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RESUMO

Ferreira, Jéssica Rosset. Caracterizacao fenotipa, mapeamento de QTL e analise de expressao de
genes candidatos de resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae. [180] f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

A infecgdo da espiga por Magnaporthe oryzae é a forma mais danosa da brusone do trigo. A
doenga ¢ encontrada no Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina, Bangladesh e India. A resisténcia
genética ¢ o melhor método de controle da brusone do trigo, e muitos estudos vém sendo
realizados para identificar genotipos resistentes e genes de resisténcia de trigo a M. oryzae ¢
elucidar os mecanismos envolvidos na interagao M. oryzae-trigo. O presente trabalho teve como
objetivo geral caracterizar a resisténcia genética de trigo a M. oryzae, e objetivos especificos 1)
identificar as variaveis mais eficientes na discriminagdo de genoétipos; ii) avaliar a presenga da
translocacdo 2NS/2AS em genotipos contrastantes; iii) identificar QTL de resisténcia a M. oryzae
no estddio de planta adulta; e, iv) caracterizar genes-candidatos de resisténcia em mutantes
TILLING e em analises de RNA-seq. As variaveis severidade de espiguetas brancas, area abaixo
da curva de progresso da doenga e propor¢ao do peso médio do grao de espigas inoculadas em
relacdo as controle foram eficientes na classificacdo de gendtipos de trigo ¢ devem ser
consideradas para a caracterizagdo da resposta de trigo a M. oryzae. Geno6tipos de trigo resistentes
a M. oryzae que ndo possuem a translocacdo 2NS/2AS foram identificados, refor¢ando a
necessidade de estudos visando a descoberta de outros genes e/ou QTL envolvidos na resisténcia.
Doze QTL relacionados com a resisténcia ¢ dois com a produg@o de graos foram identificados.
Até onde se sabe, esse ¢ o primeiro mapeamento de QTL de resisténcia de trigo a M. oryzae
realizado no mundo. Nao foi observada alteracao do fendtipo dos mutantes TILLING de trigo
para os genes HSP60 e WIR1b. Os mutantes para Caffeic Acid O-Methyltransferase apresentaram
altera¢do na reacdo a M. oryzae, em planta jovem ¢ em planta adulta. O sequenciamento dos
transcriptomas de espigas de trigo em resposta a inoculagdo revelou as fungdes moleculares de
ligacdo heme, ligacdo de ion ferro e atividade oxidorredutase como as mais representativas em
termos GO. Exclusivamente no gendtipo resistente CBFusarium ENTO014, foram identificados
como diferencialmente expressos 24 genes relacionados a defesa. Esses estudos permitiram a
identificacdo de varidveis importantes para a caracterizagdo da reacao de genotipos de trigo a M.
oryzae, de QTL de resisténcia e de genes diferencialmente expressos.

Palavras-chave: 1. Brusone. 2. Pyricularia oryzae. 3. Triticum aestivum. 4. Resisténcia genética.
5. QTL de efeito maior.



ABSTRACT

Ferreira, Jéssica Rosset. Phenotypic characterization, QTL mapping and expression analysis of
wheat resistance candidate genes to Magnaporthe oryzae. [180] f. Thesis (Doctor in Agronomy)
— University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2019.

The infection of the head by Magnaporthe oryzae is the most dangerous form of wheat blast. The
disease is found in Brazil, Bolivia Paraguay, Argentina, Bangladesh and India. The genetic
resistance is the best control method of wheat blast. Many studies have been performed to identify
wheat resistant genotypes and resistance genes to M. oryzae and to elucidate the mechanism
involved in the M. oryzae-wheat interaction. The present work had as general aim to characterize
the genetic resistance of wheat to M. oryzae. The specific aims were i) to identify the most
efficient variables in the discrimination of genotypes; ii) to evaluate the presence of 2NS/2AS
translocation in contrasting genotypes; iii) to identify resistance QTL to M. oryzae at the adult
plant stage; and iv) to characterize resistance candidate genes in TILLING mutants and in RNA-
seq analyses. The severity of bleached spikletes, area under the disease progress curve and
proportion of the average grain weight of the inoculated spike in relation to the controls were
efficient in the classification of wheat genotypes. These variables should be considered for the
characterization of the wheat in response to M. oryzae. Wheat blast resistant lacking the 2NS/2AS
translocation were identified. This reinforces the need for studies aiming at the discovery of other
genes and/or QTL involved in the resistance. Twelve QTL related to resistance and two with grain
production were identified. As far as is known, this is the first QTL mapping of wheat conferring
resistance to M. oryzae in the world. No change in the phenotype of wheat TILLING mutants was
observed for HSP60 and WIRIb genes. The mutants for Caffeic Acid O-Methyltransferase
presented alterations in the reaction to M. oryzae, in seedling and in adult plant stage. Sequencing
of wheat head transcriptomes in response to inoculation revealed the molecular functions of heme
binding, iron ion binding and oxidoreductase activity as the most representative in GO terms.
Exclusively in the resistant genotype CBFusarium ENTO14, 24 defense related genes were
identified as differentially expressed. These studies allowed the identification of important
variables for the characterization of the reaction of wheat genotypes to M. oryzae, resistance QTL
and differentially expressed genes.

Key words: 1. Blast. 2. Pyricularia oryzae. 3. Triticum aestivum. 4. Genetic resistance. 5. Major
QTL.
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1 INTRODUCAO

O grao de trigo (Triticum aestivum L.) possui alto valor nutricional e ¢ alimento
basico na dieta de 35% da populacdo mundial. No Brasil, a produg@o de trigo ndo atende
ao consumo, tornando o pais dependente de importacdes. Sendo assim, o aumento da
producao de trigo no Pais, tanto pela maior produtividade quanto pela expansao da area
cultivada, torna-se essencial para reduzir a importagao desse cereal. A regido do Brasil
Central apresenta alto potencial para a producdo de trigo, porém uma das principais
limitagdes para a expansdo da cultura nessa regido ¢ a ocorréncia da brusone do trigo,

causada pelo fungo Magnaporthe oryzae.

O primeiro relato da ocorréncia de brusone de trigo foi em 1985 no Brasil e, desde
entdo, foi encontrada na Bolivia, Paraguai, Argentina, Bangladesh e India. Esse fungo
pode infectar todos os tecidos da parte aérea da planta, porém a infec¢do da espiga €
considerada a forma mais destrutiva da doenca, por reduzir a qualidade e o rendimento
dos graos, resultando em perdas econdmicas importantes. O fungo penetra na raquis € a
partir da colonizagdo do tecido causa o bloqueio no transporte de nutrientes para a parte
acima do ponto de penetracdo, resultando no branqueamento da espiga, principal sintoma
da doenca, e na redug¢do do enchimento de graos. Lesdes de M. oryzae podem ser
observadas em folhas e espigas de trigo ¢ podem ser classificadas com base no seu
formato e coloragdo. Na raquis, o ponto de penetracao, também chamado de ponto de

infeccdo, ¢ caracterizado por uma lesdo de formato irregular e coloragcdo negro brilhante.

Para minimizar os danos causados pela brusone de trigo a semeadura deve ser
escalonada no final do periodo recomendado para cada regido. Os fungicidas ainda nao
apresentam eficiéncia no controle da doenca, principalmente quando as condicdes
ambientais sdo favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno. Ainda, ha dificuldades de

cobertura uniforme da espiga pelos fungicidas disponiveis, e de deposi¢ao dos produtos
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na raquis, principal ponto de entrada do fungo. Além desses, métodos alternativos para o

controle de brusone em trigo, como o uso de silicio, estdo sendo estudados.

O manejo integrado da doenga ¢ o melhor método de controle da brusone do trigo.
A resisténcia genética ¢ uma estratégia importante, porém poucos genotipos de trigo sao
relatados como resistentes/moderadamente resistentes a M. oryzae. Dez genes de
resisténcia a M. oryzae foram identificados, mas nao ha relatos de que eles tenham sido
utilizados em programas de melhoramento para desenvolver cultivares de trigo resistentes
a M. oryzae. Uma associacdo entre a presenca da translocacdo 2NS/2AS e a resisténcia
de trigo a brusone foi identificada. Trabalhos de transcriptoma também vém sendo

desenvolvidos para caracterizar a resisténcia genética.

O patossistema M. oryzae-trigo ¢ considerado relativamente recente e estudos
sobre os componentes genéticos que estdo envolvidos na resposta da planta hospedeira
ao patogeno ainda sdo escassos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral
caracterizar a resisténcia genética de trigo a M. oryzae, e objetivos especificos 1)
caracterizar a reagao de genotipos de trigo a dois isolados de M. oryzae e identificar quais
variaveis sao as mais eficientes na discriminagdo dos gendétipos; ii) avaliar a presenca da
translocacdo 2NS/2AS em um conjunto de gendtipos de trigo caracterizados como
resistentes a M. oryzae em condigdes de viveiros de brusone; iii) identificar QTL de trigo
que conferem resisténcia a M. oryzae no estadio de planta adulta; e, iv) caracterizar genes-

candidatos de resisténcia a M. oryzae em mutantes TILLING e em analises de RNA-seq.

Este documento ¢ composto, além desta introduc¢ao, por uma breve revisao de
literatura, onde sao abordados os principais aspectos relacionados a brusone do trigo e
metodologias que podem ser empregadas na caraterizagdo de fontes e de genes/QTL de
resisténcia de trigo. Em seguida, sdo apresentados, em quatro capitulos, as atividades de
pesquisa desenvolvidas. No Capitulo I, ¢ apresentada a caracterizagdao da reagao de dez
genotipos de trigo inoculados na fase de espigamento com dois isolados de M. oryzae e a
identificacdo de quais variaveis sdo as mais eficientes na discriminag¢ao dos gendtipos. O
Capitulo II diz respeito a avaliagdo da presenga da translocagdo 2NS/2AS em quinze

gendtipos de trigo classificados como resistentes a M. oryzae em condi¢des de viveiros
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de brusone e dois gendtipos suscetiveis. No Capitulo III, ¢ apresentada a identificacdo de
QTL de trigo que conferem resisténcia a M. oryzae no estadio de planta adulta, sendo
esse, até onde se sabe, o primeiro relato mundial de QTL de resisténcia de trigo a M.
oryzae. No capitulo IV, trés genes-candidatos de resisténcia foram selecionados para
serem caracterizados em mutantes TILLING submetidos a inoculagao com M. oryzae ¢ a
validagdo da expressdo diferencial dos genes-candidatos selecionados foi realizada.
Também foram desenvolvidas analises de transcriptoma para identificagdo e/ou
confirmacao de genes envolvidos nas respostas de defesa da planta frente ao patogeno.

Por fim, sdo apresentadas as Consideragdes Finais e a Conclusdo Geral da tese.

Jéssica Rosset Ferreira 15



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A cultura do trigo: origem e evolucio

O trigo (Triticum aestivum L.) ¢ adaptado as regides temperadas (GUPTA et al.,
2008), podendo ser cultivado em areas com 65° latitude norte até 45° latitude sul, porém
encontra dificuldade em regides tropicais (FEDERIZZI et al., 1999). Conforme dados
divulgados pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019), na
safra de 2017/2018 a produ¢ao mundial de trigo foi de 763,2 milhdes de toneladas, sendo
o segundo cereal com maior producdo de graos. O grio de trigo possui alto valor
nutricional, contendo a maioria dos nutrientes essenciais para a dieta humana, como
carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas (PIANA; CARVALHO, 2008),
tornando-o alimento basico na dieta de 35% da populagcdo mundial (VOSS-FELS et al.,
2015). E utilizado principalmente como farinha para a producio de pées e outros produtos

de panificacdo como biscoitos e massas (PENA, 2002).

As espécies do género Triticum possuem numero basico cromossomico de sete,
apresentando diferentes niveis de ploidia (diploide: 2n=2x=14; tetraploide: 2n=4x=28; e
hexaploide: 2n=6x=42). As espécies diploides silvestres apresentam origem monofilética,
apesar de exibir grande divergéncia, principalmente quanto & morfologia da espiga,

distribuicdo geografia e adaptacdo ambiental (PIANA; CARVALHO, 2008).

Triticum aestivum ¢ um hexaploide, com genomas conhecidos como A, B e D,
organizados em sete grupos homeologos (GUPTA et al., 2008). Assim, a maioria dos
genes em trigo estdo presentes em trés copias homologas (aproximadamente 93-96% de
identidade), com fungdo similar (SLADE et al., 2005). Com base nas sequéncias dos
genes plastid acetyl-CoA carboxylase (Acc-1) e plastid 3-phosphoglycerate kinase (Pgk-

1), Huang et al. (2002) concluiram que 7. urartu é o doador do genoma A, tanto das
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espécies tetraploides quanto das hexaploides. No mesmo estudo, observou-se que as
sequéncias dos genes entre 7. aestivum e Aegilops tauschii sao idénticas, confirmando
que este ultimo seria o doador do genoma D. A partir de estudos que avaliam a variagdo
em sequéncias de nucleotideos repetitivas, Dvorak e Zhang (1990) afirmaram que o
doador do genoma B ¢ 4. speltoides (genoma SS que ¢ altamente relacionado com o
genoma B). Acredita-se que tenham ocorrido dois eventos de hibridizagdo natural
anteriores a origem de 7. aestivum, o primeiro entre 7. urartu e Ae. speltoides e,
posteriormente, entre 7. turgidum var. dicoccum (originado do cruzamento entre 7. urartu
e Ae. speltoides) e Ae. tauschii (PIANA; CARVALHO, 2008). O tamanho do genoma do
trigo, a poliploidia e o alto conteido de DNA repetitivo (85%) foram obstaculos para o
sequenciamento completo do genoma, que foi divulgado recentemente (UAUY et al.,

2009; APPELS et al., 2018).

2.2 O trigo no Brasil

No Brasil, acredita-se que o trigo tenha sido introduzido com éxito no ano de 1534,
na capitania de Sao Vicente, atual estado de Sdao Paulo (CUNHA, 1999). Desde entdo, o
cultivo foi difundido para outros locais do pais como nos estados do Rio Grande Sul,
Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Goias (SOUSA; CAIERAO, 2014). Apos ser
introduzido no Rio Grande do Sul, no ano de 1737, a cultura do trigo tornou-se a principal
da regido, fazendo do Brasil o principal produtor da América Latina e grande exportador
do cereal até a primeira década de 1800 (FEDERIZZI et al., 1999). Logo apds esse
periodo, surgiram as epidemias de ferrugem que, juntamente com a abertura dos portos
as nagdes amigas e o interesse pela producdo de charque, ocasionaram o quase
desaparecimento do trigo das terras brasileiras (JACOBSEN, 1999). Em 1875, o trigo
voltou a ser semeado no Rio Grande do Sul, porém somente em pequenas propriedades,

para consumo local (SCHEEREN et al., 2011).

O melhoramento genético de trigo no Brasil iniciou com os gendtipos selecionados
na Estagcdo Experimental Alfredo Chaves, fundada em 1919 no Rio Grande do Sul, e na

Esta¢ao Experimental de Ponta Grossa, fundada em 1922 no Parand, ambas instituidas
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pelo Ministério da Agricultura (CAIERAO et al., 2014). Em 1940, o melhoramento
brasileiro alcangou éxito com o lancamento da cultivar Frontana, que tinha como
principais caracteristicas o ciclo precoce, o porte mais baixo, a resisténcia ao crestamento,
a resisténcia a germinagdo na espiga e principalmente a resisténcia a ferrugem da folha e
a ferrugem linear (BACALTCHUK et al., 2008; SCHEEREN et al., 2011; SOUSA;
CAIERAO, 2014).

O desenvolvimento de cultivares produtivas e adaptadas para as diferentes regides
triticolas promoveram progressos significativos no cultivo do cereal, porém ainda nao foi
alcancado todo o potencial da cultura no pais. Na safra de 2018/2019, a produgao de trigo
no Brasil foi de 5,4 milhdes de toneladas, porém o consumo foi de 11,4 milhdes de
toneladas, tornando o pais dependente de importagcdes (CONAB, 2019). Sendo assim, o
aumento da producdo de trigo no Pais, tanto pela maior produtividade quanto pela

expansao da area cultivada, torna-se essencial para reduzir a importagao desse cereal.

A regido do Brasil Central apresenta alto potencial para a producao de trigo, tanto
em cultivo de sequeiro como irrigado (SO E SILVA, 2001). Isso ¢ possivel com o
desenvolvimento de genotipos adaptados as temperaturas mais altas, uma vez que a
produtividade da cultura ¢ afetada pelo excesso de calor e baixas altitudes (CORDEIRO
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2011). Alguns dos principais pontos positivos para o
cultivo de trigo no Brasil Central sdo: proximidade dos principais consumidores de trigo
no Sudeste do pais, capacidade de producao do trigo pao, e possibilidade de colheita na
entressafra da producdo dos estados do Sul e da Argentina (ALBRECHT et al., 2007;
PASINATO et al., 2018). As areas potenciais para o aumento da producdo de trigo nessa
regido sdo leste do estado de Goias, oeste do estado da Bahia, oeste e sul do estado de
Minas Gerais e, em menor propor¢do, sul de Goids, norte de Minas Gerais e centro da
Bahia (FARIAS et al., 2016). As limitacdes para a expansao da cultura nessa regido estao
relacionadas a estresses abiodticos, como seca e calor, e a estresses bidticos, sendo que a

brusone ¢ o principal (MACIEL, 2011; PASINATO et al., 2018).
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2.3 A brusone do trigo

A brusone de trigo ¢ uma doenca fingica que impacta diretamente a produgao e a
qualidade dos graos. O agente causal da brusone ¢ o fungo Magnaporthe oryzae B. C.
Couch (anamorfo: Pyricularia oryzae Cavara) (COUCH; KOHN, 2002), classificado por
pesquisadores da comunidade internacional como o fungo fitopatogénico com maior
importancia cientifica e econdmica (DEAN et al., 2012). A doenga foi observada pela
primeira vez na China, em meados de 1600, na cultura do arroz (COUCH et al., 2005) e
¢ ainda considerada a doenca de maior importancia para esta cultura, tendo sido
identificada em 85 paises produtores (WANG et al., 2014). Além do arroz, o fungo infecta
mais de 50 espécies de plantas, dentre elas aveia, cevada, azevém e trigo (GLADIEUX et

al., 2018).

Em trigo, o primeiro relato da doenca foi no ano de 1985, nos municipios de
Engenheiro Beltrao, Londrina, Primeiro de Maio, Rancho Alegre, Sao Pedro do Ivai e
Sertandpolis, no Parand (IGARASHI et al., 1986). Nos anos seguintes, foi observada a
ocorréncia da doenga no Rio Grande do Sul (PICININI; FERNANDES, 1990), no Mato
Grosso do Sul (GOULART; PAIVA; MESQUITA, 1990), em Sao Paulo (IGARASHI,
1991), em Goids (PRABHU; FILIPPI; CASTRO, 1992) e nas regides do cerrado do Brasil
Central (ANJOS et al., 1996). Além do Brasil, a brusone ¢ encontrada na Bolivia,
Paraguai e Argentina (KOHLI et al., 2011). Infecgdes esporddicas foram observadas no
Uruguai, especialmente em anos quentes e umidos (KOHLI et al., 2011). Recentemente,
a doenga atingiu campos em Bangladesh (MALAKER et al.,, 2016) e reportagens
mencionam a presenca de brusone na India, a partir da fronteira com Bangladesh
(BHATTACHARYA; PAL, 2017). Os relatos de brusone em areas distantes da América
do Sul aumentam a preocupagdo com a dispersdo da doenca para as grandes regides

triticolas do mundo.

