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MONTECELLI, Tatiane Dalla Nora. Validacdo de marcadores moleculares e qtls
associados a resisténcia a giberela em trigo. 2012. 75 f. Tese de Doutorado em
Agronomia - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

Visando validar marcadores moleculares e mapear QTLs associados a resisténcia a
Giberela (Fusarium graminearum) foram obtidas 3 populagdes F2.3 de trigo (Triticum
aestivum L.) provenientes dos cruzamentos entre Frontana x Weebil, Ning 7840 x
Frontana e Ning 7840 x Kosoro. As popula¢des foram fenotipadas para resisténcia a
infecgao inicial, Tipo |, em campo e de disseminagao, Tipo Il, em casa de vegetagao.
Para identificar os marcadores moleculares associados a resisténcia a giberela foram
analisados os marcadores amplificados e os dados fenotipicos de cada populacéo pelo
método de regressao linear simples e multipla (método stepwise). Para resisténcia do
Tipo | na populacéao F».3 derivada de Frontana x Weebil houve associacdo do marcador
Xgwm376 explicando (R?*) 8,83% da variagado fenotipica. Associagdo do marcador
Xbarc76 (R?* = 10,81) na populagéo F».3 derivada de Ning 7840 x Kosoro foi observada,
entretanto, pela analise de regressao multipla desta populagdo houve associagéo de
Xbarc76 e Xbarc87 que juntos explicam 18,07% da variagado fenotipica, indicando
existéncia de efeito epistatico estre os QTLs associados a estes marcadores. No
estudo de resisténcia do Tipo Il pela analise de regressao simples da populagéo Ning
7840 x Frontana houve associagdo do marcador Wmc398 (R? = 7,49), pela analise de
regressao multipla foram associados os marcadores Wmc398, Xbarc180 e Xgwm369
que juntos explicam 16,53% da variagao fenotipica da populagdo, também indicando
existéncia de epistasia entre os QTLs associados a estes marcadores. O mapeamento
de QTLs de resisténcia a giberela foi realizado pelo método de mapeamento por
intervalo. Neste estudo foi identificado um pico que ultrapassou o valor de LR critico
(9,1) indicando existéncia de um QTL entre os marcadores Xbarcl47 e Wmc808,
localizado no cromossomo 3BS sendo proveniente da cultivar Ning 7840. Os
resultados deste trabalho serdo uteis para utilizagdo em programas de selegcao
assistida por marcadores moleculares, no melhoramento genético de trigo.

Palavras-chaves: Triticum aestivum. Fusarium graminearum. Selegao assistida por
marcadores moleculares. Marcadores microssatélites.
Mapeamento molecular.



MONTECELLI, Tatiane Dalla Nora. Molecular markers and qtls validation of
fusarium head blight resistance in weath. 2012. 75 p. Tese de Doutorado em
Agronomia - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

To validate molecular markers and map QTLs linked with Fusarium head blight
(Fusarium graminearum) resistance, three Fz3 wheat (Triticum aestivum L.)
populations were obtained from the crosses between Frontana x Weebil, Ning 7840 x
Frontana and Ning 7840 x Kosoro. The populations were phenotyped for resistance
to initial infection, Type 1, in the field, to spread, Type 2, in greenhouse. To identify
molecular markers linked with FHB resistance markers were amplified and analyzed
with the phenotypic data of each population by the simple and multiple linear
regression method (stepwise method). For type 1 resistance in the F2.3 population,
derived from Frontana x Weebil was a linked with Xgwm376, that explaining 8.83% of
the phenotypic variation. Association of Xbarc76 with R? value (10,81) in the F3
population derived from Ning 7840 x Kosoro was observed, however, by multiple
regression analysis of this population Xbarc76 and Xbarc87 was associated which
together explain 18.07% of the phenotypic variation, indicating the existence of the
epistatic effects of QTLs linked with these SSR markers. In Type |l resistance the
study by simple regression analysis of the population Ning 7840 x Frontana, Wmc398
marker was linked (R? = 7.49), by multiple regression analysis Wmc398, Xbarc180
and Xgwma369 markers were associated, together explain 16.53% of the phenotypic
variation of these population, also indicating the existence of epistasis between QTLs
associated with these markers. The mapping of FHB resistance QTLs was performed
by the interval mapping method. This study identified a peak that exceeded the
critical value of likehood ratio (LR=9.1) indicating of a QTL existence between SSR
markers Xbarcl147 and Wmc808, located on 3BS chromosome being from the
cultivar Ning 7840. The results of this study will be useful for use in programs of
marker-assisted selection in wheat breeding.

Key words: Triticum aestivum. Fusarium graminearum. Marked-assisted selection.
SSR markers. Molecular mapping.
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1 INTRODUCAO

Para o Brasil o trigo é uma cultura de grande importancia
econdmica, especialmente na regidao Sul. A area cultivada com este cereal na safra
2011 foi de aproximadamente 2,15 milhdes de hectares, com uma produgao de 5,8
milhdes de toneladas de graos, sendo o Estado do Parana o maior produtor com 3,3
milhdes de toneladas, seguido pelo Rio Grande do Sul com 1,9 milhdes de toneladas
produzidas (CONAB, 2012).

Entre os fatores que podem afetar a producao de trigo estédo a
ocorréncia e a intensidade das doengas (REIS et al., 2001). A giberela € uma das
mais importantes doengas do trigo em todo mundo. E observada causando danos
nas regides triticolas onde o ambiente é umido e quente, com precipitacdes pluviais
frequentes na fase do florescimento do trigo (REIS; CASA, 2007). Muitas espécies
de Fusarium podem causar a doenga. Fusarium graminearum Schwabe,
[Teleomorfica = Gibberella zeae (Schwabe) Petch] é a principal espécie envolvida
com a patogenicidade em muitos paises (PARRY et al., 1995; BAl; SHANER, 2004).

A natureza esporadica da doenca esta associada a dependéncia
climatica. Nos ultimos anos, registram-se incremento na intensidade da doenca em
quase todas as regides produtoras de trigo no mundo (WINDELS, 2000; CASA;
KUHNEM JUNIOR, 2011). Os danos causados pela giberela manifestam-se pela
reducdo do rendimento, entretanto, estes ndo sao apenas quantitativos, mas
também qualitativos, principalmente devido a produgao de micotoxinas prejudiciais a
saude humana e animal (PARRY et al., 1995; BAl; SHANER, 2004).

Medidas de controle culturais como rotacado de culturas nao tem sido
eficientes, devido a ampla gama de hospedeiros do agente causal (REIS; CASA,
2007). A aplicagao de fungicidas tornou-se uma pratica comum, entretanto esta
pratica também apresenta eficiéncia limitada pelas dificuldades inerentes ao
momento e tecnologias de aplicagdo, bem como, adiciona custos elevados aos
produtores, principalmente em anos de severas epidemias (DEL PONTE et al.,
2004).

O desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes a giberela
representa a principal forma de reduzir as perdas em rendimento e danos na
qualidade dos graos (BAI; SHANER, 2004).
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O mecanismo de resisténcia complexo combinado com o fato de que
a expressao dos sintomas € variavel e extremamente dependente de condi¢cdes
ambientais, dificultam e oneram o custo das estratégias de selegdo convencional
(HANDA et al., 2008; XUE et al., 2010). O entendimento dos mecanismos genéticos
de resisténcia e o desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento séo
necessarias para o desenvolvimento de cultivares de trigo com efetiva resisténcia a
giberela (XUE et al., 2010).

Recentemente com a disponibilidade de marcadores moleculares e
de mapas genéticos, mais de 200 locos para caracteristicas quantitativas (QTLs)
para resisténcia a giberela foram identificados em germoplasma de trigo e espécies
afins (BUERSTMAYR et al., 2009; LOFFLER et al., 2009; LIU et al., 2009). Com
marcadores moleculares associados a estes QTLs a seleg¢do assistida (SAM) para a
resisténcia a giberela torna-se possivel (ZHOU et al., 2003; XUE et al., 2010).

Para utilizacdo em programas de melhoramento de trigo os
marcadores associados a QTLs de resisténcia a giberela devem ser validados, isto
€, deve-se testar sua efetividade na determinacdo do fenétipo alvo em populacdes
independentes e em diferentes backgrounds genéticos, para que sejam definidos os
marcadores mais eficientes para uso efetivo na SAM (COLLARD et al.,, 2005;
CUTHBERT et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi validar os marcadores moleculares

associados a resisténcia a giberela e fenotipando diferentes populacdes de trigo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DO TRIGO

Botanicamente o trigo pertence ao Reino Plantae, Superdivisdo
Spermatophyta, Divisao Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Ordem Poales, Familia
Poaceae e Género Triticum aestivum L. E uma série poliploide que consiste em trés
niveis diferentes de ploidia: diploide com 2n = 14, tetrapldide com 2n = 28 e
hexaploide com 2n = 42. O trigo utilizado para panificagao é o Triticum aestivum (L.)
Thell 2n = 6X = 42. No trigo, cada genoma possui sete cromossomos (CASTRO;
KLUGE, 1999).

Originario da Asia, o trigo foi introduzido na india, na China e na
Europa desde 5.000 anos AC, constituindo importancia significativa na alimentagao
da humanidade. Com a Revolugao Industrial no século XVIlI e a Revolugao Verde em
1960 foi favorecido o aumento na produtividade e na expansao de sua area cultivada
(WIESE, 1987).

Atualmente, a cultura do trigo € a segunda em expressdo em nivel
mundial. Dados preliminares da safra 2010/2011 destacam a producado de 651,6
milhdes de toneladas, sendo esta liderada pela Unido Européia, com 135,7 milhdes
de toneladas. A primeira cultura em expressao mundial € o milho com 827,56
milhdes de toneladas produzidas (USDA, 2012).

Para o Brasil o trigo € uma cultura de grande importancia
econdmica, especialmente na regido Sul. A area cultivada com este cereal na safra
2011 foi de aproximadamente 2,15 milhdes de hectares, com uma producdo de 5,8
milhdes de toneladas de graos, sendo o Estado do Parana o maior produtor com 3,3
milhdes de toneladas, seguido pelo Rio Grande do Sul com 1,9 milhdes de toneladas
produzidas (CONAB, 2012).

Para um consumo nacional de cerca de 10,39 milhdes de toneladas,
a producao interna atende somente 60% desta demanda. A produgdo anual
brasileira € muito variavel em fungdo das condi¢des adversas principalmente
relacionadas ao clima e ocorréncia de doencas que atuam limitando a produtividade.
O Brasil jamais conseguiu a auto suficiéncia em relacdo a este cereal. Neste
contexto a Argentina se firmou como um importante fornecedor de trigo para o Pais.

Tal realidade ganhou forga com a consolidacdo do Mercosul a partir de 1991. Desta
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forma o Brasil se destaca como um dos principais importadores de trigo do mundo
(BRUM; HECK, 2005).

A principal caracteristica das grandes areas produtoras de cereais
de estacéo fria como o trigo é o fato de situarem-se em regides de baixa ou de
meédia precipitacdo pluvial e com periodos de baixa temperatura no inicio do cultivo
(MUNDSTOCK, 1983).

No Brasil, as melhores condi¢gdes de clima para o cultivo de trigo,
sdo encontradas nos trés estados da regido Sul do pais, apesar do clima ser muito
instavel (no ano e entre anos) principalmente, em relacdo a precipitagao
pluviométrica e a temperatura (REIS et al., 1988).

A cultura do trigo é de grande importéncia para a atividade agricola
no Sul do Brasil. E uma graminea de ciclo anual, cultivada durante o inverno, e é um
dos alimentos basicos do povo brasileiro, consumido em diferentes formas como
paes, massas alimenticias, bolos e biscoitos (SOUZA; LORENZI, 2008). A produgao
interna abrange varios setores econdmicos como a pesquisa, a produgao de gréos,
a comercializagado, a industrializagdo, gerando em sua cadeia produtiva milhares de
empregos (ENCONTRO..., 2003).

2.2  OCORRENCIA DE DOENCAS NO TRIGO

Entre os fatores que podem afetar a producao de trigo estédo a
ocorréncia e a intensidade das doencas (REIS et al., 2001). A cultura do trigo no
Brasil frequentemente é afetada por um grande numero de doengas. As condigdes
climaticas onde predominam temperaturas altas e precipitacées pluviais frequentes,
favorecem o desenvolvimento de inUmeras enfermidades, principalmente aquelas
causadas por fungos. Essas podem ser responsaveis por perdas elevadas no
rendimento e na qualidade dos gréos de trigo. O volume de danos é variavel de ano
para ano, dependendo das condi¢des climaticas (FERNANDES; PICININI) (1999).

A temperatura age como catalisador dos processos biolégicos, razao
pela qual tanto as plantas como os patégenos requerem uma temperatura minima
para crescer e desenvolver-se normalmente suas atividades. Os patogenos diferem
em seus requerimentos térmicos, de tal maneira que muitas doengcas se
desenvolvem melhor em areas, estacdes ou anos com temperaturas mais baixas, ao

passo que outras sao favorecidas quando predominam temperaturas relativamente
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altas. A agua influencia no estabelecimento e no desenvolvimento das doencgas
parasitarias de muitas maneiras. Seu efeito mais importante €& estimular a
germinagao dos esporos dos fungos e a penetragdo do tubo germinativo; também
ativa as bactérias e nematdides para que infectem a planta. A agua como respingos
de chuva e a agua corrente desempenham, igualmente, um papel importante como
veiculo de transporte na dispersao de muitos patégenos dentro da mesma planta ou
de uma planta para outra (REIS, 2004).

