultar a identificacao de hibridos resistentes a essa doenga em ambos
os orgdos do milho (Lim & White, 1978; Badu-Apraku et al., 1987; Jirak-Peterson & Esker,
2011; Chung et al., 2011).

Considerando os assuntos abordados anteriormente, os objetivos deste estudo foram:

1 — Propor e validar uma escala diagramatica para quantificar a severidade da
antracnose do colmo.

2 — Identificar marcadores SNP significativamente associados com resisténcia a
antracnose do colmo.

3 — Verificar a correlagao da severidade da antracnose foliar e do colmo em hibridos de
milho, visando evidenciar a existéncia ou nao de relacao entre os mecanismos de resposta de

defesa entre esses dois 6rgaos.
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CAPITULO 1

Validation of a standard area diagram set to estimate severity of

anthracnose stalk rot on maize



ABSTRACT

This study aimed to validate a standard area diagram set (SADs) to quantify anthracnose stalk
rot (ASR) on maize. The SADs proposed here contains eight classes of disease severity (6.25,
18.8, 31.3, 43.8, 56.3, 68.8, 81.3 and 93.8%). Ten raters used the SADs to assess the severity
of anthracnose on maize stalks. The ASR was estimated without the use of SADs in 139
internodes with different degrees of severity and the same raters assessed the internodes using
the first SADs and the SADs proposed. Based on analysis of the Lins's concordance
correlation coefficient and the equivalence test, as well as the line of linear regression
between actual and estimated severity, assessments performed by all raters were closer to the
actual value for the SADs proposed. Through this SADs, all variables were significantly
different from the first SADs, and the values were closer to an accurate measurement (r =
0.97, C, = 0.98, u = 0.09, v = 1.06, p. = 0.96). Greater deviations in errors were observed
when the raters gave rankings without SADs and with first SADs, with several examples of
errors exceeding 30%. With the SADs proposed few errors above 15% were found and most
were concentrated in the range of 10%. Greater reliability in the estimation of disease severity
was obtained by using SADs proposed, where 100% of the comparisons resulted in R*> 0.90.
The SADs proposed in this study improves the accuracy, precision and reliability of the

estimates of ASR severity on maize.



1 INTRODUCTION

Anthracnose stalk rot (ASR) (Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils is one of the
most important diseases to maize in several countries, causing plant lodging, reduced
production and poorer grain quality (Callaway et al., 1992; Bergstrom & Nicholson, 1999;
Cota et al., 2012; Matiello et al., 2013). A higher incidence of the disease is found in the main
maize producing regions of the world, largely due to the use of successive plantations, use of
susceptible genotypes, increased plant density, frequency of favorable environmental
conditions, in addition to no-tillage without crop rotation and the presence of insects which
cause injury to the stalk such as the European corn borer (Ostrinia nubilalis Hiibner) and
sugarcane borer (Diatraea saccharalis Fabr.) (Keller et al., 1986; Bergstrom & Nicholson,
1999; Venard & Vaillancourt, 2007; Jirak-Esker & Peterson, 2011; Cota et al., 2012; Matiello
etal., 2013).

Symptoms of ASR are more visible after flowering of the maize plant, but the
infection process starts by propagules from the leaf lesions or those present in crop residues.
On the skin, lesions are tight, longitudinal and appear soggy, initially presenting a reddish-
brown coloring and later becoming dark brown to black. In the internal tissues of the stalk
there is a dark-brown coloring, which enters into a process of disintegration, affecting the
flow of water and nutrients to the top of the stalk. It can cause premature death and lodging in
plants (Wheeler et al., 1974; Keller & Bergstrom 1988; Bergstrom & Nicholson, 1999;
Venard & Vaillancourt, 2007).

Estimation of the intensity of a disease, such as ASR, is important to evaluate the
different control measures, determine varietal resistance, test the efficiency of fungicides,
study the relationship of production damage and others. Thus, the characteristics of accuracy,
precision and reproducibility are very desirable in the assessment of disease (Vale et al.,
2004; Madden et al., 2007).

The stalk rot as anthracnose on maize is typically evaluated by means of a SADs
which has classes of disease intensity following an arithmetic progression, but with great
severity intervals between rankings (Christensen & Wilcoxson, 1966; Anderson & White,
1994; Todd & Kommedahl, 1994; Afolabi et al., 2008). Some researchers have used SADs
with smaller intervals in the first evaluations and larger in the following, in addition to
adopting the midpoint of severity to perform statistical analysis (Keller & Bergstrom, 1988;
Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 1992; Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 2011).

However, large score intervals such as 0-25% or 25-75% can hinder the accuracy of disease
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assessment in the stalk in relation to the actual value of severity, and also affect the significant
difference between treatments by means of statistical analysis.

Another factor to be considered in this pathosystem is related to inoculation. This
procedure is usually performed by inserting the pathogen containing inoculum inside the stalk
with a veterinary syringe needle or toothpick (Keller & Bergstrom, 1988; Muimba-
Kankolongo & Bergstrom, 1992; Anderson & White, 1994; Todd & Kommedahl, 1994;
Afolabi et al., 2008; Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 2011; Matiello ef al., 2013). Thus, a
small discoloration is observed where the stalk was perforated with the needle or toothpick,
without the presence of pathogen inoculum in control plants. During evaluation damage
caused by the inoculation method must be considered and the use of SADs with smaller
intervals between scores facilitates this operation.

Therefore, to improve the accuracy and precision of the disease severity estimate, it is
very important to study the validation of a SADs before it is recommended. Considering these
factors, the aim of this study was to propose and validate a new SADs for the evaluation of

stalk rot caused by C. graminicola.

2 MATERIAL AND METHODS

For preparation of the SADs, 60 plants of the hybrid BRS 1010 (Embrapa) were
inoculated with C. graminicola in a greenhouse. Plants were inoculated approximately 60
days after planting, adopting the method of the toothpick dipped in a spore suspension (10°
conidia ml™). Before inoculation, the three leaves of the lower part of the plants were
removed, exposing the three internodes of the stalk base and the surface of the stalk was
disinfected using 70% alcohol. For inoculation, the three most developed internodes of the
plants were perforated using a sterilized manual puncher and the toothpick containing the
spore suspension was inserted which remained in the stalk until the time of evaluation. Three
plants perforated with the sterilized toothpick only were used for control.

Evaluation of the ASR was performed 30 days after inoculation. For this, the 63 stalks
were cut longitudinally and the lesions were photographed in a total of 139 internodes which
showed symptoms of the disease. Images were acquired using a digital camera with a
resolution of 16.2 megapixels. The stalks were placed on a sheet of laminated paper of known
dimensions (80 x 80 cm) on a workbench and the photos were taken in an oblique position at

a distance that permitted covering of the entire surface to be photographed. Geometric
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correction of the images was conducted using the program of geographic information systems
(GIS) Quantum Gis Version 8 - Lisbon (www.qgis.org), a free software from the Open
Source Geospatial Foundation - OSGeo through the module georeferencing images, where the
dimensions of the sheet used acted as a benchmark scale. Pattern recognition of infection,
conversion of raster to shapefile and determination of the percentage of necrotic area (actual
severity) were performed using the free software developed by Hypercube Topographic
Engineering Center of the U.S. military (www.agc.army.mil / hypercube).

To validate the SADs (0.5 to 4.0), the 139 images of stalk internodes containing the
different degrees of actual ASR severity were presented to the five experienced (1, 4, 5, 6 and
9) and five inexperienced raters (2, 3, 7, 8 and 10). They were presented via PowerPoint
slides, where the raters assessed the severity of the disease with and without the use of the two
SADs (Table 1 and 2). For each image evaluated the values without SADs ranged from 0 to
100%. The value midpoint severity was adopted with the use of the two SADs. The SADs are
referred to as the first SADs (1.0 to 4.0) and SADs proposed (0.5 to 4.0) (Table 1 and 2).

The data for each rater was submitted to a simple linear regression analysis between
the actual severity (independent variable) and the estimated severity (dependent variable),
with and without use of the two SADs. Thus, the coefficient of determination (R?) and error
variance (the estimated value minus the actual severity) were obtained for each rater.
Reproducibility of assessments or reliability between raters (inter-rater reliability) was
determined from the R? values of the linear regression between the severities estimated by ten
different raters combined in pairs, as proposed by Nutter & Schultz (1995), with a total of 45
combinations. Regression analyses between actual and estimated severity for each rater and
between raters were performed using the statistical program MINITAB, version 14.

Besides the linear regression between actual and estimated severity, accuracy and
precision were also determined using Lins's concordance correlation coefficient (pc), which
combines the measures of accuracy and precision to assess the relational fit to the line of
concordance (45 °): pc = r. Cb. The correlation coefficient () between actual and estimated
severity measures the precision of the best fit line. The Cb is a bias correction factor which
measures how far the best-fit line deviates from 45 °. It is the measure of bias or accuracy.
The Cb is obtained according to the formula: C, = [(v+1 / v+u?) / 2], where v = oy / Oy, (0 is
the standard deviation of estimated severity (Y) and actual (X') respectively, and u = (uy - py) /

2 (u is the mean value of Y and X, respectively.) The v measures the scale difference

(oy . Ox)
between actual and estimated values, which essentially is defined by the difference in slope of

the two lines. The u is a reflection of the location shift relative to the scale, primarily
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reflecting height differences in the lines. Analysis with points on the concordance line (r = 1,
Chb=1[v=1,u=0],and pc = 1) may be regarded as a perfectly accurate measurement (Nita
et al.,2003; Bock et al., 2010; Capucho et al., 2011; Yadav et al., 2012).

For all these variables obtained by the analysis of Lins's concordance correlation
coefficient, including the inter-rater reliability, the difference between means was calculated
(with SADs - without SADs and SADs proposed - first SADs), and the next test was used to
test its significance (Yi et al., 2008; Bardsley & Ngugi, 2012, Yadav ef al., 2012, Rios et al.,
2013). The equivalence test was used to calculate the 95% confidence intervals (Cls) for each
statistic (the difference between means) by bootstrapping using the percentile method (with an
equivalence test, the null hypothesis is the converse of Hy, i.e. the null hypothesis is
nonequivalence). These analyses were obtained by 2000 balanced bootstrap samples using
PROC SURVEYSELECT / PROC UNIVARIATE (SAS institute / inc., cary, NC, USA). For
the final interpretation, the 95% Cls were calculated based on the difference between means
of the groups, and if the Cls spanned zero, there was no significant difference between them

(P = 0.05).

Table 1 — First SADs to evaluation of the anthracnose stalk rot on maize ?

Score Severity (%) Severity midpoint (%)
1.0 00.00 - 25.00 12.50

2.0 26.00 - 50.00 38.00

3.0 51.00 - 75.00 63.00

4.0 76.00 - 100.00 88.00

* Adapted from Christensen & Wilcoxson (1966).
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Table 2 — SADs proposed to evaluation of the anthracnose stalk rot on maize.