Magnaporthe oryzae (fase sexuada) ¢ um ascomiceto da ordem Diaporthales,
ainda ndo observado em condi¢des de campo, sendo produzido somente em laboratério.
A forma assexuada, Pyricularia oryzae, ¢ um deuteromiceto, que apresenta conidios

piriformes, obclavados, de base circular e apice fino, podendo ser hialinos a oliva-claro
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com pequeno hilo na base (LAU et al., 2011). Tanto M. oryzae quanto P. oryzae podem
ser empregados como o fungo causador da brusone (ZHANG et al., 2016). O principal
mecanismo de disseminagdo ¢ pelo ar (URASHIMA; LEITE; GALBIERI, 2007).
Castroagudin et al. (2016) propuseram separar um conjunto da populagdo do patogeno de
trigo como Pyricularia graminis-tritici, nova espécie, juntamente com patogenos de
outras Poaceae. Essa classificacdo ainda esta em discussdo na comunidade cientifica,
sendo que ¢ indicado continuar utilizando M. oryzae/P. oryzae para o fungo causador da
brusone de trigo (CERESINI et al., 2018, 2019; CRUZ; VALENT, 2017; GLADIEUX et
al., 2018; VALENT et al., 2019).

O ciclo de M. oryzae (Figura 1) inicia-se com a deposi¢ao e a adesdo do esporo na
superficie de tecidos do hospedeiro. Em condic¢des de alta umidade ocorre a germinacao
do esporo e, em duas horas, o tubo germinativo esta formado (TALBOT, 2003). Logo em
seguida, ¢ formado o apressorio, uma célula especializada que possibilita a penetragao do
fungo no tecido vegetal, gracas a uma pressdo de turgor de aproximadamente 8 MPa
(RIBOT et al., 2008). O apressorio produz um “peg” de penetragdo que rompe a superficie
da folha, e se expande formando a hifa primdria, a qual procura pelos plasmodesmas na
parede celular para se mover para as células vizinhas, quando entdo sdo produzidas as
hifas secundarias (KANKANALA; CZYMMEK; VALENT, 2007). Apds a colonizagdo
das células pelo fungo, sdo formadas lesdes com novos conidios, completando assim o
ciclo de vida do patégeno. M. oryzae ¢ considerado hemibiotréfico devido a sua infec¢ao
inicial ser biotrdfica e, posteriormente, necrotrofica, com a formacao de hifas secundérias

que matam as células hospedeiras (HORBACH et al., 2011).
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Figura 1 - Ciclo de infec¢dao de Magnaporthe oryzae.
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As lesdes causadas por M. oryzae podem ser observadas em folhas, colmos,
bainhas e espigas (LAU et al., 2011) (Figura 2). Além disso, as sementes também podem
ser infectadas e podem ser fonte de in6culo primario da doenga (SILVA et al., 2009). Os
sintomas que causam maiores danos sao os que ocorrem na espiga. Em raquis de espigas
infectadas identifica-se o ponto de penetracao do patégeno, caracterizado por uma lesao
com coloragdo negro brilhante e formato irregular. No ponto de penetracdo, ocorre o
estrangulamento da raquis, o qual impede o transporte de nutrientes para a parte superior
da espiga, resultando na descoloragdo, ou branqueamento, da espiga. Este ¢ o sintoma
mais conhecido da brusone em trigo (GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007). O
bloqueio da passagem de nutrientes na espiga inviabiliza o enchimento dos graos fazendo
com que tanto a qualidade quanto o rendimento de graos sejam reduzidos. Em um estudo
com 20 cultivares de trigo avaliadas em dois locais, constatou-se redugdo de rendimento
de graos de 32,3% para a cultivar BRS 210 e de 32,9% para a cultivar Alcover
(GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007). Dados semelhantes foram obtidos por
Urashima et al. (2009), que observaram redugdes de rendimento em graos de 32,2% da

cultivar BRS 208.
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Figura 2 - Sintomas de brusone na folha, no colmo, na raquis, na gluma e na espiga.

Fonte: Imagens do autor.

2.4  Medidas de controle da brusone do trigo

Para minimizar os danos causados pela brusone o manejo integrado faz-se
necessario (TORRES et al., 2009). Medidas como escolha da melhor época de semeadura,
aplicagdo de fungicidas e selecdo de cultivares com maior resisténcia devem ser adotadas

para o controle mais eficiente da doenca (SANTANA et al., 2013).

2.4.1 Controle cultural

A época de semeadura interfere significativamente na incidéncia da doenca
(COELHO et al.,, 2016). Quando semeado no final do periodo recomendado,
comparativamente ao inicio, ocorreu aumento no rendimento de graos e no peso de mil
graos, devido a baixa incidéncia de brusone. Dessa forma, indica-se evitar semeaduras no

inicio do periodo definido no zoneamento agricola e realizar o escalonamento da
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semeadura em diferentes datas, para que o espigamento seja também escalonado

(RCBPTT, 2018a).

O manejo dos residuos da cultura ndo ¢ ponto-chave para o controle do patégeno,
visto que o tempo maximo de sobrevivéncia de M. oryzae nos restos culturais de trigo ¢
de cinco meses (PIZOLOTTO et al., 2019). Esses autores sugerem que a presenca de
outros hospedeiros deva ser investigada como fonte de indculo primario (PIZOLOTTO
et al., 2019). Por outro lado, métodos alternativos para o controle de brusone em trigo
vém sendo investigados, como o uso de silicio (PAGANI; DIANESE; CAFE-FILHO,
2014; CRUZ et al., 2015).

2.4.2 Controle quimico

O controle quimico da doenga ainda ndo tem o éxito almejado, pois os produtos
disponiveis no mercado ndo apresentam eficiéncia quando as condigdes climaticas sdo
favoraveis a ocorréncia da brusone, além da alta variabilidade genética de M. oryzae e da
alta suscetibilidade dos genotipos de trigo ao patdégeno. Rocha et al. (2014), avaliando a
eficiéncia de trés fungicidas para quatro genotipos de trigo, evidenciaram que o controle
da brusone foi eficiente na folha bandeira, porém nao o foi nas espigas. Isso ocorre devido
ao formato da espiga e a tecnologia de aplicacdo que dificultam uma cobertura uniforme,
impedindo o depdsito dos fungicidas nas raquis, principal ponto de entrada do fungo.
Pagani, Dianese e Café-Filho (2014), utilizando os mesmos ingredientes ativos que Rocha
et al. (2014), porém em condi¢des diferentes de inoculacao, demonstraram controle de

até 55% da severidade da doenga nas espigas.

Castroagudin et al. (2015) relataram a ocorréncia de resisténcia de M. oryzae a
estrobilurinas, que pertencem ao grupo de fungicidas conhecidos como inibidores da
quinona externa. Esses autores indicam a necessidade de se reexaminar o uso desses
fungicidas para o manejo da brusone em trigo. Rios et al. (2016) sugerem que a
combinagdo de resisténcia genética com o uso de fungicidas reduzem a incidéncia e a
severidade da brusone de trigo. Segundo as Informagdes Técnicas para Trigo e Triticale

— safra 2018, a utilizacdo de fungicidas ¢ economicamente invidvel em anos de alta
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incidéncia da doenga (RCBPTT, 2018a). Quando a incidéncia for média ou baixa, a
aplicagdo de fungicidas pode melhorar o rendimento de graos, indicando-se que sejam

utilizados os que tem mancozebe em sua formulacao.

2.4.3 Controle genético

Até o momento, poucos sdo os relatos de gendtipos resistentes a M. oryzae. Maciel
et al. (2008) realizaram um estudo com 25 gendtipos de trigo e concluiram que a maioria
(aproximadamente 80%) apresentou alta suscetibilidade a doenca na espiga. Apesar da
alta suscetibilidade, pode-se observar que ha variabilidade quanto a rea¢do a doenca.
Goulart, Sousa e Urashima (2007) observaram variagdo da porcentagem de espigas
doentes de 27% a 95% em 23 genotipos de trigo. No entanto, a alta variabilidade genética
do patogeno, juntamente com a falta de conhecimento sobre genotipos de trigo superiores
que apresentem resisténcia de amplo espectro, tém dificultado o trabalho dos melhoristas
(URASHIMA et al., 2004). Cultivares como Trigo BR 18—Terena (doravante denominda
de “BR 18”), BRS 394, CD 108 e TBIO Mestre sao algumas das indicadas para cultivo e

que apresentam resisténcia a brusone (RCBPTT, 2018a).

A compreensdo da base genética da interacdo planta-patégeno contribui
efetivamente para o desenvolvimento de genotipos resistentes (HE et al., 2012). O
patossistema M. oryzae-arroz ¢ considerado modelo para interagdes planta-patogeno e o
estudo dessa interacao ¢ facilitada pelo fato de ambos os organismos terem o genoma
sequenciado (DEAN et al., 2005; IRGSP, 2005). H4 muitas lacunas de conhecimento
sobre a interagdo M. oryzae-trigo, por ser uma doenga relativamente recente na cultura,
comparativamente a do arroz. Assim, as informacdes ja obtidas no patossistema M.

oryzae-arroz podem auxiliar nos estudos em trigo.

A resisténcia do hospedeiro ¢ definida como a habilidade da planta em evitar ou
atrasar a entrada do patdogeno e o seu desenvolvimento nos tecidos (PASCHOLATI,
2011). A resisténcia pode ser classificada como completa ou parcial (PARLEVLIET,
1979). A resisténcia completa (também nomeada vertical ou qualitativa) ocorre quando o

patogeno ¢ impedido de se multiplicar e ¢ geralmente controlada por um gene de efeito
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maior. Os genes de resisténcia completa sdo considerados raga-especificos, e geralmente
seguem a teoria da interacdo gene-a-gene de Flor (FLOR, 1971). Segundo essa teoria,
cada gene de aviruléncia do patégeno € reconhecido por um gene de resisténcia do
hospedeiro, resultando em resposta de hipersensibilidade. A resisténcia completa ¢
considerada pouco duréavel por ser controlada por um gene, ou seja, qualquer mutagao
que ocorra no gene de aviruléncia do patégeno impede que ele seja reconhecido pela
planta, impedindo as respostas de defesa. A resisténcia parcial (também nomeada
horizontal ou quantitativa) ¢ caracterizada pela reducao do desenvolvimento do patdégeno
e, geralmente ¢ condicionada por um conjunto de genes de efeito menor que podem estar
em diferentes locos, os chamados Quantitative Trait Loci (QTL - em portugués, “Locos
de Caracteristica Quantitativa™). A resisténcia parcial ¢ raga-ndo-especifica e ¢ uma

importante fonte para resisténcia duravel e de amplo espectro (HU et al., 2008).

No patossistema M. oryzae-arroz sao observadas ambas resisténcias. A resisténcia
completa ¢ controlada por genes de efeito maior, dominantes ou recessivos, € a resisténcia
parcial ¢ condicionada por um conjunto de genes em diferentes locos, os QTL (WANG
et al., 2014). A resisténcia conferida por genes R em arroz ¢ sabidamente quebrada entre
dois a trés anos (WANG; VALENT, 2017). Isso ocorre principalmente devido a alta
variabilidade genética e de viruléncia do patdégeno (OU, 1980). Embora haja necessidade
de desenvolvimento de cultivares que possuam resisténcia durdvel, a selecio de QTL
ainda ¢ dificil. Em arroz, aproximadamente cem genes de resisténcia ja foram
identificados e mapeados, 51% em cultivares indica, 45% em cultivares japonica e 4%
em espécies silvestres (SHARMA et al., 2012; WANG et al., 2014). Estes genes foram
localizados em todos os cromossomos de arroz, com exce¢do do cromossomo 3. Muitos
dos genes de resisténcia sdo organizados em clusters, com concentragdo sobre os
cromossomos 6, 11 e 12 (KOIDE et al., 2009). Dos genes mapeados, 35 deles ja foram
clonados, sendo trés deles QTL (pi2l, Pbl e Pi35) (FUKUOKA et al., 2009, 2015;
HAYASHI et al., 2010; SINGH et al., 2015; WANG et al., 2014; WANG; EBBOLE;
WANG, 2017).

Em trigo, nove genes de resisténcia a M. oryzae foram identificados, nomeados

Rmgl (Rwt4) (TAKABAYASHI et al., 2002), Rmg2 e Rmg3 (ZHAN; MAYAMA;
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TOSA, 2008), Rmg4 ¢ Rmg5 (NGA; HAU; TOSA, 2009), Rmg6 (Rwt3) (VY etal., 2014),
Rmg7 (TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015), Rmg8 (ANH et al., 2015) e RmgGR119
(WANG et al., 2018). Destes, Rmg2, Rmg3, Rmg7, Rmg8 ¢ RmgGRI19 conferem
resisténcia a isolados de M. oryzae de trigo. Os genes Rmg2 e Rmg3, localizados nos
cromossomos 7A e 6B, respectivamente, conferem resisténcia de planta jovem na cultivar
de trigo Thatcher. O gene Rmg?7, localizado no braco longo do cromossomo 2A da espécie
de trigo tetraploide 7. dicoccum, evidencia a importancia dos acessos silvestres para
incorporagdo de genes de resisténcia no trigo comum hexaploide (7. aestivum). Rmg8
localiza-se no braco longo do cromossomo 2B de trigo comum. Rmgl, Rmg6, Rmg7,
Rmg8 e RmgGRI119 conferem resisténcia tanto em planta jovem quanto em espiga (ANH
etal., 2015; INOUE et al., 2017; TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015; WANG et al., 2018).
Como existem relatos de que ndo ha correlagdo entre a reacdo ao patdgeno nos estadios
de planta jovem, folha bandeira e espigas, a identificacdo de resisténcia de planta adulta
torna-se muito importante (MACIEL et al., 2014; TORRES et al., 2015). A interagdo
gene-a-gene ja foi comprovada para: Rmgl - PWT4 (HIRATA et al., 2005;
TAKABAYASHI et al., 2002); Rmg6 - PWT3 (VY et al., 2014); Rmg7 - AVR-Rmg§ e
Rmg8 - AVR-Rmg8 (ANH et al., 2018); e RmgGR119 - AVR-Rmg8 ¢ AVR-RmgGRI119
(WANG et al., 2018). Além dos nove genes de resisténcia, o gene RmgTd(t), considerado
um gene de resisténcia oculto, foi identificado no cromossomo 7B no acesso tetraploide
Tat4, conferindo resisténcia a culturas mutantes brancas de M. oryzae (CUMAGUN et
al., 2014). Embora esses genes de resisténcia ja tenham sido identificados, ndo ha relatos
de que eles venham sendo utilizados nos programas de melhoramento para o
desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes. Como alguns desses genes apresentam
perfil de interagdo gene-a-gene, ¢ importante que sejam utilizados em conjunto para

ampliar a resisténcia dos gendtipos.

Uma associagao entre a presenca da translocacao 2NS/2AS e a resisténcia de trigo
a brusone também foi identificada (CRUZ et al., 2016a). Este fragmento cromossdmico
(2NS), de 25 a 38 cM, oriundo de Triticum ventricosum (sin. Aegilops ventricosa), foi
introduzido para o cromossomo 2AS da linhagem de trigo comum VPM1 (MAIA, 1967).

Neste estudo (CRUZ et al., 2016a), foram identificados gen6tipos de trigo com menores
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indices de brusone e que ndo possuem a translocacdo 2NS/2AS, assim como genotipos
com a translocagdo mas apresentando suscetibilidade. Os autores sugerem que a
resisténcia atribuida pela translocagdo 2NS/2AS depende da base genética da planta e/ou
das condi¢des ambientais. Assim, a identificagdo de novos genes de resisténcia continua

sendo importante.

Em trabalhos realizados por Tufan et al. (2009) foi observado intensiva
reprogramagdo transcricional no estadio de planta jovem, em gendtipos de trigo
inoculados com M. oryzae. Os transcritos que tiveram suas fungdes anotadas foram
divididos em quatro categorias, defesa celular, metabolismo da planta, transporte celular
e regulagdo da transcricdo. Em trabalho posterior, Tufan et al. (2012) investigaram a
complexidade gendmica da familia génica TaWIR1, que ja havia sido reportada no estudo
de 2009, devido a sua potencial importancia em resposta a infec¢ao do patdégeno. Genes
identificados como TaWIR1a, TaWIR1b e TaWIRIc foram altamente induzidos pelo
isolado Br32 de M. oryzae. Foi observado que o silenciamento da familia génica TaWIR1
nao teve efeito sob a penetracao inicial de M. oryzae na epiderme celular, porém apos o
estabelecimento do sitio de infec¢do, o fungo teve maior crescimento dentro do tecido
foliar. Esse resultado indica que esta familia génica contribuiria na resisténcia pos-
penetragdo de M. oryzae, no movimento célula-a-célula do fungo. Ainda, considerando
folhas de plantas jovens de trigo inoculadas com o patdégeno observou-se que menos de
20% dos genes regulados pelo patogeno foram diferencialmente expressos entre
interagdes hospedeiras e ndo-hospedeiras de trigo com M. oryzae (DELVENTHAL et al.,
2017).

Embora os resultados obtidos em folhas de planta jovem de trigo sejam
importantes, estudos vém sendo desenvolvidos visando a resisténcia em planta adulta, ja
que a infecgdo da espiga por M. oryzae ¢ a forma mais danosa da doenga. Analises
histopatologicas, bioquimicas (relacionadas com espécies reativas de oxigénio) e de
expressdo génica foram realizadas em espigas de cultivares de trigo com respostas
contrastantes a brusone (HA; KOOPMANN; VON TIEDEMANN, 2016). As analises de
microscopia confocal mostraram que a colonizacdo do fungo nas espiguetas foi

semelhante nas duas cultivares, porém, o crescimento da hifa foi mais rapido na cultivar

Jéssica Rosset Ferreira 27



suscetivel. A producdo de espécies reativas de oxigénio ndo foi alterada
significativamente pela doenga na cultivar suscetivel Sumai 3, mas para a cultivar Milan,
a producdo de O2- foi, em geral, maior do que quando comparado com o controle. O gene
Chi2, envolvido na resposta de resisténcia das plantas, teve forte inducao da expressao na

cultivar resistente Milan, aos 5 dias apds a inoculagao.

Com objetivo de se identificar fontes de resisténcia a M. oryzae em trigo, em 2009,
deu-se inicio a uma iniciativa denominada Wheat Blast Genes Interaction (WheatBGIn),
sob a coordenagdao da Embrapa. Entre 2010 e 2015, colegdes de gendtipos de trigo foram
caracterizadas em campo, nos chamados viveiros de brusone, instalados em quatro locais
do Brasil: Dourados-MS, Londrina-PR, Passo Fundo-RS e Planaltina-DF. Nos viveiros
de brusone, as plantas sdo sujeitas a alta pressao de inoculo, permitindo a caracterizacao
de resisténcia de amplo espectro. Dezenas de genotipos foram identificados como fontes
de genes de resisténcia a infec¢do de M. oryzae nos viveiros. Desses, 17 com reacdes
contrastantes em relacdo a doenga foram selecionados para caracterizagdo fenotipica
detalhada, em condig¢des controladas de ambiente, com o objetivo de se avaliar interagcdes

especificas entre genotipo da planta e isolado do patdgeno.