As doencgas em trigo podem ser de origem bidtica ou abidtica, sendo
que, as doengas bidticas sdo causadas basicamente por trés grandes grupos:
bactérias, fungos e virus (GARCIA JR., 2006).

Dentre as doencgas do trigo provocadas por fungos destacam-se a
giberela, cujo agente etiologico é Fusarium graminearum, ferrugem da folha
(Puccinia triticina), Ferrugem linear (Puccinia striiformis), mancha da gluma
(Leptosphaeria nodorum), mancha marrom (Bipolaris sorokiniana), manchas foliares
(Dreschslera tritici-repentis, Drescheslera siccans, Septoria tritici,), Oidio (Erysiphe
graminis), brusone (Magnaporthe grisea), podriddo comum das raizes (Cochiobolus
sativus), mal-do-pé (Gaeumannomyces graminis var. tritici), carvao (Ustilago tritici).
(REIS; CASA, 2007).

2.3 GIBERELA

A giberela € uma das mais importantes doengas do trigo em todo
mundo. Foi descrita pela primeira vez em 1891 nos Estados Unidos (ARTHUR,
1891). Apos esta data a doencga foi relatada gradativamente em outros paises. Na
América do Sul o primeiro relato foi feito em 1927, na Argentina
(MARCHIONATO,1927 apud GALICH, 1989). No Brasil, COSTA NETO (1947)
realizou o primeiro estudo descrevendo a epidemia de 1939.

Embora muitas espécies de Fusarium possam causar a doenca,
Fusarium graminearum Schwabe, [Teleomorfica = Gibberella zeae (Schwabe) Petch]
€ a principal espécie envolvida com a patogenicidade em muitos paises (PARRY et
al., 1995; BAI;, SHANER, 2004). F. culmorum e F. poae foram relatados como
espécies prevalentes em alguns paises da Europa (LEONARD; BUSNELL, 2003).
Estudos de ANGELOTTI, et al. (2006) identificaram apenas F. graminearum como

agente de giberela em trigo na Regido Sul do Brasil.
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A giberela é considerada uma doenca de infecgao floral podendo
também atacar o sistema radicular, sendo denominada nesta fase de podridao
comum de raizes (PCR). A principal fonte de in6culo para a PCR sédo as sementes
infectadas (REIS, 1988; REIS et al.,1995).

As fontes de in6culo mais importantes para a infecgado das espigas
de trigo sdo os peritécios de Giberella zeae formados sobre restos culturais de
inumeros substratos na superficie do solo. Desse modo, sdo favorecidas a
sobrevivéncia do patégeno, a liberagdo do indculo e a inoculagéo. O fungo G. zeae é
um parasita necrotréfico com habilidade de competicdo saprofitica. Por isso, os
restos culturais de hospedeiros suscetiveis sao as principais fontes de indculo do
patogeno (REIS, 1988; CASA, et al., 2004). BAI; SHANER (1994) salientam que é
nestes tecidos que o fungo sobrevive durante o inverno.

Existem relatos de sobrevivéncia de G. zeae em uma ampla gama
de hospedeiros. As principais espécies de expressdao econdmica suscetiveis ao
patdgeno s&o o trigo, triticale, cevada, aveia, centeio, azevém, arroz, milho, trevo,
alfafa, sorgo. Outras gramineas como diferentes espécies de Brachiaria sp., Digitaria
sp., Paspalum sp., e Pannicum maximum também foram relatadas como
hospedeiros (WIESE, 1987; REIS, 1988; CASA; KUHNEM JUNIOR, 2011). No Brasil
YUYAMA; HENNING (1999), destacaram que F. graminearum é incidente em
sementes de soja e FERNADEZ; FERNANDES (1990), reportaram a presenga de

peritécios nos restos culturais desta cultura.

2.3.1 Danos

Em geral, epidemias severas de giberela ocorrem esporadicamente,
associadas a periodos prolongados de molhamento nas espigas, desde o inicio da
antese até a maturagao fisiolégica (SUTTON, 1982; REIS, 1988, PARRY et al.,
1995; PANISSON et al.,, 2003; CASA et al, 2004). Pode ser considerada uma
doenca altamente devastadora quando coincidirem as condicdes necessarias para a
infeccao e progresso da doenga (McMULLEN et al., 1997).

MAULER-MACHNIK; ZAHN (1994) observaram que a ocorréncia da
doenca no mundo vem aumentando nos ultimos anos, apresentando uma variagao
de intensidade de ano para ano, destacando como principais causas o cultivo

intensivo das areas em monocultura e plantio direto.
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Na Regidao Sul do Brasil a giberela era considerada uma doenca de
importancia secundaria, mas com a adogao e incremento do sistema plantio direto
na palha sua importancia tem aumentado. No final da década de 1980 e inicio da
década de 1990 houve uma mudanga significativa nos sistemas de manejo de solo e
de sucessdao e rotacdo de culturas (REIS; SANTOS, 1993). Tais fatos
proporcionaram a manutengdo dos restos culturais infectados, favorecendo
epidemias. Atualmente ocorrem epidemias frequentes, e em virtude dos danos
causados é considerada uma doenga de importancia primaria (LIMA; FERNANDES,
2002; PANISSON et al., 2003; CASA; KUHNEM JUNIOR, 2011).

Na China a giberela afetou mais de 7 milhdes de hectares de trigo e
causou perdas de mais de um milhdo de toneladas em severas epidemias no
periodo de 1957 a 1984 (LIU, 1985). Nos Estados Unidos, as epidemias ocorridas no
periodo entre 1991 e 1997, resultaram em perdas diretas de $1,3 bilhdes (BAI;
SHANER, 2004). Na Argentina, na regiao de Cdérdoba, Moschini e Fortugno (1996)
citaram danos de 5 a 30%.

No Brasil, em trabalho realizado entre 1984 e 1994, na Embrapa em
Passo Fundo, RS, as estimativas dos danos variaram de 0,4% a 14% no rendimento
de graos, com média de 5,4% (REIS et al.,1996).

PANISSON et al. (2003) quantificaram os danos médios em sete
cultivares de trigo na safra do ano 2000 que resultaram em 640 kg.ha™ ou 17,5%. Os
danos encontrados nesta safra foram trés vezes superiores aos obtidos por REIS et
al. (1996). Em experimentos realizados por CASA et al.(2004), nas safras 2001 e
2002 a redugao do rendimento meédio de graos corresponderam a 13,4% ou a 6,57
sacas de trigo/ha. O dano foi variavel dependendo da cultivar e das condigbes de
cultivo. Na safra de 2002 a redugao do rendimento médio de graos correspondeu a
11,6% ou a 5,94 sacas de trigo/ha.

Os danos causados pela doenga se manifestam através da redugao
do rendimento de graos; redugao do peso hectolitro; diminuicdo do teor de proteina
nos graos afetando a taxa de extragdo da farinha; redugdo do poder germinativo e
do vigor das sementes podendo originar plantas com sintomas de podridao radicular
(BAI; SHANER, 1994; PARRY et al, 1995, PANISSON, 2001).

Além das perdas diretas, a giberela pode causar perdas indiretas,

devido a contaminagdo dos graos com micotoxinas, especialmente deoxynivalenol
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(DON). A contaminagao dos graos de trigo com DON acarreta um sério problema de
seguranca alimentar (BAl; SHANER, 2004).

2.3.2 Ciclo da Doencga e Epidemiologia

O ciclo da doenca também chamado de ciclo das relagcbes patéogeno-
hospedeiro € a corrente de eventos que envolvem desenvolvimento da doencga, Na
figura 1 observa-se o ciclo de G. zeae em cereais de inverno. O ciclo da doenca é
constituido de cinco sub processos basicos: sobrevivéncia, disseminagao, infeccao,
colonizagao e reprodugao do patégeno (AGRIOS, 2005; AMORIM, 1995).

A giberela é considerada uma doenca monociclica. O fungo
sobrevive, entre as estagbdes de cultivo, como saprofita em residuos vegetais de
culturas hospedeiras e ndo hospedeiras (SUTTON, 1982; DEL PONTE et al., 2004).
PARRY et al. (1995) salientaram que todas as espécies de Fusarium que infectam
cereais de inverno sdo capazes de sobreviver saprofiticamente em restos culturais.

Sobre estes residuos o fungo produz esporos assexuais,
macroconidios, que sao liberados e dispersos a curta distdncia por meio de
respingos de chuva ou pela agado do vento, podendo ser elevados para o dossel da
cultura. Em ambiente sem umidade n&o ocorre sua disseminacéo pelo vento, ficando
assim aderido ao substrato (REIS, 1988; BAIl;, SHANER, 1994; DEL PONTE et al.,
2004).
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Figura 1 — Ciclo biolégico de Gibberella zeae (Fonte: DANIELLI et al.,2011).
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Em condi¢cdes de elevado molhamento, o estadio sexual do fungo,
G. zeae, se desenvolve nos residuos infectados. Peritécios negros se formam na
superficie destes residuos e, forcadamente, liberam o0s esporos sexuais
(ascosporos) no ambiente, acima do dossel das plantas. Estes ascosporos, ao
encontrarem correntes turbulentas de vento, podem ser disseminados a longas
distancias da fonte de origem (PARRY et al.,1995; DEL PONTE et al., 2004;
SCHMALLE; BERGSTROM, 2010). A populagéo de ascésporos presentes no ar é
considerada um indicador do potencial da doenga (BAI; SHANER, 1994).
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A infecgao ocorre quando os ascosporos, e também macroconidios,
se depositam sobre espigas suscetiveis de trigo em condi¢cdes de temperatura entre
20 e 30°C do periodo que vai da extrusdo das anteras, consideradas o sitio primario
de infecgdo, até estagios de grao em massa (REIS, 1988; PARRY et al.,1995; DEL
PONTE et al., 2004).

Desde os estudos conduzidos por ATANASOFF (1920), existe um
consenso de que a giberela € uma doenga que ocorre no florescimento com pico de
suscetibilidade no momento de extrusdo das anteras. Alguns autores associaram
uma maior extensdo da janela de infecgdo as cultivares de trigo que retém as
anteras (PUGH et al., 1933; LIANG et al., 1981, DEL PONTE et al., 2004). Reis et al,
(1996) sugeriram que as anteras desempenham importante papel epidemioldgico,
uma vez que foi observada maior correlagdo da incidéncia da doenga em espigas
com anteras presas, sendo este valor duas vezes superior em relagao as espigas
com anteras soltas. PANISSON et al. (2002) quantificando a importancia relativa das
anteras soltas e presas no processo infeccioso da giberela em trigo, em Passo
Fundo/RS, no ano 2000, concluiram que no estadio de floragdo plena a infecgéo foi
de 11,8% nas anteras soltas e de 24,3% nas anteras presas.

LIMA (2003) observou em inoculagdes artificiais conduzidas em casa
de vegetacdo, que espigas de trigo de uma cultivar brasileira foram igualmente
suscetiveis a giberela desde a emergéncia completa das espigas, em anteras
extrusadas, até 15 dias apos o florescimento.

O consenso gerado em relagéo ao florescimento como principal sitio
de infecg&o esta relacionado ao fato de que € no momento da extrusdo das anteras
que tem inicio o processo de infeccdo (DEL PONTE et al., 2004). A dependéncia das
anteras, para o fungo invadir a flor, foi demostrada por uma série de trabalhos
conduzidos por STRANGE et al. (1974). Estes autores demostraram que a remogéao
das anteras, através da emasculacdo, reduzia drasticamente a intensidade da
doencga. Realizaram estudos comparativos do crescimento do fungo em diferentes
tecidos e concluiram que nestes 6Orgaos havia substancias estimulantes ao
crescimento do patdgeno. Isolaram dois compostos quaternarios de amdnio como os
responsaveis pelo efeito estimulante ao crescimento, identificados como colina e
betaina. Estudos recentes de ENGLE et al. (2002), n&o verificaram influéncia

positiva da adicdo destes dois compostos na germinacdo de conidios de F.
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graminearum, mas sim, mostraram efeito promotor para o rapido crescimento inicial
ao estimularem a extensao das hifas.

Quando as anteras do trigo séo infectadas logo apds a extruséo, o
fungo coloniza e leva a morte das inflorescéncias, ndo havendo desenvolvimento de
graos. Inflorescéncias infectadas mais tardiamente produzem gréos chochos e
enrugados. Os grdaos que sao colonizados pelo patégeno durante o seu
desenvolvimento, embora assintomaticos, podem estar contaminados com
micotoxinas (DEL PONTE et al, 2004; SCHMALLE; BERGSTROM, 2010).

A giberela é descrita como uma doenga de clima quente e umido,
entretanto, o fungo pode crescer em ampla gama de temperaturas. Nenhum
crescimento fungico foi observado em temperaturas de 4 e 36°C, um crescimento
lento foi observado de 8 a 32°C e crescimento rapido de 12 a 28°C (BAIl; SHANER,
1996). Tem sido demonstrado que a umidade e temperatura sdo os principais fatores
que influenciam a ocorréncia e severidade de epidemias de giberela, sendo que a
temperatura 6tima para a infecgao situa-se entre 20 e 30°C (SUTTON, 1982; DEL
PONTE et al., 2004). Estas condigdes, quando presentes antes, durante ou apds o
florescimento favorecem a producdo de indculo, infeccdo das anteras e a
colonizacao dos graos. (REIS, 1988; REIS et al., 1995; PARRY et al., 1995; CASA et
al., 2004).