Score Severity (%) Severity midpoint (%)
0.5 00.00 - 12.50 6.25

1.0 12.60 - 25.00 18.80

1.5 25.10 - 37.50 31.30

2.0 37.60 - 50.00 43.80

2.5 50.10 - 62.50 56.30

3.0 62.60 - 75.00 68.80

3.5 75.10 - 87.50 81.30

4.0 87.60 - 100.00 93.80

3 RESULT

The SADs proposed in this study contained eight classes of ASR intensity (6.25, 18.8,
31.3, 43.8, 56.3, 68.8, 81.3, 93.8% severity), based on an arithmetic progression and smaller
severity intervals between scores, which can be seen in Figure 1.

Based on analysis of the Lins's concordance correlation coefficient and equivalence
test, as well as the line of linear regression between the actual and estimated severity, the
assessments performed by all raters were closer to the actual values using the SADs proposed
when compared to the first SADs or in assessments without the use of SADs (Table 3, Figures
2 and 3). In fact, the measures of accuracy and precision significantly improved with the
result of using the SADs proposed to assess ASR severity.

When analyzing the first SADs, only the variable scale (v) was significant in relation
to evaluations without the SADs. However, other variables showed a small numerical
difference and it was not significantly different. When using the SADs proposed, the v was
not significant compared to assessment without the SADs, but all other variables were
significant. By using this SADs, all variables were significantly different from the first SADs
and the values were closer to an accurate measurement (» = 0.97, Cb = 0.98, u = 0.09, v =
1.06, pc = 0.96) (Table 3). Moreover, for 100% of the Lin's concordance correlation
coefficient (pc) was higher with the use of the SADs proposed (Figures 2 and 3).
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With the use of the SADs proposed, increase in precision was observed for all raters,
because the precision of visual ASR estimates showed coefficients of determination (R?)
greater than 95% (data not shown). This may be considered high for this type of evaluation.
Furthermore, a better precision was also confirmed by the decrease in absolute errors (Figures
4 and 5). Without the use of SADs or when using the first SADs greater deviations in errors
were observed, and with the exception of the first rater, all other presented errors greater than
20%, with several examples of errors greater than 30%. However, when using the SADs
proposed few errors were greater than 15%, and most were concentrated in the range of 10%
(Figures 4 and 5).

The inter-rater reliability was significantly improved by use of the SADs proposed
(Figure 6 and Table 4). Without the use of SADs and when using the first SADs, 60% and
93% of comparison pairs showed R* < 0.89, respectively. With the SADs proposed, 100% of
the comparisons resulted in R* > 0.90, thus indicating reliable results (Figure 6). While the
mean inter-coefficient of determination (R?) was 83% for use without the SADs and the first
SADs, with the SADs proposed the mean was 95%, with little variation. Moreover, the mean
difference analysis (by bootstrapping) showed a significant effect of the SADs proposed,

where the raters may evaluate the disease more uniformly (Table 4).

4 DISCUSSION

The SADs proposed showed good representation of the ASR symptoms, improving the
ability of the raters to more accurately and precisely assess severity in 139 internodes
presented in this study. In the evaluation of future experiments, statistical analysis will likely
to be more significant and the treatments more differentiated using the SADs proposed, since
the range in severity between scores is smaller compared to when using the first SADs.
Therefore, results of the present study reinforce the importance of validating the SADs for
future evaluations of plant diseases, as found in several other studies (Stonehouse, 1994; Leite
& Amorin, 2002; Gomes et al., 2004; Capucho et al., 2010; Capucho et al., 2011; Yadav et
al.,2012; Rios et al., 2013).

All analyses used in this study showed that the SADs proposed significantly improved
the estimates of ASR severity compared to not using the SADs or when using the first SADs.
Assessments performed by all raters were closer to the actual value for the SADs proposed, as
shown by linear regression analysis between actual and estimated severity. In addition, 100%

of the raters presented a higher pc and the variables were significant according to the
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equivalence test when the SADs proposed was adopted. Even with the use of regression
analyses, use of the pc and equivalence test (95% CIs) was of great importance for the
interpretation of the evaluations performed by the ten raters. The pc has been successfully
used in several studies (Nita et al., 2003; Bock et al., 2010; Capucho et al., 2011; Yadav et
al., 2012; Rios et al., 2013), and more recently the equivalence test as well, further facilitating
the conclusion of the results (Bardsley & Ngugi, 2012; Yadav et al., 2012; Rios et al., 2013).

During the evaluation process, raters had a tendency to overestimate the severity of the
disease, which has been observed in several other studies involving validation of SADs
(Sherwood et al., 1983; Newton & Hackett, 1994; Diaz et al., 2001; Leite & Amorim, 2002;
Capucho et al., 2010; Capucho et al., 2011; Rios et al., 2013). Only in a few studies has
severity been underestimated (Michereff ef al., 1998, 2000; Gomes ef al., 2004).

Estimates of ASR have shown that the absolute error was reduced by using the SADs
proposed, where most of the errors was concentrated in the range of 10%. Therefore, training
of raters using this SADs will aid in reducing the absolute errors, increasing efficiency and
standardizing evaluation results (Stonehouse, 1994; Nutter & Schultz, 1995). The reliability
of estimates between raters was also improved, where 100% of the comparisons resulted in R?
> 0.90, indicating the effectiveness of the SADs proposed. Without the use of SADs and with
the first SADs, the mean inter-rater coefficient of determination (R*) was 83%, while with the
SADs proposed the average was 95%, with little variation, in addition to presenting a
significant effect for bootstrapping analysis. When different raters use the same SADs to
assess disease severity, it is important that the estimates are similar (Nutter & Schultz, 1995).

As a general conclusion, the SADs proposed improved accuracy, precision and
reliability of the estimates of ASR severity on maize. Therefore, this SADs will be a very
useful tool for epidemiological studies, characterization of isolates of C. graminicola, damage

production, ASR control methods and other research involving stalk rot on maize.
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Table 3 — Effect of SADs proposed in accuracy and precision, through assessments of anthracnose stalk rot on 139 internodes for 10 raters.

Mean "

Variable * Without SADs First SADs Difference between means © 95% Cis of the difference ¢
Correlation coefficient (r) 0.91 (0.06) 0.90 (0.06) -0.011 (0.0001) -0.024 - 0.003 ™
Coefficient of bias (Cp) 0.90 (0.07) 0.94 (0.03) 0.035 (0.0004) -0.002 - 0.077 ™
Location (u) 0.40 (0.19) 0.32 (0.16) -0.076 (0.0013) -0.192-0.039 ™
Scale (v) 1.12 (0.12) 1.00 (0.02) -0.118 (0.0009) -0.192 —-0.0315 *¢
LCCC (p.) 0.82 (0.07) 0.84 (0.05) 0.018 (0.0003) -0.013 —0.054 ™

Mean
Variable Without SADs SADs proposed Difference between means 95% Cis of the difference
Correlation coefficient (r) 0.91 (0.06) 0.97 (0.02) 0.06 (0.0003) 0.034 —0.089 ¢
Coefficient of bias (Cp) 0.90 (0.07) 0.98 (0.01) 0.083 (0.0004) 0.048 —0.125 ¢
Location (1) 0.40 (0.19) 0.09 (0.07) -0.306 (0.001) -0.404 — -0.225 *¢
Scale (v) 1.12 (0.12) 1.06 (0.03) -0.063 (0.0007) -0.126 — 0.007 ™
LCCC (p.) 0.82 (0.07) 0.96 (0.02) 0.134 (0.0004) 0.097 — 0.172 *¢

Mean
Variable First SADs SADs proposed Difference between means 95% Cis of the difference
Correlation coefficient (7) 0.90 (0.06) 0.97 (0.02) 0.071 (0.0002) 0.049 - 0.10 ™
Coefficient of bias (Cp) 0.94 (0.03) 0.98 (0.01) 0.047 (0.0001) 0.030 - 0.062 **¢
Location (u) 0.32 (0.16) 0.09 (0.07) -0.229 (0.0009) -0.308 —-0.139 ¢
Scale (v) 1.00 (0.02) 1.06 (0.03) 0.055 (0.0002) 0.031 —0.077 **
LCCC (p.) 0.84 (0.05) 0.96 (0.02) 0.115 (0.0002) 0.090 — 0.139 ™

* Lin’s concordance correlation coefficient (p.) combines measures of precision (r) and accuracy (Cj) to measure agreement with the true value.

Cpisa function of location shift (#) and scale shift (v), indicating changes in line height and slope, respectively.
® Standard deviation in parentheses.
¢ Mean of the difference between each rating, with standard errors in parentheses (bootstrap calculated value).

4 Confidence intervals (CIs) were based on 2000 bootstrap samples. If the CIs embrace zero, the difference is not significant (P = 0.05);

ns

not significant; *¢ significant
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Table 4 - Inter-rater reliability of visual assessments on 139 internodes with anthracnose stalk rot
for 10 raters, without and with the use of two SADs. Inter-rater reliability is measured by
coefficient of determination (R?).

Statistics Without SADs First SADs SADs proposed
Mean inter-rater coefficient

of determination (R?) * 0.83 (0.55-0.95) 0.83 (0.64 —0.93) 0.95(0.92 -0.97)
Mean difference

(first SADs - without SADs) ° 0.0026 (0.0002) - (CIs -0.0159 — 0.0216 ) ™

Mean difference .

(SADs proposed - without SADs) 0.1136 (0.0003) - (CIs 0.0813 —0.1482) "¢

Mean difference .

(SADs proposed — first SADs) 0.1133 (0.0002) - (CIs 0.0938 —0.1356) ™

* Mean coefficients of determination estimated from pairwise comparisons of assessments by
all visual assessors.

® Mean of the difference between each rating, with standard errors in parentheses (bootstrap
calculated value), confidence intervals (95% Cls) were based on 2000 bootstrap samples. If
the ClIs embrace zero, the difference is not significant (P = 0.05).