Paralelamente aos estudos de fenotipagem, com o intuito de se desenvolver
estudos de mapeamento genético e identificacio de QTL, foi desenvolvida uma
populagdo de linhagens duplo-haploides (DH), obtidas pela técnica de cultura de
micrésporos. A populacio denominada “populacdo Embrapa-brusone” tem como
genitores a cultivar de trigo suscetivel BRS 209 (genitor feminino) e CBFusarium
ENTO14, um genotipo do CIMMYT (genitor masculino) que foi caracterizado como
candidato-resistente a M. oryzae em condigdes de ambiente controlado e nos viveiros de
brusone. Até o momento, a populagdo conta com 132 linhagens recombinantes. Dados
fenotipicos de parte das linhagens dessa populagdo foram obtidos em resposta a
inoculagdo do isolado Py6025 (colecdo do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Trigo, nuimero SISGEN AC50A60), em condi¢gdes controladas de ambiente, no estadio
de planta adulta. Os genitores e 107 linhagens duplo-haploides foram genotipados com o
chip Axiom™ Wheat Breeder's Genotyping Array (Applied Biosystems®, 550524),
composto por 35 mil SNPs.
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Amostras de folha bandeira e de espiga dos genitores da populacao, inoculados
com o isolado Py6025, foram coletadas 40 horas ap6s inoculagdo. O RNA foi extraido e
enviado para sequenciamento do transcriptoma, por meio de contratagdo de servigo
(empresa Fasteris SA, Plan-Les-Ouates, Suica). Essas andlises foram realizadas para fins

de identificagcdo de genes-candidatos (GC) de resisténcia.

2.5 Identificacio de genes de resisténcia

Para a identificacdo de genes de interesse podem ser adotadas, essencialmente,
duas abordagens: genética direta e genética reversa. Na genética direta, identifica-se o
fendtipo de interesse e, posteriormente, sdo investigados os genes relacionados com a
caracteristica; enquanto que na genética reversa sdo identificados genes de interesse e
entdo caracteriza-se fenotipicamente individuos nos quais estes genes estejam alterados,

para avaliar o impacto do gene no fenédtipo.

O mapeamento de QTL ¢ uma abordagem de genética direta usual (TANWEER et
al., 2015). O QTL ¢ uma regido gendmica contendo um ou mais genes que exibem
associacdo estatisticamente significativa entre um marcador polimorfico e a variagao de
uma caracteristica quantitativa (ST.CLAIR, 2010; SEHGAL; SINGH; RAJPAL, 2016).
Para o mapeamento, ¢ necessario selecionar genitores altamente contrastantes para a
caracteristica de interesse € promover o cruzamento entre eles para gerar uma populagdo
(JAMIL et al., 2016). Em espécies que toleram a homozigose, como o trigo, diversas
populagdes de mapeamento podem ser desenvolvidas, derivadas do cruzamento entre
genitores homozigotos (duplo-haploides, F2, linhagens endogémicas recombinantes,
retrocruzamentos). O nimero de individuos da populagdo a serem gerados dependera da
frequéncia de recombinacao da espécie, ¢ do método utilizado para se desenvolver a

populagao.

Uma vez desenvolvida a populagdao, deve ser realizada a genotipagem dos
genitores e das linhagens resultantes do cruzamento. Diversos marcadores moleculares
podem ser utilizados, sendo que os chips com grande nimero de marcadores do tipo SNP

(Single Nucleotide Polymorphism) sdao os que tém sido amplamente empregados
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(WINFIELD et al., 2016; ALLEN et al., 2017). As informagdes dos marcadores sao
utilizadas para se construir o mapa genético. A fenotipagem para a caracteristica de
interesse deve ser realizada de forma detalhada e precisa para a detec¢do confiavel de

QTL.

Durante muito tempo, a detecgao de QTL era restrita, devido ao baixo nimero de
informagdes geradas na genotipagem. Com o avango da biotecnologia, a genotipagem
tornou-se um processo eficiente, altamente informativo e de menor custo unitario por
marcador. Ao contrario da genotipagem, para a qual ha grande disponibilidade de
informacdes, dados fenotipicos de alta qualidade sdo escassos. Com isso, a fenotipagem
substituiu a genotipagem como o principal gargalo operacional e de restricao financeira
por necessitar de intensiva mao-de-obra, ser especifica para cada espécie e por ser
sensivel ao ambiente (COBB et al., 2013). Dispondo-se de dados de genotipagem e de
fenotipagem da populagdo, ¢ realizado o mapeamento de QTL com o auxilio de
programas computacionais, sendo que a utilizacao de cada programa depende do tipo de
populagdo de mapeamento ¢ do método de andlise estatistica utilizado (GUPTA;
KULWAL; MIR, 2013). Programas como R/qtl (BROMAN et al.,, 2003), QTL
IciMapping (MENG et al., 2015), e GenStat (VSN INTERNATIONAL, 2015) podem ser
utilizados no mapeamento de QTL. A variacdo fenotipica de uma dada caracteristica
controlada por um determinado QTL pode variar de 1 a 100%. QTL responsaveis por

20% ou mais da variacao fenotipica sdo considerados de efeito maior (ST.CLAIR, 2010).

Os primeiros estudos de QTL de resisténcia de arroz a M. oryzae foram realizados
no inicio dos anos 90 como, por exemplo, a identificacdo de 10 QTL relacionados com a
resisténcia durdvel na cultivar Moroberekan (WANG et al., 1994). Desde entdo,
aproximadamente 350 QTL de resisténcia foram mapeados (MIAH et al., 2013). Em
trigo, nenhum QTL de resisténcia a M. oryzae foi, até o presente momento, mapeado

(DEVANNA; SHARMA, 2018).

A abordagem dos GC, genética reversa, ¢ um método promissor. Para geneticistas
moleculares, GC s3o genes com polimorfismos moleculares geneticamente ligados a

QTL, ou estatisticamente associados com a variacao da caracteristica que esta sendo
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estudada (PFLIEGER; LEFEBVRE; CAUSSE, 2001). GC podem ser identificados
através de analises de expressao diferencial, ou com base em analises in silico (MARONE
etal., 2013; HU et al., 2008). Em etapas subsequentes, os GC podem ser mapeados, e sua
funcdo pode ser estudada pela producdo de plantas transgénicas ou caracterizacao de
mutantes. Essa abordagem foi aplicada com sucesso em experimentos que buscavam
identificar QTL controlando concentracdo de proteina e amido no grdo de milho
(GOLDMAN; ROCHEFORD; DUDLEY, 1993), e genes envolvidos na rota de sintese
de flavona de milho com o fenotipo de resposta de defesa da planta a Helicoverpa zea

associados com um QTL de resisténcia (BYRNE et al., 1996).

Tanto as informagdes geradas pelo mapeamento de QTL quanto pelas andlises de
expressao diferencial podem ser utilizadas na estratégia dos GC. Utilizando a abordagem
de genes-candidatos, quatro genes que podem influenciar na interagdo de arroz com M.
oryzae ou com Xanthomonas oryzae pv. oryzae foram caracterizados (HU et al., 2008).
Cinco GC de resisténcia codificando oxalato oxidase, dehidrina, PR1, quitinase e proteina
14-3-3, respondem por 60,3% da variacdo da severidade de brusone em folhas, e estdo
colocalizados com um QTL de resisténcia (LIU et al., 2004). A fungdao dos GC de
resisténcia pode ser confirmada por andlises de superexpressdo/supressao dos genes

avaliados, ou pela andlise de mutantes.

Tendo em vista as dificuldades encontradas com o genoma do trigo devido a
formacao dos grupos homodlogos, o acesso a populacdes TILLING (7Targeting Induced
Local Lesions In Genomes), possibilita o estudo funcional de genes de importancia
econdomica. O TILLING ¢ uma abordagem de genética reversa que combina mutagénese
quimica (principalmente via Etil Metano Sulfonato — EMS) com screening de alto
rendimento das mutagdes. A técnica de TILLING tem sido utilizada para a caracterizagdo
de genes em diferentes espécies, como amendoim, arroz, pera, tomate e trigo (KNOLL et
al., 2011; PIRON et al., 2010; SESTILI et al., 2010; SUZUKI et al., 2008; TRIQUES et
al., 2007). O trigo ¢ especialmente adequado para o TILLING devido a elevada densidade
de mutagdo tolerada por poliploides (SLADE et al., 2012; UAUY et al., 2009; WANG et
al., 2012). Ainda nao ha relatos da utilizagao de TILLING para o estudo de genes de

resisténcia de trigo a M. oryzae.
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Genes de resisténcia identificados podem ser utilizados por programas de
melhoramento na piramidag@o de genes e na selecdo assistida por marcadores moleculares
(SAM). Quando genes sdo pirimidados num determinado gendtipo observa-se maior nivel
de resisténcia ampla. Estratégias como estas diminuem o tempo utilizado para o
desenvolvimento de uma nova cultivar, ¢ podem servir de objeto de estudo para o
desenvolvimento de genotipos transgénicos. Utilizando a piramidagdo de genes
juntamente com a SAM, foi desenvolvido um genoétipo de arroz resistente a M. oryzae
contendo os genes Pil+Piz+Pita. Este genotipo de arroz apresentou resisténcia em dois
viveiros de brusone, locais onde a planta hospedeira ¢ cultivada em condigdes que
favoregcam a alta pressdo de indculo do patégeno estudado, o que ¢ indicativo de

resisténcia ampla (HITTALMANI et al., 2000).
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3 CAPITULO I - Caracterizagdo da reacdo de genotipos de trigo a Magnaporthe
oryzae na fase de espigamento

3.1 Resumo

A brusone ¢ considerada uma ameaga para a producao de trigo em fun¢do dos efeitos sobre a
produgdo de graos. O objetivo do presente estudo foi caracterizar a reagdo de dez genotipos de
trigo a dois isolados de M. oryzae e identificar quais varidveis promovem maior discriminagao
dos gendtipos de trigo. As inoculagdes foram realizadas na fase de espigamento do trigo com os
isolados Py0925 e Py11021 de M. oryzae. Foram avaliados o tipo de lesdo predominante na espiga
(TLP) e a severidade de espiguetas com lesao (SEL) aos 5, 7 ¢ 9 dias apds a inoculacdo (DAI). A
severidade de espiguetas brancas (SEB) foi avaliada aos 5, 7, 9, 16, 23, 30, 37, 40 e 45 DAl e
com esses dados foi estimada a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Também
foi avaliado o nimero total de pontos de infeccdo nos dois lados da raquis (PIR) e as proporgdes
de numero de graos por espiga (NGE), de graos normais, de graos enrugados, de grios nao-
desenvolvidos e de peso médio do grao (PMG) de espigas inoculadas em relacdo as controle.
Como resultado, os gendtipos CBFusarium ENT014 ¢ CPAC 07434 apresentaram menor SEB e
maior PMG. Nao foi observada diferenca significativa na propor¢ao de NGE entre genotipos
resistentes e suscetiveis, mas sim na classificacdo dos graos em normais, enrugados e nao-
desenvolvidos, o que refletiu na diferenca significativa na propor¢do de PMG entre os genotipos.
Poucos gendtipos apresentaram reagao especifica a um determinado isolado de M. oryzae, sendo
que Pyl11021 promoveu maiores SEB aos 9 DAI e AACPD. As variaveis relacionadas ao
branqueamento ¢ a propor¢do de PMG foram eficientes na discriminagdo dos genotipos de trigo,
ao contrario das variaveis TLP e SEL. Outros estudos devem ser desenvolvidos para entender a
influéncia dos pontos de infe¢ao na reagdo a doenca. Essas informagdes podem ser utilizadas para
a otimiza¢ao do tempo na avaliagdo e maior eficiéncia na caracterizacdo de gendtipos de trigo
quanto a reagdo a brusone.

Palavras-chave: 1. Brusone. 2. Fenotipagem. 3. Resisténcia genética. 4. Severidade. 5. Producao
de graos.

3.2 Introducao

A brusone do trigo, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae (B.C. Couch e L.M.
Kohn, anamorfo Pyricularia oryzae), ¢ encontrada no Brasil, Bolivia, Paraguai,
Argentina, Bangladesh e India (KOHLI et al.,, 2011; MALAKER et al., 2016;
BHATTACHARYA; PAL, 2017). O fungo infecta a rdquis e a colonizacdo desse tecido
impede o transporte de nutrientes para a parte superior ao ponto de penetracao, causando

o branqueamento da espiga, principal sintoma da brusone, e prejudicando o enchimento
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de graos. Em espigas de trigo doentes, o ponto de penetracdo do patdgeno na raquis,
comumente denominado de ‘ponto de infec¢dao’, pode ser identificado pela presenga de
uma lesdo de coloragdo negra e de formato irregular. Ha variabilidade de reagdo a doenga,
porém, grande parte dos genoétipos sao classificados como suscetiveis. Além disso, a
variabilidade genética do patdogeno e o nuimero restrito de genotipos resistentes t€m

dificultado o desenvolvimento de cultivares com resisténcia (URASHIMA et al., 2004).

A eficiéncia no desenvolvimento de cultivares com resisténcia a longo prazo esta
relacionada com a disponibilidade, a diversidade e o tipo de resisténcia genética do
hospedeiro, com a natureza e diversidade de viruléncia na populag¢ao do patégeno, com a
metodologia de fenotipagem e com o ambiente de selecdo para se caracterizar a
resisténcia (CRUZ; VALENT, 2017). As avalia¢des da reagdo de gendtipos de trigo
podem ser conduzidas tanto a campo quanto em condi¢des controladas de ambiente.
Inoculagdes em ambiente controlado tém a vantagem de possibilitar caracterizagdo
detalhada do fenoétipo, reduzindo a influéncia da fenologia da planta hospedeira, das

variaveis climaticas e de outros patogenos sobre o desenvolvimento da doenca.

Trabalhos relatam que, para determinados isolados, existe correspondéncia de
reagdo da planta de trigo a brusone nos estddios de planta jovem e de planta adulta
(INOUE et al., 2017; WANG et al., 2018). Por outro lado, estudos demonstram baixa ou
nenhuma correlagdo na reagdo da planta hospedeira entre as duas fases de
desenvolvimento (CRUZ et al., 2012; MACIEL et al., 2014). Arruda et al. (2005)
observaram que genotipos suscetiveis na fase de planta jovem apresentam o mesmo
padrdo de reacdo em planta adulta. Porém, plantas jovens com reagdo de resisténcia, nem
sempre apresentam o mesmo fenotipo em planta adulta. Os autores sugerem que 0s
genoétipos que apresentarem suscetibilidade a brusone no estadio de planta jovem
poderiam ser descartados das analises em planta adulta. Porém, os materiais que forem
resistentes na fase vegetativa deveriam ser avaliados na fase reprodutiva para melhor
caracterizacdo. Pesquisas com plantas jovens permitem a avaliagdo em tempo reduzido
de um grande nimero de genotipos utilizando-se de pouco espago. No entanto, como ndo

ha correlagdo de reacdo da planta entre as duas fases de desenvolvimento, as avaliagcdes
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na fase de espigamento sdo mais importantes para a caracterizagdo de gendtipos, ja que a

infeccdo na espiga ¢ considerada a forma mais danosa da brusone do trigo.

Cruz et al. (2016b) propuseram um protocolo de inocula¢do para padronizar os
testes da reagao de gendtipos de trigo a inoculagdo com M. oryzae. Este protocolo indica
que as plantas sejam cultivadas em casa-de-vegetacdo ou camaras de crescimento até o
estddio fenoldgico (EF) 10 da escala de Feekes (LARGE, 1954), fase de
emborrachamento — ainda sem a emergéncia da espiga, que corresponde aos EF 43 a 45
da escala de Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974). Outros trabalhos do mesmo
grupo (CRUZ et al., 2016a) apontam que inoculacdes realizadas na fase de espigamento
seriam uma melhor op¢do, uma vez que a espiga estaria completamente exposta ao
indculo. Inoculagdes de planta adulta com M. oryzae também foram realizadas entre os
EF 61 e 70 da escala de Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974), que corresponde
a inicio da antese e inicio do desenvolvimento do grdo leitoso, respectivamente (HA;

KOOPMANN; VON TIEDEMANN, 2015; MACIEL et al., 2008).

Em estudo anterior a esse trabalho (FERREIRA et al., 2016a), a reagdo de
genotipos de trigo a inoculagdo de M. oryzae foi avaliada considerando-se em detalhe os
estadios da emergéncia das espigas a abertura das anteras, EF entre 50 e 68, da escala de
Zadoks et al. (1974), e que compdem a fase globalmente denominada de “espigamento”
(do inglés, heading). Observou-se que a fase entre os EF 60 e 68 da escala de Zadoks et
al. (1974) ¢ menos informativa para avaliacdo da reacao de genotipos de trigo a brusone,
e que a inoculagdo de genotipos de trigo na fase de espigamento (anterior a visualizacdo
das anteras/antese) permite maior discriminacdo dos sintomas de branqueamento
(FERREIRA et al., 2016a). Em doze horas apds a inoculacdo (HAI) com M. oryzae,
conidios e hifas do patégeno foram observados nas anteras, nos estigmas, nos estiletes e
nas paleas de espigas de trigo (HA, KOOPMANN e¢ VON TIEDEMANN, 2016).
Conidios de F. graminearum germinaram predominantemente nas anteras e nos estiletes
de plantas de trigo inoculadas, considerando o mesmo intervalo de tempo, sugerindo que
M. oryzae ndo dependeria necessariamente das anteras para causar infec¢do, como € o
caso do agente causal da giberela (HA; KOOPMANN; VON TIEDEMANN, 2016).

Como ¢ possivel se observar o desenvolvimento do patdégeno nas paleas, e sendo a fase
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de espigamento mais informativa para a avaliagcdo de gendtipos de trigo, o EF 58 da escala
de Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974) ¢é considerado indicado para as

avaliagoes de espigas de trigo inoculadas com M. oryzae.

Apo6s o primeiro relato da ocorréncia da brusone do trigo, diversos estudos vém
sendo desenvolvidos, buscando-se identificar fontes de resisténcia ao patdogeno. Sob a
coordenacdo da Embrapa Trigo, em 2009, foi implementada uma iniciativa denominada
Wheat Blast Genes Interaction (WheatBGIn), na qual um dos objetivos foi identificar
fontes de resisténcia a M. oryzae (TORRES et al., 2015). Uma colecao de 196 gendtipos,
de relevancia para os programas de melhoramento no Brasil, foi avaliada por trés anos
em viveiros de brusone instalados em em Dourados-MS, em Londrina-PR, e em
Planaltina-DF, sob condig¢des naturais de infecgdo. Oito foram selecionados para estudos

detalhados de fenotipagem.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a reacdo de dez genoétipos de trigo a
dois isolados de M. oryzae e identificar quais varidveis sdo as mais eficientes na

discriminacao dos genotipos de trigo.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Material vegetal

No projeto WheatBGlIn, 36 genotipos de trigo foram identificados com incidéncia
de brusone significativamente inferior a apresentada pela cultivar BR 18, referéncia de
moderada resisténcia, entre as cultivares indicadas para cultivo no Brasil. Entre esses
materiais, oito deles foram selecionados para o desenvolvimento deste experimento
(Tabela 1). A escolha dos oito genotipos foi baseada em estudos preliminares, com
critérios de semelhanca quanto ao ciclo de desenvolvimento e de variabilidade fenotipica
da reacdo a doenga, quando submetidos a inoculagdo em condi¢des controladas de
ambiente. As cultivares Anahuac 75 e BRS 209 foram adicionadas ao conjunto como
controles de suscetibilidade ao patégeno (Tabela 1) (URASHIMA; KATO, 1994;
BRUNETTA et al., 2005). Os genotipos de trigo sdo provenientes do Banco Ativo de
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Germoplasma (BAG) da Embrapa Trigo ou dos programas de melhoramento conduzidos

na Embrapa.