Apos a infeccdo o fungo propaga-se pela raquis, sendo os sintomas
percebidos apds alguns dias por meio da senescéncia prematura de espigas
infectadas, podendo se expandir por toda a espiga (PARRY et al.,, 1995; DEL
PONTE, 2004). O periodo de incubagéao, ou seja, o tempo para o aparecimento dos
sintomas diminui com o aumento da concentracdo de esporos, aumento da
temperatura e molhamento (SUTTON, 1982).

A reproducgao da giberela é o processo de producgdo de inéculo que
ocorre sobre as glumas do hospedeiro. Quando ocorre a formagdo de uma massa
rosada de macroconidios e, mais tarde a formagédo de peritécios de giberela nos
tecidos senescidos. Na colheita os restos culturais infectados e as sementes
gibereladas retornam ao solo, servindo de fonte de in6culo para o préximo ano de
cultivo ou até mesmo para futuras infecgdes na cultura do milho (REIS, 1988;
DANIELLI et al., 2011).
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2.3.3 Sintomas e Sinais

Os sintomas de giberela podem ser observados em varias partes da
planta, como espigas, aristas, glumas, raquis e pendunculo. Os sintomas podem ser
facilmente reconhecidos em espigas jovens, quando suas espiguetas exibem
anasarca seguida da destruicdo da clorofila e com a evolugdo da colonizagdo do
fungo, estas se apresentam despigmentadas, de coloragdo palha que contrastam
com o verde normal das espiguetas sadias. As aristas das espiguetas infectadas
mostram-se brancas e arrepiadas (LIMA, 2003, REIS; CASA, 2007).

Quando a ocorréncia da doenga € severa com predominancia de
dias consecutivos com chuva, pode ocorrer a colonizagdo da raquis de um grupo de
espiguetas, segundo Van Ginkel et al., (1996), cultivares suscetiveis apresentam
maiores indices de desenvolvimento da doenca na raquis. Em ambiente quente e
umido, é possivel visualizar estruturas do patégeno (sinais) como agregacoes de
micélio e conidios de F. graminearum de coloracdo rosa claro a salméo
(esporoddquios) na raquis e nas glumas das espiguetas (Figura 2A). No caso de alta
severidade o pedunculo da espiga também escurece. Por ocasido da colheita
observa-se abundante formacao de peritécios sobre as glumas infectadas (LIMA
2011; REIS; CASA, 2007).

Nas espiguetas atacadas, formam-se graos chochos, enrugados, de
coloragao branco-rosada a pardo-clara. Em condigdes climaticas favoraveis, toda
espiga pode ser afetada (REIS, 1988; PARRY et al., 1995, LIMA, 2004). Os graos
infectados, conhecidos como graos giberelados (Figura 2B) sdo de menor peso,
delgados, enrugados e podem estar cobertos por um micélio branco, laranja claro ou
rosa, ou ainda apresentar peritécios escuros (SUTTON, 1982; RIVADENEIRA,
2001). Além disto, a presenca do fungo em graos ou derivados pode indicar a
presenca de micotoxinas.

Muitas espécies de Fusarium (incluindo F. graminearum) produzem
micotoxinas, que sao substancias quimicas produzidas por fungos e que sao nocivas
a seres humanos e animais. Estas substancias quimicas operam na natureza
afetando os mecanismos de defesa da planta ou defendendo o fungo contra outros
microorganismos (SCHMALLE; BERGSTROM, 2010).
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Figura 2 — (A) Agregacéo de micélio, sinais de F. graminearum em espiguetas
infectadas e sintoma de escurecimento do pedunculo. (B) Graos de trigo
sadios (esquerda) e graos giberelados (direita).
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Foto: Montecelli, T.D. Foto: Montecelli, T.D.

As principais toxinas produzidas por F. graminearum em associagao
com a giberela do trigo sdo as toxinas do grupo dos tricotecenos como
deoxynivalenol (DON), seus derivados 3 AC-DON, 15-AC DON e Nivalenol (NIV)
(SCUSSEL et al., 2011).

2.3.4 Medidas de Controle

Varios fatores dificultam o controle da giberela, como a capacidade
do patégeno de sobreviver saprofiticamente nos restos culturais de muitas espécies
cultivadas e os propagulos do fungo serem transportados a longas distancias pelo
vento, bem como, a baixa eficiéncia da utilizacdo da rotagdo de culturas (REIS,
1988; WIESE, 1987; BAI; SHANER, 1994, REIS et al., 2001).

Em relagdo a rotagdo de culturas para o controle de giberela em
trigo, a utilizacdo de gramineas hospedeiras tem sido considerado um fator que
contribuiu para o aumento do risco de epidemias. Um estudo de trés anos conduzido
em parcelas de trigo no Estado de Minnesota, EUA, indicou que a incidéncia de
giberela foi mais alta em rotagdes de trigo com milho e menor no sistema soja com

trigo, levando a hipotese de que o milho, além de ser hospedeiro de G. zeae,
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apresenta maior volume de residuo e menor velocidade de decomposigao,
aumentando o risco da doencga (DILL-MACKY; JONES, 2000).

REIS (1990) afirma que a rotagc&o de culturas € uma medida pouco
pratica para o controle da doencga, devido a abundancia de in6culo na Regido Sul do
Brasil. Tem sido evidenciado que plantios de trigo sobre residuo de milho sdo um
fator de risco que favorece maior incidéncia da doenga (DILL-MACKY; JONES,
2000).

O controle pela utilizagdo de cultivares de trigo resistentes é
considerada a melhor opcdo de controle, entretanto, ainda com disponibilidade
escassa. A resisténcia genética presente nas cultivares de trigo disponiveis no Brasil
é insuficiente quando as condi¢gdes climaticas s&o muito favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Em situagdes de alto risco, em ambiente favoravel no
florescimento, e levando em consideracdo fatores econémicos, a aplicacdo de
fungicidas pode ser uma alternativa no controle da doenca. Porém, embora se
disponha de fungicidas eficientes contra o fungo, existem problemas relacionados a
tecnologia de aplicagdo no campo, como a cobertura insuficiente dos o6rgaos
suscetiveis da planta, as anteras, o que afeta a eficiéncia do controle. Ainda, o
incremento dos custos de produgcdo com aplicagdes sequenciais de fungicidas a
partir da floragcdo é outro fator limitante, uma vez que estas protegeriam mais
eficientemente a cultura, ja que a janela suscetivel pode se estender por um periodo
relativamente longo até o enchimento dos graos (DEL PONTE, 2007).

Mesmo nos casos em que o tratamento com fungicida reduz a perda
de produtividade, ndo reduz a contaminacdo por DON a niveis inferiores aos
tolerados para o consumo humano (BAI; SHANER, 2004).

24 RESISTENCIA A GIBERELA EM TRIGO

A diferenga no nivel de resisténcia de cultivares de trigo a giberela
tem sido identificada ha varios anos (IMMER; CHRISTENSEN, 1943; BAI; SHANER,
1994). O efeito do uso de cultivares resistentes baseia-se na reducédo da taxa de
incremento de doenga, o que resultaria em menores danos (FRY, 1982). A protegao
genética pelo uso de cultivares resistentes é uma das alternativas mais procuradas
para o controle da enfermidade, entretanto ainda n&o existem cultivares de trigo com
resisténcia completa ou imunidade a giberela (PARRY et al., 1995; BAI; SHANER,
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2004). Embora diferencas na reagao de cultivares ocorram, a maioria das cultivares
brasileiras sdo suscetiveis e algumas moderadamente resistentes (INFORMACOES,
2010; DALLA NORA et al., 2011).

BAI; SHANER (1994) indicam que a pesquisa para identificacdo de
cultivares resistentes pode durar anos sem obter os resultados esperados. Estes
autores comentam estudos realizados na China onde foram avaliadas mais 17000
linhas de trigo durante seis anos, encontrando apenas 32 com aceitavel nivel de
resisténcia. No entanto, a maior parte destas fontes de resisténcia possui muitas
caracteristicas indesejaveis para os programas de melhoramento, tais como plantas
muito altas, espigas muito pequenas e ciclo muito tardio.

Os mecanismos de resisténcia para o género Fusarium em trigo sao
classificados em morfolégicos ou fisiolégicos, sendo ambos 0s mecanismos,
governados por expressao genética. Portanto, algumas caracteristicas morfolégicas
estdo associadas com o aumento da doenga, como: em genotipos com aristas,
pedunculo curto e uma espiga compacta a tendéncia é da doenga se espalhar mais
rapidamente, do que em gendtipos sem aristas, com pedunculo longo, e uma espiga
laxa. Além disso, os gendtipos de porte baixo podem ser mais infectados do que os
gendtipos de porte alto (RUDD et al., 2001). OSORIO et al. (1998) também
identificaram uma tendéncia das cultivares de trigo de porte baixo serem mais
suscetiveis a giberela. Quanto as caracteristicas de espiga verificaram tendéncia das
cultivares com maior numero de espiguetas na espiga serem menos suscetiveis e,
das cultivares com maior peso de graos por espiga serem mais suscetiveis.
Salientaram entéo, a necessidade da adog&do de métodos de melhoramento genético
eficientes em quebrar correlagbes indesejadas para programas que buscam
cultivares resistentes a giberela de porte baixo e alto rendimentos de graos.

Enfase especial foi dada no passado para associacdo da resisténcia
a giberela com altura de planta, geralmente reportando associagdo negativa entre
altura de planta e suscetibilidade. Entretanto, recentemente alguns artigos tem
mostrado que o alelo de semi-nanismo RhtD1lb esta fortemente associado ao
incremento da suscetibilidade a giberela, e ndo a altura de planta per se (DRAEGER
et al., 2007; HOLZAPFEL et al., 2008).

O escape a infeccdo pode ser obtido através de cultivares cujas
flores ndo exponham as anteras ou cujas anteras sejam expostas, porém que se

desprendam em poucas horas, nao permitindo sua colonizagido, constituindo um
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mecanismo de escape por supressao do 6rgao suscetivel. Outro mecanismo que
impede a penetragao € encontrado em cultivares que apresentam teores mais baixos
de colina e betaina em anteras e graos de pdlen. O mecanismo relativo a restricdo
da colonizagdo impede a passagem do fungo de espiguetas infectadas para o
raquis. Basicamente, havendo este mecanismo, a doenga limita-se a espigueta
infectada. O ideal para os programas de melhoramento seria obter-se cultivares que
combinem fatores que condicionam a resisténcia ou escape a penetragdo com o0s
que conferem resisténcia a colonizacéo (REIS, 1988).

A resisténcia fisiolégica envolve consequentemente, rotas
bioquimicas envolvendo a produgdo de compostos que inibem o patdégeno apos a
infecgdo (RUDD, 2001). Entretanto, os mecanismos bioquimicos e moleculares da
resisténcia a giberela do trigo ainda sdo desconhecidos. Expressao de proteinas
relacionadas a patogénese como PR-1, PR-2 (glucanase), PR-3 (quitinase), PR-4,
PR-5 e peroxidase foram induzidas em linhagens de trigo resistentes e suscetiveis
(BAI; SHANER, 2004).

Em funcdo de sua natureza, MESTERHAZY (1995) descreveu os
cinco mecanismos de resisténcia do trigo a giberela:

Tipo I: resisténcia a infecgao inicial;

Tipo II: resisténcia a disseminagao do fungo na espiga;

Tipo Illl: redugdo do acumulo de DON n&o correlacionado com as resisténcias do
tipolell

Tipo IV: resisténcia dos graos a infecgao (mesmo que a espiga esteja infectada);

Tipo V: tolerancia (menor perda de produtividade, mesmo com elevada infecgao).

Varias metodologias tém sido desenvolvidas para avaliar e distinguir
estes tipos de resisténcia pelos melhoristas de plantas. Os tipos de resisténcia | e Il
sao 0s mais bem estudados, sendo que € a do tipo Il € considerada mais estavel e a
menos afetada por fatores ndo genéticos (BAl; SHANER, 1994).

Os programas brasileiros de melhoramento de trigo tém concentrado
esforcos em estudos relacionados as resisténcias do Tipo |, Il e recentemente ao
Tipo Il (LIMA, 2002; DALLA NORA et al., 2011).

Estudos até entdo conduzidos tem indicado que em condi¢cdes de
epidemias severas a resisténcia do Tipo | €& facilmente superada, e
consequentemente a resisténcia do Tipo |l € mais promissora para reduzir as perdas
devido a infecgao de giberela (MESTERHAZY, 1995).
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Plantas de trigo que possuam apenas resisténcia do Tipo | ou do
Tipo Il podem aparecer como suscetiveis no campo. Quando apenas o Tipo | esta
presente, a espiga tem um numero menor de pontos de infec¢gdo, mas a infecgao é
rapidamente transmitida para todas as espiguetas, e a espiga pode apresentar-se
com 100% de espiguetas infectadas. Quando apenas o Tipo Il de resisténcia esta
presente, um grande numero de pontos inicias de infecgao pode ser observado, mas
apenas as espiguetas que recebem o indéculo externo apresentam o sintoma da
doenca. Desta forma, reunir as resisténcias do Tipo | e Tipo Il em cultivares deve
promover um incremento de resisténcia a giberela em nivel de campo (BAI,
SHANER, 2004).

2.4.1 Fontes de Resisténcia

O primeiro relato de diferencas de suscetibilidade a giberela entre
cultivares de trigo foi feito por Arthur (ARTHUR, 1891). Desde entdo esforgos tem
sido dispensados para encontrar fontes de resisténcia que possam ser utilizadas em
programas de melhoramento em todo o mundo (BAI; SHANER, 2004).