" not significant; ** significant
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Figure 1 - The standard area diagram set (SADs) to evaluate anthracnose stalk rot severity on
maize. Data are presented as the score related with the percentage (%) of internode with

anthracnose symptoms.
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Figure 2 - Estimated severity (full points) without and with the two standard area diagram set

(SADs) and the regression line obtained between the actual and estimated severity (full line)

of anthracnose stalk rot for first five raters. The dotted line is the concordance line,

representing perfect agreement between actual and estimated severity (slope of 1, intercept of

0). Accuracy is determined with Lin’s concordance correlation coefficient (p.), calculated as

the product of the correlation coefficient () and the bias correction factor (Cp). Cp is a

function of location shift (z) and scale shift (v), indicating changes in line height and slope,

respectively.
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Figure 3 — Estimated severity (full points) without and with the two standard area diagram set

(SADs) and the regression line obtained between the actual and estimated severity (full line)

of anthracnose stalk rot for other five raters. The dotted line is the concordance line,

representing perfect agreement between actual and estimated severity (slope of 1, intercept of

0). Accuracy is determined with Lin’s concordance correlation coefficient (p.), calculated as

the product of the correlation coefficient () and the bias correction factor (Cp). Cp is a

function of location shift (z) and scale shift (v), indicating changes in line height and slope,

respectively.
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Figure 4 - Absolute error (estimated severity minus actual severity) of estimates of severity of

anthracnose stalk rot for first five raters, with and without use of two standard area diagram

set (SADs). Low absolute error values indicate that the estimated severity was similar to the

actual severity. The use of SADs proposed visibly diminished the error of each rater.
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Figure 5 - Absolute error (estimated severity minus actual severity) of estimates of severity of

anthracnose stalk rot for other five raters, with and without use of two standard area diagram

set (SADs). Low absolute error values indicate that the estimated severity was similar to the

actual severity. The use of SADs proposed visibly diminished the error of each rater.
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CAPITULO 2

Identificacao de marcadores SNP associados com resisténcia a

antracnose do colmo em milho
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RESUMO

A antracnose do colmo, causada pelo fungo Colletotrichum graminicola, ¢ uma doenca
amplamente distribuida em cultivos de milho no mundo, causando o acamamento ou morte
prematura das plantas, e redu¢do na qualidade e peso dos graos. A identificacdo de
marcadores moleculares associados com resisténcia a essa doenga torna-se de grande interesse
para futuros estudos de mapeamento de QTLs, e utilizagdo desses marcadores na selegao
assistida em programas de melhoramento. Neste estudo, 262 progénies F,.; foram fenotipadas
em campo, das quais foram selecionadas 20 progénies mais resistentes e 20 mais suscetiveis a
antracnose do colmo. Em seguida, essas progénies selecionadas foram inoculadas em casa de
vegetacdo, e os individuos dentro de cada progénie com severidade < 18.8 % (progénies
resistentes) e > 56.3 (progénies suscetiveis) foram selecionados para a extragdo de DNA. Uma
das progénies considerada resistente ndo apresentou resultado semelhante e foi
desconsiderada. Assim, foram utilizadas as 20 progénies suscetiveis, 19 resistentes e o hibrido
autofecundado para a extragdo de DNA e genotipagem com marcadores SNP. Apos a
obtencdo dos dados genotipicos, foi realizada uma anélise de regressdo linear para identificar
marcadores polimorficos significativamente associados com resisténcia a antracnose do
colmo. No total, foram identificados 12 marcadores SNP significativamente associados a
resisténcia a antracnose do colmo, sendo que oito marcadores apresentaram efeito genético
aditivo, e quatro, efeito de dominancia. Os marcadores com efeito aditivo estdo localizados no
cromossomo 3 (bin 3.02/03/04) e 10 (bin 10.01), explicando 18 a 23% da variagdo fenotipica.
Os marcadores que apresentaram efeito de dominancia estdo no cromossomo 4 (bin 4.05) ¢ 9
(bin 9.02/03), explicando 18 a 35 % da variacdo fenotipica. Estudos futuros devem ser
realizados para valida¢ao desses marcadores, verificando o potencial na utilizagdo em selegao

assistida em programas de melhoramento de milho.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das principais culturas presentes na agricultura mundial,
com aumento significativo da 4rea plantada no Brasil nos ultimos anos, com
aproximadamente 15 milhdes de hectares. Além disso, o Brasil esta entre os paises com maior
produgdo, sendo mais de 70 milhdes de toneladas registrada na ultima safra (Conab, 2013).
No entanto, a expansdo do cultivo com milho proporcionou aumento na severidade das
doengas, representando umas das principais causas do menor rendimento da cultura. Entre
essas doencas, a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils. ¢
considerada uma das mais importantes, podendo ocorrer em todas as partes das plantas, mas
com maior importancia nas folhas e, principalmente no colmo (Badu-Apraku et al., 1987a;
Bergstrom & Nicholson, 1999; Venard & Vaillancourt, 2007; Costa et al., 2010a; Jirak-
Peterson & Esker, 2011; Cota et al., 2012).

Somente nas Americas, C. graminicola causa perdas anuais em produgdo estimadas
em mais de um bilhdo de dolares (Oestreich, 2005). A antracnose do colmo ¢ considerada de
maior preocupagdo econdmica devido aos danos no rendimento do milho causado pelo
acamamento ou morte prematura das plantas e redugdo na qualidade e peso dos graos (Badu-
Apraku et al., 1987b; Costa et al., 2010a; Jirak-Peterson & Esker, 2011; Cota et al., 2012). As
condigdes favoraveis para maior predominancia da antracnose do colmo sdo os plantios
sucessivos de milho, uso de genétipos suscetiveis, maior densidade populacional, plantio
direto sem a rotacdo de cultura e a presenga de insetos como a broca-da-cana (Diatraea
saccharalis Fabr.) e a broca europeia do milho ou European corn borer (Ostrinia nubilalis
Hiibner) (Keller et al., 1986; Bergstrom & Nicholson, 1999; Jirak-Peterson & Esker, 2011;
Cota et al., 2012).

Os sintomas da antracnose do colmo sdo mais visiveis apos o florescimento das
plantas. Na casca, surgem lesdes estreitras, longitudinais e com aspecto encharcado, que sdo
inicialmente de coloragdo pardo-avermelhada e posteriormente tornando-se marrom-escuras a
negras. Nos tecidos internos do colmo ocorre uma coloragdo marrom-escura, que entra em
processo de desintegracdo, afetando o fluxo de 4gua e nutrientes do colmo para a parte
superior, podendo ocasionar a morte prematura, quebramento ou acamamento das plantas
(Bergstrom & Nicholson, 1999; Venard & Vaillancourt, 2007).

O controle da antracnose do colmo pode ser realizado por meio da incorporacido de
residuos no solo, uso de adubagdo nutricional equilibrada, adog¢ao de densidade populacional

adequada, rotacdo de culturas e principalmente o uso de cultivares de milho com resisténcia
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genética (Bergstrom & Nicholson, 1999). Como essa ultima medida de controle é a mais
importante, varios trabalhos ja foram realizados para a obtengdo de genoétipos resistentes a
antracnose do colmo, além de estudos sobre a heranca genética da resisténcia (Carson &
Hooker, 1981; Badu-Apraku et al., 1987 a, b; Toman & White, 1993; Palaversic et al., 2009;
Matiello et al., 2012). A maioria dos estudos envolvendo este patossistema mostrou uma
resisténcia de heranga quantitativa, com a presenca de efeitos genéticos de dominancia e
principalmente de efeitos aditivo. (Carson & Hooker, 1981; Badu-Apraku et al., 1987 a;
Toman & White, 1993; Weldekidan & Hawk, 1993, Jung ef al., 1994; Matiello et al., 2012).

Carson & Hooker (1982), trabalhando com translocagdes reciprocas, identificaram
genes de resisténcia a antracnose do colmo presentes nos bragos longos dos cromossomos 1,
4, 8 ¢ ambos bragos do cromossomo 6 em milho. Além disso, foi realizado um estudo de
mapeamento de QTL (quantitative trait locus) em duas populacdes de milho segregando para
resisténcia a antracnose do colmo (Jung ef al., 1994), a partir da qual foi identificado o gene
de resisténcia (Rcgl), localizado em uma regido subjacente a um QTL de maior efeito
detectado no cromossomo 4 (bin 4.07), que, em seguida, foi clonado (Broglie ef al, 2006). Em
trabalhos realizados com apenas um isolado de C. graminicola, outras regides nos
cromossomos 1, 3,4, 5, 6,7, 8 ¢ 9 de milho também foram encontradas em associa¢do com a
resisténcia a antracnose do colmo (Matiello, 2004; Chung ef al., 2011).

Nesses estudos, foram utilizados marcadores moleculares Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP), Simple
Sequence Repeats (SSR) e Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (Jung et al., 1994;
Matiello, 2004; Broglie et al, 2006; Chung et al., 2011). Marcadores SNP sdo abundantes no
genoma do milho e tem sido amplamente utilizados, em fun¢do da grande disponibilidade ao
longo do genoma, excelente habilidade de discriminagdo entre individuos, grande utilidade
em estudos de associacdo entre marcador e fendtipo, além do aumento significativo na
resolugdo de analises de mapeamento genético e de QTLs (Mammadov et al., 2010; Yan et
al., 2010; Chung et al., 2011; Nelson et al., 2011; Lu et al., 2012; Semagn et al., 2012).

Devido a grande importancia da antracnose do colmo em cultivos de milho no Brasil,
e ao fato da resisténcia genética ser a medida de controle mais eficiente, a identificacdo de
marcadores SNP significativamente associados a resisténcia a essa doenca torna-se de grande
interesse para uso na selegdo assistida em programas de melhoramento. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi identificar marcadores SNP associados com resisténcia a antracnose

do colmo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao das progénies F2:3

A partir da autofecundagao de um hibrido simples de milho (material F,), considerado
resistente a antracnose do colmo, foram obtidos sementes F,. Em seguida, essas sementes
foram plantadas em campo e cada planta F, foi autofecundada para a obten¢do de progénies

F».3. Foram obtidas 262 progénies F,.; com sementes suficientes para montagem de ensaios.

2.2 Experimento no campo

O primeiro experimento foi conduzido durante os meses de fevereiro a maio de 2012
na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais (latitude -
19°28°03°°S, longitude - 44°15°08°°W e altitude de 732 m). Foram avaliadas as 262 progénies
F,.3 obtidas a partir da autofecundacao dos individuos F;, o hibrido autofecundado, além de
testemunhas comuns para suscetibilidade a antracnose do colmo. O delineamento foi em
blocos casualizados com duas repeti¢des, e as parcelas foram constituidas de uma fileira de
3,0 m de comprimento, com espagamento de 0,80 m entre fileiras e cinco plantas por metro.

Apbs o preparo da area, foi utilizado 300 kg ha™' do fertilizante NPK comercial
(8:28:16 + 0,4% Zn) na adubacao de plantio e 125 kg ha™' de uréia aos 30 e 45 dias apés a
emergéncia das plantas (DAE). O controle de plantas daninhas foi realizado por meio da
aplicagdo de atrazine (500 g/L) e de nicossulfurom (40 g/L) aos 27 DAE, e também com
capinas manuais. Para o controle da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), foi aplicado
o inseticida espinosade (100 mL ha™') aos 45 DAE. A irrigacdo por aspersdo foi utilizada
durante todo o periodo do experimento.

A inoculagdo foi realizada com o isolado monospérico de C. graminicola (Cg 03.09),
o qual se encontra depositado na micoteca da Embrapa Milho e Sorgo. Esse isolado tem sido
utilizado em trabalhos anteriores, sendo virulento em varias cultivares. O hibrido
autofecundado no presente trabalho apresenta-se como resistente ao Cg 03.09. A inoculacao
foi realizada na fase de pré-pendoamento, adotando-se o método do palito esterilizado imerso
na suspensdo de esporos (10° conidios ml™"). Antes da inoculagdo, as folhas inferiores das oito
plantas mais desenvolvidas foram removidas, expondo-se os entrenés da base do colmo e
realizada uma desinfestagdo superficial por meio de alcool 70%. Em seguida, o terceiro

entrend mais desenvolvido foi perfurado com o uso de um furador manual esterilizado e
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inserido o palito contendo a suspensdo de esporos, o qual permaneceu no colmo até o
momento da avaliagdo.

A avaliagdo da antracnose foi realizada aos 30 dias ap6s a inoculagdo. Os colmos
foram cortados longitudinalmente e a severidade avaliada no entren6 inoculado por meio de
uma escala de nota proposta no primeiro capitulo. Foi adotado o ponto médio de cada nota
(Tabela 1). Apods o processamento dos dados das avaliagdes de campo, foram selecionadas 20
progénies mais resistentes e 20 mais suscetiveis a antracnose do colmo. As progénies
resistentes e suscetiveis apresentaram severidade média menor que 15 e maior que 50%,

respectivamente.