Tabela 1 - Gendtipos de trigo selecionados para a caracterizagdo da reacdo a

inoculagdo com Magnaporthe oryzae.

Genotipo de  Codigo Genealogia Ano Pais Reacio
trigo BAG de de a
Embrapa lancamento origem brusone
Trigo
Anahuac 75 BGT00443 11-12300//Lerma-Rojo-64/11- 1975 México S
8156/3/Norteno-67
BRS 209 BGT14405 Jupateco 73/Embrapa 16 2002 Brasil S
BRS 229 BGT14408 Embrapa 27*3//BR 35/Buck Poncho 2004 Brasil R
BRS Angico  BGT01454 PF87107/2*IAC13 2002 Brasil R
CBFusarium BGT15263 sem informacgédo - México R
ENTO14
CPAC 07340 BGT20389 CPAC96306/CPAC9985 - Brasil R
CPAC 07434 BGT20388 Taurunm/BRS 254 - Brasil
Embrapa 27 BGT03372 PF83743/5/PF83182/4/CNT 1994 Brasil
10*4//Lagoa
Vermelha*5/Agatha/3/Londrina*4/Ag
ent//Londrina*3/Nyu Bay
PF 909 BGT11109 PF83743/PF82252//PF84433/BR 35 - Brasil
Trigo BR 18-  BGT13539 sem informacgao 1986 Brasil
Terena’

R = Resistente; S = Suscetivel. “Doravante denominada de BR 18.

Os dez gendtipos foram semeados e mantidos em casa-de-vegetacdo. Quando as
plantas atingiram a fase de espigamento, no EF 58 da escala de Zadoks (ZADOKS;
CHANG; KONZAK, 1974), que corresponde a emergéncia completa da espiga, foram

transferidas para camara com ambiente climatizado, onde foram submetidas a inoculagao.

3.3.2 Isolados do patégeno e condicdes de cultivo

Os gendtipos de trigo foram inoculados com os isolados de M. oryzae Py0925 e
Py11021 provenientes da cole¢do de isolados do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Trigo (SISGEN AC50A60). O isolado Py0925 foi obtido de espiga da cultivar
de trigo Embrapa 22, coletada em 2009, na cidade de Perdizes-MG. O isolado Py11021
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foi obtido de raquis do genotipo de trigo PF 909 (BGT11109), coletado no ano de 2011,
em Londrina-PR. Um terceiro isolado, Py6025, obtido de folhas da cultivar de trigo BRS
208, coletada em 2006, em Coromandel-MG, estava previsto de ser incluido nas analises.
Porém, estudos preliminares revelaram a reducao na agressividade deste isolado, a niveis

ndo comparaveis aos anteriormente observados.

O preparo do indculo foi realizado no Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa
Trigo. Os isolados foram cultivados em meio de aveia (60 gramas de aveia, 12 gramas
agar, q.s.p. 1 litro de 4gua) durante 10 a 14 dias, com temperatura de 24+2°C e regime de
12h de luz branca fluorescente. Os conidios foram suspensos em dgua de osmose reversa
com Tween 80 (2 gotas para 1 L de 4gua) e a concentracdo da suspensao foi ajustada para

2 x 10° conidios/mL.

3.3.3 Inoculacio com Magnaporthe oryzae

A espiga do colmo principal de cada planta foi utilizada nas inoculagdes. Os dois
lados da espiga foram aspergidos com solugdo de dgua de osmose reversa e Tween 80
(condicao controle) ou com a suspensao de esporos (condig¢ao inoculada). Cada espiga foi
considerada uma repeticdo, sendo que foram realizadas sete repeti¢des para cada
tratamento. Quinze minutos apos a inoculagdo, as plantas foram submetidas a ambiente
com 15 horas de escuro, sob temperatura de 28°C e 24 horas de saturacao de umidade.
Passadas 24 horas da inoculacdo, as plantas foram mantidas durante seis dias, com
temperatura de 26+2°C, 12 horas de luz e nebulizag¢do de dgua durante 2 minutos, a cada
30 minutos. Aos sete dias apds a inoculagao (DAI), as plantas foram transferidas para

casa-de-vegetacao ainda sob condi¢des de manutencao de alta temperatura (26+£2°C).

Foi avaliado o tipo de les@o na espiga (TLP) conforme a classificagdo descrita por
Torres et al. (2015) (Figura 1). Foram também avaliadas a severidade de espiguetas com
lesao (SEL) aos 5, 7 ¢ 9 DAI e a severidade de espiguetas brancas (SEB) a partir do
aparecimento dos sintomas até o total branqueamento ou maturagdo fisiologica das
espigas. As avaliagdes de SEB foram coletadas aos 5, 7, 9, 16, 23, 30, 37, 44 ¢ 47 DAL

Considerando os dados de SEB foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da
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Doenca (AACPD). Ao fim do experimento, as espigas foram colhidas e trilhadas
individualmente. Foi contado o nimero de pontos de infec¢cdo nos dois lados da raquis
(PIR), o niimero de graos por espiga, considerando as classes de graos normais, graos
enrugados e graos nao-desenvolvidos, e foi estimado o peso médio do grao (em mg) de
espigas controle e inoculadas. Com esses dados foram calculadas as proporcdes de
nimero de graos por espiga (NGE), de graos normais, de graos enrugados, de graos ndo-
desenvolvidos (Figura 2) e de peso médio do grao (PMG) de espigas inoculadas em

relacdo as controle.

Figura 1 - Classificacdo dos tipos de lesdo de brusone na espiga descrita por Torres et al.
(2015).

(TORRES et al., 2015)

Figura 2 - Classificagdo dos tipos de graos de trigo em normal, enrugado e nao-
desenvolvido.

Normal Enrugado Nao-desenvolvido

p
f
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Fonte: Imagem do autor

3.3.4 Analise estatistica

Os efeitos do genodtipo, do isolado e da interagdo gendtipo x isolado sobre as
variaveis SEL aos 5,7 ¢ 9 DAL SEB aos 7,9 ¢ 16 DAI, AACPD, PIR, NGE ¢ PMG foram
estimados utilizando o algoritmo de maxima verossimilhanca restrita (REML). Para
atender os pressupostos de normalidade dos residuos, homocedasticidade e independéncia
dos erros, os dados de SEL aos 5 DAI e propor¢dao de NGE foram transformados pelo
método de Box-Cox; os dados de SEL aos 7 ¢ 9 DAIL SEB aos 7,9 ¢ 16 DAI, AACPD ¢
propor¢ao de PMG foram transformados com o arco seno da raiz quadrada, e os dados de
PIR foram transformados com raiz quadrada. Analises de correlagdo entre as variaveis
foram realizadas. Para verificar a similaridade dos gendtipos, em relagdo as variaveis
analisadas, foi realizada Analise de Componentes Principais (ACP). Além disso, utilizou-
se um método ndo hierarquico para a determinacao das classes, com a soma de quadradros
entre grupos, € um dendrograma foi construido, com uma matriz de similaridade
euclidiana, com base no método de associagdo média. Todas as analises estatisticas foram

realizadas com o programa GenStat 18th Edition (VSN INTERNATIONAL, 2015).

34 Resultados e Discussao

Todos os gendtipos de trigo apresentaram mais de um tipo de lesdo numa mesma
espiga inoculada. Esse tipo de reacdo ¢ denominado de mesotético e ¢ comumente
observado em inoculagdes de gendtipos de trigo com M. oryzae (Torres et al., 2015).
Dessa forma, foi considerado o tipo de lesdo predominante, ou seja, o tipo que apresentava
maior frequéncia de ocorréncia na espiga (TLP) (Tabela 2, Figura 3). Além da espiga, ha
relatos de reagdo mesotética em folhas de plantas jovens de trigo (URASHIMA et al.,
2004). Somente CBFusarium ENTO014 ¢ CPAC 07340 apresentaram o mesmo TLP para
os dois isolados do patdgeno, e em todos os intervalos de tempo de avaliagao (Tabela 2).
Nao foi possivel observar um padrao de TLP para os gendtipos suscetiveis e para os

resistentes.
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Figura 3 - Tipos de lesao em espigas de trigo inoculadas com Magnaporthe oryzae.
Tipo 0 Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Tipo 5

Fonte: Imagens do autor.

Tabela 2 - Tipo de lesdo predominante em espigas de genotipos de trigo inoculados
com os isolados de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021, aos cinco, aos sete € aos
nove dias apds a inoculacao.

Py0925 Py11021

Genétipo de trigo TLP TLP TLP TLP TLP TLP

SDAI  7DAI  9DAI SDAI 7DAI  9DAI
Anahuac 75 1 5 6 0 2 6
BRS 209 5 5 6 4 5 6
BRS 229 2 2 4 4 4 4
BRS Angico 4 4 4 4 4 5
CBFusarium ENT014 2 2 2 2 2 2
CPAC 07340 4 4 4 4 4 4
CPAC 07434 2 3 4 0 2 4
Embrapa 27 2 4 4 4 4 5
PF 909 3 4 4 0 2 6
Trigo BR 18-Terena 4 5 6 0 2 6

TLP = tipo de lesdo predominante, DAI = dias ap6s a inoculagdo. 0 a 6 = tipos de lesdo segundo Torres et
al. (2015).

Em arroz, as lesdes causadas por M. oryzae sdo comumente avaliadas em folhas
de planta jovem, classificadas em tipos de 0 a 5, sendo que geralmente ¢ observado um
tipo de lesdo por genotipo (BONMAN; DE DIOS; KHIN, 1986; VALENT; FARRALL,;
CHUMLEY, 1991). Os genotipos sao considerados resistentes ou suscetiveis com base

no tipo de lesdo observado. Em trigo, as classes de 0 a 5 também foram definidas para
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avaliagdes em planta jovem (TAKABAYASHI et al., 2002; URASHIMA; IGARASHI;
KATO, 1993). Torres et al. (2015) propuseram adicionar o tipo 6 de lesdo, e apresentam
imagens dos diferentes tipos de lesdo em folha bandeira e em espiga de trigo, que nao

haviam sido anteriormente descritos para esses tecidos.

Urashima, Igarashi e Kato (1993) determinaram que gendtipos que apresentassem
lesdes do tipo 0, 1 e 2 seriam considerados resistentes, enquanto que os que apresentassem
lesdes do tipo 3 e 4 seriam considerados suscetiveis, quando avaliados aos 6 DAI em
planta jovem. Ao comparar essa classificacdo com os resultados deste trabalho, somente
o gendtipo CBFusarium ENTO014 poderia ser classificado como resistente, ao longo de
todas as avaliacdes. Anahuac 75 apresentou padrdo de TLP semelhante a BR 18, para as
avaliacdes com ambos os isolados. Porém, Anahuac 75 é uma cultivar suscetivel ¢ BR 18
¢ considerada resistente a M. oryzae em condi¢des de campo. O tipo de lesdao 3 somente
foi predominante nas linhagens PF 909 aos 5 DAI e CPAC 07434 aos 7 DAL Da mesma
forma, o tipo de lesdo 1 foi observado somente na cultivar Anahuac 75 aos 5 DAL Como
houve dificuldade em se encontrar um padrdao de TLP entre os gendtipos suscetiveis e
resistentes, essa caracteristica ndo seria indicada para a avaliacdo da reacao de espigas de

gendtipos de trigo inoculados com M. oryzae.

A SEL, assim como o TLP, foi avaliada aos 5, 7 ¢ 9 DAI (Tabela 3). Aos 5¢ 7
DAI todos os genoétipos foram avaliados, enquanto que aos 9 DAI as cultivares de trigo
BRS 209 inoculada com os dois isolados, Anahuac 75 inoculada com Py0925, e BR 18 e
PF 909 inoculados com Pyl11021 j& apresentavam branqueamento total da espiga e,
portanto, ndo puderam ser avaliados quanto a presenca de lesdes nas espiguetas (Tabela
3). Para os trés intervalos de avaliacdo de SEL, observou-se alta influéncia do gendtipo
de trigo e auséncia de influéncia do isolado de M. oryzae (Tabela 4). Ha efeito
significativo da interacdo gendtipo x isolado aos 5 e 7 DAI (Tabela 4). Aos 5 DAI,
Anahuac 75, BRS 229, CPAC 07340, Embrapa 27 e Trigo BR 18-Terena apresentaram
diferenga significativa entre os isolados avaliados (Tabela 5). O mesmo ocorreu para

CPAC 07340, Embrapa 27 e PF 909 aos 7 DAI, e CPAC 07434 aos 9 DAI (Tabela 5).

Jéssica Rosset Ferreira 42



Tabela 3 - M¢édia da severidade de espiguetas com lesdo avaliada nos gendtipos de trigo
aos cinco, aos sete € aos nove dias apds a inoculagdo com Magnaporthe oryzae.

L. SEL 5DAI SEL 7DAI SEL 9DAI
Genotipos = = =
Py0925 Pyl11021  Py0925 Pyl1021  Py0925 Pyl1021

Anahuac 75 37,5 77,8 62,8 86,3 SA 11,8
BRS 209 71,4 68,5 9,5 30,4 SA SA
BRS 229 24,1 60,4 64,3 77,9 41,2 50,3
BRS Angico 71,0 49,1 78,9 81,7 43,1 49.4
CBFusarium ENT014 38,8 43,6 71,4 60,3 70,9 73,7
CPAC 07340 87,8 37,2 94,6 56,7 69,2 47,5
CPAC 07434 75,9 87,4 84,5 93,0 82,0 92,6
Embrapa 27 80,6 33,2 91,4 69,2 48,7 50,0
PF 909 80,0 91,0 77,0 98,0 443 SA
Trigo BR 18-Terena 62,2 85,8 79,3 95,6 39,1 SA

SEL= severidade de espiguetas com lesdo (expressa em porcentagem), SA= sem avalia¢do. Valores sem
tranformagao.

Tabela 4 - Anélise do modelo linear misto para efeitos fixos do gendtipo de trigo, do
isolado de Magnaporthe oryzae e da interagdo gendtipo x isolado sobre o pardmetro de
severidade de espiguetas com lesdo, avaliada aos cinco, aos sete e aos nove dias apos a
inoculagao.

Fonte de variagdo GL SEL 5DAI SEL 7DAI SEL 9DAI
Genotipo 9(8) 6,50%** 4,26%** 7,99%%*
Isolado 1(1) 0,05 0,53 0,76
Gendtipo x Isolado 9(5) 7,96%** 4,68%** 1,71

GL = graus de liberdade, SEL = severidade de espiguetas com lesdo, DAI = dias apds a inoculagao.
Numeros entre parénteses representam os graus de liberdade para SEL_9DAI. A diferenca significativa
entre as amostras € identificada por *** = p<0,001.
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Tabela 5 - Anadlise da interacdo entre dez genotipos de trigo e dois isolados de Magnaporthe oryzae para severidade de espiguetas com lesdo aos
cinco, aos sete € aos nove dias apds a inoculacao.

il i2 il 2 il 2 il 2 il 2 il i2 il i2 il i2 il i2 il i2
A75 A75 BI8 BI18 209 209 229 229  Ang  Ang 434 434 340 340 CBF CBF E27 E27 909 909

il A75 -

i2A75 5 -

il B18 -

i2 B18 57 5 -

il 209 57 7 7 7 -

i2 209 5 7 7 -

il 229 5 5 57 57 5 -

i2 229 57 7 5 -

il Ang 5 7 5 -

i2 Ang 5 5 7 7 5 -

il 434 5 9 7 7 59 9 9 5 9 -

i2 434 57 9 5 9 57 57 579 579 5 9 5 9 9 -

il 340 57 9 5 7 7 579 57 9 5 9 -

i2 340 57 7 57 57 5 57 7 579 579 57 -

il CBF 59 57 57 5 9 59 5 579 57 9 -

i2 CBF 579 57 57 9 9 5 9 79 57 579 57 9 -

il E27 57 5 7 7 57 5 5 9 9 57 57 579 -

i2 E27 59 5 57 57 5 5 5 5 9 579 57 57 -

il 909 5 7 7 5 5 9 79 79 5 59 59 7 5 -
i2 909 57 7 57 7 57 57 57 7 57 7 57 57 57 57 7 -

il =Py0925,12 =Pyl11021, A75 = Anahuac 75, B18 = Trigo BR 18-Terena, 209 = BRS 209, 229 = BRS 229, Ang = BRS Angico, 434 = CPAC 07434, 340 = CPAC 07340,
CBF = CBFusarium ENTO014, E27 = Embrapa 27, 909 = PF 909.
A diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras ¢ identificada pelos nimeros 5, 7, 9 representando as avaliagdes aos 5, 7, 9 dias ap6s a inoculagao, respectivamente.
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Para aumentar a acuracia das avaliagdes, sugere-se que seja calculada a severidade real,
contando-se o nimero de espiguetas com sintomas em relacao ao total de espiguetas (TORRES
et al.,, 2015), como foi aplicado nesse estudo. Essa metodologia também ¢ adotada na
quantificagdo de giberela em espigas de trigo (GROTH; OZMON; BUSCH, 1999). Anahuac
75, que ¢ suscetivel, apresentou SEL semelhante a de BRS 229 e de CBFusarium ENT014 que
sao considerados resistentes ao patogeno. Devido a essa semelhanga, SEL ndo permite a
diferenciagdo entre os genoétipos resistentes e suscetiveis, visto que esses podem apresentar a
mesma porcentagem de espiguetas com lesdo, mas com variagdes quanto ao tipo de lesdo e

quanto ao branqueamento da espiga.

Os dados de SEB aos 5 DAI nao foram analisados individualmente porque poucas
espigas apresentavam espiguetas brancas. As avaliagdes aos 7, 9 ¢ 16 DAI foram selecionadas
para analise individual, além da AACPD que foi calculada com as avalia¢des desde 5 até 44
DAI (Tabela 6). Aos 7 e aos 9 DAI, observou-se influéncia altamente significativa do genoétipo,
do isolado e da interacdo genotipo x isolado (Tabela 7). Ha efeito significativo do gendtipo
para os dados de SEB 16 DAI e de AACPD. O isolado teve efeito significativo a 5% sobre a
AACPD, mas nao houve efeito da interacdo genotipo x isolado, nem para SEB_16DAI nem

para AACPD (Tabela 7).
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Tabela 6 - Média da severidade de espiguetas brancas avaliada nos gendtipos de trigo aos sete,
aos nove e aos dezesseis dias apds a inoculacdo com Magnaporthe oryzae e a AACPD.