Nas avaliagbes de grandes colegcbes mundiais de trigo,
principalmente na China, Jap&do e Estados Unidos, tem sido identificadas poucas
fontes de resisténcia ao Fusarium spp. As fontes de resisténcia mais conhecidas sao
provenientes do Japao (Nobeoka Bozu, Nyu Bai, Sinchunaga), da China (Sumai 3,
seus derivados como Ning 7840), do Brasil (Frontana) e trigos de inverno da Europa
(Arina, Renan, Praa 8, Novokrunka) (GERVAIS et al., 2003; BAI;, SHANER, 2004;
ZHANG et al., 2008).

Programas de melhoramento de diferentes regides do mundo
utilizam quase que exclusivamente trigos chineses como fontes de resisténcia. Isso
demonstra que no mundo, os materiais resistentes s&o escassos (BAl; SHANER,
1994). No proprio CIMMYT (Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo)
o progresso do melhoramento para resisténcia a giberela foi construido amplamente
com a colaboracdo de cientistas chineses da Academia Chinesa de Ciéncias
Agricolas (CAAS). As cultivares chinesas mais utilizadas no programa do CIMMYT
para transmitir resisténcia a giberela sdo: Sumai 3, Ning7840, Shangai 5, Yangmai 6,
Suzhou 6, Wuhan 3 e Chuangmai 18 (SINGH; VAN GINKEL, 1997).
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Para a resisténcia do tipo Il, a principal fonte utilizada por todos os
grupos de pesquisa tem sido a variedade chinesa Sumai 3, ou variedades derivadas
desta, como Ning7840. Para a resisténcia do tipo |, a variedade Frontana tem sido
utilizada com frequéncia nos estudos de heranca e mapeamento. QTLs para
resisténcia do Tipo | foram identificadas na cultivar Frontana, nos cromossomos 3A e
5A (STEINER, et al., 2004).

A variedade Ning7840 (derivada de Sumai 3) apresenta a mesma
resisténcia de Sumai 3 para giberela, e possui maior potencial de rendimento,
resisténcia as ferrugens da folha e do colmo (BAIl; SHANER, 2004).

Recentemente, milhares de acessos foram também testados nos
Estados Unidos (U.S. WHEAT AND BARLEY SCAB INITIATIVE), provenientes de
diversos paises, e aqueles com melhor resisténcia foram os acessos derivados de
Sumai 3. Além disso, a resisténcia em Sumai 3 é bastante estavel, uma vez que esta
cultivar esta sendo utilizada nos programas de melhoramento da China, e CIMMYT
como fonte de resisténcia, a mais de 20 anos e o nivel de resisténcia continua o
mesmo (BAI; SHANER, 2004).

Alguns grupos estdo recorrendo ao melhoramento por mutagénese
com sucesso, como forma de produzir linhas de trigo com variabilidade para
caracteristica de resisténcia a giberela (CLARK et al., 2011).

Algumas espécies afins ao trigo tem sido identificadas com fontes de
elevados niveis de resisténcia. Aegilops squarrosa, uma espécie diploide, foi
reportada como sendo uma boa fonte de resisténcia quando usada como doadora
do genoma D em trigos sintéticos (GILCHRIST et al., 1997; BAI; SHANER, 2004).
Triticum monococcum (genoma A), Aegilops speltoides (genoma B) Triticum
timopheevi (genoma AG), A. cylindrica (genoma CD), Triticale miguschovae (genoma
AGD), Elymus repens (genoma StStH), e espécies tetraploides como Triticum
carthlicum e Tritordeum (ABH) tem sido reportados como fontes promissoras de
outros genes de resisténcia a giberela (FEDACK, et al., 2011). Entretanto a
utilizacao de genes de outras espécies requerem esforgos significantes e tempo para
o pré-melhoramento remover suas “carcateristicas selvagens” (BAl; SHANER,
2004).
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2.4.2 Base Genética da Resisténcia

Baseado na complexidade dos mecanismos de resisténcia,
numerosos estudos tem mostrado que a resisténcia a giberela é condicionada por
multiplos genes, com efeito dominante ou aditivo, cujo efeito € pequeno e fortemente
afetado pelo ambiente, com resultados de baixa herdabilidade (SINGH e VAN
GINKEL, 1997; BAI; SHANER, 2004).

Heranga da resisténcia do Tipo Il € a mais estavel e tem sido muito
estudada em trigo (BAI et al., 1989, LIU; WANG, 1991, BUERSTMAYR et al., 1999;
BAIl; SHANER, 2000). Pesquisas de genética classica indicam que poucos genes de
efeito maior acompanhados de alguns genes de menor efeito controlam a resisténcia
do Tipo Il com herdabilidade relativamente alta (LIU; WANG, 1991; VAN GINKEL et
al., 1996, BAI; SHANER, 2004).

Nos estudos de heranca utilizando populagdes derivadas de Sumai 3
tém sido identificados dois genes (VAN GINKEL et al., 1996), trés genes (YAO et al.,
1997) ou mais de trés genes (YU, 1982). Locos de caracteres quantitativos (QTLs)
composto por um ou mais genes como Fhbl foram identificados do cultivar chinés
Sumai 3. VAN GINKEL et al. (1996), utiizando uma populacdo de Ning7840
(derivada de Sumai 3) identificou também dois genes dominantes para a resisténcia
do tipo Il

O maior efeito até entdo identificado ocorre com a presenga gene
Fhbl (sin:Qfhs.ndsu-3BS) (WHALDRON, et al., 1999), seu efeito para a resisténcia
do tipo Il tem sido relatado como explicando em torno de 20 a mais de 50% da
variacéo fenotipica (LIU; ANDERSON, 2003; PUMPHREY, et al., 2007). A maioria
dos QTLs de resisténcia a giberela estao localizados nos cromossomos 3BS e 5AS,
entretanto, muitos QTLs em outros cromossomos foram identificados (BAI;
SHANER, 2004; ANDERSON, 2007; BUERSTMAYR, et al., 2009).

A cultivar Frontana também tem sido bastante utilizada como fonte
de resisténcia a giberela, especialmente resisténcia do tipo I. Frontana também
produz enzimas que degradam DON (BAI; SHANER, 2004). Para a resisténcia do
tipo |, derivada de Frontana, alguns estudos tém identificado 3 ou mais genes
(SINGH et al., 1995), enquanto que outros tem identificado dois genes dominantes
(VAN GINKEL et al., 1996). Estudos de heranga tem indicado que a resisténcia de
Frontana é devida a 2 ou 3 genes de efeito aditivo (STEINER et al., 2004).
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Divergéncias no numero de genes para a mesma cultivar resistente
tém sido proposto por diferentes estudos (LU et al.,, 2001; BAI; SHANER, 2004).
KOLB et al., (2001) apontaram algumas das possiveis razbes para os resultados
inconsistentes nas investigag¢des, incluindo, controle poligénico da resisténcia a
giberela em trigo, efeito dos diferentes backgrounds genéticos, diferentes tipos de
resisténcia avaliados, interacbes gendtipo ambiente, fontes heterogéneas de
parentais resistentes ou as técnicas de inoculagao utilizadas nos diferentes estudos.
A tecnologia dos marcadores moleculares pode prover informag¢des mais precisas do

numero e localizagado de QTL para a resisténcia a giberela (BAl; SHANER, 2004).

2.5 IDENTIFICACAO DE QTLs

Um QTL (Quantitative Trait Loci ou Locos de Caracteres
Quantitativos) corresponde a uma regiao do DNA a qual genes com heranga
poligénica, de efeito menor, estdo associados atuando sobre uma caracteristica
especifica. Estes genes contribuem com uma parcela do efeito sobre o fendtipo,
causando uma variagao continua sobre este (BROGIN, 2005).

Existem QTLs associados a wuma grande variedade de
caracteristicas dentro de um genoma, que podem estar localizados em um mesmo
cromossomo ou em cromossomos diferentes, e muitas vezes a influencia de um QTL
sobre uma determinada caracteristica pode ser influenciada por outro QTL. Se um
pequeno numero de QTLs (1-3) explicar grande parte da variagdo fenotipica, a
caracteristica pode ser trabalhada como se fosse qualitativa (BROGIN, 2005).

A associacao entre avaliagdes fenotipicas e marcadores moleculares
representa a principal alternativa para o conhecimento do numero aproximado de
locos atuando no controle dos caracteres quantitativos. Além disso, € possivel
determinar onde os locos encontram-se distribuidos no genoma e em que
intensidade atuam sobre os caracteres (BENTO, 2006). A determinagao de ligagao
genética entre marcadores e QTLs depende da existéncia de desiquilibrio de ligagcéo
entre os alelos no loco do marcador e os alelos do QTL. O desiquilibrio de ligacao
entre dois locos ocorre quando as frequéncias genotipicas dos gametas diferem do
produto das frequéncias alélicas. Esse desequilibrio gera efeitos quantitativos
associados ao marcador, que podem ser detectados e estimados por analises
estatisticas especificas (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).
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A presencga de ligagdo entre um QTL e um marcador molecular
permite que os efeitos fenotipicos do carater em estudo sejam verificados,
possibilitando o uso dessa informagéo para a selegdo (FERREIRA; GRATAPAGLIA,
1998).

Os métodos de avaliacdo de QTLs mais utilizados envolvem
andlises de marcas simples (que incluem analise de variancia, razdo de
verossimilhanca, teste t e regressao linear simples), analise de regressao linear
multipla, mapeamento por intervalo, mapeamento por intervalo mudultiplo e
mapeamento por intervalo composto (SILVA, 2002).

A resisténcia a giberela encontrada na cultivar Sumai 3, tem sido
caracterizada através de mapeamento molecular, resultando na detec¢gdo de um
QTL de maior efeito no cromossomo 3B que explica mais de 60% da variacio
fenotipica da disseminacdo da doenca na espiga. Este QTL, Qfsh.ndsu-3BS, tem
sido verificado por muitos grupos de pesquisa e tem se mostrado consistente em
diferentes backgrounds e ambientes (ANDERSON et al., 2001; BUERSTMAYR et
al., 2002; SHEN et al., 2003). No grupo 3BS, ANDERSON et al., (2001) identificaram
o marcador Xgwm533, que explicou 25% da variagdo fenotipica em populacéo
obtida da linhagem ND2603. Nesta mesma regidao, GUO et al., (2003) identificaram o
marcador microssatélite Xgwm369 e um marcador STS (SRTS.3B1), derivado de um
marcador AFLP, associados com resisténcia. Estes marcadores estdo
aproximamente ligados ao marcador Xgwm533, e juntos explicam até 50% da
variacao fenotipica.

Outros QTLs conferindo resisténcia a giberela em Sumai 3 e seus
derivados tem sido reportados no cromossomo 6B (marcadores Xbarc146,
Xgwmb508, Xgwm191, Xgwm608, Xgwm644, Xwmc397 e Xwmc398) (WALDRON et
al., 1999, ANDERSON et al.,, 2001; BUERSTMAYR et al., 2002; SOMERS et
al.,2003.; YANG et al., 2003), 5A (marcadores Xbarc117, Xgwm508, Xgwm293,
Xgwm304 e Xwmc705) (BUERSTMAYR et al., 2002; SOMERS et al.,2003) e 2A e
2B (ZHOU et al., 2003).

A identificacdo de QTLs promissores para uma caracteristica de
interesse € um passo importante, mas preliminar no desenvolvimento de um
programa de selegdo assistida por marcadores para o melhoramento genético. Os
QTLs identificados devem ser validados em backgrounds genéticos e ambientes

adicionais e nao deve ter efeitos indesejaveis sobre outras caracteristicas
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importantes. O meio mais comum de validagao de QTL € a analise de populagdes
segregantes adicionais para confirmar a posicado do QTL e contribuicdo fenotipica
para a caracteristica de interesse (PUMPHREY et al., 2007).

2.6 MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores genéticos sdo conhecidos pelos melhoristas de
plantas desde longa data e podem ser definidos como caracteres de heranga
simples e visivel, cuja expressao nao € influenciada por fatores ambientais. Quatro
tipos de marcadores genéticos tém sido utilizados em plantas: morfoldgicos,
citoldgicos, bioquimicos e moleculares (BOREM,1998; RUMIN; VENCOVSKI, 2001).

Com o surgimento das tecnologias modernas da Genética e da
Biologia Molecular, surgiram diversos tipos de marcadores que detectam o
polimorfismo genético diretamente no DNA (FALEIRO, 2007). Por marcador
molecular define-se todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA,
correspondente a uma regido expressa ou nao do genoma. O principio da utilizagcao
destes marcadores é baseado no dogma central da biologia molecular e na
pressuposi¢ao de que diferengas genéticas no DNA significam na maioria das vezes,
diferencas fenotipicas (BORBA, 2007; FALEIRO, 2007).

Os marcadores moleculares hoje disponiveis sao utilizados nos
programas de melhoramento nas etapas que envolvem a criagao de variabilidade e
selecdo, para sinalizagdo de genes de resisténcia a doengas, insetos e pragas;
avaliacdo e caracterizagdo de germoplasma, melhoramento de linhagens
progenitoras de hibridos, introgressdo génica e selegao assistida por marcadores,
mapeamento de genes e QTLs de interesse, determinagao de grupos heterdticos e
associagdo com regides genbOmicas que afetam heterose, reconstituicdo de
pedigrees, selecdo de resisténcia a patdgenos exoticos ainda inexistentes em
determinada regido, associagdo com caracteres quantitativos, estudos de interagao
gendtipo-ambiente, processos legais; certificacdo da pureza de sementes genéticas,
avaliacdo da pureza genética de lotes de sementes, identificagdo de genealogias,
entre outras (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998; PEREIRA,;
PEREIRA, 2006; SCHUSTER et al., 2006).
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De acordo com LANZA et al., (2000) a aplicagdo das técnicas que
fazem uso dos marcadores moleculares de DNA, para acelerar e monitorar os
programas de melhoramento genético tem como consequéncia grandes avangos no

desenvolvimento de variedades melhoradas.