Tabela 1 — Escala de nota para avalia¢ao da antracnose do colmo em milho.

Nota Severidade (%) Ponto médio (%)
0,5 00,00 - 12,50 6,25
1,0 12,60 - 25,00 18,80
1,5 25,10 - 37,50 31,30
2,0 37,60 - 50,00 43,80
2,5 50,10 - 62,50 56,30
3,0 62,60 - 75,00 68,80
3,5 75,10 - 87,50 81,30
4,0 87,60 - 100,00 93,80

2.3 Experimento em casa-de-vegetacio

Apo6s a avaliagdo de campo, sementes remanescentes das 40 progénies selecionadas
foram utilizadas para plantio em vasos de 20 L em casa-de-vegetagdo, sendo que cada
progénie foi representada por meio de 8 plantas. O hibrido autofecundado também foi usado
no plantio. Nesse segundo experimento, aos 25 DAE foi realizada a coleta de folhas de
plantas marcadas individualmente em cada progénie, sendo essas folhas congeladas em
nitrogénio liquido e depois armazenadas em deep freezer a -80 °C. Na fase de pré-
pendoamento, foi realizada a inoculagdo com o mesmo isolado de C. graminicola. Em
seguida, 30 dias apds a inoculacdo, foi realizada a avaliacdo da severidade da antracnose em
plantas individuais. Assim, dentro de cada progénie, as plantas com severidade < 18,8 %

(progénie resistente) e com severidade > 56,3 (progénie suscetivel) foram selecionadas para a
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extragdo de DNA. Uma das progénies considerada resistente ndo apresentou resultado
semelhante e foi desconsiderada. Assim, foram utilizadas as 20 progénies suscetiveis, 19

resistentes e o hibrido autofecundado para a extragao de DNA.

2.4 Extracio e integridade do DNA genomico

As folhas das plantas selecionadas dentro de cada progénie foram retiradas do deep
freezer -80, e uma pequena amostra (discos foliares) de cada material foi utilizada para o
processo de extracdo de DNA, seguindo a metodologia descrita por Lana et al. (2010). O
DNA do hibrido autofecundado também foi extraido. As amostras foram primeiramente
maceradas em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido e o p6 fino obtido foi inserido em
eppendorf de 2,0 mL e, em seguida, adicionados 800 pL. de tampao CTAB contendo 2% de B-
mercaptoetanol [2 % (m/v) CTAB; 0,2 M Tris- HCI (pH 7,5); 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA
(pH 8,0); 2 % (v/v) 2% B-mercaptoetanol]. As amostras foram homogeneizadas no vortex e
mantidas em banho-maria a 65 °C durante 40 minutos. Ap6s o resfriamento por 5 minutos na
capela de exaustdo, foram acrescentado as amostras, 700 puL de solucdo de cloroférmio-
octanol (24:1v/v), com homogeneizacdo manual constante por 10 minutos. O material foi
centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um eppendorf de
1,5 mL, onde foram adicionados 500 pL de isopropanol (-20 °C), sendo homogeneizado por
inversdo suave e acondicionados no freezer por, no minino, uma hora. Em seguida, foi
realizada a centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Ao
precipitado, foram adicionados 300 pL de etanol 70% (v/v) resfriado, e realizado o processo
de centrifuga¢do novamente. O sobrenadante foi descartado com auxilio de uma pipeta, e a
completa evaporagdo da solugdo de etanol foi realizada por meio da centrifuga a vacuo para
secagem mais rapida ("'spin de vacuo''). Para ressuspender o DNA precipitado, foram
adicionados ao eppendorf 100 pL de tampao TE pH 8.0 com 0,4 uL de RNase a 10 mg/imL
(10 mM Tris- HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0). A concentragdo de DNA das amostras foi
quantificada em espectrofotdmetro Nanodrop e realizada a dilui¢do com TE para 1000 ng/uL.
O DNA foi armazenado no freezer a -20 °C até o momento da sua utilizagdo. A qualidade e
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, o qual foi corado
com Gel Red, visualizado em transiluminador de luz ultravioleta, e registrado no aparelho

fotodocumentador Gel Logic 200 Imaging System.
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2.5 Obten¢ao de marcadores SNP

A genotipagem foi realizada por meio de marcadores SNP, os quais foram
selecionados por meio da tabela disponivel em Semagn et al. (2012). Informagdes disponiveis
em bancos de dados de dominio publico relacionados ao genoma do milho

(http://www.maizegdb.org/; http://www.panzea.org/) e em resultados de alguns trabalhos que

reportam marcadores moleculares associados a resisténcia a diferentes doengas de milho,
como a antracnose do colmo (Jung et al., 1994; Matiello, 2004; Rezende, 2004; Wisser et al.,
2006; Wisser et al., 2008; Broglie et al., 2009; Kump et al., 2011; Poland et al., 2011),
também foram utilizadas para escolha dos marcadores SNP utilizados no presente trabalho.
Assim, 682 marcadores foram selecionados para genotipagem, e sua distribuicdo ao longo do
genoma do milho pode ser verificada na Figura 1. Para a genotipagem, foi utilizado o servi¢o
oferecido pela empresa LGC Genomics KBioscience (http:/www.lgcgenomics.com), com

base no sistema KASP™ (Kompetitive Allele Specific PCR). O DNA das 39 progénies e do

hibrido foi preparado e transferido para uma placa estéril, com concentragao suficiente para o

uso de 10,5 ng de DNA /SNP durante o processo de genotipagem.
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Figura 1 - Dispersao e posi¢ao fisica (pares de bases) dos SNPs selecionados (cromossomos
1 — 10 de milho).
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2.6 Analises fenotipicas

As analises estatisticas dos dados fenotipicos foram processadas utilizando-se o
software Selegen-REML/BLUP, com base na metodologia de modelos mistos via REML
(Restricted Maximum Likelihood) para a obtencdo de valores genotipicos a partir de BLUP
(Best Linear Unbiased Predictor) (Resende, 2006). Assim, para a predicdo dos valores

genéticos, foi considerado o modelo 83, conforme a seguir:
v=XutZg+te

em que: y € o vetor de dados, u € o escalar referente a média geral (efeito fixo), g € o vetor dos
efeitos genotipicos (assumidos como aleatdrios), e é o vetor de erros ou residuos (aleatorios).
As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos. A partir

desse modelo, foram obtidos os valores genotipicos preditos (u+g) e a acuracia.

2.7 Associagdes entre SNP e resisténcia a antracnose do colmo

Apo6s a obtengdo dos dados genotipicos, todas as analises seguintes foram realizadas
utilizando o programa estatistico R (R Development Core Team, 2013). Primeiramente, foi
realizado o controle de qualidade dos marcadores, onde os SNP considerados monomorficos e
aqueles com freqiiéncia do alelo raro (minor allele frequency, MAF) menor que 5% foram
excluidos das analises. Em seguida, foi realizada uma andlise de regressdo linear para
identificar marcadores polimorficos significativamente (P < 0,01) associados com a
resisténcia a antracnose do colmo. Para isso, foram utilizados os valores genotipicos preditos
(utg) obtidos utilizando modelos mistos.

Para identificar associagdes significativas entre marcadores SNP e a resisténcia a

antracnose foi utilizado o seguinte modelo:

em que: y; ¢ o valor de BLUP obtido para o hibrido e a progénie i ; u ¢ a média geral; Xa, ¢

o geno6tipo do marcador j para o hibrido e a progénie i, assumindo valores 0, 1 e 2 para os
genodtipos homozigotos para o alelo menos frequente, heterozigoto, homozigotos para o alelo

de maior frequéncia, respectivamente; a ; ¢ o efeito aditivo (efeito de substitui¢do alélica) do
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marcador j; x; ¢ a variavel indicadora para o genodtipo do marcador j para o hibrido e a
y

progénie i, assumindo valores 1 ou 0 se o gendtipo do hibrido e da progénie i ¢ heterozigoto

ou homozigoto para o marcador j, respectivamente; &; ¢ o efeito de dominancia para o

marcador j ;e g; ¢ o efeito residual.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliaciao da antracnose do colmo em casa-de-vegetacio

Os valores genotipicos preditos (u+g), obtidos a partir da abordagem de modelos
mistos, ¢ as médias fenotipicas para severidade da antracnose do colmo nas 39 progénies
selecionadas e do hibrido estdo apresentados na Tabela 2. As primeiras 20 progénies foram
consideradas as mais suscetiveis a doenga, com valores genotipicos entre 60,22 a 84,40, e as
demais 19 progénies foram as mais resistentes, com valores entre 6,68 a 16,66. O hibrido
autofecundado apresentou valor genotipico de 14,34. Além disso, a estimativa de acuracia do
ensaio foi 98 %, a qual mede a correlacdo entre valores genéticos preditos e valores

verdadeiros.

3.2 Identificacio de SNP associados com resisténcia a antracnose do colmo

Apoés as analises de regressdo, nove marcadores com efeito genético aditivo foram
identificados. No entanto, um desses apresentou médias discrepantes para as classes
genotipicas e foi desconsiderado da analise. Com isso, oito marcadores SNP, localizados no
cromossomo 3 (bins 3.02/03/04) e 10 (bin 10.01), com efeito genético aditivo, apresentaram-
se significativamente associados a resisténcia a antracnose (P < 0,01) (Figura 2). A variagdo
fenotipica explicada pelos marcadores foi determinada a partir do coeficiente de determinagao
(R?) do modelo, que apresentou valores entre 18 a 23% (Tabela 3). Além desses, foram
identificados quatro marcadores SNP associados a resisténcia a antracnose que apresentaram
efeito genético de dominancia significativo (P < 0,01 e P < 0,001) (Figura 3), os quais estdo
localizados no cromossomo 4 (bin 4.05) e 9 (bin 9.02/03), e explicam 18, 19, 21 e 35 % da

variagdo fenotipica (Tabela 4).
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4 DISCUSSAO

O método de avaliagdo adotado neste trabalho foi eficiente para discriminar as
progénies, sendo possivel observar a diferenga na intensidade da antracnose do colmo entre os
materiais com maior padrdo de suscetibilidade e de resisténcia. Essa resisténcia nao ¢
considerada como completa, mas parcial como tem sido observado em outros estudos com
essa doenga (Carson & Hooker, 1981; Badu-Apraku ef al., 1987 a; Jung et al., 1994; Broglie
et al, 2006; Matiello et al., 2012).

A partir da andlise de modelos mistos, foi possivel a obtencdo da estimativa da
acuracia experimental, cujo valor foi elevado (acima de 90%), o que indica excelente precisao
experimental, o que ¢ esperado para ensaios conduzidos em casa de vegetacdo (Resende,
2007). Em ensaios de comparag¢do com mais de dez materiais genéticos, ¢ recomendado o uso
do REML/BLUP (tratamentos como efeitos aleatorios) e ndo por meio de testes de
comparagdo de médias, os quais sdo considerados como efeitos fixos (Resende, 2004). A
grande vantagem da metodologia de modelo misto ¢ permitir a recuperagdo dos valores
genotipicos, existindo maior acuracia devido as predicdoes dos efeitos aleatdrios serem
forcadas em direcdo a média geral pelo efeito de shrinkage. Esse efeito tende a reduzir a
magnitude das estimativas dos efeitos considerados fixos até zero, ou seja, eliminando os
efeitos ambientais residuais inclusos nos dados fenotipicos (Resende, 2004). Estudos de
mapeamento de QTLs e mapeamento associativo para resisténcia a diferentes doengas em
milho tém sido realizados com base nos valores genotipicos obtidos via BLUP (Pernet et al.,
1999a; Pernet ef al., 1999b; Chung et al., 2011; Poland et al., 2011; Bonamico et al., 2012).