B SEB_7DAI SEB_9DAI SEB_16DAI AACPD

Genotipos Py0925 Pyl1021  Py0925 Pyl1021  Py0925 Pyl1021  Py0925 Pyl1021
Anahuac 75 49,5 0,0 100,0 98,3 100,0  100,0 43490 42424
BRS 209 98,6 94,4 1000  100,0 1000 1000 46315 44388
BRS 229 0,0 0,0 15,5 38,8 84.3 94,5 37372 39362
BRS Angico 11,7 36 62,0 57,1 100,0 97,9 41022 40493
ggigﬁlum 0.0 0,0 0,0 0,0 18,8 2.2 2789.9 25625
CPAC 07340 0,0 0,0 25.4 28,7 66,6 80,5 35662 37521
CPAC 07434 0,0 0,0 0,0 16,3 63,1 50,5 30810 33677
Embrapa 27 6,3 0.8 44.4 67,5 1000 1000 40123 41052
PF 909 10,0 0,0 302 100,0 98,1 100,0 39429 42500
%;ge‘l’ij B 163 0,0 92,5  100,0 1000 100,0 42491 4250,0

SEB= severidade de espiguetas brancas. Valores sem tranformagao.

Tabela 7 - Andlise do modelo linear misto para efeitos fixos do genotipo de trigo, do isolado
de Magnaporthe oryzae e da interacdo genétipo x isolado sobre os parametros de severidade
de espiguetas brancas e de area abaixo da curva de progresso da doenca.

Fonte de varia¢do GL SEB 7DAI SEB 9DAI SEB 16DAI AACPD

Genotipo 9 63,97*** 51,36%** 43,75%** 57,95%**
Isolado 1 18,28%*%* 14,95%** 0,00 4,79*
Genotipo x Isolado 9 4, 55%** 4,32%%* 1,17 1,52

GL = graus de liberdade, SEB = severidade de espiguetas brancas, DAI = dias apos a inoculagdo, AACPD = Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenga.
A diferenca significativa entre as amostras & identificada por ***p<0,001 e *»<0,05.

Para determinar o grau de severidade da doenca, pode ser utilizado notas (ARRUDA et
al., 2005) ou escala diagramatica (MACIEL et al., 2013), porém a avaliacdo da severidade real
da doenga permite maior precisdo dos dados. O mesmo método foi adotado por Rocha et al.
(2014) para avaliar a eficiéncia de fungicidas no controle da brusone do trigo. Quando
inoculados com os dois isolados de M. oryzae, somente as médias dos gendtipos Anahuac 75,
PF 909 e BR 18 diferiram aos 7 DAI; BRS 229 ¢ PF 909, aos 9 DAI;, CPAC 07340 e
CBFusarium ENTO014 aos 16 DAL, e CPAC 07434 e CBFusarium ENTO14 para AACPD
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Anadlise da interacdo entre dez gendtipos de trigo e dois isolados de Magnaporthe oryzae para severidade de espiguetas brancas aos
cinco, aos sete e aos dezesseis dias apos a inoculacao e para Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga.
il i2 il i2 il i2 il i2 il 2 il 2 il i2 il i2 il i2 il i2
AT75 AT75 B18 B18 209 209 229 229 Ang Ang 434 434 340 340 CBF CBF E27 E27 909 909

il A75 -

i2 A75 7 -

il B18 7 7 -

i2 B18 7 7 -

il 209 7 7a 7a 7a -

i2 209 7 7 7 7 -

i12290 79%a 90a 790a 90¢a 790a 7990a -

i2 229 79a 9 79a 9a 79a 79a 9 -

il Ang 79 9 9 9 79a 79 9¢0a -

i2 Ang 79 9 9 9 79a 79a 9a 9 -

i1434 790a 90%¢a 790a 90a 790¢a 790a Oa 9%a 90a 99%a -

2 434 790a 90a 790a 9%¢a 790a 790¢a OGa 90%a 90%a 99%a a -

il 340 790a 90a 790a 9%¢a 790a 79¢%a O 0a 90a 90%a 9a -

2 340 790a 90a 790a 9%¢a 790a 79¢a 90a 9 9¢a Qa ¢ -

ilCBF 79¢a 9%a 790a 90a 790¢a 790a 0Oa 90a 90a 90a Oa ¢a 90%a 99%a -
2CBF 790¢a 9¢%a 790a 90a 790¢a 790a Oa 9%0a 90a 990a 0 ¢a 90%a 9%a Oa -

il E27 79 9 9 9 79a 79a 9¢ 90a 9¢0a Oa O 90a 9¢a -

i2 E27 79 9 79 9 79a 79a 99%a 9 90a 90a 9¢%¢a 90a 9%a 99%a -

. 79a 79 9 79 79a 79a 7 7 9 9 29 904 700 7 790 790 9 ]

i1 909 a a a

i2 909 7 7 7a 7 90a 9a 9 9 9¢a 90a 90a 90a 90a 99%a 9 9 79 -

il =Py0925,i2 =Py11021, A75 = Anahuac 75, B18 = Trigo BR 18-Terena, 209 = BRS 209, 229 = BRS 229, Ang = BRS Angico, 434 = CPAC 07434, 340 = CPAC 07340,
CBF = CBFusarium ENTO014, E27 = Embrapa 27, 909 = PF 909.

Diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras indicada pelos caracteres “7°, ‘9°, ¢ ‘0°, representando as avaliacdes aos 7, aos 9, e aos 16 dias apds a inoculagdo,
respectivamente, e ‘a’ para AACPD.
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A cultivar Anahuac 75, de origem mexicana, ¢ considerada altamente suscetivel a
M. oryzae (URASHIMA; KATO, 1994). BRS 209 também ja havia sido avaliada como
uma das mais suscetiveis a doenga aos 10 DAI (PRESTES et al., 2007). No presente
estudo, BRS 209 apresentou-se mais suscetivel do que Anahuac 75, considerando os dois
isolados (Tabela 6), porém a diferenga quanto a SEB somente foi significativa aos 7 DAI,
para ambos os isolados (Tabela 8). BR 18 ¢ BRS 229 sdo relatados como moderadamente
resistentes/resistentes a M. oryzae (GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007; TORRES
et al., 2009). Considerando os dados de SEB_ 9DAI, SEB 16DAI e AACPD, BR 18 nao
diferiu significativamente nem de Anahuac 75 nem de BRS 209 (Tabela 8). Em estudo
conduzido sob condigdes controladas, BR 18 foi considerado resistente em estadio de
planta jovem, mas em estadio de planta adulta foi considerado suscetivel (ARRUDA et
al., 2005). A reagao desta cultivar ao patogeno ¢, portanto, especifica para os isolados
utilizados nos diferentes estudos, ou para as condi¢des de inoculacdo, visto que a campo,
desde o seu langamento em 1986, a cultivar continua sendo indicada para cultivo na regido
do Brasil Central (RCBPTT, 2018). Considerando a AACPD, BRS 229 apresentou
valores semelhantes aos de BRS Angico, CPAC 07340, Embrapa 27 e PF 909 (Tabela 6;
Tabela 8). Os genotipos CBFusarium ENT014 e CPAC 07434 destacaram-se dos demais
por apresentarem as menores SEB e AACPD (Tabela 6).

O ponto de infec¢do, local por onde o fungo penetra na raquis de trigo, ndo ¢ uma
caracteristica muito investigada nos estudos que buscam o entendimento da relagdo M.
oryzae-trigo. Acreditava-se que para cada espiga com sintomas da doenca haveria um
ponto de infec¢do na raquis, € que a posicdo desse ponto ao longo da raquis definiria
quanto da espiga seria afetada. Consequentemente, a posi¢cao do ponto teria efeito sobre
a produgdo de graos. Porém, em 2004, ja havia relatos de que em anos de ataques severos
da doenca, poderiam ser observados mais de um ponto de infecgdo na raquis de espigas
infectadas (Toledo, 2004). Recentemente, outros autores também relataram que em
alguns gendtipos pode-se observar mais de um PIR (CERESINI et al., 2019; FERREIRA
et al., 2016b). Nos experimentos conduzidos nesse estudo, foi contado o nimero total de

PIR nos dois lados das raquis de espigas inoculadas com M. oryzae (Tabela 9). Observou-
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se efeito altamente significativo do genotipo de trigo, do isolado de M. oryzae e da
interagdo genoétipo x isolado (Tabela 10). Ha efeito do isolado para CBFusarium ENT014,
CPAC 07340, Embrapa 27, PF 909 e BR 18 (Tabela 11). Independentemente do isolado,
Anahuac 75 nao diferiu significativamente de BRS 209, assim como BRS 229 nao diferiu

de CPAC 07340 (Tabela 11).

Tabela 9 - Média do total de nimero de pontos de infeccdo na raquis de dez genotipos
de trigo inoculados com os isolados de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021.

ftinos de ri PIR
Genotipos de trigo Py0925  Pyl1021
Anahuac 75 5 3
BRS 209 5 7
BRS 229 26 18
BRS Angico 22 13
CBFusarium ENT014 59 34
CPAC 07340 28 20
CPAC 07434 54 46
Embrapa 27 45 6
PF 909 32 15
Trigo BR 18-Terena 15 6

PIR = Numro de pontos de infec¢do na raquis. Valores
sem transformacéo.

Tabela 10 - Analise do modelo linear misto para efeitos fixos do genotipo de trigo, do
isolado de Magnaporthe oryzae e da interagdo geno6tipo x isolado para nimero de pontos
de infec¢do na raquis.

Fonte de variacao GL PIR

Genotipo 9 31,52%**
Isolado 1 46,65%**
Genotipo x Isolado 9 5,18%#*

GL = graus de liberdade, PIR = nimero de pontos de infecgdo na raquis. A diferenga significativa entre as
amostras ¢ identificada por *** = p<0,001
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Tabela 11 - Analise da interagdo entre dez genotipos de trigo e dois isolados de Magnaporthe oryzae para numero de pontos de infec¢do na raquis.

il i2 il i2 il 2 il i2 il i2 il i2 il 2 il i2 il i2 il i2
A75 A75 BI18 BI8 209 209 229 229  Ang  Ang 434 434 340 340 CBF CBF E27 E27 909 909

il A75 -

i2 A75 -

il B18 * * -

i2 B18 * -

i1 209 * -

i2 209 * -

il 229 * * * * * _

i2 229 * * * * * _

il Ang * * * * * _

i2 Ang * * * * * * -

il 434 * * * * * * * * * * R

i2 434 * * * * * * * * * * -

il 340 * * * * * * * * * _

i2 340 * * * * * * * * _

il CBF * * * * * * * * * * * * R

i2 CBF * * * * * * * * * * * -

il E27 * * * * * * * * * * * * R

i2 E27 * * * * * * * * * * * * R

i1 909 * * * * * * * * * * * * * -
i2 909 * * * * * * * * * * * * * -

il =Py0925,12 =Py11021, A75 = Anahuac 75, B18 = Trigo BR 18-Terena, 209 = BRS 209, 229 = BRS 229, Ang = BRS Angico, 434 = CPAC 07434, 340 = CPAC 07340,
CBF = CBFusarium ENTO014, E27 = Embrapa 27, 909 = PF 909.
Diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras indicada pelo caractere *.
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A amplitude de variagdo, para os dez gendtipos de trigo avaliados no experimento com
os dois isolados de M. oryzae, foi de 3 a 59 pontos de infec¢@o nos dois lados da raquis (Tabela
9). Na cultivar Embrapa 27, entre os dois isolados foi observada alta variagdo do numero de
PIR. Em algumas repeti¢des das cultivares Anahuac 75 e BRS 209, nenhum PIR foi
identificado. Anahuac 75 e BRS 209 apresentaram os menores PIR, enquanto que CBFusarium
ENTO014 e CPAC 07434 apresentam as maiores quantidades de PIR (Tabela 9). Por outro lado,
ao se analisar a SEB, Anahuac 75 e BRS 209 apresentaram maior branqueamento da espiga do
que CBFusarium ENT014 e CPAC 07434. Genotipos com menor numero de PIR foram os
mais suscetiveis a doenga (com maior branqueamento), enquanto que aqueles com maior
numero de PIR apresentaram as menores SEB, o que indica uma relagdo inversa entre as duas
variaveis. Mais estudos devem ser realizados para se verificar a importancia dos PIR na reacao

de genotipos de trigo a M. oryzae.

Dados da propor¢ao do numero de graos por espiga (NGE) e do peso médio do grao
(PMG) de espigas inoculadas em relagdo as controle também foram analisados (Tabela 12).
Houve efeito altamente significativo para genotipo, isolado e interagdo genotipo x isolado, para

ambas as variaveis (Tabela 13).

Tabela 12 - Propor¢ao do numero de graos por espiga e do peso médio do grao de espigas
inoculadas com os isolados de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021, em relacdo as espigas
controle.

. NGE PMG
Genotipo Py0925  Pyl1021 Py0925  Pyl1021
Anahuac 75 97,8 87,2 6,1 4,2
BRS 209 93,9 153,5 4.8 3.4
BRS 229 82,2 120,2 6,4 16,4
BRS Angico 98,7 91,7 11,1 6,2
CBFusarium ENTO014 89,0 89,8 41,1 94,1
CPAC 07340 91,4 103,3 25,0 15,9
CPAC 07434 118,2 120,0 39,1 26,6
Embrapa 27 92,8 81,8 9,6 4,1
PF 909 72,0 133,5 13,0 3,2
Trigo BR 18-Terena 99,1 77,5 2,7 1,8

NGE = propor¢do do nimero de gréos por espiga de espigas inoculadas em relagdo as controle (em porcentagem),
PMG= proporg¢ado do peso médio do grdo de espigas inoculadas em relag@o as controle(em porcentagem).
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Tabela 13 - Analise do modelo linear misto para efeitos fixos do gendtipo de trigo, do isolado
de Magnaporthe oryzae e da interagdo genotipo x isolado sobre os parametros de propor¢ao do
numero de graos por espiga ¢ do peso médio do grao de espigas inoculadas em relagdo as
controle.

Fonte de variagao GL NGE PMG

Genotipo 9 3,38%** 24 ,12%**
Isolado 1 10,25%* 12,17%%*
Genotipo x Isolado 9 5,7 1%%* 3,58%%*

GL = graus de liberdade, NGE = propor¢ao do niimero de graos por espiga de espigas inoculadas em relagdo as
controle, PMG = proporc¢ao do peso médio do grao de espigas inoculadas em relacdo as controle. A diferenca
significativa entre as amostras ¢ identificada por ***p<0,001 e **p<0,01.

A NGE produzida por BRS 209 inoculada com o isolado Py11021 difere de todos os
genotipos inoculados com ambos os isolados, exceto de PF 909 inoculado com Py11021
(Tabela 14). O gendtipo Anahuac 75 ndo apresentou diferenca significativa quanto 8 NGE em
relagdo aos genotipos resistentes BRS Angico, CBFusarium ENT014, CPAC 07340, e
Embrapa 27, indicando que a inoculag@o ndo alterou significativamente o niimero de graos
produzidos pelos gendtipos (Tabela 14). Dessa forma observa-se o numero total de graos
produzidos por espiga ¢ dependente do potencial de rendimento de cada gendtipo de trigo e

que a NGE foi uma varidvel ndo sofreu influéncia da inoculagdo com o patogeno.
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Tabela 14 - Analise da interacdo entre dez gendtipos de trigo e dois isolados de Magnaporthe oryzae quanto a proporc¢ao do nimero total de graos
por espiga e quanto a propor¢ao do peso médio do grao de espigas inoculadas em relagdo as controle.
il i2 il i2 il i2 il i2 il 2 il 2 il i2 il i2 il i2 il i2
A75 A75 BI8 BI8 209 209 229 229 Ang Ang 434 434 340 340 CBF CBF E27 E27 909 909

il A75 -

i2 A75 -

il B18 -

i2 B18 np p n -

il 209 p p -

i2 209 n n np np n -

il 229 np p n -

i2 229 np np np np np np np -

il Ang P p p np p np n -

i2 Ang p p n np -

il 434 p np p np np np np p np -

i2 434 np np np np np np np n np -

il 340 p p p p p np p n p n n -

i2 340 p np np n p P P P -

il CBF p p p p p np p np p p n n p -

i2 CBF p P P P p np p np P p n np p p -

i1 E27 p p p p np n np n p P p -

12 E27 n p n np p np np p n P P P -

il 909 np np np p n np n n n np n np n np np n p -
i2 909 n n n np n n p np n np p np np np np np n np -

il = Py0925,i2 =Py11021, A75 = Anahuac 75, B18 = Trigo BR 18-Terena, 209 = BRS 209, 229 = BRS 229, Ang = BRS Angico, 434 = CPAC 07434, 340 = CPAC 07340,
CBF = CBFusarium ENTO014, E27 = Embrapa 27, 909 = PF 909.

Diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras indicada por ‘n’ ¢ ‘p’, representando as avalia¢des de propor¢do do nimero total de graos por espiga e quanto a propor¢ao
do peso médio do grao de espigas inoculadas em relag@o as controles, respectivamente.
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Os graos, quando a espiga ¢ infectada por M. oryzae, sdo enrugados, pequenos,
deformados e com baixo peso especifico (GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007).
Graos produzidos pelas espigas dos tratamentos controle e inoculado foram classificados
em graos normais, graos enrugados e graos nao-desenvolvidos (Figura 4). Observou-se
que, por mais que a NGE foi semelhante entre a maioria dos gendtipos, houve diferenca

entre a quantidade de cada tipo de grao produzidos pelos gendtipos avaliados (Figura 5).

Figura 4 - Graos produzidos por espigas da linhagem de trigo CPAC 07340, classificados
em normal, enrugado e nao-desenvolvido, nas condi¢des controle e inoculada com o
isolado de Magnaporthe oryzae Py0925.

Normal Enrugado Nio-desenvolvido

Controle

Inoculada

Fonte: Imagens do autor.

Figura 5 - Propogdo de graos produzidos por espigas de dez genotipos de trigo,
classificados em normal, enrugado e nao-desenvolvido, nas condi¢des controle e
inoculada com os isolados de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021.
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As condi¢des de inoculacdo interferiram na producdo de grdos de plantas do
tratamento controle, visto que alguns gendtipos de trigo apresentaram até 59% de graos
ndo-desenvolvidos em espigas nao-inoculadas (Figura 5). Indica-se que esses gendtipos
sejam caracterizados quanto a produgao de graos, em viveiros de brusone de trigo, sob
condig¢des naturais de infec¢do. A avaliacdao anterior a esse trabalho, que determinou a
escolha desses materiais para serem caracterizados sob condi¢des controladas de
ambiente, foi realizada em viveiros de brusone. No entanto, a avaliacao foi restrita ao
branqueamento dos genétipos sem se considerar varidveis para analise da produgdo de

graos sob condig¢des de alta pressao de indculo.