2.6.1 Tipos de Marcadores Moleculares

Os principais marcadores moleculares utilizados na analise genética
de plantas sdo as isoenzimas, RFLPs, RAPDs, microssatélites, AFLPs e SNPs
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

As isoenzimas abrangem um grupo de multiplas formas moleculares
de uma mesma enzima ocorrente em uma espécie resultante de variagcdes alélicas
dos genes codificadores. A obtengdo de marcadores isoenzimaticos envolve a
preparagao da amostra do tecido, a separagao por eletroforese dos polimorfismos
em géis de poliacrilamida ou de amido e a visualizagdo por meio de corantes
enzimaticos. O padrao de expressao das isoenzimas é de co-dominancia, permitindo
a diferenciagdo dos locos em homozigose e heterozigose (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996; ALFENAS, 1998).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA ou Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso) sao fragmentos de DNA amplificados pela reacédo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers curtos com cerca de dez
nucleotideos, que irdo entao se parear em diversos pontos do genoma, nao exigindo
0 conhecimento prévio da sequéncia que esta sendo amplificada, portanto muitas
regides do DNA repetitivo podem ser amostradas (WILLIANS et al. 1990; CAIXETA
et al., 2006). Estes marcadores RAPD sao dominantes, ndo sendo possivel distinguir
individuos homozigotos dominantes de individuos heterozigotos em uma populagéo,
pois apenas um alelo é detectado pela amplificagdo do fragmento (CAIXETA et al.,
2006). Outra desvantagem da técnica refere-se a baixa reprodutibilidade das marcas
devido a sensibilidade as condicbes experimentais. Esta limitacdo pode ser
contornada com o desenho de primers especificos SCAR (Sequence Caracterized
Amplified Regions ou Regidées Amplificadas Caracterizadas por Sequéncias) a partir
do sequenciamento de um determinado primer RAPD ligado a uma caracteristica de
interesse do geneticista (PARAN; MICHELMORE, 1993; FALEIRO, 2007).
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O marcador de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism
ou Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo) sdo fragmentos
gerados pela digestdo do DNA com enzimas de restri¢gao, resultando fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos. Essas diferencas ou polimorfismos entre individuos
podem ocorrer principalmente devido a mutacdo de ponto, insercdes e inversdes
(CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2006). Estes fragmentos serdo detectados por
sondas especificas, que vao se parear ou hibridar a estas sequéncias
complementares do DNA do individuo em estudo, sendo as sondas marcadas por
radiatividade ou fluorescéncia para visualizagdo. Este tipo de marcador é co-
dominante e possui alta reprodutibilidade, entretanto, necessita de grande
quantidade e qualidade do DNA a ser analisado (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998;
FALEIRO, 2007).

Marcadores Microssatélites também denominadas SSR (Simple
Sequence Repeats ou Sequéncia Simples Repetidas ou Sequéncias de DNA
Microssatélites) tém sido um dos mais utilizados nos programas de melhoramento de
plantas e é baseado na técnica de PCR. Os microssatélites consistem de unidades
nucleo de 2-5 nucleotideos tais como (CA), (ATT) ou (ATGT) que sao repetidas em
tandem no genoma (LITT; LUTY, 1989). As repeticbes em tandem destas pequenas
sequéncias podem ocorrer de dezenas a centenas de vezes. As regides que
flanqueiam um microssatélite sdo geralmente Unicas e conservadas entre gendtipos
da mesma espécie e primers sao construidos para estas regides e utilizados para
amplificar fragmentos de DNA contendo o microssatélite. Polimorfismo de
comprimento é criado quando produtos de PCR de diferentes alelos variam no
comprimento, como resultado da variacdo do numero de unidades repetidas no
microssatélite, podendo entao ser analisados por eletroforese em gel de acrilamida
ou gel de agarose. O alto nivel de informacédo e a co-dominancia de marcadores
microssatélites, sua grande ocorréncia em genomas eucarioticos e sua facil
amplificagdo via tecnologia padrao de PCR, tornou os microssatélites marcadores
preferidos para varias espécies (LANZA et al, 2000; FALEIRO, 2007). Marcadores
microssatélites tém sido amplamente utilizados em estudos de herancga,
mapeamento molecular de locos para caracteres quantitativos (QTLs) e genes de
resisténcia e selegao assistida de linhagens e cultivares de trigo com resisténcia a
giberela (ANDERSON, 2007; BUERSTMAYR et al., 2009).
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O marcador AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) baseia-se na obtengao
e analise de fragmentos de DNA obtidos por digestdo com enzimas de restricéo,
seguidos da ligacdo por oligonucleotideos adaptadores e amplificagdo seletiva via
PCR. Este tipo de marcador combina os principios do RAPD e RFLP, contudo,
menos laborioso que RFLP e com melhor resolugdo e eficiéncia que RAPD
(CARPENTIERI-PIPOLLO et al., 2006; FALEIRO, 2007). Estas caracteristicas fazem
com que o AFLP seja muito utilizado em mapeamento genémico (XU et al., 2005),
selecdo de genitores para programas de melhoramento (GORAL et al., 2005),
diversidade genética, entre outros (TAKAMI et al., 2004).

Polimorfismo de unica base ou Single Nucleotide Polymorphism
(SNPs) sdo marcadores moleculares do DNA utilizados para identificar mutacdes e
polimorfismos, baseados na posi¢ao de um unico nucleotideo (FALEIRO, 2007). Os
SNPs sao fontes abundantes de variagdo genética, sendo gerados por substituicao
de uma unica base ou pequenos eventos de insergao ou delecdo. As mutagdes mais
comuns sao as chamadas transi¢cdes, nas quais ocorrem trocas de uma purina por
outra purina (A — G), ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C — T). Mutagdes
menos frequentes chamadas de transversées ocorrem quando existe a troca de
pirimidina por uma purina ou vice-versa (A-C, A-T,G-C e G - T) (CAETANO,
2009). SNP’s sdo marcadores bi-alélicos, ou seja, normalmente sdo detectados
apenas dois variantes. Sendo assim, o conteudo de polimorfismo detectado € menor
quando comparado com o polimorfismo detectado por marcadores microssatélite
(SSR), que sado multialélicos (CAETANO, 2009).

A disponibilidade e facilidade de buscar sequéncias de genes nos
bancos de dados fez com que uma grande quantidade de marcadores SNP’s
pudesse ser desenvolvida. Os marcadores SNP’s sdo uma fonte inesgotavel de
marcadores polimorficos para estudo de associagao baseados em genes candidatos.
Tal polimorfismo pode ser usado para o desenho de marcadores proximos ou até
mesmo dentro do proprio gene de interesse (FALEIRO, 2007; GUIMARAES et al.,
2007).
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2.6.2 Selecgao Assistida por Marcadores Moleculares

Para que os marcadores moleculares sejam utilizados nos
programas de melhoramento, eles devem ser eficientes e econdmicos. Na maior
parte das vezes em que os marcadores moleculares sao utilizados no melhoramento
de plantas, eles complementam os métodos tradicionais de melhoramento, dando-
Ihes um refinamento, e aumentando as chances de sucesso. A selecéo assistida por
marcadores moleculares (SAM) deve ser vista, entdo, como um suplemento aos
métodos convencionais de melhoramento (SCHUSTER; OLIVEIRA, 2006).

Deve-se considerar critérios praticos para efetivamente implementar
a utilizagdo de SAM num programa de melhoramento, como: eficiéncia ou ganho
comparado a selecdo fenotipica, utilidade dos marcadores em populacdes
relevantes e o custo, o rendimento e a expertise requerida (ANDERSON et al.,
2007).

A utilizagdo como rotina da selecéo assistida para caracteristicas de
interesse em programa de melhoramento deve considerar que o gene ou QTL ja
tenha sido previamente mapeado, a natureza qualitativa ou quantitativa da
caracteristica, o modo de agao génica, o efeito do gene na expressao do fendtipo, a
complexidade da avaliacdo do fendtipo e a eficiéncia com que o marcador pode
discriminar a caracteristica ja tenham sido discriminados (GUIMARAES et al., 2006).

Recentemente, numerosos projetos de mapeamento molecular da
resisténcia a giberela em trigo tém sido desenvolvidos por grupos de pesquisa em
todo mundo abrindo o caminho para a SAM. Nestes casos, € praticada a selegao
com base em marcas genéticas tipicas dos genes ou QTLs de resisténcia
(BUERSTMAYR et al., 2009).

Marcadores moleculares podem ajudar melhoristas a selecionar
genes que conferem resisténcia a giberela em trigo. A base deste conceito é que as
diferencas que naturalmente ocorrem na sequéncia do DNA em variedades de trigo
sdo identificadas como sendo geneticamente ligadas a um gene que confere
resisténcia a giberela. Estas diferencas no DNA podem ser devido a diferengca no
numero de unidades repetidas na sequencia (microssatélites - SSR), pela inser¢cao
ou delegdo de um segmento do DNA ou pela diferenga de um unico par de bases

(polimorfismo de um unico nucleotideo — SNP). A maioria dos marcadores em trigo
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atualmente sdo microssatélites baseados na técnica de PCR (ANDERSON, et al.,
2007).

No caso ideal, marcadores perfeitos que possam predizer a
presenga ou auséncia de um alelo desejado em um loco de resisténcia sao
preferiveis, mas estes ndo sao disponiveis para a maioria dos QTLs que conferem
resisténcia a giberela ja conhecidos (BUERSTMAYR et al., 2009).

Recentemente, houve muito progresso no melhoramento de cereais
de inverno, especialmente trigo e cevada para resisténcia a giberela (KOSOVA et al.,
2009). Na revisdo sobre mapeamento de QTLs, BUERSTMAYR et al., (2009)
sumarizaram mais de 52 estudos mostrando que nos ultimos 10 anos com a
disponibilidade de marcadores moleculares e mapas genéticos mais de 100 QTLs
para a resisténcia a giberela foram identificados, incluindo 22 regides de
cromossomos independentes detectados em diferentes germoplasmas. Com os
marcadores ligados a estes QTLs a selegdo assistida para a resisténcia a giberela
torna-se viavel (XUE et al., 2010).

2.6.3 Validacdo de Marcadores Moleculares Associados a QTLs

Segundo YUE et al., (2001) mesmo quando um unico gene controla
a caracteristica, ndo ha garantia que os marcadores de DNA identificados em uma
populacdo serdo uteis em populacdes diferentes, principalmente quando as
populagdes sao originadas de germoplasma pouco relacionados. Além disso, os
marcadores devem revelar polimorfismos em diferentes populagcdes derivadas de
uma ampla variagdo de gendtipos parentais para serem mais uteis nos programas
de melhoramento (LANGRIDGE et al., 2001).

Para o uso efetivo da SAM, os marcadores associados a QTLs,
antes de serem utilizados nos programas de melhoramento, devem ser validados,
isto é, deve-se testar sua efetividade na determinagdo do fendtipo alvo em
populagdes independentes e em diferentes backgrounds genéticos (COLLARD et al.,
2005; ALZATE-MARIN et al., 2005).

A identificagdo de QTLs necessita de boa qualidade dos dados
fenotipicos, de grandes populagbes avaliadas, de verificagdo independente em
populagdes paralelas para se determinar a significancia de uma QTL e sua

confirmagao em varios backgrounds genéticos (SILVA, 2006).
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4 VALIDACAO DE MARCADORES MOLECULARES E QTLs ASSOCIADOS
A RESISTENCIA A GIBERELA EM TRIGO

RESUMO

Visando validar marcadores moleculares e mapear QTLs associados a resisténcia a
Giberela (Fusarium graminearum) foram obtidas 3 populagdes F».3 de trigo (Triticum
aestivum L.) provenientes dos cruzamentos entre Frontana x Weebil, Ning 7840 x
Frontana e Ning 7840 x Kosoro. As populacdes foram fenotipadas para resisténcia a
infeccao inicial, Tipo I, em campo e de disseminagao, Tipo Il, em casa de vegetacao.
Para identificar os marcadores moleculares associados a resisténcia a giberela foram
analisados os marcadores amplificados e os dados fenotipicos de cada populagéo pelo
método de regressao linear simples e multipla (método stepwise). Para resisténcia do
Tipo | na populagéo F».3 derivada de Frontana x Weebil houve associagao do marcador
Xgwm376 explicando (R?) 8,83% da variagcdo fenotipica. Associacdo do marcador
Xbarc76 (R? = 10,81) na populagéo F».3 derivada de Ning 7840 x Kosoro foi observada,
entretanto, pela analise de regressao multipla desta populagdo houve associagéo de
Xbarc76 e Xbarc87 que juntos explicam 18,07% da variagdo fenotipica, indicando
existéncia de efeito epistatico estre os QTLs associados a estes marcadores. No
estudo de resisténcia do Tipo Il pela analise de regressao simples da populacéo Ning
7840 x Frontana houve associagdo do marcador Wmc398 (R? = 7,49), pela analise de
regressao multipla foram associados os marcadores Wmc398, Xbarc180 e Xgwm369
que juntos explicam 16,53% da variagao fenotipica da populagcdo, também indicando
existéncia de epistasia entre os QTLs associados a estes marcadores. O mapeamento
de QTLs de resisténcia a giberela foi realizado pelo método de mapeamento por
intervalo. Neste estudo foi identificado um pico que ultrapassou o valor de LR critico
(9,1) indicando existéncia de um QTL entre os marcadores Xbarcl47 e Wmc808,
localizado no cromossomo 3BS sendo proveniente da cultivar Ning 7840. Os
resultados deste trabalho serdo uteis para utilizagdo em programas de selegcdo
assistida por marcadores moleculares, no melhoramento genético de trigo.