No presente trabalho, foram identificados 12 marcadores SNP associados com
resisténcia a antracnose do colmo, sendo que oito apresentaram efeito genético aditivo
significativo, e quatro, efeito de dominancia. Vérios outros trabalhos também mostraram que
a resisténcia neste patossistema ¢ caracterizada pela presenca desses dois tipos de efeito,
embora o efeito aditivo seja o mais prevalecente e representando uma importante fonte de
variacdo (Lim e White, 1978; Carson & Hooker, 1981; Badu-Apraku et al., 1987 a;
Weldekidan e Hawk, 1993, Jung ef al., 1994; Matiello et al., 2012). Para estudar a heranga da
resisténcia a antracnose do colmo, Carson & Hooker (1981) utilizaram cinco populagdes
oriundas de cruzamentos entre quatro linhagens resistentes e duas suscetiveis, onde relataram
que os efeitos genéticos aditivos responderam por mais de 90% da variacdo total entre
geracoes em todas as populagdes trabalhadas. Efeito genético aditivo também foi

predominante em duas populacdes de milho segregando para resisténcia a antracnose do
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colmo, explicando entre 70 a 99% da varia¢do pelo niimero total de entrends descoloridos, e
entre 64 a 96% da variacdo pelo nimero de entrends apresentando mais de 75% de
descoloracdo causada por C. graminicola (Jung et al. 1994).

Devido a magnitude do efeito genético estimado e da varidncia fenotipica explicada
pelos marcadores (R parcial), podemos considerar que os marcadores detectados no presente
trabalho apresentaram efeitos individuais reduzidos ou moderados, indicando uma heranga
provavelmente controlada por muitos genes, o que caracteriza o controle genético de
caracteres quantitativos. Estudos realizados em populagdes experimentais de milho tropical
também sugerem um modo de heranga mais complexo para a antracnose do colmo, sendo
controlada por varios genes de efeito individual reduzido (Matiello et al., 2012). Carson &
Hooker (1982), utilizando translocagdes reciprocas, concluiram que genes para resisténcia a
essa doencga estavam presentes nos bragos longos dos cromossomos 1, 4, 8 e ambos bragos do
cromossomo 6. Outros estudos realizados com a antracnose do colmo também mostraram
uma heranga quantitativa sobre a resisténcia (Carson & Hooker, 1981; Badu-Apraku et al.,
1987 a; Matiello, 2004).

Os SNP identificados neste trabalho foram comparados com a localizacdo
cromossOmica de varios outros marcadores associados com resisténcia as doengas no milho
(Tabela 5). Com relagdo a antracnose do colmo, os marcadores desse estudo estdo localizados
nos cromossomos 3 (bins 3.02, 3.03 ¢ 3.04), 4 (bin 4.05), 9 (bins 9.02 ¢ 9.03) ¢ 10 (bin 10.01),
podendo ser um novo relato sobre localizagdo de genes de resisténcia. Outras regides nos
cromossomos.bin como em 1.02, 4.10, 5.05, 6.01, 7.02, 8.04, 9.03 (Matiello, 2004), 3.05,
5.06, 6.05 (Chung et al., 2011) e 4.07 (Jung et al., 1994) também foram encontradas em
associacdo com resisténcia a antracnose do colmo. Recentemente, com a descoberta do gene
Rcgl (cromossomo 4.07), a introgressdo em linhagens pode ser obtida com sucesso e hibridos
produzidos com linhagens contendo esse gene aumentou a resisténcia a antracnose do colmo
quando inoculados com uma mistura de isolados de C. graminicola, diminuindo o impacto
negativo no rendimento do milho causado pela doenca (Frey et al., 2011). Além disso, devido
ao ciclo de vida assexual e limitada variabilidade desse patdogeno, os autores acreditam que
Rcgl pode apresentar uma resisténcia mais duravel.

Quando comparamos marcadores moleculares associados com resisténcia a outras
doengas no milho, foi possivel verificar varios destes com localizagdo proxima aos SNP
relatados neste trabalho (Tabela 5). No cromossomo 3, alguns marcadores sdo associados com
resisténcia a manchas foliares, entretanto, a maior parte destes citados estdo associados a

viroses, principalmente no bin 3.04. Marcadores relacionados com resisténcia a podridao do
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colmo e da espida por Fusarium estdo presentes no cromossomo 4, enquanto no cromossomo
9, a maioria esta associada com resisténcia a doencas de manchas foliares. No cromossomo
10, foram relatados marcadores para ferrugem polissora, além de mancha de bipolaris e
murcha bacteriana stewart’s. Com relagdo a antracnose foliar, apenas os marcadores
localizados em 3.05 e 10.03 foram mais proximos dos SNP deste estudo. Embora esses
trabalhos tenham utilizado populagdes com constituigdes genéticas distintas, ¢ possivel
observar marcadores moleculares associados com resisténcia a diferentes doencas nas mesmas
posigdes cromossdmicas do milho.

O uso de marcadores moleculares do tipo SNP foi de grande importancia, sendo o
primeiro relato com estudos para resisténcia a antracnose do colmo no Brasil. Esse marcador
possui caracteristicas de grande vantagem como o baixo custo, ¢ altamente abundante no
genoma, codominante, andlises com alto rendimento, baixa taxa de erro durante a
genotipagem e com resultado mais acurado, podendo ser aplicado em estudos de diversidade
genética, mapeamento de ligacdo e de QTL, além do melhoramento assistido por marcador
(Mammadov et al., 2010; Yan et al., 2010; Hao et al., 2011; Lu ef al., 2012; Semagn et al.,
2012). Com isso, marcadores SNP também tém sido utilizados em estudos visando resisténcia
a doengas no milho (Kump et al., 2011; Poland et al., 2011; Chung et al., 2011; Shi et al.,
2012, Weng et al., 2012; Inghelandt et al., 2012).

Embora marcadores SNP associados com resisténcia a antracnose do colmo tenham
sido identificados no presente trabalho, pesquisas futuras devem ser realizadas visando a parte
de validag¢ao dos marcadores. Por isso, sugere-se a realizacdo de outros estudos para o melhor
entendimento da base genética da resisténcia a antracnose do colmo, o que podera auxiliar na
selecdo assistida. Por exemplo, se poucos locos de grande efeito estiverem associados com
resisténcia a antracnose, esses podem ser validados em outros backgrounds genéticos,
podendo ser introgredidos via retrocruzamentos assistidos. No entanto, se a base genética for
mais complexa, com muitos marcadores de pequeno efeito identificados associados a
resisténcia, o uso da sele¢do gendmica possa ser mais adequado para o emprego de
marcadores moleculares para a sele¢do assistida em programas de melhoramento.

O desenvolvimento de populagdes como linhagens endogamicas recombinantes (RILs)
e linhagens quase isogénicas (NILs) também podem ser de grande interesse para o
mapeamento ¢ deteccdo de QTLs com estabilidade e largo efeito de resisténcia a antracnose
do colmo. Esses dois tipos de populacao (RILs e NILs) sdo amplamente usadas em estudos

com doencas de milho, visando o mapeamento e caracterizagdo de QTL (Broglie et al, 2006;
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Chung et al., 2010a; Chung et al., 2010b; Poland et al., 2011; Kump et al., 2011; Chung et

al.,2011; Shi et al., 2012; Chen et al., 2012; Luan ef al., 2012; Bonamico et al., 2012).
Portanto, estudos futuros devem ser realizados para validagao desses marcadores SNP,

verificando o potencial na utilizacdo em sele¢do assistida em programas de melhoramento de

milho.
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Tabela 2: Valores genotipicos preditos (u+g) e médias fenotipicas para severidade da

antracnose do colmo avaliada nas progénies F,.3 € no hibrido em casa-de-vegetagao.

Classificacao ut+g Fenotipo
1 84,40 84,87
2 84,40 84,87
3 79,37 79,74
4 77,82 78,18
5 76,24 77,13
6 75,56 75,94
7 75,56 75,94
8 75,56 75,94
9 74,73 75,05
10 73,18 73,49
11 71,63 71,93
12 68,38 68,80
13 68,28 68,80
14 66,99 67,24
15 65,92 66,30
16 65,92 66,30
17 65,44 65,68
18 62,28 62,55
19 61,76 62,55

20 60,22 60,47
21 16,66 16,29
22 15,90 15,66
23% 14,34 14,09
24 14,34 14,09
25 12,88 12,53
26 12,79 12,53
27 11,24 10,96
28 11,24 10,96
29 11,24 10,96
30 10,81 10,43
31 10,17 9,84
32 10,17 9,84
33 9,68 9,39
34 9,24 8,76
35 8,40 8,04
36 8,13 7,82
37 6,77 6,25
38 6,68 6,25
39 6,68 6,25
40 6,68 6,25
Acuracia 0,98

* hibrido autofecundado.
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Figura 2: Marcadores SNP com efeito genético aditivo associados com resisténcia a
antracnose do colmo. Linhas tracejadas verde, azul e vermelho representam 5%, 1% e 0,1%

de significincia, respectivamente.

42



Resisténcia a Antracnose do Colmo

T -
L]
® +ecccccccccnccccscnccccccnccsscsscsssssnassssaRsASSSASARASSSASASASAmAASAASAmAssAsSamasaasanas
0
0]
: - '
G N feemeemeeecccccrccccnaaa- T ge-ce-ececesccccccesmcsccccmccssscmcreaman=
— .
8’ . . ‘e *
- . . . . .
. .
o'. .
....... e R P
. N R . . . . . . v ) o
. .
Al . [ ] .. - .' . . I.. L] L] *
0 . . st * . . . ]
- ] e . L] . . .
* ’ ‘ ' ' . * SO . .- . *
. . .
» e . . o’ - eyt * o [y - .
LI e, P T . ", -, F LAY I
o ' . e . ’ e o * L LR ¢ I R
* A ¢ L . . ¢ . L T LA * ot t.
o - . . . ., Qe 2 L . . ., . W . [T l'
1 I T 1 T T
0 50 100 150 200 250 300
Marcador

Figura 3: Marcadores SNP com efeito genético de dominancia associados com resisténcia a
antracnose do colmo. Linhas tracejadas verde, azul e vermelho representam 5%, 1% e 0,1%

de significincia, respectivamente.
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Tabela 3: Marcadores SNP com efeito genético aditivo associados com resisténcia a antracnose do colmo em milho e variagao fenotipica
explicada pelo marcador (R?).