Anahuac 75, BRS Angico, CBFusarium ENT014, CPAC 07340 e Embrapa 27 nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo a NGE. Porém, ao se analisar os tipos de
grao produzidos por cada genotipo foi notado diferenca entre as classes. Por exemplo, a
cultivar Anahuac 75 produziu, em média, na condi¢ao controle, 31% de graos normais,
20% de graos enrugados e 49% de graos ndo-desenvolvidos, enquanto que na condi¢do
inoculada ndo produziu graos normais, e 16% foram graos enrugados e 84%, graos nao-
desenvolvidos. Anahuac 75 ndo apresentou diferenga significativa quanto a NGE dos
gendtipos BRS Angico e CBFusarium ENTO014 (Tabela 14), mas houve diferenga nos
tipos de grao produzidos por esses genotipos (Figura 5) Os gen6tipos Anahuac 75, BRS
209, BRS 229, BRS Angico, Embrapa 27, PF 909 e BR 18 ndo produziram graos normais
na condi¢do inoculada. Por outro lado, CBFusarium ENTO014, CPAC 07434 ¢ CPAC
07340, produziram graos normais, ainda que em nimero reduzido. Quando inoculado
com o isolado Py11021, CBFusarium ENT014 produziu praticamente o0 mesmo niimero

de graos, de cada um dos tipos considerados, que na condi¢ao controle.

A brusone do trigo afeta diretamente o enchimento, e consequentemente o peso
dos graos. Os danos a producdo causados por M. oryzae podem chegar a 100% (KOHLI
et al., 2011). Goulart, Sousa ¢ Urashima (2007) relataram danos, em peso de graos, de
63% em relacdo a espigas sadias. Embora haja pouca diferenca entre os genotipos quando
avaliado a NGE, diferencas observadas quanto aos tipos de graos produzidos refletem
diferencas na proporcao de PMG. Para essa caracteristica, foi observado grande variagao

entre os gendtipos (Tabela 14). Somente os gendtipos BRS 229, CPAC 07340, Embrapa
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27 e PF 909 diferiram entre si quando inoculados com os isolados Py0925 ¢ Py11021
(Tabela 14). CBFusarium ENT014 e CPAC 07434 apresentaram os melhores valores de
PMG, sendo que as espigas inoculadas produziram em média 68 e 33%, respectivamente,
em relagdo as controle (Tabela 12). Esses genotipos podem ser alternativas para a

producao de graos em locais de alta incidéncia da doenga.

As andlises de correlagdo apontaram que as variaveis SEL_5SDAI e NGE ndo estdo
associadas a nenhuma das outras varidveis avaliadas (Tabela 15). Essas variaveis podem
ser excluidas de analises futuras. A SEL 7DAI e SEL 9DAI foram negativamente
correlacionadas com SEB_7DAI e SEB 9DAI, respectivamente, isso porque a medida
em que as espiguetas se tornavam brancas, diminuia proporcionalmente o niimero de
espiguetas com lesdo, visto ndo ser mais possivel a identificacdo de lesdes em tecido

morto (Tabela 15).

A SEB_7DALI apresentou associacdo positiva fraca com SEB 9DAI e AACPD, e
negativa com PIR (Tabela 15). Os dados de branqueamento ¢ de AACPD estdo
positivamente correlacionados, sendo que ocorre aumento da correlagdo com o aumento
do tempo apds inoculagdo (sete, nove e 16 DAI) (Tabela 15). Aos 9 DAI, foram
identificados genétipos com comportamento intermediario, apresentando espiguetas
brancas, mas ndo em sua totalidade. Ja aos 16 DAI, a maioria dos genotipos apresentavam
completo branqueamento da espiga. Assim, indica-se que, para se diminuir o numero de
avaliacoes, seja avaliada a SEB somente aos 7, aos 9 e aos 16 DAIL Ainda, se nao for
possivel fazer as trés avaliagdes, ha duas alternativas possiveis:a) caso o objetivo do
trabalho seja classificar os gendtipos em mais de duas classes (suscetivel, intermediério
e resistente), indica-se a coleta dos dados aos 9 DAI; enquanto que, b) caso o objetivo
seja separar os resistentes do grupo de suscetiveis com intermediarios, a coleta dos dados
de branqueamento devera ser feita aos 16 DAL Uma vez que a AACPD apresentou
associacao significativa com a SEB, pode ser desconsiderara em analises futuras.
Especificamente para o grupo dos 10 genotipos considerados nesse trabalho, foi a
avaliagdo de branqueamento aos 16 DAI que apresentou maior correlagio com AACPD

e PMG.

Jéssica Rosset Ferreira 56



PIR apresentou correlacdo negativa com SEB e AACPD, indicando que quanto
menor a severidade da doenca, maior o nimero de PIR. Estudos devem ser realizados
para entender a importancia dessa caracteristica na rea¢do de resisténcia do trigo a M.
oryzae. Sugere-se que sejam utilizadas outras metodologias, como analises
histopatologicas, para verificar se o ponto de infecg¢ao corresponde a entrada do patdégeno
na raquis, e para se analisar o porqué de gendtipos como Anahuac 75 e BRS 209
apresentarem rapido branqueamento das espigas, com poucos PIR, ou mesmo, em alguns

casos, nao apresentarem ponto de infecgao.

A PMG apresentou correlacdo negativa forte com os dados de SEB 9DAI,
SEB_16DAI e AACPD, e correlagdo positiva fraca com PIR. O atraso no branqueamento
dos gendtipos permite melhor enchimento dos graos. Observou-se que, genotipos como
CBFusarium ENTO014 ¢ CPAC 07434 restringem o desenvolvimento do patdgeno,
impedindo que ele cause o estrangulamento da raquis, o que resultou no desenvolvimento
de graos normais e enrugados. A partir dessas observagdes, poderia ser avaliado se plantas
de ciclo mais curto e com maior resisténcia a doenga produzem maior quantidade de graos
normais. Para experimentos de inoculacdo em ambiente controlado, indica-se que sejam
priorizadas avaliagdes de branqueamento das espigas, de PIR e de propor¢ao de PMG, e

ndo de lesdes.
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Tabela 15 - Analise de correlacdo entre as caracteristicas fenotipicas avaliadas em dez genotipos de trigo submetidos a inoculagdo com os isolados
de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021.

SEL 5DAI SEL 7DAI SEL 9DAI SEB 7DAI SEB 9DAI SEB 16DAI  AACPD PIR NGE PMG
SEL SDAI -
SEL_7DAI 0,36 ns -
SEL 9DAI -0,04 ns 0,36 ns -
SEB_7DAI 0,01 ns -0,89 *** -0,55 * -

SEB_9DAI 022ns  -027ns 0,96 **% (0,53 % -

SEB_16DAI 0,17 ns -0,09 ns -0,72 *** 0,33 ns 0,77 *** -

AACPD 0,18 ns -0,26 ns -0,83 *** 0,51 * 0,88 *** 0,94 *** -

PIR 0,14 ns 0,41 ns 0,85 *** -0,47 * -0,85 *** -0,66 ** -0,80 *** -

NGE 0,25 ns -0,24 ns -0,10 ns 0,33 ns 0,16 ns 0,06 ns 0,09 ns -0,01 ns -

PMG -0,14 ns 0,04 ns 0,66 ** -0,29 ns -0,70 *** -(0,93 *** -(0,83 *** 0,58 ** -0,05 ns -

SEL = severidade de espiguetas com lesdo, SEB = severidade de espiguetas brancas, DAI = dias ap6s a inoculagdo, AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca,
PIR = niimero de pontos de infec¢do na raquis, NGE = propor¢ao do numero de graos por espiga de espigas inoculadas em relagdo as controle, PMG= propor¢ao do peso médio
do gréo de espigas inoculadas em relagdo as controle, ns = ndo significativo. A diferenca significativa entre as amostras ¢ identificada por ***p<0,001, **p<0,01 e *p=<0,05.
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Para as caracteristicas de SEL ndo se observou diferenga significativa entre os
isolados (Tabela 14). Aos 7 DAL, o isolado Py0925 foi mais agressivo, porém aos 9 DAI
e considerando a AACPD o isolado Py11021 foi mais agressivo (Tabela 14). Py0925 foi
coletado em 2009 e Py11021 foi coletado em 2011. H4 relatos de que isolados mais
recentes seriam mais agressivos (CRUZ et al., 2016a). B-71, isolado de M. oryzae obtido
em 2012, foi capaz de causar a morte quase completa de espigas de cultivares de trigo
que haviam sido consideradas resistentes quando inoculadas com o isolado T-25, obtido
em 1988 (CRUZ et al., 2016a). Por outro lado, os gendtipos inoculados com Py11021

apresentaram maiores NGE e PMG.

Tabela 16 - Médias, por isolado, das caracteristicas avaliadas em dez genotipos de trigo
inoculados com os isolados de Magnaporthe oryzae Py0925 e Py11021.

Caracteristica Py0925 Py11021

SEL 5DAI 62,93 63,40 ns
SEL 7DAI 68,76 72,31 ns
SEL 9DAI 39,27 31,64  ns
SEB 7DAI 19,24 9,88 ook
SEB 9DAI 47,00 60,68 ook
SEB 16DAI 83,09 82,55 ns
AACPD 3866,13 3895,43 *
PIR 29,04 16,73 kokok
NGE 94 100 ook
PMG 16 18 ook

SEL = severidade de espiguetas com lesdo (em porcentagem), SEB =
severidade de espiguetas brancas(em porcentagem), DAI = dias apos a
inoculacdo AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenga, PIR =
numero de pontos de infeccdo na raquis, NGE = propor¢ao do numero de
graos por espiga de espigas inoculadas em relacdo as controle (em
porcentagem), PMG= propor¢cdo do peso médio do grao de espigas
inoculadas em relacdo as controle (em porcentagem), ns = ndo
significativo. Valores sem transformagao. A diferenga significativa entre
os isolados ¢ identificada por ***p<0,001 e *p<0,05.

Para a ACP, a determinagao das classes e o dendograma, todas as variaveis foram
utilizadas, com excecdo de SEL 7DAI e SEL 9DALI, pois para alguns dos genotipos
havia repeti¢des apresentando branqueamento, impossibilitando a identificacdo da

presenca de lesdes nas espiguetas. A ACP permitiu a identificacdo de trés grupos, o

primeiro com os genotipos CBFusarium ENTO014 e CPAC 07434, resistentes; o segundo
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com BRS 229, BRS Angico, CPAC 07340, Embrapa 27 e¢ PF 909, que seriam
considerados intermediarios; e um terceiro grupo com Anahuac 75, BRS 209 ¢ BR 18,

suscetiveis (Figura 6).

Figura 6 - Analise de componentes pricipais, considerando as variaveis severidade de
espiguetas com lesdo aos cinco dias apds a inoculacdo, severidade de espiguetas brancas
aos sete, nove e dezesseis dias apds a inoculacdo, area abaixo da curva de progresso da
doenga, nimero de pontos de infeccdo na raquis, propor¢do do niimero de graos por
espiga e do peso médio do grao de espigas inoculadas em relagao as controle.
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A classificacio em grupos foi confirmada pelo método ndo hierdrquico, que
permitiu a separacdo dos gendtipos em trés classes (Tabela 17). Os genoétipos estdo
agrupados da mesma forma como o predito anteriormente pela ACP. Com o dendograma
construido com uma matriz de similaridade euclidiana, com base no método de associacao
média, nota-se algumas pequenas diferencas em relacdo as duas analises anteriores. O
grupo dos genotipos resistentes, CBFusarium ENTO014 ¢ CPAC 07434, assim como o
grupo de genotipos intermediarios, BRS 229, BRS Angico, CPAC 07340, Embrapa 27 e
PF 909. E possivel notar que BRS 229 ¢ CPAC 07340 ¢ BRS Angico ¢ Embrapa 27 sdo
muito semelhantes. Um terceiro grupo ¢ formado por Anahuac 75 e Trigo BR 18-Terena,
considerados suscetiveis (Figura 7). A cultivar BRS 209 apresenta-se como um gendtipo
externo ao grupo dos suscetiveis e dos intermediarios. Isso pode ser devido ao fato dela
apresentar uma velocidade de branqueamento maior do que os outros genotipos ou
também devido ao método de agrupamento utilizado. Reunindo todas as analises, pode-
se concluir que no grupo de dez genotipos de trigo avaliados nesse estudo, sdo

identificadas 3 classes de reagdo a brusone.

Tabela 17 - Classificacdo dos dez gendtipos de trigo, inoculados com os isolados de
Magnaporthe oryzae Py0925 e Pyl1021, em trés classes, através do método de
agrupamento nao hierarquico, considerando as variaveis severidade de espiguetas com
lesdo aos cinco dias ap6s a inoculacdo, severidade de espiguetas brancas aos sete, nove e
dezesseis dias apds a inoculacdo, area abaixo da curva de progresso da doenga, nimero
de pontos de infeccdo na raquis, propor¢do do nimero de graos por espiga € do peso
médio do grao de espigas inoculadas em relagao as controle.

Genotipos Classes
CPAC 07434 1
CBFusarium ENT014 1
BRS 229 2
BRS Angico 2
CPAC 07340 2
Embrapa 27 2
2
3
3
3

PF 909

Anahuac 75

Trigo BR 18-Terena
BRS 209
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Figura 7 - Dendograma construido com uma matriz de similaridade euclidiana, com base
no método de associagdo média, considerando as varidveis severidade de espiguetas com
lesdo aos cinco dias ap6s a inoculacdo, severidade de espiguetas brancas aos sete, nove e
dezesseis dias apos a inoculagdo, area abaixo da curva de progresso da doenga, nimero
de pontos de infec¢dao na raquis, propor¢cao do nimero de graos por espiga ¢ do peso
médio do grao de espigas inoculadas em relagdo as controle.

Anahuac 75 |
Trigo BR 18-Terena - |

BRS 229 - |

CPAC 07340 | |

BRS Angico -

Embrapa 27 | P

PF 909 |

BRS 209 ~

CPAC 07434 -

CBFusarium ENT014 -

1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5

3.5 Conclusoes

Esse experimento proporcionou o entendimento da influéncia de diferentes
varidveis na caracterizacdo da reacdo de dez genotipos de trigo a dois isolados de M.
oryzae, ¢ a identificacdo de genotipos com resisténcia em condi¢do de inoculagdo em
ambiente controlado. As analises de tipo de lesdo predominante e de severidade de
espiguetas com lesdo ndo sdo informativas para discriminar as respostas dos genotipos de
trigo a brusone. A severidade de espiguetas brancas aos 7, 9 e 16 dias apds a inoculacio
e a propor¢ao do peso médio do grao de espigas inoculadas em relagdo as controle sdao
importantes para a avaliagao da reacao dos genoétipos. A area abaixo da curva de progresso
da doenca pode ser desconsiderada quando nao houver a possibilidade de se fazer varias

avaliagdes ao longo do tempo. O niimero de graos por espiga produzidos pelos genotipos
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de trigo ndo sofreu interferéncia da inoculag@o, porém tanto o tipo de graos e quanto o

peso médio do grao foram dependentes da inoculagdo.

Os gendtipos CBFusarium ENTO014 e CPAC 07434 apresentaram a menor
severidade de espiguetas brancas e a maior propor¢ao de peso médio do grao de espigas
inoculadas em relagdo as controle, sendo classificados como resistentes. Os genotipos
Anahuac 75, BRS 209 e Trigo BR 18-Terena, para as condi¢des de avaliacdo desse
estudo, foram classificados como suscetiveis. Os genotipos BRS 229, BRS Angico,
CPAC 07340, Embrapa 27 e PF 909 ndo apresentaram as menores severidade de
espiguetas brancas, nem as maiores propor¢cdes de peso médio do grdo, sendo
classificados como intermedidrios. Outros estudos devem ser desenvolvidos para se
entender a influéncia dos pontos de infe¢do na reagdo a doenga. Para as variaveis
severidade de espiguetas com les@o aos 5, 7 e 9 dias apds a inoculagdo, e severidade de
espiguetas brancas aos 16 dias apds a inoculagdo, nao houve diferencga significativa entre
os isolados. O isolado de M. oryzae Pyl11021 promoveu maior branqueamento das
espigas, considerando dados aos 9 dias apos a inoculacdo, e area abaixo da curva de
progresso da doenga, do que o isolado Py0925. No entanto, os gendtipos inoculados com
Py11021 apresentaram maior propor¢ao tanto do numero de graos por espiga quanto do
peso médio do grao de espigas inoculadas em relacdo as controle. As informagdes geradas
neste estudo podem ser utilizadas em trabalhos futuros para a otimizacao do tempo na
avaliacdo de sintomas, e para obtencao de maior eficiéncia na caracterizacao de genotipos

de trigo quanto a reag@o a brusone.
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4 CAPITULOII - Analise da presenca da translocacao 2NS/2AS em fontes de resisténcia
de trigo a Magnaporthe oryzae no Brasil

4.1 Resumo

Em trigo, a busca por fontes de resisténcia a Magnaporthe oryzae, fungo causador da brusone, tem sido
constante desde o primeiro relato mundial da doenga. J& s3o conhecidos dez genes de resisténcia de
trigo a M. oryzae, sendo que cinco deles mostraram-se efetivos contra isolados obtidos de plantas de
trigo. Além desses genes, foi evidenciada a existéncia de correlagd@o entre a resisténcia de determinados
genotipos de trigo a M. oryzae e a presenga da translocagdo cromossomica 2NS/2AS. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a presenca da translocacdo 2NS/2AS, associada a resisténcia a brusone em 15
genotipos de trigo resistentes a doenga em condigdes de viveiro no Brasil. A presenca da translocagao
foi analisada utilizando iniciadores de dominio ptblico, que amplificam um fragmento de 259 pares de
bases. A linhagem VPMI e a cultivar Thatcher foram utilizadas, respectivamente, como controles
positivo e negativo da presenca da translocacdo nas reagdes de PCR. As duas cultivares suscetiveis,
Anahuac 75 e BRS 209, ndo possuem a translocag@o. Entre os 15 gendtipos resistentes analisados,
somente CBFusarium ENTO014 ¢ CPAC 07434 a possuem. Entre as cultivares resistentes que nao
possuem a translocacdo, estdo Trigo BR 18-Terena e BRS 229 que sdo exemplos de resisténcia duravel
a brusone no Brasil. Essas cultivares sdo reportadas na literatura como moderadamente resistentes e/ou
resistentes a M. oryzae. BR 18 ¢, ainda em 2019, indicada para cultivo em regides onde ocorre a brusone.
Esse trabalho abre novas perspectivas de exploracdo de fontes de resisténcia a M. oryzae, além da
translocacdo 2NS/2AS. A identificacdo de materiais resistentes que ndo possuem a translocagdo
2NS/2AS reforga a necessidade de estudos visando a descoberta de outros genes e/ou de QTL que sejam
efetivos para as condigOes brasileiras, onde a brusone ¢ endémica.

Palavras-chave: 1. Brusone. 2. Pyricularia oryzae. 3. Resisténcia duravel.

4.2 Introducao

A brusone do trigo ¢ causada por Magnaporthe oryzae (B.C. Couch e L.M. Kohn,
anamorfo Pyricularia oryzae), que apresenta ampla variabilidade genética e também ¢ um
importante patdgeno do arroz. A primeira ocorréncia mundial de brusone em espigas de trigo
foi descrita no Brasil, no estado do Parana (IGARASHI et al., 1986). Ap6s 30 anos de seu
relato, a doenga ja foi registrada em todas as regides triticolas do Brasil, além da Bolivia, do
Paraguai e da Argentina (KOHLI et al., 2011). Em fevereiro de 2016, a brusone de trigo foi
registrada em Bangladesh, na Asia, atingindo aproximadamente 15% da area cultivada com a

cultura (MALAKER et al., 2016). Em 2017, a doenga foi reportada em campos da India, a
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partir da fronteira com Bangladesh (BHATTACHARYA; PAL, 2017). A producao de trigo na
Asia em 2017/2018 foi de 335 milhdes de toneladas de trigo, e a India foi o segundo maior
produtor de trigo no mundo, com 98 milhdes de toneladas (FAO, 2019), sendo assim, a

expansdo da brusone para esta area afetaria a produ¢do mundial de trigo.