Palavras-chave: Triticum aestivum. Fusarium graminearum. Seleg¢ao assistida por
marcadores moleculares. Marcadores microssatélites.
Mapeamento molecular.
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4 MOLECULAR MARKERS AND QTLs VALIDATION OF FUSARIUM HEAD
BLIGHT RESISTANCE IN WEATH

ABSTRACT

To validate molecular markers and map QTLs linked with Fusarium head blight
(Fusarium graminearum) resistance, three F,3; wheat (Triticum aestivum L.)
populations were obtained from the crosses between Frontana x Weebil, Ning 7840 x
Frontana and Ning 7840 x Kosoro. The populations were phenotyped for resistance
to initial infection, Type 1, in the field, to spread, Type 2, in greenhouse. To identify
molecular markers linked with FHB resistance markers were amplified and analyzed
with the phenotypic data of each population by the simple and multiple linear
regression method (stepwise method). For type 1 resistance in the F2.3 population,
derived from Frontana x Weebil was a linked with Xgwm376, that explaining 8.83% of
the phenotypic variation. Association of Xbarc76 with R? value (10,81) in the F3
population derived from Ning 7840 x Kosoro was observed, however, by multiple
regression analysis of this population Xbarc76 and Xbarc87 was associated which
together explain 18.07% of the phenotypic variation, indicating the existence of the
epistatic effects of QTLs linked with these SSR markers. In Type Il resistance the
study by simple regression analysis of the population Ning 7840 x Frontana, Wmc398
marker was linked (R? = 7.49), by multiple regression analysis Wmc398, Xbarc180
and Xgwma369 markers were associated, together explain 16.53% of the phenotypic
variation of these population, also indicating the existence of epistasis between QTLs
associated with these markers. The mapping of FHB resistance QTLs was performed
by the interval mapping method. This study identified a peak that exceeded the
critical value of likehood ratio (LR=9.1) indicating of a QTL existence between SSR
markers Xbarcl147 and Wmc808, located on 3BS chromosome being from the
cultivar Ning 7840. The results of this study will be useful for use in programs of
marker-assisted selection in wheat breeding.

Key words: Triticum aestivum. Fusarium graminearum. Marked-assisted selection.
SSR markers. Molecular mapping.
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4.1  INTRODUCAO

Para o Brasil o trigo é uma cultura de grande importancia
econdmica, especialmente na regidao Sul. A area cultivada com este cereal na safra
2011 foi de aproximadamente 2,15 milhdes de hectares, com uma produgao de 5,8
milhdes de toneladas de graos, sendo o Estado do Parana o maior produtor com 3,3
milhdes de toneladas, seguido pelo Rio Grande do Sul com 1,9 milhdes de toneladas
produzidas (CONAB, 2012).

Entre os fatores que podem afetar a producao de trigo estédo a
ocorréncia e a intensidade das doengas (REIS et al., 2001). A giberela € uma das
mais importantes doengas do trigo em todo mundo. E observada causando danos
nas regides triticolas onde o ambiente é umido e quente, com precipitagdes pluviais
frequentes na fase do florescimento do trigo (REIS; CASA, 2007). Muitas espécies
de Fusarium podem causar a doenga, Fusarium graminearum Schwabe,
[Teleomorfica = Gibberella zeae (Schwabe) Petch] é a principal espécie envolvida
com a patogenicidade em muitos paises (PARRY et al., 1995; BAl; SHANER, 2004).

A natureza esporadica da doenca esta associada a dependéncia
climatica. Nos ultimos anos, registram-se incremento na intensidade da doenca em
quase todas as regides produtoras de trigo no mundo (WINDELS, 2000; CASA;
KUHNEM JUNIOR, 2011). Os danos causados pela giberela manifestam-se pela
reducdo do rendimento, entretanto, estes ndo sao apenas quantitativos, mas
também qualitativos, principalmente devido a produgao de micotoxinas prejudiciais a
saude humana e animal (PARRY et al., 1995; BAl; SHANER, 2004).

Medidas de controle culturais como rotacao de culturas nao tem sido
eficientes, devido a ampla gama de hospedeiros do agente causal (REIS; CASA,
2007). A aplicagao de fungicidas tornou-se uma pratica comum, entretanto esta
pratica também apresenta eficiéncia limitada pelas dificuldades inerentes ao
momento e tecnologias de aplicagdo, bem como, adiciona custos elevados aos
produtores, principalmente em anos de severas epidemias (DEL PONTE et al.,
2004).

O desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes a giberela
representa a principal forma de reduzir as perdas em rendimento e danos na
qualidade dos graos (BAI; SHANER, 2004).
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O mecanismo de resisténcia complexo combinado com o fato de que
a expressao dos sintomas € variavel e extremamente dependente de condi¢cdes
ambientais, dificultam e oneram o custo das estratégias de selegdo convencional
(HANDA et al., 2008; XUE et al., 2010). O entendimento dos mecanismos genéticos
de resisténcia e o desenvolvimento de novas estratégias de melhoramento séo
necessarias para o desenvolvimento de cultivares de trigo com efetiva resisténcia a
giberela (XUE et al., 2010).

Recentemente, com a disponibilidade de marcadores moleculares e
de mapas genéticos, mais de 200 locos para caracteristicas quantitativas (QTLs)
para resisténcia a giberela foram identificados em germoplasma de trigo e espécies
afins (BUERSTMAYR et al., 2009; LOFFLER et al., 2009; LIU et al, 2009). Com
marcadores moleculares associados a estes QTLs a selegdo assistida (SAM) para a
resisténcia a giberela torna-se possivel (ZHOU et al., 2003; XUE et al., 2010).

Para utilizacdo em programas de melhoramento de trigo os
marcadores associados a QTLs de resisténcia a giberela devem ser validados, isto
€, deve-se testar sua efetividade na determinacdo do fendtipo alvo em populacdes
independentes e em diferentes backgrounds genéticos, para que sejam definidos os
marcadores mais eficientes para uso efetivo na SAM (COLLARD et al.,, 2005;
CUTHBERT et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi validar os marcadores moleculares

associados a resisténcia a giberela, fenotipando diferentes populagdes de trigo.

4.2 MATERIAL E METODOS

4 2.1 Material Genético

Para validagdo dos marcadores moleculares e mapeamento de
QTLs foram obtidas 3 populagdes F,.3 conforme descrigcao abaixo.
— Populagéao1: Frontana (resisténcia Tipo I) x Weebil (suscetivel), populagdo F».3
constituida por 113 familias avaliadas para resisténcia Tipo | e 109 familias
avaliadas para resisténcia do Tipo II;
— Populagédo 2: Ning 7840 (resisténcia Tipo IlI) x Frontana (resisténcia Tipo |) ,
populacdo F».3 constituida por 123 familias avaliadas para resisténcia Tipo | e 125

familias avaliadas para resisténcia do Tipo Il;
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— Populacao 3: Ning 7840 (resisténcia Tipo Il) x Kosoro (suscetivel) , populagao
F2.3 constituida por 139 familias avaliadas para resisténcia Tipo | e 140 familias
avaliadas para resisténcia do Tipo Il;

Os cruzamentos foram realizados em casa de vegetacéo, as plantas
Fi foram autofecundadas e as plantas F, conduzidas em vasos em casa de
vegetacdo. De cada planta F;, individualmente realizou-se a colheita das sementes
(F2:3). As sementes de cada planta F, compde uma familia F3 Estas foram
identificadas com o numero de origem da planta F».

As sementes das familias F.3 de cada populagao foram contadas e a
quantidade de sementes de cada familia foi dividida, para utilizar em duas

avaliagdes fenotipicas de resisténcia a giberela.

4.2.2 Avaliagao Fenotipica

Com o objetivo de avaliar separadamente a resisténcia a giberela,
Tipo | e Tipo |, as trés populagbes de mapeamento e os progenitores envolvidos em

cada cruzamento foram fenotipadas em dois experimentos.

Avaliagédo de Resisténcia a Giberela — Tipo |

O experimento foi semeado na safra 2009, no centro de pesquisa da
COODETEC, em Cascavel/PR (Latitude S 24° 52’ 56,9”; Longitude W 53° 32’ 00,4” e
altitude 690m) e tipo de solo latossolo roxo distrofico.

Cada familia F,.3 foi semeada manualmente em uma linha de um
metro de comprimento, compondo parcelas de 3 linhas, sendo que, em cada linha
lateral foi semeada uma familia F,.3 em estudo e na linha central de cada parcela
semeada uma testemunha suscetivel para monitoramento da inoculagdo e
desenvolvimento da doenca no campo experimental. A cultivar suscetivel utilizada foi
a CD 116. O espacamento entre linhas utilizado foi de 20 cm e entre parcelas de 40
cm. A adubacdo e o controle de pragas foram efetuados conforme as exigéncias
técnicas para a cultura, sendo realizada apenas uma aplicagdo do fungicida
Tebuconazole na dose de p.c. 0,5 L/ha no estadio de alongamento para controle das

doencas foliares.
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Graos de trigo esterilizados, colonizados com F. graminearum
(Figura 3) com formacéao de peritécios foram distribuidos entre as linhas externas de
cada parcela, quando as primeiras plantas entraram no estagio de espigamento.

Figura 3 — (A) Graos de trigo colonizados com F. graminearum. (B) Graos de trigo
com formacao de peritécio de G.zeae distribuidos no experimento de
avaliacao de resisténcia a giberela (Tipo I)

Foto: Montecelli, T.D.

No inicio do florescimento do trigo, a area experimental foi
submetida ao molhamento de espigas com formagado de neblina por 5 minutos
consecutivos (Figuras 4 e 5), a intervalos de 25 a 30 minutos, em dias sem
precipitacéo pluvial conforme metodologia proposta por LIMA; FERNANDES (2002).
A presencga de agua livre nas espigas é condigao essencial para o desenvolvimento
da doencga. Esta condicao foi obtida através de sistema de irrigagdo constituido de:
reservatorio de agua, motobomba com poténcia de 5 cv, canos de 25 ou 50 mm de
didmetro e mangueiras (tapes) flexiveis para irrigagao instaladas entre cada parcela.

O sistema artificial de molhamento de espigas foi por aspersao,
através de pressao provocada pela agua dentro das mangueiras. As mangueiras
possuem orificios de cerca de 2 mm de didametro, dessa forma, a agua é distribuida
de maneira homogénea, mantendo elevado molhamento das espigas.
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Figura 4 — Distribuicdo das mangueiras de irrigacdo entre as parcelas no
experimento para avaliagdo de resisténcia a giberela (Tipo |) em
populagdes de trigo, Cascavel/PR.
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Foto:'Montecelli, T.D.

Figura 5 — Sistema de irrigagdo por aspersdo no experimento para avaliacdo de
resisténcia a giberela (Tipo |) em populagdes de trigo, Cascavel/PR.
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A avaliagao da severidade de foi realizada no estagio 11.2 da escala

modificada de (FEEKS-LARGE, 1954), espiga verde com graos em massa mole,
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coletando-se 20 espigas principais de cada familia F,.3, avaliando-se a severidade

conforme escala proposta por Stack e McMullen (1995) (Figura 6).

Figura 6 — Escala visual para avaliagcdo de severidade (%) de giberela em trigo
(STACK; McMULLEN, 1995).

A V¥isual Scale to Estimate Severity of Fusarium Head Blight in Wheat

Avaliagédo de Resisténcia a Giberela — Tipo |

As sementes das trés populacbes foram semeados em vasos de
plastico (5 L) contendo mistura de solo, areia e matéria organica na proporcao de
(2:1:1). Foram inoculadas as espigas principais de cada planta, descartando-se as
espigas menores.

A medida que as plantas atingiram a antese, as espigas
selecionadas num total de 20 por familia F2.3 foram inoculadas. O indculo inicial foi
obtido a partir de espigas infectadas no campo. A obtengdo de esporos em massa

foi realizada através da raspagem de placas com meio agar batata dextrose (BDA)
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colonizadas por F. graminearum. O micélio com os macroconidios foram lavados
com agua destilada e esterelizada e com auxilio de um pincel (Figura 7A).

A concentracdo foi ajustada para 5x10* macroconidios por mL. A
contagem foi realizada em microscopio 6ptico composto com o auxilio da Camara de
Neubauer (hematocitdmetro). Foi realizado o monitoramento do estagio das plantas
de trigo para realizar a inoculagdo quando cada planta estivesse iniciando o
florescimento. As espigas principais de cada planta foram inoculadas com
aproximadamente 10 uL da suspensao de esporos (macroconidios) na concentragao
de 5x10* mL™". A suspens&o de esporos foi injetada entre a lemma e a palea no par
de espiguetas central (Figura 7B), inoculando-se uma espigueta de cada lado da
espiga, utilizando uma seringa hipodérmica.

Apés a inoculagao, foi aspergida agua com auxilio de um borrifador
manual. As espigas inoculadas foram cobertas utilizando-se um pequeno saco
plastico para proporcionar umidade elevada ao redor da espiga. O saco plastico foi
removido 48 horas ap6s a inoculagao (CUTHBERT, 2006; VERGES, 2004).

Figura7— (A) Raspagem de placas com meio BDA colonizadas por F.
graminearum, para obtencdo suspensao de esporos; (B) Inoculagido do
par de espiguetas central na espiga de trigo com auxilio de seringa
hipodérmica.