Marcador Cromossomo-bin  Posicao fisica (pb) SNP  Efeito estimado p-valor R’ Alelo com efeito*
PZA02098 2 3.02 8.109.842 A/G -24.97 0.00193** 0.21 A
PZA00508 2 3.03 11.895.613 A/G -24.72 0.00208** 0.22 A
PHM4145 18 3.04 21.098.404 A/G -26.14 0.00598** 0.18 A
PHM2343 25 3.04 27.981.649 A/G -27.69 0.00224** 0.20 A
PZA00210 1 3.04 29.693.561 A/G -27.69 0.00224** 0.20 A
PZA03070 9 3.04 43.868.043 A/C -27.69 0.00224** 0.20 C
PZA02742 1 3.04 97.441.783 C/G -25.64 0.00702%** 0.18 C
PZA02221 20 10.01 1.948.030 A/G 19.96 0.00146** 0.23 G

* alelo com efeito contribuinte para reducao da antracnose do colmo; ** significativo a P < 0,01

Tabela 4: Marcadores SNP com efeito genético de dominancia associados a resisténcia a antracnose do colmo em milho e variacao fenotipica
explicada pelo marcador (R?).

Marcador Cromossomo-bin Posigao fisica (pb) SNP Efeito estimado * p-valor R’
bt2 7 4.05 66.290.994 A/G -30.65 0.00623** 0.21
PHMS5181 1 9.02 15.582.065 A/G 26.26 0.00977** 0.18
PHM9374 5 9.02 17.653.676 A/G 38.09 0.000194*** 0.35
wx]1 1 9.03 23.215.033 C/G 30.31 0.00566** 0.19

* sinal positivo dos valores estimados indicam que os heterozigotos sdo mais suscetiveis que as respectivas médias dos dois homozigotos € o
sinal negativo indica que os heterozigotos sao mais resistentes que as respectivas médias dos dois homozigotos. ** significativo a P <0,01; ***
significativo a P < 0,001
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Tabela 5: Localizacdo de marcadores moleculares associados com resisténcia a antracnose do

colmo e outras doeng¢as do milho.

Cromossomo.bin Doenga* Referéncia
1.02 Antracnose do colmo Matiello, 2004
2.04 Antracnose foliar Rezende, 2004
2.06 Antracnose foliar Rezende, 2004
3.02 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013
3.02 Mancha de Bipolaris Kump et al., 2011
3.02 Queima da bainha por Rhizoctonia Zhao et al., 2006
3.02 MSV Pernet et al., 1999a; Pernet et al., 1999b
3.02 MMV Ming et al., 1997
3.03 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013
3.03 Mancha de Bipolaris Carson et al., 2004
3.03 Helmintosporiose Welz et al., 1999
3.03 MSV Pernet ef al., 1999b
3.03 MMV Ming et al., 1997
3.04 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013
3.04 Podriddo Espiga por Fusarium Xiang et al., 2012
3.04 Mancha de Bipolaris Kump et al., 2011; Balint-Kurti et al., 2006; Carson ef al., 2004
3.04 SCMV Souza et al., 2008; Wu et al., 2007; Duble et al., 2000; Xu et, 1999
3.04 MCDV Jones et al., 2004
3.04 Ferrugem comum Brown et al., 2001; Sanz-Alferez et al., 1995
3.04 Cercosporiose Lehmensiek et al., 2001
3.04 MMV Ming et al., 1997; Ming et al., 1995
3.04 WSMV McMullen et al., 1994
3.05 Antracnose do colmo Chung et al., 2011
3.05 Antracnose foliar Rezende, 2004
3.07 Antracnose foliar Rezende, 2004
4.05 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013
4.05 Podriddo Espiga por Fusarium Chen et al., 2012
4.05 Podriddo Colmo por Fusarium Peetal., 1993
4.05 Queima da bainha por Rhizoctonia Zhao et al., 2006
4.05 Ferrugem comum Brown et al., 2001
4.07 Antracnose do colmo Broglie et al., 2006; Jung et al., 1994
4.10 Antracnose do colmo Matiello, 2004
5.05 Antracnose do colmo Matiello, 2004
5.06 Antracnose do colmo Chung ez al., 2011
6.01 Antracnose do colmo Matiello, 2004
6.05 Antracnose do colmo Chung et al., 2011
7.02 Antracnose do colmo Matiello, 2004
8.04 Antracnose do colmo Matiello, 2004
9.02 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013
9.02 Helmintosporiose Poland et al., 2011; Welz et al., 1999
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9.02 Mancha de Bipolaris Kump et al., 2011

9.03 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013

9.03 Helmintosporiose Inghelandt et al., 2012

9.03 Mancha de Bipolaris Balint-Kurti ez al., 2006

9.03 Antracnose do colmo Matiello, 2004
10.01 Antracnose do colmo Neste estudo, 2013

10.01 Mancha de Bipolaris Kump et al., 2011

10.01 Ferrugem Polissora Zhao et al., 2013; Jines et al., 2007; Chen et al., 2004
10.01 Murcha bacteriana Stewart’s Brown et al., 2001

10.03 Antracnose foliar Rezende, 2004

* Sugarcane mosaic virus (SCMV); Maize streak virus (MSV); Maize mosaic virus (MMYV); Maize chlorotic
dwarf virus (MCDV); Wheat streak mosaic virus (WSMV).
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CAPITULO 3

Correlaciao entre antracnose do colmo e antracnose foliar em

milho
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RESUMO

A antracnose ¢ considerada uma das doengas mais importantes na cultura do milho, ocorrendo
com maior importancia nas folhas e no colmo. A principal medida de controle dessa doenca ¢
o uso de gendtipos resistentes, entretanto, a reacdo das plantas pode ser diferente quando a
infec¢do ocorre nas folhas ou colmo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo desses dois
orgdos do milho a isolados de Colletotrichum graminicola, visando analisar a correlagdo entre
a severidade da doenga nos mesmos. Em casa-de-vegetagdo, foram conduzidos cinco
experimentos para avaliar a antracnose foliar e cinco para antracnose do colmo. Na folha, a
inoculacdo foi realizada por meio de pulverizacdo das plantas aos 15 dias ap6s o plantio e as
avaliagdes 15 dias depois. Os colmos foram inoculados na fase de pré-pendoamento e
avaliados 30 dias apds inoculados. Outro experimento foi realizado para avaliar a antracnose
nos hibridos 2B710 ¢ 2B707 inoculados com dez isolados previamente selecionados. A
correlacdo entre a severidade da antracnose foliar e do colmo foi significamente positiva no
hibrido BRS 1010 (r = 0,80) e P3862 (r = 0,76), entretanto, nos hibridos 2B710, 2B707 e
P30F35 a correlagao foi ndo significativa. O uso de varios isolados foi importante devido ao
maior nimero de dados para comparagdes e os resultados indicam que para os genétipos mais
resistentes ndo houve correlagdo quanto a resposta ao patdogeno em folhas e colmo,
evidenciando a nao existéncia de relacdo entre os mecanismos de resisténcia entre esses dois
orgdos. Assim, para adocdo de hibridos resistentes a antracnose, ¢ preciso verificar a reacao
nas folhas e no colmo, € o cruzamento entre materiais resistentes a antracnose foliar ¢ do

colmo podem ser considerados. Além disso, ¢ recomendado que estudos de heranca da

resisténcia e sobre racas fisiologicas de C. graminicola sejam realizados em 6rgdos separados.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) esta entre as culturas mais importantes no cenario da producao
agricola do mundo e o Brasil estd entre os maiores produtores, com aproximadamente 70
milhdes de toneladas registrada na ultima safra (Conab, 2013). Os produtos derivados do
milho s3o utilizados principalmente na alimentacdo humana e na formulagdo de ragdes para
criacdo de varios animais como aves, suinos, bovinos e outros (Souza & Braga, 2004; Garcia
et al., 2006). No entanto, a presenga de doencas representa uma das principais causas que
podem levar ao menor rendimento da cultura. Entre essas doengas, a antracnose causada pelo
fungo Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils. ¢ considerada uma das mais importantes,
podendo ocorrer em todas as partes das plantas, mas com maior importancia na folha e no
colmo (Badu-Apraku et al., 1987a; Bergstrom & Nicholson, 1999; Venard & Vaillancourt,
2007; Costa et al., 2010a; Jirak-Peterson & Esker, 2011; Cota et al., 2012).

A antracnose foliar ¢ caracterizada por lesdes de coloragdo necroticas com halos
amarelos e de formas variadas, podendo causar uma extensa queima foliar e surgir em
qualquer época durante desenvolvimento das plantas. Nas nervuras ¢ comum a presenca de
lesdes elipticas com frutificagcdes (acérvulos) do patogeno (Bergstrom & Nicholson, 1999;
Casela et al., 2006). Os sintomas da antracnose do colmo s3o mais visiveis apds o
florescimento das plantas, mas o processo infeccioso inicia pelos propagulos provenientes das
lesdes foliares ou daqueles presentes em restos culturais. Na casca, surgem lesdes estreitras,
longitudinais e com aspecto encharcado, que sdo inicialmente de coloragdo pardo-
avermelhada e posteriormente tornando-se marrom-escuras a negras. Nos tecidos internos do
colmo ocorre uma coloracdo marrom-escura, que entra em processo de desintegracao,
afetando o fluxo de dgua e nutrientes do colmo para a parte superior, podendo ocasionar
morte prematura e acamamento ou quebramento das plantas (Wheeler ef al., 1974; Keller &
Bergstrom, 1988; Bergstrom & Nicholson, 1999; Venard & Vaillancourt, 2007).

Para o controle da antracnose, um conjunto de medidas é recomendado como a rotagao
de culturas, incorporagdao de residuos no solo, adubacdo equilibrada, densidade de plantas
adequada e evitar a ocorréncia de injirias como as que podem ocorrer no colmo. No entanto,
a principal medida de controle dessa doenca ¢ o uso de genotipos de milho com bom nivel de
resisténcia genética (Bergstrom & Nicholson, 1999; Casela et al., 2006). Com isso, diversas
pesquisas ja foram realizadas visando estudar o controle genético e a obten¢do de gendtipos
resistentes a antracnose foliar e do colmo (Poneleit ez al., 1972; Carson & Hooker, 1981a, b;

Badu-Apraku et al., 1987 a, b, ¢; Toman & White, 1993; Coélho et al., 2001; Palaversic et al.,
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2009; Frey et al., 2011; Matiello et al., 2012). Entretanto, alguns trabalhos tem verificado que
a resposta de genotipos de milho a antracnose pode ser diferente quando a infecg¢ao pelo C.
graminicola ocorre nos tecidos das folhas ou do colmo, sugerindo assim uma ocorréncia de
mecanismos genéticos diferentes controlando resisténcia a antracnose foliar € do colmo. De
acordo com os resultados, a reagdo de milho a antracnose foliar ndo ¢ correlacionada com
antracnose do colmo (Lim & White, 1978; Zuber et al., 1981; Pereira, 1983; Badu-Apraku et
al., 1987a; Barbosa 2001; Chung ef al., 2011). No entanto, a maior parte dos estudos foi
realizada utilizando apenas um isolado de C. graminicola.