A busca por fontes de resisténcia ao patdogeno tem sido uma constante das pesquisas
desenvolvidas no Brasil. A maioria das cultivares de trigo analisadas até meados dos anos 2000
mostrou alta suscetibilidade. Apesar disso, varios sao os trabalhos que indicam a existéncia de
variabilidade genética quanto a reacdo de gendtipos de trigo ( COELHO et al., 2016; MACIEL
et al., 2014; PRESTES et al., 2007; URASHIMA et al., 2004; URASHIMA; KATO, 1994).
Estudos genéticos apontam que a brusone do trigo segue uma relagao gene-a-gene (ANH et al.,
2015). Entre 2002 e 2018, dez genes foram identificados por determinarem a resisténcia de
trigo a isolados de M. oryzae: Rmgl (TAKABAYASHI et al., 2002), Rmg2 e Rmg3 (ZHAN;
MAYAMA; TOSA, 2008), Rmg4 e Rmg5 (NGA; HAU; TOSA, 2009), Rmg6 (VY etal., 2014),
Rmg7 (TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015), Rmg8 (ANH et al., 2015), RmgGR119 (WANG et
al., 2018) e o gene de resisténcia oculto RmgTd(t) (CUMAGUN et al., 2014). Cinco deles,
Rmg2, Rmg3, Rmg7, Rmg8 e RmgGR119, mostraram-se efetivos contra isolados obtidos de

plantas de trigo, tanto em planta jovem quanto em planta adulta.

Além desses genes que conferem resisténcia a isolados especificos, foi evidenciada
existéncia de correlagdo entre a resisténcia de determinados genotipos de trigo a M. oryzae e a
presenca de uma translocagdo cromossomica (2NS/2AS) proveniente de Triticum ventricosum
(sindnimo Aegilops ventricosa) (CRUZ et al., 2016a). Um total de 418 cultivares de trigo foram
caracterizadas em inoculagdo com M. oryzae, considerando cultivares de inverno, de primavera
e linhagens quase-isogénicas e parte dos materiais foram testados também em condi¢des de
campo na Bolivia. Em ambos os experimentos, foram observadas menores incidéncias de
brusone em gendtipos portadores da translocacdo 2NS/2AS (CRUZ et al., 2016a). Nesse
mesmo trabalho, observou-se que nem todos os genotipos de trigo portadores da translocacao
2NS/2AS apresentaram reducdo significativa da severidade de brusone na espiga, sugerindo
que o background genético e/ou o ambiente podem influenciar a expressao da resisténcia

conferida por essa translocagao.
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A translocacdo 2NS/2AS (BARIANA; MCINTOSH, 1993), de 25 a 38 cM, foi
inicialmente introgredida de 7. ventricosum (2n = 4x = 28) no hibrido interespecifico ‘“VPMI1’
(MALIA, 1967) e possui um cluster de genes de resisténcia de trigo a ferrugem estriada (Y717,
para Puccinia striiformis f. sp. tritici), a ferrugem da folha (Lr37, para Puccinia triticina) € a
ferrugem do colmo (Sr38, para Puccinia graminis f. sp. tritici). Posteriormente, foi identificada
nessa transloca¢do a presenca dos genes de resisténcia Cre5 e Rkn3 para os nematoides
Heterodera avenae (JAHIER et al., 2001) e Meloidogyne spp. (WILLIAMSON et al., 2013),
respectivamente. Helguera et al. (2003) desenvolveram iniciadores, de dominio publico, para
a selecdo desse cluster de genes (Y717-Lr37-Sr38) nos programas de melhoramento genético

de trigo.

No Brasil, uma colegdao de gendtipos que tiveram relevancia para os programas de
melhoramento genético de trigo foi caracterizada quanto a reacdo a brusone, visando a
identificacdo de genes de resisténcia a M. oryzae, especificamente no estadio de planta adulta.
Esta colegdo foi denominada de Wheat BGIn, para Wheat Blast Genes Interaction. Durante
trés anos ¢ em trés locais onde a brusone ¢ endémica (Dourados — MS, Londrina - PR e
Planaltina - DFe), 196 geno6tipos de trigo foram avaliados em viveiros de brusone sob condigdes
naturais de infec¢do. Com base nessas avaliagdes, 15 genotipos identificados como resistentes
foram selecionados para estudos mais detalhados de fenotipagem quanto a resposta a infeccao
por dois isolados de M. oryzae, e de caracterizagdo molecular. A média da incidéncia de
brusone nos gendtipos resistentes selecionados a campo foi de 2,1%, diferindo estatisticamente
dos gendtipos suscetiveis Anahuac 75 e BRS 209, cuja incidéncia foi de 9,9% (comunicagdo

pessoal Gisele Torres, 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca da translocacdo 2NS/2AS em um
conjunto de 17 gendtipos de trigo, anteriormente fenotipados quanto a reagdo a brusone em

condi¢des de viveiros no Brasil.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Material vegetal

Para analise da presenga da translocagdo 2NS/2AS, inicialmente foram testados seis

genotipos conhecidamente portadores da translocagdo, como controles positivos da reacdo de

PCR, e um como controle negativo (Tabela 1). Os gendtipos pertencem ao Banco Ativo de

Germoplasma (BAG) da Embrapa Trigo. Apds a verificagdo dos genotipos controle, foram

selecionados quinze geno6tipos de trigo, caracterizados previamente como resistentes a doenga

em viveiros de brusone, para analise da presenca da translocacdo 2NS/2AS (Tabela 2). As

cultivares, Anahuac 75 ¢ BRS 209, consideradas suscetiveis a M. oryzae também foram

incluidas nas analises (Tabela 2).

Tabela 1 - Genotipos de trigo analisados como controles da translocagdo 2NS/2AS nas

reacoes de PCR.
Genotipo Cédigo  Genealogia Ano de Pais de Translocagao
BAG lancamento origem 2NS/2AS
Embrapa
Trigo
Arche? BGT00484 Tribute, FRA/VS-73644-9-4-1 1989 Franca presente
Eureka® BGT03451 Mironovskaya-808/Maris- 1991 Franga presente
Huntsman/3/VPM-
1/Moisson(R-1-5-2)//Courtot —
1991
Hyak® BGT04292 VPM-1/Moisson-421//2*Tyee 1988 EUA presente
Madsen® BGT05725 VPM-1/Moisson-951//2*Hill- 1988 EUA presente
81
Renan? BGT12239 Mironovskaya-808/Maris- 1989 Franga presente
Huntsman/3/VPM-
1/Moisson//9*Courtot
Thatcher® BGT13324 Marquis/(Tr.dr.)lumillo//(hn- 1934 EUA ausente
3001)Marquis/Kanred — 1934
VPM 1-1-1-2 R4>¢  BGT13964 Ae.ve./Tr.ca.//3*Marne 1967 Franca presente

 Robert, Abelard e Dedryver (1999)

b Helguera et al. (2003)
¢Bulos, Echarte ¢ Sala (2006)
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Tabela 2 - Gendtipos de trigo selecionados para analise da presenga da translocacdo

2NS/2AS.
Genotipo de  Codigo Genealogia Ano Paisde Reacdoa
trigo BAG de origem  brusone
Embrapa lanca em
Trigo mento viveiro
Anahuac 75 BGT00443 11-12300//Lerma-Rojo-64/11- 1975 México suscetivel
8156/3/Norteno-67
Bet Dagan BGTO01227 Pitic-62(SIB)/Florence-Aurore 1970 Islandia resistente
131
BRS 209 BGT14405 Jupateco 73/Embrapa 16 2002  Brasil suscetivel
BRS 229 BGT14408 Embrapa 27*3//BR 35/Buck Poncho 2004  Brasil resistente
BRS Angico BGT01454 PF 87107/2*IAC 13 2002  Brasil resistente
CBFusarium  BGT15263 sem informagéo - México  resistente
ENTO014
CPAC 07340 BGT20389 CPAC 96306/CPAC 9985 - Brasil resistente
CPAC 07434 BGT20388 Taurum/BRS 254 - Brasil resistente
Embrapa 27  BGT03372 PF 83743/5/PF 83182/4/CNT 10*4//Lagoa 1994  Brasil resistente
Vermelha*5/Agatha/3/Londrina*4/Agent//
Londrina*3/Nyu Bay
Huanca BGTO04275 Frocor/3/McMurachy/Kentana//Yaqui- 1973 Peru resistente
50/4/Maria-Escobar/MN-2698/5/Maria-
Escobar
PF 020450 BGT16243 FL 72185A-A2-C1/Embrapa 40//CEP 24 - Brasil resistente
PF 909 BGT11109 PF 83743/PF 82252//PF 84433/BR 35 - Brasil resistente
Safira BGT15079 PF 9099 /OR-1//Granito 2003  Brasil resistente
Shanghai BGT15211 (M)Yangmai-1 1978  China resistente
Thatcher BGT13324 Marquis/Iumillo(durum)//Marquis/Kanred 1934 EUA resistente
Trigo BR 18- BGT13539 sem informagao 1986  Brasil resistente
Terena”
Trigo Chapéu BGT13588 sem informagdo - - resistente
“Doravante denominada de BR 18
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4.3.2 Extracdo de DNA e genotipagem

Sementes de todos os genotipos foram incubadas em papel para germinacdo
durante 9 dias. Folhas foram coletadas e o DNA genomico foi isolado com protocolo de
extracao baseado no método CTAB (SAGHAI-MAROQF et al., 1984). A qualidade ¢ a
quantidade de DNA foram estimadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com

brometo de etidio.

Para a detec¢do da presenca da translocacdo 2NS/2AS foram empregados os
iniciadores de dominio publico VENTRIUP (5’AGGGGCTACTGACCAAGGCT3’) e
LN2 (5 TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAAZ’), especificos para identificagdo
da translocag¢ao, cujo produto € um fragmento de 259 pares de bases (pb) (HELGUERA
et al., 2003). As reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram preparadas num volume
final de 10 pL contendo concentragdes finais de 1X do tampao de reacdo, 2,5 mM de
MgCl2, 0,35 mM de cada ANTP, 0,2 uM de cada iniciador, 0,5 U de Taq polimerase (RBC
Bioscience, #RT011C) e 100 ng de DNA genomico.

A amplificacdo foi realizada em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems®, 4339386) com as condi¢des de desnaturacao inicial a 940C por 3
minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 940C por 45 segundos, anelamento a
650C por 30 segundos e extensdo a 720C por 60 segundos, seguida de extensao final a
720C por 7 minutos. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de agarose
2% corado com brometo de etidio. O marcador de peso molecular de 50 pb (50 bp DNA
Ladder, Invitrogen, 10416-014) foi utilizado para estimar o tamanho dos fragmentos

amplificados.

Primeiramente, foram testados os genotipos controles para verificar a eficiéncia
dos iniciadores. Posteriormente, os 17 genotipos de trigo foram analisados empregando-
se o gendtipo VPMI (acesso VPM 1-1-1-2 R4, BGT13964) como controle positivo da

presenga da translocacdo 2NS/2AS e a cultivar Thatcher como controle negativo das
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reagoes de amplificacdo. Em todas as avaliagdes, foi inclusa reagao de PCR sem adigdo
de DNA (identificada como “branco”), de modo a se verificar a presenga de

contaminantes.

4.4 Resultados e Discussao

Os gendtipos de trigo analisados nesse trabalho, reportados na literatura como
portadores da translocagao 2NS/2AS, apresentaram amplificacdo do fragmento de 259
pb, utilizando-se os iniciadores de dominio publico VENTRIUP e LN2 (Figura 1). Tanto

VPMI quanto Thatcher revelaram-se bons controles das PCR.

Figura 1 - Produto da amplificagdo com os iniciadores VENTRIUP e LN2 de gendtipos
de trigo reportados na literatura como possuindo ou ndo a translocagdo 2NS/2AS. Branco,
PCR realizada sem adicdo de DNA. M, marcador de peso molecular. A seta branca indica
produto de amplificacdo especifico 2NS com tamanho de 259 pares de bases (pb).
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As duas cultivares suscetiveis a M. oryzae, Anahuac 75 e BRS 209, ndo
apresentam a translocagdo 2NS/2AS (Figura 2). Anahuac 75 ¢ uma cultivar oriunda do
Cimmyt (SOUSA; CAIERAOQ, 2014) e seu cultivo foi de grande expressdo na década de
1980 e inicio dos anos 1990, no Brasil. Desde o primeiro relato de brusone (IGARASHI
et al., 1986), Anahuac 75 ¢ referenciada como altamente suscetivel ao agente causal da
doenga. Trabalhos com inoculagdes apontaram sua suscetibilidade a um grande nimero
de isolados de M. oryzae (URASHIMA et al., 2004). Em experimentos realizados sob
condig¢des controladas de ambiente, Anahuac 75 apresentou, além da suscetibilidade da
espiga, uma alta suscetibilidade das folhas a infeccdo por M. oryzae (TORRES et al.,
2015). BRS 209 ¢ cultivar de trigo desenvolvida pela Embrapa Soja em trabalho conjunto
com a Embrapa Trigo (SOUSA; CAIERAO, 2014), relatada como suscetivel a brusone
desde seu langamento (BRUNETTA et al., 2005). Prestes et al. (2007), avaliando a
severidade de brusone em espigas de 100 gendtipos de trigo, sob condi¢des de inoculagio,
classificaram BRS 209 entre as mais suscetiveis a doenga, com média de 51% de

severidade aos 10 dias ap6s a inoculagao.

Figura 2 - Produto de amplificagdo com os iniciadores VENTRIUP e LN2, em 15
gendtipos de trigo resistentes e em duas cultivares suscetiveis a M. oryzae em viveiros de
brusone. As cultivares VPM1 e Thatcher foram empregadas como controles positivo e
negativo, respectivamente, da presenca da translocacdo 2NS/2AS. Branco, reagdo de PCR
realizada sem adi¢do de DNA. M, marcador de peso molecular. A seta branca indica
produto de amplificagdo especifico 2NS com tamanho de 259 pares de bases (pb).
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Trigo Chapéu, que nao possui a translocacao, foi cultivado no Brasil ¢ nao ha
informagdo segura sobre sua origem ou sobre a institui¢do que o desenvolveu. Acredita-
se que foi um gendtipo introduzido do exterior, cultivado no Rio Grande do Sul para uso
em artesanato (SOUSA; CAIERAO, 2014). Cinco (33%) dos gendtipos resistentes
avaliados foram obtidos de outros paises: Bet Dagan 131, CBFusarium ENTO014, Huanca,
Shanghai e Thatcher (Tabela 2). Thatcher, além de ter sido identificada como resistente,
¢ o controle negativo da reacdo de PCR (BULOS; ECHARTE; SALA, 2006). Thatcher
foi uma das primeiras cultivares de trigo desenvolvidas especificamente para resisténcia
a ferrugem do colmo (VANEGAS; GARVIN; KOLMER, 2008). Foi nesta cultivar que
foram identificados os dois primeiros genes de resisténcia a isolados de M. oryzae obtidos

de trigo, em estadio de planta jovem (ZHAN; MAYAMA; TOSA, 2008).

CBFusarium ENTO014 é um genétipo pertencente ao bloco de cruzamento
(crossing block, CB) do Cimmyt (VAN GINKEL et al., 2002). Blocos de cruzamento sao
colegoes elite do programa de melhoramento que servem para avaliagdes em multiplos
ambientes. Genotipos de cada grupo carregam genes especificos para um determinado
ambiente. Neste caso, o conjunto dos acessos “CBFusarium” refere-se a genotipos
avaliados quanto a reacdo a giberela, doenca causada por Fusarium spp.. Uma vez
caracterizado como resistente, CBFusarium ENTO014 foi empregado como genitor
masculino de uma populagao de linhagens duplo-haploides, desenvolvida no Laboratério
de Biotecnologia da Embrapa Trigo, para estudos de mapeamento de QTL de resisténcia
a brusone. Entre os 15 gendtipos identificados como resistentes ao patégeno em
experimentos realizados no Brasil (Tabela 2), somente CBFusarium ENT014 e CPAC
07434 apresentaram produto de amplificacdo com o uso do marcador VENTRIUP/LN2

(Figura 2).

Entre os nove gendtipos de trigo brasileiros avaliados quanto a presenca da
translocacdo 2NS/2AS, havia quatro linhagens, CPAC 07340, CPAC 07434, PF 020450
e PF 909, e cinco cultivares, BR 18, BRS 229, BRS Angico, Embrapa 27 e Safira. Entre
as linhagens de trigo, CPAC 07340 e CPAC 07434 foram desenvolvidas especificamente
para a regidao do Cerrado brasileiro, porém somente CPAC 07434 possui o marcador

VENTRIUP/LN2. E, entre as cultivares, nenhuma possui a translocacdo 2NS. Destes
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materiais, BRS 229 foi desenvolvida pela Embrapa Soja; BRS Angico e Embrapa 27
foram desenvolvidas pela Embrapa Trigo; e Safira foi desenvolvida pela OR
Melhoramento de Sementes Ltda. (SOUSA; CAIERAO, 2014). , BR 18, desenvolvida a
partir de uma linhagem de criada pelo Cimmyt, ¢ uma introduc¢ao realizada pela Embrapa
Trigo e, posteriormente, foi introduzida na Embrapa Agropecuaria Oeste. A cultivar BR
18, foi indicada para cultivo no Mato Grosso do Sul e no Parand, tendo posteriormente o
cultivo estendido para Sao Paulo e Rio Grande do Sul (SOUSA, 2002). Desde seu
lancamento, foi caracterizada como moderadamente resistente a M. oryzae em condigdes

de campo, embora nao possua a translocacao 2NS/2AS.

BR 18 e BRS 229 sdo reportadas como moderadamente resistentes (TORRES et
al., 2009) e/ou resistentes a M. oryzae (RCBPTT, 2011; 2018b). BR 18, desde seu
langamento em 1986 até a safra 2019, integra o grupo de cultivares de trigo indicadas
para cultivo no Brasil central, e BRS 229 foi indicada para cultivo no estado do Parand a
partir de 2004 (BRUNETTA et al., 2006), devido a resisténcia as principais doencas

fingicas, entre outras caracteristicas.

Embrapa 27 foi frequentemente empregada na década de 1990 para cruzamentos
no Brasil (SOUSA; CAIERAO, 2014), sendo importante na composi¢io de cultivares da
OR Melhoramento de Sementes Ltda. e da Biotrigo Genética Ltda. (CAIERAO et al.,
2014). Essa cultivar foi caracterizada quanto a reagao a inoculacdo de 18 isolados de M.
oryzae, em estadio de planta jovem, e foi classificada entre os genotipos que apresentaram
as menores médias de severidade da doenga em folhas (CRUZ et al., 2010). No presente
trabalho, Embrapa 27 foi identificada como resistente no estadio de planta adulta,

considerando-se a doenca em espigas.