‘ Foto: Montecelli, T.D.

Foram realizadas avaliagdes aos 7, 14 e 21 dias apds a inoculagéo.

A avaliacado foi realizada contando-se as espiguetas com sintomas da doencga,
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excluindo as duas espiguetas que foram inoculadas. O numero total de espiguetas
de cada espiga também foi contado no 21° dia, para transformar o numero de
incidéncia de espiguetas doentes em porcentagem. Os valores de severidade das
avaliagdes de 7, 14 e 21 dias apds a inoculagéo foram integralizados em area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) (CAMPBELL; MADDEN 2006).

4.2.3 Extragdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sementes
das plantas F2.3, com base no protocolo descrito por McDONALD et al. (1994), com
algumas modificagbes. Cerca de 50mg de sementes moidas foram colocados em
tubos de microcentrifugas com 400uL de tampao de extracédo constituido de 50uM
Tris-HCI (pH 8,0), 50mM EDTA (pH 8,0), 0,7M NaCL e 1% CTAB. Os tubos foram
levados a um grinder e agitados, por um minuto. Em seguida, adicionaram-se mais
600uL de tamp&o de extragdo, homogeneizado em vortex por 30 segundos e
centrifugado por 5 minutos a 1636 g. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo de microcentrifuga novamente por 4 minutos, e o sobrenadante transferido para
um novo tubo de microcentrifuga.

As proteinas foram eliminadas pelo tratamento com 10uL de
proteinase K (10mg/mL), deixando em banho-Maria a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 800uL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2
minutos e novamente centrifugado por 7 minutos a 1636 g. O sobrenadante foi
descartado.

Para eliminacdo do RNA, acrescentaram-se 300uL de TE contendo
40ug/uLl de RNAse A, deixando-se por 30 minutos em banho-Maria a 37°C. Em
seguida adicionados 800uL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2 minutos
e novamente centrifugado por 7 minutos a 1636 g. O sobrenadante foi descartado e
depois de seco o DNA foi ressuspendido em 300uL de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada espectofotometricamente por
leitura de absorbancia a 260nm, sendo que cada unidade de absorbancia
corresponde a concentragdo de 50ug/ml de DNA fita dupla (SAMBROOK et al.,
1989). A integridade do DNA foi determinada em gel de agarose 0,8%, fotografado
sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentagao Viber Loumart (Marne-la-

Vallé, Cedex 1- France).
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4.2.4 Selecao e Amplificagao dos Locos de Microssatélites

A selecdo dos marcadores microssatélites utilizados neste trabalho

foi realizada a partir de referencias em dados ja publicados (Tabela 1).

Tabela 1 — Marcadores moleculares microssatélites selecionados para validagao

Marcador Referéncia Marcador Referéncia
Xbarc24 Cuthbert et al., (2007) Wmc505 Yang et al., (2005)
Xbarc40 Lofler et al., (2009) Xbarc117 Xue et al.,(2011)
Xbarc56 Lofler et al., (2009) Xbarc133 Burlakoti et al., (2010)
Xbarc68 Cuthbert et al., (2007) Xbarc147 Burlakoti et al., (2010)
Xbarc75 Liu; Anderson (2003) Xbarc180 Buerstmayr et al., (2002)
Xbarc76 Loffler et al.,(2009) Xbarc186 Buerstmayr et al., (2002)
Xbarc87 Liu; Anderson (2003) Xbarc197 Burlakoti et al., (2010)
Xbarc101 Anderson et al., (2001) Wmc527 Yang et al., (2005)

XgwmO088 Shen et al., (2003) Wmc612 Yang et al., (2005)

Xgwm126 Yang et al., (2005) Wmc705 Somers et al., (2005)

Xgwm219 Cuthbert et al., (2007) Wmc808 Somers et al., (2003)

Xgwm247 Buerstmayr et al., (2009) Xgwm389 Xue et al.,(2011)

Xgwm291 Yang et al., (2003) Xgwm415 Xue et al.,(2011)

Xgwm293 Cuthbert et al., (2007) Xgwm493 Burlakoti et al., (2010)

Xgwm369 Roéder et al., (1998) Xgwm497 Roéder et al., (1998)

Xgwm376 Lofler et al., (2009) Xgwm508 Cuthbert et al., (2007)
Wmc96 Buerstmayr et al., (2009) Xgwm518 Somers et al., (2006)
Wmc104 Somers et al., (2005) Xgwm533 Burlakoti et al., (2010)
Wmc264 Buerstmayr et al., (2009) Xgwm639 Gervais et al., (2003)
Wmc397 Burlakoti et al., (2010) Wmc428 Yang et al., (2005)
Wmc398 Burlakoti et al., (2010) Wmc494 Cuthbert et al., (2007)

Primeiramente foi realizado um screening dos primers

microssatélites para verificar se apresentavam polimorfismo entre os parentais
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envolvidos nas trés populagdes em estudo. Apenas os primers polimorficos foram
utilizados nas populagdes.

A amplificacdo dos locos de microssatélites foi realizada com as
amostras de DNA em 20uL de solugdo contendo 12,5mM de Tris-HCL (pH 8,3),
62,5mM de Kcl, 2,5 mM de MgCl,, 125uM de cada um dos deoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), 0,4uM de cada primer, uma unidade da enzima Taq DNA
polimerase e 75ng de DNA. As condi¢cdes de amplificagdo tiveram uma etapa inicial
de 7 minutos a 72°C, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 2
minutos a 72°C. Por fim, uma etapa de 7 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel desnaturante
de poliacrilamida a 7%. Depois de terminada a corrida, os géis foram submetidos a

revelacdo com nitrato de prata e escaneados para armazenamento dos resultados.

4.2.5 Analise de Dados

Para identificar marcadores ligados a QTLs de resisténcia a giberela,
foram analisados os marcadores amplificados e os dados fenotipicos em cada
populacado pelo método de regresséao linear simples e multipla. A escolha do modelo
para analise de regressdo multipla foi feita utilizando o método stepwise (DRAPER e
SMITH, 1966), com nivel de significancia de 10% para entrada e saida das variaveis
independentes.

A localizagao e caracterizagao dos efeitos do(s) possivel(is) QTL(s)
foram realizadas pelo mapeamento por intervalo. As estimativas de valores aditivos,
o coeficiente de determinacédo do QTL correspondente ao pico de maior significancia
estatistica do QTL e a posigao do possivel QTL foram declarados quando os valores
da razdo de maxima verossimilhanga (Likehood Ratio — LR) excederam os valores
criticos de corte (a=0,05). Os valores de LR criticos foram determinados pelo teste
de permutacdo pela realizacdo de 1000 permutagcées (DEORGE; CHURCHILL,
1994). Todas as andlises foram realizadas com o programa GQMOL (CRUZ;
SCHUSTER, 2007), utilizando as fungcdes de mapeamento de KOSAMBI (1944).
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4.3 RESULTADOS E DiscussAo

4.3.1 Fenotipagem

As metodologias utilizadas para avaliar as populagdes de trigo para
a resisténcia do Tipo | e Il em condi¢des controladas foram eficientes em discriminar
a reacao das plantas. As avaliagcbes fenotipicas sao fundamentais para estudos de
caracteres quantitativos. Estes caracteres sao controlados por varios locos de
pequeno efeito, sao altamente influenciados pela agcdo do ambiente, e ndo se
distinguem em classes como os caracteres qualitativos, o que torna dificil sua
analise. A confiabilidade do método de avaliacdo para acessar a variabilidade das
populagdes de trigo para a resisténcia a giberela é um dos pontos mais importantes
num trabalho de caracterizagdo da resisténcia (KOSOVA et al., 2009).

Houve intensa ocorréncia de giberela no experimento de avaliagao
da resisténcia do Tipo | em condicbes de campo. As meédias de severidade de
giberela na populagdo Frontana x Weebil variaram de 40,45% a 100% (Figura 8). Os
gendtipos parentais Frontana (resisténcia Tipo 1) e Weebil (suscetivel) apresentaram
severidade média de 67,21% e 95,82% respectivamente, tendo sido observadas
familias F,.3 com severidade de giberela menor do que Frontana.

Na populacédo 2 (Ning 7840 x Frontana ) as médias de severidade
variaram de 30,53% a 85,21% (Figura 9). Os gendtipos parentais apresentaram
severidade semelhante, sendo que, Ning 7840 (resisténcia Tipo IlI) apresentou
34,95% e Frontana (resisténcia Tipo |) teve 34,75% de severidade de giberela. Nesta
populagdo, nenhuma familia F,.;3 teve severidade de giberela menor do que os dois
parentais. Ning 7840 apresentou baixa severidade a campo, embora esta cultivar
nao tenha resisténcia do Tipo I. A presencga de resisténcia do Tipo Il ajuda a manter
a severidade de giberela em niveis baixos em condigbes de campo, pois a
severidade fica limitada apenas pelas espiguetas inicialmente infectadas (BAI,
SHANER, 2004).
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Figura 8 — Distribuicao e frequéncia fenotipica da severidade de giberela (%) dos
parentais e da populacdo 1 contendo 113 familias F,.3, oriundas do
cruzamento Frontana x Weebil (Avaliagao de resisténcia Tipo I).
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Figura 9 — Distribuicao e frequéncia fenotipica da severidade de giberela (%) dos
parentais e da populagdo 2 contendo 123 familias F,3 , oriundas do
cruzamento Ning 7840 x Frontana (Avaliagao de resisténcia Tipo |).
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Houve variagdes na severidade obtida na cultivar Frontana nas duas
populagdes em que foi avaliada, estas variagdes possivelmente sdo devidas a
efeitos do ambiente. Qualquer variacdo no periodo de florescimento, deposicao e
variagdo de inéculo, podem influenciar na expressao dos sintomas (BAl;, SHANER,
2004). A resisténcia do Tipo | s6 é detectada em condigdes de baixa pressao de
inéculo. Quando uma grande quantidade de esporos é deposita sobre as espigas
florescidas por um longo periodo de incubagdo em condigbes 6timas de umidade,
diferengas no grau de resisténcia podem ndo ser distinguiveis entre os gendtipos
avaliados (BAIl; SHANER, 2004).

Nao houve grande variagao em severidade de giberela na populacao
3 (Ning 7840 x Kosoro), sendo que as 139 plantas tiveram notas que variaram de
60% a 80% e maior e menor severidade foram observadas nos genitores, que
contrastaram amplamente (Figura 10). Ning 7840 que possui resisténcia do Tipo |l

apresentou 54,89% de severidade de geiberela, e Kosoro (suscetivel) 96,82%.

Figura 10 — Distribuigao e frequéncia fenotipica da severidade de giberela (%) dos
parentais e da populagdo 3 contendo 139 familias F».3 , oriundas do
cruzamento Ning 7840 x Kosoro (Avaliagao de resisténcia Tipo I).
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A avaliagao para resisténcia a giberela consome tempo e € laboriosa
e custosa devido a naturesa quantitativa da resisténcia e porque a expressdo do
fendtipo é altamente influenciada por fatores ambientais (STEINER et al., 2004). No

estudo de resisténcia do Tipo Il conduzido em casa de vegetacgéo, as inoculagdes
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artificiais foram realizadas individualmente para cada planta de cada familia F,.3 no
periodo da antese, sendo proporcionadas as condigdes ideais de umidade e
temperatura para a infeccdo e disseminacdo. Avaliando-se a porcentagem de
espigas infectadas 7, 14 e 21 apds a inoculagao foi possivel integralizar as médias
de severidade em area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD),
indicando que em unidades menores de area tem-se menor severidade de giberela
no periodo avaliado, possibilitando acessar com confiabilidade a capacidade de
progressao da doenga (resistencia do Tipo Il) em cada populagéo estudada.

Em casa de vegetacdo a maioria das familias da populagéo 1
apresentou AACPD de giberela superior ao parental com melhor nivel de resisténcia,
Frontana (Figura 11). Setenta e sete familias apresentaram AACPD igual e superior
ao parental suscetivel Weebil

Maior variabilidade na distribuicdo foi observada nas populacdes 2 e
3. Na populagao 2 (Figura 12), 94 familias apresentaram AACPD inferior a cultivar
Ning 7840 e 13 familias apresentaram AACPD inferior a Frontana com unidades de
area inferiores a 500. J4 na populagdo 3, Ning 7840 e Kossoro apresentaram
AACPD semelhantes, 889 e 796, respectivamente, sendo que 93 familias

apresentaram AACPD inferior a Ning 7840.

Figura 11 — Distribuicdo e frequéncia fenotipica da &area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) de giberela dos parentais e da
populacdo 1 contendo 109 familias F»3, oriundas do cruzamento
Frontana x Weebil (Avaliagao de resisténcia Tipo Il).
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Figura 12 — Distribuicao e frequéncia fenotipica da area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) de giberela dos parentais e da
populagdo 2 contendo 118 familias F».3, oriundas do cruzamento Ning
7840 x Frontana (Avaliagao de resisténcia Tipo Il).
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Figura 13 — Distribuicdo e frequéncia fenotipica da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) de giberela dos parentais e da
populagdo 3 contendo 117 familias F».3, oriundas do cruzamento Ning
7840 x Kosoro (Avaliagao resisténcia Tipo Il).
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Neste estudo os resultados de progressdo de giberela na cultivar
Ning 7840 foram superiores ao esperado. Diversos trabalhos reportam bom nivel de
resisténcia do Tipo Il nesta cultivar (BAI et al., 1999; ZHOU et al., 2002; BAI,
SHANER, 2004). Uma possivel causa para progressao da doenga ser superior ao
esperado, pode ser atribuida ao fato de Ning 7840 n&o possuir resisténcia inicial a
infeccao (Tipo 1), a avaliagcdo de severidade aos 7 dias apdés a inoculagao
corroboram para esta hipotese, enquanto foi observado apenas 7,22% de
severidade de giberela na cultivar Kosoro, em Ning 7840 foi observado 23,42%.
Neste caso a infecgdo pode ter sido favorecida pela propor¢cdo de espiguetas
inicialmente infectadas.