Portanto, estudo com varios isolados do patdégeno pode torna-se interessante para
analisar a reagdo desses dois 6rgdos da planta a antracnose, sendo essa informacgdo de grande
utilidade em um programa de melhoramento. Nao existindo correlagdo, varias medidas podem
ser consideradas, como o cruzamento entre materiais resistentes a antracnose foliar e do
colmo, ado¢do de hibridos com resisténcia especifica para regido com maior problema de
antracnose foliar ou colmo e, estudos sobre racas de C. graminicola em folha e colmo
separadamente. No entanto, na presenga de um alto coeficiente de correlagdo positiva, a
inoculagdo podera ser realizada apenas em folha e com isso, a resposta sera mais rapida,
economizando tempo e sendo menos trabalhoso em comparacdo com avaliagdo da antracnose
do colmo.

Considerando esses fatores, este trabalho teve como objetivo estudar a reacdo da folha e
colmo de hibridos a vérios isolados de C. graminicola, visando evidenciar a existéncia ou nao

de relagdo entre os mecanismos de resisténcia entre esses dois 6rgaos das plantas de milho.

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos cinco experimentos para avaliar a antracnose foliar e cinco para
avaliar a antracnose do colmo em casa-de-vegetagdao. O delineamento foi inteiramente
casualizado, utilizando 20 isolados de C. graminicola (Table 1) e uma testemunha, com trés
repetigdes (vasos) para cada tratamento. Os gendtipos utilizados para inoculagdo dos isolados
foram os hibridos comerciais BRS 1010 (Embrapa), 2B710 (Dow Agroscience), 2B707 (Dow
Agroscience), P30F35 (Pioneer) e P3862 (Pioneer).

O inoculo dos isolados foi preparado em condigdes de laboratdrio. Para isso, cada

isolado foi transferido para placas de Petri contendo o meio de cultura FAA (60 g farinha de
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aveia, 18 g de 4gar e 1000 ml 4gua deionizada) e mantidos em camara de crescimento a 28 +
2 °C sob luz fluorescente continua. Apds cinco dias de crescimento, foi realizada uma
raspagem superficial do micélio para induzir a esporulacdo do fungo. Para a producdo do
in6culo, o isolado foi novamente repicado para placas contendo meio FAA e realizado o
mesmo procedimento de raspagem para a obtencao de placas contendo esporulagdo suficiente
para o preparo do inéculo. Para a inoculagdo, foi ajustada uma concentragio de 10° conidios
ml™! para cada isolado (Fereira & Casela, 1986; Costa ef al., 2010b; Cota et al., 2010).

Para o estudo da antracnose foliar, foram utilizados vasos de 5 L contendo quatro
plantas, e para o ensaio com antracnose do colmo, foram vasos de 20 L com apenas uma
planta. Os vasos foram preenchidos com solo utilizado para praticas agricolas e na adubacao
de plantio, foi utilizado 10 g por vaso do fertilizante NPK comercial (8:28:16 + 0.4% Zn) e
500 mg do formulado FTE BR 12. Os vasos de 20 L receberam uma outra cobertura aos 40
DAE. Os experimentos foram mantidos na casa-de-vegetacdo com temperatura controlada de
28 £ 5 °C e com a presenca de umidade relativa de 40 £ 10 %. Todos os tratamentos foram

irrigados diariamente e receberam aproximadamente a mesma quantidade de adgua.

Tabela 1: Isolados de Colletotrichum graminicola utilizados para inocula¢do de folhas e
colmo dos cinco hibridos de milho.

Isolados Orgio de origem Cidade de coleta
61.07 colmo Sete Lagoas - MG
62.07 colmo Sete Lagoas - MG
64.07 colmo Sete Lagoas - MG
84.07 colmo Sete Lagoas - MG
85.07 colmo Sete Lagoas - MG
88.07 colmo Sete Lagoas - MG
91.07 colmo Chapeco - SC
01.08 colmo Sete Lagoas - MG
04.08 colmo Sete Lagoas - MG
06.08 colmo Sete Lagoas - MG
23.08 folha Sete Lagoas - MG
25.08 folha Sete Lagoas - MG
29.08 folha Sete Lagoas - MG
30.08 folha Sete Lagoas - MG
35.08 folha Sete Lagoas - MG
44.08 folha Sete Lagoas - MG
03.09 folha Sete Lagoas - MG
19.09 folha Campo Mourao - PR
22.09 folha Campo Mourdo - PR
47.09 folha Cascavel - PR
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2.1 Inoculacio e avaliacdo da antracnose foliar

A inoculacao com os isolados foi realizada por meio de pulverizagdo das plantas até o
ponto de escorrimento, sendo aos 15 dias apds o plantio. Em seguida, as plantas foram
mantidas em umidade relativa de 80% durante 15 horas. As avaliacdes da doenca foram
realizadas aos 15 dias apos a inoculagdo, com auxilio de uma escala de notas (Ferreira &
Casela, 1986) descrita a seguir:

- 1,0 (auséncia de sintomas);

- 1,5 a 2,0 (infeccdo leve, presenca de pequeno niimero de lesdes alongadas sem esporulagao,
com até 10% da area foliar afetada);

- 2,1 a 2,5 (infeccdo leve a moderada, presenca de lesdes alongadas sem esporulacdo ou de
reacdo de hipersensibilidade, com até 11% a 15% da area foliar afetada);

- 2,6 a 3,0 (infecgdo severa com grande nimero de lesdes esporulantes ¢ com alguma
coalescéncia, de 16% a 20% da area foliar afetada);

- 3,1 a 4,9 (infecgdo severa com grande niimero de lesdes esporulantes e com alguma
coalescéncia, de 21% a 40% da area foliar afetada);

- 5,0 (Infec¢do muito severa, com lesdes abundantes e coalescidas. Mais de 40% da area foliar
afetada).

A avaliagdo da antracnose foi utilizada para a analise estatistica ¢ nos tratamentos
onde foram observadas notas médias iguais ou maiores a 3,0, as plantas foram consideradas

como suscetiveis, conforme proposto por Ferreira & Casela (1986).

2.2 Inoculacao e avaliacao da antracnose no colmo

A inoculagdo com os isolados foi realizada na fase de pré-pendoamento, adotando-se o
método do palito imerso na suspensdo de esporos. Primeiramente, as folhas inferiores das
plantas foram removidas, expondo-se os entrends da base do colmo e realizada uma
desinfestagdo superficial. Para inoculagdo, o terceiro entrend mais desenvolvido das plantas
foi perfurado com uso de um furador manual esterilizado e inserido o palito contendo a
suspensdo de esporos, o qual permaneceu no colmo até o momento das avaliagdes (Costa et
al., 2010b; Cota et al., 2010).

As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias apds a inocula¢do. Primeiramente, os

colmos foram cortados longitudinalmente e a severidade da doenga foi avaliada utilizando-se
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uma escala de notas proposta no primeiro capitulo. Para analise estatistica, foram adotados os

pontos médios de cada nota (Tabela 2).

Tabela 2 — Escala de nota para avalia¢ao da antracnose do colmo em milho.

Nota Severidade (%) Ponto médio (%)
0,5 00,00 - 12,50 6,25
1,0 12,60 - 25,00 18,80
1,5 25,10 - 37,50 31,30
2,0 37,60 - 50,00 43,80
2,5 50,10 - 62,50 56,30
3,0 62,60 - 75,00 68,80
3,5 75,10 - 87,50 81,30
4,0 87,60 - 100,00 93,80

2.3 Analise estatistica

Os valores da severidade da antracnose foliar e do colmo avaliadas nos hibridos foram
submetidos as pressuposicdes da ANOVA, em que foram verificados e atendidos quanto a
normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e homogeneidade de variancia
pelo teste de Bartlett’s ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa MINITAB versao
14. Posteriormente, foi realizada a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa GENES
(Cruz, 2006). Uma andlise de correlacdo de Pearson também foi realizada para avaliar a

relacdo entre as variaveis severidade da antracnose foliar e do colmo.

2.4 Avaliacdo em 2B710 e 2B707

Ap6s as avaliacdes da antracnose nos hibridos, foram selecionados dez isolados de C.
graminicola que causaram severidade com intensidade diferente entre folha e colmo. Para

confirmagdo dos resultados, os dez isolados foram inoculados nas folhas e colmo dos hibridos

62



2B710 e 2B707, verificando assim a correlagdo entre as duas variaveis. Os procedimentos

para inoculacdo, avaliagdo e analises foram os mesmos descritos anteriormente.

3 RESULTADOS

A reacdo dos hibridos de milho aos 20 isolados de C. graminicola pode ser observada
na Tabela 3 e a correlacdo entre a antracnose foliar ¢ do colmo na Tabela 5. Nas folhas do
BRS 1010, todos os isolados apresentaram esporulagdo, obtendo nota superior a 3,0. No
colmo, a maioria dos isolados causaram 93,80% de severidade e apenas os isolados 04.08 e
19.09 foram diferentes, apresentando 89,63 e 72,96%, respectivamente. Com isso, foi
observado um alto coeficiente de correlagao positiva entre a antracnose foliar e do colmo (r =
0,80) para o BRS 1010.

No hibrido 2B710, sete isolados causaram nota média igual a 3,0 com esporulagdo
evidente do fungo. Os outros isolados apresentaram infec¢do leve a moderada, sem
esporulagdo e presenca de reagdo de hipersensibilidade. No colmo, o 2B710 foi resistente a
maioria dos isolados, com severidade baixa a moderada e apenas os 44.08, 23.08 ¢ 29.08
causaram severidade acima de 60%. Nao foi encontrada correlagdo da severidade na folha e
colmo nesse hibrido. O hibrido 2B707 foi suscetivel a doze isolados inoculados na folha, e no
colmo a severidade foi em maior parte considerada moderada (30 a 50%), ndo apresentando
correlacdo entre a reagdo foliar e do colmo.

Nas folhas do P30F35, mesmo com a diferenca estatistica entre os isolados, todos
causaram uma infeccdo severa com grande nimero de lesdes esporulantes. A severidade da
antracnose no colmo foi considerada de moderada a alta (35 a 73%), mas sem correlagdo com
a antracnose foliar. O hibrido P3862 foi suscetivel a todos os isolados inoculados nas folhas,
ndo ocorrendo diferenca estatistica. Mesmo com diferenca entre os isolados, a severidade da
antracnose do colmo foi em maior parte considerada alta e a correlagdo com a severidade na
folha foi positiva (r = 0,76).

As avaliacOes da antracnose nos hibridos 2B710 e 2B707 inoculados com os dez
isolados selecionados estdo presentes na Tabela 4. Os valores da severidade da doenca na
folha e colmo foram correlacionados com os dados do primeiro experimento para esses
isolados, com coeficiente de correlagdo de 0,87 e 0,94 para folha e colmo no 2B710,

respectivamente. No hibrido 2B707, os coeficientes de correlagao na folha e no colmo foram
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0,83 e 0,95, respectivamente. Assim, conforme observado no primeiro experimento, também

ndo ocorreu correlagdo entre a antracnose foliar e do colmo nesses dois hibridos (Tabela 5).

4 DISCUSSAO

As avaliacdes realizadas em folha e colmo mostraram que os hibridos BRS1010 e
P3862 foram os mais suscetiveis a todos os isolados de C. graminicola, influenciando em uma
correlacdo positiva entre a severidade da antracnose foliar e do colmo. Em relagdao ao P30F35,
embora os isolados causaram lesdes esporulantes na area foliar acima de 20%, no colmo a
severidade foi moderada para alguns isolados, como valores entre 35 a 44%. Portanto, esse
fato provavelmente esta relacionado com a auséncia de correlagao entre a doenga nos dois
orgdos inoculados.

Os hibridos 2B710 e 2B707 foram resistentes a certos isolados, principalmente o
2B710. Entretanto, o coeficiente de correlagdo ndo foi significativo porque alguns isolados
ndo causaram a mesma intensidade de severidade da antracnose na folha e colmo. Assim, dez
isolados foram novamente inoculados, confirmando a auséncia de correlagdo nesses dois
hibridos. O 2B710 ¢ considerado um material com bom nivel de resisténcia a antracnose
foliar e antracnose do colmo (Gardingo, 2008; Costa et al., 2010b; Cota et al., 2010; Carvalho
et al., 2013), no entanto, pode ser moderadamente suscetivel ou mesmo suscetivel a alguns
isolados de C. graminicola, como observado em nossos resultados.

Essa auséncia de correlagao foi verificada em gendtipos mais resistentes a antracnose
foliar e do colmo, como nos hibridos 2B710 ¢ 2B707, e mesmo que o P30F35 nao apresentou
resisténcia na folha, no colmo foi resistente a alguns isolados. Portanto, a utilizacdo de varios
isolados foi de grande importancia neste trabalho, pois com um maior nimero de dados para
comparagdes, o estudos ¢ mais concreto para conclusdes. Esses resultados estdo de acordo
com outras pesquisas realizadas, onde também nao foi encontrada correlagdo entre a
antracnose foliar ¢ do colmo (Lim & White, 1978; Zuber et al., 1981; Pereira, 1983; Badu-
Apraku et al., 1987a; Barbosa 2001; Jirak-Peterson & Esker, 2011; Chung et al., 2011).

Conforme relatado por Pereira (1983), ndo foi evidenciada relagdo entre as reagdes a
C. graminicola nas diferentes fases de desenvolvimento do milho, e por considerar que a
podridao do colmo ¢ o maior problema durante o ciclo da cultura, o estudo de heranga da
resisténcia foi realizado apenas com a antracnose do colmo. Em estudo para detectar regides

gendmicas associadas com resisténcia a varias doencas no milho, a correlagdo ndo foi
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observada entre resisténcia a antracnose foliar e do colmo, e nenhum dos QTLs (quantitative
trait loci) identificados para a fase de colmo apresentaram efeitos para a antracnose na folha
(Chung et al., 2011). Além desses, nenhuma associacdo mais clara foi encontrada entre esses
dois 6rgaos do milho quando foi estudado o efeito de residuo presente no solo no
desenvolvimento da antracnose (Jirak-Peterson & Esker, 2011).

Com o objetivo de estudar o modo de heranga da resisténcia a antracnose, Badu-
Apraku et al. (1987a) concluiram que o gendtipo RD6502 possui dois genes codominantes
para resisténcia a antracnose foliar e uma heranca com caracteristica poligénica para a
antracnose do colmo, sugerindo que a resisténcia para essas duas fases sdo controladas por
mecanismos genéticos diferentes. Assim, essa auséncia de relagdo no sistema de defesa pode
dificultar no desenvolvimento de hibridos resistentes, devido a diferente resposta da planta
quando a antracnose ocorre na folha ou no colmo (Lim & White, 1978; Zuber et al., 1981).

Recentemente, Balmer et al. (2013) trabalharam com a resposta de defesa de raiz e
folha de milho ao C. graminicola e verificaram diferencas significativas na composicao de
metabolitos secunddrios, indicando um sistema quimico de defesa distinto entre esses 6rgaos.
Além disso, foi observado que a raiz apresenta uma resposta mais rapida ao patogeno e
acumula maior nivel de hormodnios de defesa do que a folha. Portanto, considerando as
diferencas relatadas neste patossistema, um estudo como esse envolvendo também o colmo,
sera de grande interessante para verificar os compostos quimicos relacionados com os
mecanismos de defesa ao fungo C. graminicola.

Nossos resultados indicaram que os genodtipos mais resistentes a antracnose nao
possuem correlacdo entre a reacdo de folha com colmo, evidenciando a ndo existéncia de
relacdo entre os mecanismos de resisténcia entre esses dois 6rgaos do milho. Assim, estudos
de heranca da resisténcia devem ser conduzidos em oOrgdos separados e cruzamentos entre
materiais resistentes a antracnose foliar e do colmo podem ser considerados em um programa
de melhoramento genético, conforme verificado por Pereira (1983). Além disso, sugere-se
que seja primeiramente verificada a reagdo da folha e colmo para posterior adocao de hibridos
considerados resistentes a antracnose e que os possiveis estudos sobre ragas fisioldgicas de C.

graminicola sejam realizados em 6rgaos separados.
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Tabela 3: Severidade da antracnose foliar € do colmo em cinco hibridos de milho inoculados com 20 isolados de Colletotrichum graminicola.

BRS1010 2B710 2B707 P30F35 P3862

Isolados Folha  Colmo Folha Colmo Folha Colmo Folha Colmo Folha Colmo
03.09 4,67* a  93,80*% a 1,67 b 1043* e 2,50*% ¢ 18,80* d 3,00% ¢ 43,80* ¢ 3,50 a 77,13*% a
88.07 450 a 9380 a 2,83 a 18,80 d 283 b 18,80 d 333 b 52,13 b 3,17 77,13 a
64.07 450 a 9380 a 1,83 b 14,62 d 317 b 4797 b 3,17 b 43,80 ¢ 350 a 52,13 ¢
61.07 433 a 9380 a 200 b 27,13 ¢ 2,67 b 3130 ¢ 333 b 4797 ¢ 350 a 52,13 ¢
22.09 433 a 9380 a 1,83 b 14,62 d 2,17 ¢ 39,63 b 300 ¢ 52,13 b 333 a 56,30 c
25.08 433 a 9380 a 3,00 a 14,62 d 3,17 b 18,80 d 383 a 39,63 ¢ 367 a 5630 c
85.07 33 b 9380 a 3,00 a 31,30 b 250 ¢ 3547 b 3,17 b 3963 ¢ 350 a 68,80 b
62.07 33 b 9380 a 2,00 b 3547 b 2,17 ¢ 43,80 b 300 ¢ 48,13 ¢ 350 a 4797 ¢
30.08 33 b 9380 a 2,83 a 6,25 ¢ 333 b 27,13 ¢ 333 b 52,13 b 367 a 64,63 b
01.08 36 b 9380 a 3,00 a 6,25 € 333 b 2297 ¢ 3,67 a 39,63 c¢ 367 a 7297 a
84.07 36 b 9380 a 3,00 a 18,80 d 317 b 27,13 ¢ 300 ¢ 5630 Db 383 a 77,13 a
44.08 367 b 9380 a 3,00 a 68,80 a 233 ¢ 31,30 ¢ 300 ¢ 68,80 a 350 a 7297 a
47.09 350 b 93,80 a 2,00 b 6,25 ¢ 300 b 2297 ¢ 3,17 b 7297 a 3,17 a 64,63 Db
04.08 333 b 89,63 b 300 a 3547 b 300 b 43,80 b 383 a 4797 ¢ 300 a 64,63 b
91.07 333 b 9380 a 1,83 b 10,43 e 233 ¢ 18,80 d 300 ¢ 64,63 a 3,17 a 64,63 b
19.09 333 b 7296 ¢ 2,00 b 18,80 d 300 b 43,80 b 300 ¢ 64,63 a 383 a 64,63 b
35.08 333 b 9380 a 3,00 a 2297 c¢ 3,83 a 18,80 d 367 a 3547 c¢ 383 a 68,80 b
23.08 333 b 9380 a 283 a 64,63 a 317 b 6047 a 3,17 b 64,63 a 3,17 a 4797 c¢
06.08 3,7 b 9380 a 2,83 a 1043 e 300 b 2297 ¢ 3,17 b 3547 ¢ 350 a 81,30 a
29.08 337 b 9380 a 283 a 6880 a 317 b 43,80 b 383 a 39,63 ¢ 333 a 4797 c¢
testemunha 1,00 ¢ 625 d 1,00 c¢ 6,25 € 1,00 d 6,25 e 1,00 d 6,25 d 1,00 d 6,25 d

* Médias de 3 repetigdes seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 4: Severidade da antracnose foliar € do colmo nos hibridos 2B710 e 2B707 inoculados

com 10 isolados de Colletotrichum graminicola selecionados.

2B710 2B707

Isolados Folha Colmo Folha Colmo
35.08 333* a 18,80 * b 3,50* a 27,13 % ¢
01.08 3,17 a 14,62 b 350 a 31,30 ¢
25.08 3,17 a 18,80 b 350 a 27,13 ¢
06.08 3,00 a 18,80 b 3,00 b 27,13 ¢
84.07 3,00 a 2293 b 3,00 b 3547 ¢
29.08 3,00 a 4797 a 350 a 52,13 b
23.08 3,00 a 52,13 a 3,17 b 64,63 a
30.08 3,00 a 14,62 b 333 a 31,30 ¢
62.07 2,83 b 43,80 a 2,83 ¢ 4797 b
22.09 2,50 ¢ 18,80 b 2,67 ¢ 3547 ¢

testemunha 1,00 d 6,25 ¢ 1,00 d 6,25 d

* Médias de 3 repetigdes seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott (P<0,05).
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Tabela 5: Coeficiente de correlacdo entre as variaveis severidade da antracnose foliar ¢ do colmo

avaliadas nos cinco hibridos.

Coeficiente de correlacao (r)

Variaveis BRS1010  2B710 2B707 P30F35  P3862
Severidade Severidade
(folha) (colmo) 0,80" 0,385™  0,225™ 0347™ 0,759

Severidade Severidade
(folha)** (colmo)** 0,338"™ 0,516"

* significativo pelo teste 7 (P < 0,01); ™ nio significativo pelo teste 7 (P < 0,05); ** severidade
relacionada aos 10 isolados selecionados para inoculagao de 2B710 e 2B707.
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CONCLUSOES GERAIS

CAPITULO 1

1) A escala validada neste estudo melhorou a acuracia, precisdo e reprodutibilidade das

estimativas da severidade da antracnose em colmo do milho.

2) O uso dessa escala serd uma importante ferramenta para quantificagdo da antracnose
do colmo em varios estudos com esse patossistema, como no melhoramento de plantas
visando a resisténcia, estudos epidemioldgicos, e na caracterizagdo de isolados de C.

graminicola.

CAPITULO 2

1) Oito marcadores SNP com efeito genético aditivo e quatro com efeito genético de

dominancia foram detectados associados com resisténcia a antracnose do colmo.
2) Estudos futuros devem ser realizados para validacdo desses marcadores SNP,

verificando o potencial na utilizacdo em selegdo assistida em programas de

melhoramento de milho.

CAPITULO 3

1) Genétipos de milho mais resistentes a antracnose ndo apresentaram correlacdo entre a

reacdo na folha e colmo ao C. graminicola.

2) E importante verificar a reagio da folha e colmo de milho & antracnose para

recomendacao de hibridos.

3) Sugere-se que os estudos de heranga da resisténcia a antracnose e sobre racas

fisiologicas de C. graminicola devem ser realizados em 6rgdos separados.
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