De acordo com BAI; SHANER (2004), se uma grande quantidade de
espiguetas € infectada inicialmente, devido a pressdo de indculo e ambiente
favoravel, resultara em maior nivel de doenca independentemente de possuir
resisténcia do Tipo Il. Este fato também é relatado pelos autores para o cultivar
Sumai 3, progenitor de NING 7840, quando reportam que adicionar mais genes que
conferem resisténcia do Tipo |l pode ndo melhorar a resisténcia de campo de Sumai
3, entretanto, adicionar genes que conferem resisténcia do Tipo |, pode prover

incremento de resisténcia e performance em condi¢cées de campo.

4.3.2 Validagcédo de Marcadores Moleculares

Nas populagcdes avaliadas para a resisténcia a giberela, apenas os
primers polimérficos nos genitores foram amplificados nas populagdes. Dos 42
primers previamente selecionados para validagdo houve polimorfismo em apenas 6,
11 e 11 primers nas populagdes 1, 2 e 3 respectivamente. No total 19 primers
diferentes foram utilizados, considerando as trés populagoes.

N&o foi possivel associar marcadores moleculares com resisténcia a
giberela do Tipo | (campo) na populagéo oriunda de Ning 7849 x Frontana (Tabela
2). Entretanto, na populagdo oriunda de Frontana x Weebil houve associagéo
significativa (p<0,05) do marcador Xgwm376 explicando 8,83% (R?) da variagéo
fenotipica.

Na analise de regressao simples entre marcadores moleculares e a
resisténcia a giberela Tipo | na populagédo de Ning 7840 x Kossoro houve associagao

do marcador Xbarc76 explicando 10,81% da variagao fenotipica (Tabela 2). Na



66

analise de regressao multipla pelo método stepwise foi possivel detectar associagcao
dos marcadores Xbarc76 e Xbarc87, que juntos explicam 18,07% da variagéo
fenotipica observada. LOFFLER et al. (2009), realizando meta analise de QTLs de
diversos estudos com parentais comuns, verificaram elevada consisténcia do QTL
encontrado entre os marcadores Xbarc76 e Xbarc279, este explicando 4,8%da
variacao fenotipica, enquanto SHEN et al., (2003) identificaram um QTL entre os
marcadores Xbarc76 e Xgwm674 explicando 13,4% da variagdo observada em
populacao derivada do cultivar F201R.

Em estudo de selecdo assistida por marcadores Liu; Anderson
(2003) detectaram que o marcador Xbarc87 esta associado ao QTL Qfhs.ndsu-3BS,
localizado no fragmento do cromossomo 3BS.

Na analise de regressdao simples, o marcador Xbarc87 nao foi
significativo. Mas na analise de regressdao multipla com procedimento stepwise para
escolha de variaveis, este marcador foi significativamente associado a resisténcia
Tipo | na populagdo de plantas derivadas do cruzamento Ning 7840 x Kosoro. A
proporcao da variagao na resisténcia explicada pelo marcador Xbarc76 isoladamente
foi de 10,81% e quando os dois marcadores entraram no modelo, a variacédo na
resisténcia explicada pelos marcadores foi de 18,07%. Isso significa que o QTL
ligado ao marcador Xbarc87 apenas esta associado a resisténcia na presenga do
QTL ligado ao marcador Xbarc76, indicando presenga de epistasia entre estes dois

QTLs para a resisténcia a giberela.
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Tabela 2 — Analise regressao simples da associagado entre marcadores moleculares
e dados fenotipicos da avaliagdo de resisténcia a giberela (Tipo |) em
populagdes de trigo.

Frontana x Weebil Ning 7840 x Frontana Ning 7840 x Kosoro
Marcador

R? F P R? F P R? F P
Xbarc68 - - - - - - 0,16 0,05 1,000
Xbarc76 1,42 0,97 1,000 - - - 10,81 4,12 0,050*
Xbarc87 - - - - - - 0,65 0,22 1,000
Xbarc101 - - - - - - 294 1,03 0,316
Xbarc133 - - - 0,18 0,10 1,000 - - -
Xbar147 - - - 0,11 0,06 1,000 - - -
Xbarc180 - - - 0,71 0,41 1,000 5,67 2,04 0,161
Xbarc197 - - - 0,82 0,48 1,000 1,02 0,35 1,000
Xgwm247 - - - - - - 3,00 1,05 0,311
Xgwm369 0,32 0,21 1,000 - - - 0,72 0,24 1,000
Xgwm376 8,83 6,48 0,013* - - - - - -
Xgwm389 - - - 0,36 0,21 1,000 - - -
Xgwm493 - - - 0,48 0,28 1,000 - - -
Xgwm639 - - - 2,16 1,28 0,261 - - -
Wmc397 0,54 0,36 1,000 - - - - - -
Wmc398 - - - 0,44 0,25 1,000 0,00 0,00 1,000

Wmc494 252 1,73 0,192 1,80 1,06 0,305 0,16 0,05 1,000
Wmc612 0,00 0,00 1,000 0,09 0,05 1,000 0,82 0,28 1,000
Wmc808 - - - 2,62 1,56 0,216 - - -

*Significativo a 5%; (-) ndo utilizado na populagéo por ser monomorfico nos parentais.

Na analise de regressao simples para a resisténcia do Tipo Il, houve
associagao significativa (p<0,05) apenas do marcador Wmc398 explicando 7,49% da
variacao fenotipica da populagao oriunda de Ning 7840 x Frontana (Tabela 3). O
marcador Wmc398, localizado no cromossomo 6BS, foi amplamente relatado
estando ligado a resisténcia do Tipo Il presente na cultivar Sumai 3 (ANDERSON et
al. 2001; CUTHBERT et al.. 2006; BURLAKOTI et al., 2010).
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Tabela 3 — Analise regressao simples da associagado entre marcadores moleculares
e dados fenotipicos da avaliagdo de resisténcia a giberela (Tipo IlI) em
populagdes de trigo.

Frontana x Weebil Ning 7840 x Frontana Ning 7840 x Kosoro
Marcador

R? F P R? F P R? F P
Xbarc68 - - - - - - 0,02 0,00 1,000
Xbarc76 1,00 0,68 1,000 - - - 0,46 0,15 1,000
Xbarc87 - - - - - - 0,69 0,23 1,000
Xbarc101 - - - - - - 0,96 0,33 1,000
Xbarc133 - - - 3,62 2,14 0,148 - - -
Xbarc147 - - - 0,82 0,48 1,000 - - -
Xbarc180 - - - 6,38 3,95 0,051 0,75 0,26 1,000
Xbarc197 - - - 2,18 0,76 1,000
Xgwm247 - - - - - - 3,04 1,06 0,308
Xgwm369 0,29 0,20 1,000 - - - 0,13 0,04 1,000
Xgwm376 291 2,03 0,158 - - - - - -
Xgwm389 - - - 0,77 0,45 1,000 - - -
Xgwm493 - - - 0,44 0,25 1,000 - - -
Xgwm639 - - - 0,95 0,55 1,000 - - -
Wmc397 1,51 1,04 0,310 - - - - - -
Wmc398 - - - 7,49 4,69 0,034* 2,36 0,82 1,000

Wmc494 0,00 0,00 1,000 0,14 0,08 1,000 0,89 0,30 1,000
Wmc612 0,01 0,00 1,000 0,90 0,52 1,000 2,82 0,98 1,000
Wmc808 - - - 3,45 2,07 0,155 - - -

*Significativo a 5%; (-) ndo utilizado na populagéo por ser monomorfico nos parentais.

Na analise de regressao multipla, foi possivel verificar associagéo
dos marcadores Wmc398, Xbarc180 e Xgwm639 que juntos explicam 16,53% da
variacao fenotipica da populacao derivada de Ning 7840 x Frontana. Os marcadores
Xbarc180 e Xgwm639 nao foram significativamente associados com a resisténcia
Tipo Il nesta populagéo, mas na presenga do marcador Wmc398 foram significativos.
Também neste caso, verifica-se a existéncia de epistasia entre os QTLs associados
a estes marcadores, especialmente com o marcador Xgwm639, uma vez que para o
marcador Xbarc180, na analise de regressao simples, o valor da probabilidade foi de
5,1%.
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BUERSTMAYR et al. (2002) mapearam a posicao de um QTL
(Qfhs.ifa.5A) no cromossomo 5A no intervalo entre os marcadores Xgwm293 —
Xgwm156, a 64 cM do marcador Xbarc180 em cultivar de trigo derivada de Sumai 3.

GERVAIS et al. (2003) detectaram um QTL (QHt.inra-5A) associado
a altura de planta em populagcdo derivada do cultivar de trigo europeu Renan x
Recital no cromossomo 5A sendo que o marcador mais proximo deste QTL foi o
marcador Xgwm639. Neste estudo, os autores verificaram associagéo de altura de

planta e florescimento com resisténcia a giberela.

4.3.3 Mapeamento de QTLs Associados a Resisténcia a Giberela

Nas analises de mapeamento de QTL pelo método de intervalo, foi
considerado um QTL quando os valores de LR obtidos foram superiores aos
calculados pelo teste de permutacdo. Neste estudo foi identificado um pico que
ultrapassou o valor do LR critico (9,1) indicando a existéncia de um QTL entre os
marcadores Xbarc147 e Xgwm808 proveniente do cultivar Ning 7840 (Figura 14).

Estes marcadores nao foram associados significativamente com a
resisténcia a giberela na analise de regressao. Isso pode ser devido ao fato de ser
um QTL com baixa expressao no fendtipo, e os marcadores estarem distantes do
QTL. Por este motivo, a analise de QTLs, que considera todas as posi¢des do
intervalo entre dois marcadores, detectou a presenca do QTL, mas a analise de
regressao, que avalia apenas os marcadores, nao detectou a associagao.

O marcador Xbarc147, localizado no cromossomo 3BS foi reportado
como ligado a resisténcia do Tipo Il presente em Sumai 3 (ANDERSON et al., 2001;
CUTHBERG et al., 2006). XUE et al. (2009) identificaram o QTL Qfhs.nau.3B no
intervalo entre os marcadores Xgwm389 - Xgwmb533 - Xbarc147 - Xgwm493,
indicando que esta é uma regido importante para a resisténcia a giberela
proveniente de Sumai 3 e derivados. ANDERSON et al. (2001) consideraram a
descoberta de QTLs para a resisténcia a giberela nos cromossomos 3BS e 6B
utilizando marcadores moleculares em duas populagdes segregantes. Uma forte
evidencia que representam uma importante regido gendmica responsavel pela

resisténcia observada na cultivar Sumai 3.
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Figura 14 — Analise de QTL para resisténcia Tipo Il a giberela em trigo, na
populagdo F,.3 derivada do cruzamento entre Ning 7840 x Frontana..
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Na tabela 4 estdo apresentados os valores de LR, os efeitos aditivos
estimados e o intervalo onde foi detectado um QTL que explica 11% da resisténcia a

giberela na populagao oriunda do cruzamento de Ning 7840 x Frontana.

Tabela 4 — Proporgdo da variancia fenotipica da resisténcia explicada (R* %),
componentes aditivos e de dominancia e grau médio da dominancia
(d/a), da resisténcia a giberela na populagdo oriunda de Ning 7840 x

Frontana.
Intervalo Posicdo' Cromossomo LR R? a d d/a
Xbarc147-Wmc808 30 3BS* 10,26  11% 93,31 -168,22 -1,80

"Distancia (em % de recombinagdo) do marcador a esquerda e o QTL.
*Localizac¢ao definida nos estudos de Somers et al. (2005) e Burlakoti et al. (2010).
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SOMERS et al. (2003) também identificaram um QTL no
cromossomo 3BS, sendo que o marcador Xgwm808 esta localizado em sua posicao
proximal.

No Brasil os estudos voltados para o mapeamento de QTLs
associados a resisténcia a giberela sao escassos, 0 que torna os resultados obtidos
neste trabalho promissores. No entanto, uma maior saturacdo do mapa genético &
necessaria, incrementando as informagdes sobre mapeamento de genes e
marcadores moleculares uteis visto que a regido onde foi identificado o QTL é uma
regido gendmica importante para a resisténcia a giberela, o que torna possivel a

identificacéo de outros QTLs associados.

4.4 CONCLUSOES

Neste trabalho, 42 marcadores moleculares previamente relatados
como associados a resisténcia a giberela foram utilizados em trés populagdes
segregantes de trigo para validagdo de QTLs de resisténcia, destes, apenas 19
foram polimdérficos em pelo menos uma populagao. Sete regides gendmicas foram
identificadas como associadas a resisténcia a giberela, sendo que seis marcadores
foram associados a resisténcia a giberela através de regressao linear simples ou
multipla, e uma regido gendmica foi identificada pela analise de QTLs.

Os marcadores moleculares validados neste trabalho Xgwma376,
Xbarc76, Xbarc87, Wmc398, Xbarc180 e Xgwm639 podem ser utilizados nos
programas de selecdo assistida dos QTLs de resisténcia a giberela em trigo. Esta
metodologia representa uma alternativa aos procedimentos convencionais de

selecéo de gendtipos.
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