BRS Angico (linhagem PF 960198) foi indicada para cultivo no Rio Grande do
Sul em 2002 e para Santa Catarina (DEL DUCA et al., 2005) e Parana (SO E SILVA et
al., 2005). Até entao, BRS Angico ndo havia sido identificada como fonte de resisténcia
a brusone (RCBPTT, 2008; RCCSBPTT, 2005; RCSBPTT, 2007). Safira (linhagem ORL
98204) ¢ cultivar desenvolvida em cotitularidade da OR Melhoramento e da Biotrigo.

Desde o seu primeiro relato em 2005 (RCCSBPTT, 2005), até 2018 (RCBPTT, 2018a),
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incluindo as safras de 2007 a 2018, nao constava informagao sobre a reacao dessa cultivar
a brusone. Como BRS Angico, este é o primeiro relato em que Safira ¢ identificada como

fonte de resisténcia a brusone.

Os resultados deste trabalho concordam com os obtidos por Cruz et al. (2016a),
apontando que a relagdo da translocagdo 2NS/2AS com a resisténcia a M. oryzae €
genodtipo-dependente. Esses autores avaliaram tanto genotipos com a translocagdo como
gendtipos sem a translocacdo 2NS/2AS quanto a reagdo a brusone, observando que
genodtipos portadores da translocacio apresentavam menores indices da doenga.Pizolotto
et al. (2017), com conjunto restrito de vinte € um genotipos de trigo, todos portadores da
translocacdo 2NS/2AS, observou ampla variabilidade de reagdo a doenca. Esses dados
indicam que o simples fato da presenca do segmento cromossomal 2NS/2AS no genoma
ndo necessariamente significa resisténcia de espiga ao patogeno. Estudos mais
aprofundados serdo necessarios para que seja avaliada a contribuicdo da referida
translocagdo a reagdo de resisténcia observada nos dois genotipos, CBFusarium ENT014

e CPAC 07434, nas condig¢des de cultivo de trigo no Brasil.

4.5 Conclusoes

Esse trabalho abre novas perspectivas de exploracao de fontes de resisténcia a M.
oryzae, além da translocacao 2NS/2AS, e que se mostram efetivas a campo nas condi¢oes
brasileiras, pois, dos 15 gendtipos de trigo resistentes a M. oryzae considerados, somente
dois gendtipos possuem a translocagdo. Entre os demais 13 gendtipos resistentes, sem a
translocacdo 2NS/2AS, estdo duas das mais importantes fontes de resisténcia duravel a
brusone, no Brasil: BR 18 e BRS 229. A identificacdo de materiais resistentes que nao
possuem a translocagcdo 2NS/2AS reforga a necessidade de estudos visando a descoberta
de outros genes e QTL, assim como a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia

envolvidos, que sejam efetivos para as condigdes brasileiras, onde a brusone ¢ endémica.
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e O capitulo II foi publicado como Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento da
Embrapa, nas versdes em portugués e em inglés.
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5 CAPITULO III - Identificacgio de QTL de trigo conferindo resisténcia a
Magnaporthe oryzae em estadio de planta adulta

5.1 Resumo

A infeccgdo de espigas por Magnaporthe oryzae € um fator limitante para a produgao de trigo em
regides tropicais e subtropicais. O objetivo do presente estudo foi identificar QTL de trigo
conferindo resisténcia a M. oryzae em estadio de planta adulta. Uma populacdo duplo-haploide
de trigo foi desenvolvida a partir do cruzamento entre os genotipos BRS 209 (suscetivel) e
CBFusarium ENTO014 (resistente), e inoculada com dois isolados do patdgeno, no espigamento.
As variaveis avaliadas foram: tipo de lesdo predominante (TLP) aos 5 dias apos a inoculagdo
(DAI), severidade de espiguetas com lesdo (SEL) aos 5 DAI severidade de espiguetas brancas
(SEB) aos 5, 7,9, 16, 23, 30, 37 e 44 DAI ntimero de pontos de infec¢cdo nos dois lados da raquis
(PIR) e propor¢ao do peso médio do grao entre espigas inoculadas e controle (PMG). A partir dos
dados de SEB foi estimada a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). A
genotipagem foi realizada com o Axiom® Wheat Breeder's Genotyping Array. O mapa de ligacao
com 107 linhagens DH foi construido com 5.388 marcadores moleculares e o mapeamento de
intervalo composto inclusivo foi utilizado para detectar QTL. Quatorze QTL foram mapeados,
sendo 12 deles no cromossomo 2A. Os QTL identificados no 2A estdo distantes do marcador
VENTRIUP/LN2, utilizado para identificar a presenca da translocagdo 2NS/2AS. Dois QTL
alocados no cromossomo 2A explicaram, em média, 84,0% da variacdo fenotipica para a
SEB 9DAI. QTL identificados nos cromossomos 5B ¢ 7B explicaram, cada um, 11,8% da
variagdo fenotipica. Quatro QTL relacionados com PIR foram mapeados, reforgando ser esta uma
caracteristica herdavel e importante para a fenotipagem da resisténcia de trigo a brusone. Os
marcadores SSR e KASP desenvolvidos, alocados nas regides dos QTL, podem ser utilizados, no
futuro, para o desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes a M. oryzae.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. Populagdo Embrapa-Brusone. 3. QTL de efeito maior.
4. Translocagao 2NS/2AS. 5. Espigamento.

5.2  Introducao

Magnaporthe oryzae B. C. Couch e L.M. Kohn (anamorfo Pyricularia oryzae
Cavara), agente causal da brusone, foi considerado pela comunidade internacional de
fitopatologistas, o patdgeno de maior importancia cientifica e economica (DEAN et al.,
2012). A brusone foi observada, pela primeira vez, em arroz, ha mais de trés séculos, e
sendo ainda considerada a doenga mais importante dessa cultura (SRIVASTAVA et al.,
2017). A brusone do trigo foi reportada pela primeira vez no estado do Parana, Brasil, em

1985 (IGARASHI et al., 1986) e, em seguida, na Bolivia, Paraguai e Argentina (KOHLI
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et al., 2011). Durante 30 anos, a brusone do trigo foi restrita a América do Sul. Em 2016,
a doenga foi reportada em Bangladesh, Asia (MALAKER et al., 2016) e, um ano mais
tarde, foi encontrada em campos de trigo da India, proximos a fronteira com Bangladesh

(BHATTACHARYA; PAL, 2017).

A resisténcia genética do hospedeiro ¢ uma das alternativas para o controle da
brusone. A brusone de trigo ¢ considerada uma doenca relativamente nova e, até o
momento, nove genes de resisténcia a isolados de M. oryzae (TAKABAYASHI et al.,
2002; ZHAN; MAYAMA; TOSA, 2008; NGA; HAU; TOSA, 2009; VY et al., 2014;
ANH et al., 2015; TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015; WANG et al., 2018) e um gene de
resisténcia oculto RmgTd(t) (CUMAGUN et al., 2014) foram identificados. Cinco deles,
Rmgl (HIRATA et al., 2005), Rmg6 (VY etal., 2014), Rmg7 e Rmg8 (ANH et al., 2018)
e RmgGRI19 (WANG et al, 2018), seguem o conceito gene-a-gene e conferem
resisténcia no estadio de planta adulta (ANH et al., 2015; INOUE et al., 2017; WANG et
al., 2018). A fenotipagem da doenca na espiga ¢ muito importante, uma vez que ndo ha
correlagdo entre a reagao do gendtipo nos estadios de planta jovem e de planta adulta
(MACIEL etal., 2014; TORRES et al., 2015). Um estudo recente relatou associagdo entre
a presenca da translocagdo 2NS/2AS de Triticum ventricosum (sindnimo Aegilops
ventricosa) ¢ a resisténcia de gendtipos de trigo a M. oryzae (CRUZ et al., 2016a). No
entanto, em alguns gendtipos essa associagdo nao ocorre, sugerindo que outros
componentes, tais como diferentes bases genéticas e/ou condi¢des ambientais,

influenciam na resisténcia.

A resisténcia em arroz, conferida por genes de efeito maior, contra M. oryzae €
documentada como sendo quebrada em um curto espago de tempo, entre dois e trés anos
apos a liberag¢ao de uma cultivar, principalmente devido a alta variabilidade genética e de
viruléncia do patdégeno (OU, 1980; WANG; VALENT, 2017). Por outro lado, a
resisténcia duravel e de amplo espectro, muitas vezes conferida por varios genes de efeito
menor, ¢ mediada por Quantitative Trait Loci (QTL). Em arroz, o primeiro estudo de
QTL de resisténcia a M. oryzae foi publicado em 1994 e, desde entdo, mais de 350 QTL
de resisténcia foram mapeados (WANG et al., 1994; MIAH et al., 2013). Trés deles, pi21,
Pbl e Pi35, foram clonados (FUKUOKA et al., 2009, 2015; HAYASHI et al., 2010). A

Jéssica Rosset Ferreira 77



combinacdo de pi2/ com genes de efeito maior foi efetiva na supressdo de sintomas em
folhas de arroz infectadas com M. oryzae (YASUDA et al., 2015). Até o desenvolvimento
do presente estudo, ndo havia relatos da identificacdo de QTL de resisténcia de trigo a M.
oryzae (DEVANNA; SHARMA, 2018). O objetivo desse trabalho foi identificar QTL de

trigo que conferem resisténcia a M. oryzae no estadio de planta adulta.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Material Vegetal

Uma populacdo duplo-haploide (DH) de trigo, obtida através de cultura de
microsporos, nomeada Embrapa-brusone, foi desenvolvida a partir do cruzamento entre
a cultivar BRS 209 (genitor feminino) e o geno6tipo CBFusarium ENTO014 (genitor
masculino). BRS 209 ¢ uma cultivar desenvolvida pela Embrapa Trigo, altamente
suscetivel a brusone, enquanto que CBFusarium ENT014 ¢ uma linhagem do CIMMYT
que foi caracterizada como resistente em condi¢des de ambiente controlado e em viveiros
de brusone de trigo no Brasil. Os genitores e as linhagens DH da populagdo foram
semeados e mantidos em camaras de crescimento (sob condi¢des controladas) até a fase
de espigamento. Quando as plantas atingiram o estadio fenoldgico 58 da escala de Zadoks
(ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974), foram inoculadas com dois isolados de M.

oryzae.

5.3.2 Isolados de Magnaporthe oryzae e inoculacio

Os isolados de M. oryzae Py6025 (il) e Py0925 (i2) sdo provenientes do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Trigo (SISGEN AC50A60). O isolado
monosporico Py6025 foi obtido em 2006, de folha da cultivar BRS 208, coletada em
Coromandel, Minas Gerais. Py0925 foi obtido em 2009, de espiga da cultivar Embrapa
22, coletada em Perdizes, Minas Gerais. Os isolados foram cultivados em meio de aveia
(60 gramas de aveia, 12 gramas de agar, q.s.p. 1 litro de 4gua) durante 10 a 14 dias, em

2442°C e 12 horas de luz branca fluorescente. A suspensao de conidios foi preparada com
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agua de osmose reversa com Tween 80 (2 gotas por L de 4gua de osmose reversa) e a

concentragio foi ajustada para 2 x 10° conidios/mL.

Os dados fenotipicos dos genitores (BRS 209 e CBFusarium ENT 014) e de 58 a
85 linhagens DH em resposta a inoculagdo com M. oryzae foram obtidos em condig¢des
de ambiente controlado. A inoculacao foi realizada borrifando a suspensdo de esporos nos
dois lados da espiga, com volume de aproximadamente 1,5 mL por espiga. O tratamento
controle foi realizado utilizando-se solug¢do de 4gua de osmose reversa com Tween 80.
Cada espiga foi considerada uma repeticdo, com cinco repeti¢des por tratamento. Apos a
inoculagdo, as plantas foram submetidas ao escuro na temperatura de 28°C por 15 horas,
a fim de fornecer condigdes ideais para a infeccio do fungo. A umidade
(aproximadamente 98%) foi mantida durante as primeiras 24 horas apds a inoculagdo. As
plantas permaneceram em camara de ambiente controlado por mais seis dias, sob
temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12 horas, sendo, entdo, transferidas para casa-de-

vegetacao (26+2°C).

5.3.3 Avaliacao da doenca e da producao de graos e analises estatisticas

Para ambos os isolados foram consideradas as variaveis: tipo de lesdao
predominante (TLP) aos 5 dias ap6s a inoculagdo (DAI), severidade de espiguetas com
lesdo (SEL) aos 5 DAL, e severidade de espiguetas brancas (SEB) aos 5, 7, 9, 16, 23, 30,
37 e 44 DAL Considerando os dados de SEB, a area abaixo da curva de progresso da
doencga foi estimada. Ao fim do experimento, as espigas foram colhidas e trilhadas
individualmente. O niimero de pontos de infec¢ao nos dois lados da raquis (PIR) foi
contado. A proporcdo do peso médio do grao (PMGQG) entre espigas inoculadas e nao-
inoculadas foi estimada. O nimero de graos por espiga ndo foi considerado como uma
variavel valida, uma vez que nao foi encontrada diferenga significativa entre os genitores
nas condi¢des controle e inoculada (dados no Capitulo I). Os dados de SEL 5DAI,
AACPD e PMG foram transformados com o arcoseno da raiz quadrada, para atender os
pressupostos da normalidade dos residuos, homocedasticidade e independéncia dos erros.

As variaveis foram analisadas separadamente, utilizando o programa QTL IciMapping
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versao 4.1 (MENG et al., 2015; WANG et al., 2016) com a fungao AOV. A correlagao

entre as varidveis, para cada isolado, foi calculada.

5.3.4 Extracdo de DNA

Amostras de folhas dos genitores e das 107 linhagens DH foram coletadas e o
DNA genomico foi isolado utilizando-se protocolo baseado no método CTAB, com
pequenas modificagdes (SAGHAI-MAROOF et al., 1984). A concentracdo de DNA foi
estimada utilizando-se Quant-iT PicoGreen® dsDNA Reagent (Invitrogen®, P7581) e a
qualidade foi verificada por eletroforese, em gel de agarose 0,8% corado com brometo de

etidio.

5.3.5 Genotipagem

A genotipagem foi realizada com o Axiom® Wheat Breeder's Genotyping Array
(Applied Biosystems®, 550524), pela empresa Affymetrix, Inc. (Santa Clara, CA,
Estados Unidos), utilizando o sistema Affymetrix GeneTitan®, de acordo com os
procedimentos descritos pela Affymetrix (Axiom® 2.0 Assay Manual). A chamada de
alelos foi realizada com o programa Affymetrix Genotyping Console
(http://www.affymetrix.com/products_services/software/specific/genotyping console s

oftware.affx), seguindo o Axiom Best Practices Genotyping.

5.3.6 Construciao do mapa de ligacao e detec¢ao de QTL

A constru¢ao do mapa de ligagao e as analises de QTL foram realizadas com o
programa QTL IciMapping versdao 4.1 (MENG et al., 2015; WANG et al., 2016). A
funcdo de mapeamento de Kosambi foi utilizada para gerar as distancias genéticas entre
os marcadores (KOSAMBI, 1943). Marcadores geneticamente redundantes foram
removidos do mapa, utilizando a funcdo BIN. Em uma primeira fase, um mapa foi
construido utilizando marcadores do chip de 35K, sem dados perdidos, apresentando

somente alelos do tipo AA ou BB, e com distor¢io de segregacio significativa (teste ¥,
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P <0,0001). Marcadores mapeados no mesmo grupo de ligacdo de trés populacdes de
trigo descritas por Winfield et al. (2016) foram utilizados como ancoras. Para esse
primeiro mapa, chamado de mapa esqueleto, os grupos de ligagdo foram criados com
valor de LOD=6,0. Os marcadores foram ordenados utilizando o algoritmo RECORD e
o rippling foi realizado com o critério SAD e janela de 5. Em uma segunda fase,
marcadores com 10% de dados perdidos, considerando “no calling” no chip 35K e com
distor¢io de segregacio significativa (teste x%, P<0,001) foram adicionados ao mapa. Os
parametros para criar os grupos de ligacdo foram os mesmos descritos anteriormente para

construir o mapa esqueleto.

O mapeamento de QTL foi realizado utilizando as seguintes variaveis:
TLP_5DAI SEL 5DAI, SEB 7DAI SEB 9DAI, AACPD, PIR e PMG, para ambos os
isolados. As varidveis foram analisadas como uma caracteristica unica. As analises de
QTL foram realizadas com o mapeamento de intervalo composto inclusivo. O comando
“Deletion” foi utilizado para acomodar fenétipos faltantes. O limite de LOD 3,0 foi
utilizado para detectar QTL significativos, com maximo step size de 1,0 cM ao longo do

genoma.

5.3.7 Saturacido do cromossomo 2A, deteccio de QTL e conversao de marcadores
nas regioes dos QTL

Apds o mapeamento, grande numero de QTL foi identificado no cromossomo 2A.
Optou-se por saturar esse cromossomo utilizando o marcador para a translocacdo
2NS/2AS VENTRIUP/LN2, nove marcadores SSR descritos na literatura (Tabela 1) e
quatro marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) do Axiom® Wheat HD
Genotyping Array (Tabela 2).
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Tabela 1 - Marcadores SSR utilizados para saturar o cromossomo 2A de trigo.

Marcador Iniciador Forward Iniciador Reverse Fluordforo
barc212*¢ GGCAACTGGAGTGATATAAATACCG CAGGAAGGGAGGAGAACAGAGG NED
wmc181°¢ TCCTTGACCCCTTGCACTAACT ATGGTTGGGAGCACTAGCTTGG FAM
wms294bd GGATTGGAGTTAAGAGAGAACCG GCAGAGTGATCAATGCCAGA NED
wms296°4 AATTCAACCTACCAATCTCTG GCCTAATAAACTGAAAACGAG PET
wms31104 TCACGTGGAAGACGCTCC CTACGTGCACCACCATTTTG VIC
wms382°4 GTCAGATAACGCCGTCCAAT CTACGTGCACCACCATTTTG FAM
wms497°4 GTAGTGAAGACAAGGGCATT CCGAAAGTTGGGTGATATAC NED
wms5 1204 AGCCACCATCAGCAAAAATT GAACATGAGCAGTTTGGCAC VIC
wms5582d GGGATTGCATATGAGACAACG TGCCATGGTTGTAGTAGCCA PET

2 Iniciador Reverse contém a cauda M13 na extremidade 5°.
bTniciador Forward contém a cauda M13 na extremidade 5°.
¢Somers, Isaac e Edwards (2004).

dRoder et al. (1998).

Tabela 2 - Marcadores KASP do Axiom® Wheat Genotyping Array utilizados para saturar o cromossomo 2A de trigo.

Marcador*? FAM VIC Iniciador Comum Cr
BS00086365 CGGTCAATCTCCATCCCTTCT CGGTCAATCTCCATCCCTTCC CGTCTTCATCTTTTGAGACTACTGTTGAT  2A
BS00022150 GCAACAAACTGCAATACTGACGGA  GCAACAAACTGCAATACTGACGGT  GTCTTTCTCCTGGAGACGAACTGAT 2A
BS00089310 CGCCGGAGCCACAATCCA CTCGCCGGAGCCACAATCCT GGAGAAACAAGGTGGATGCGAACAA 2A
BS00097307 GCCAGCAGTAGCGAGCATTCT GCCAGCAGTAGCGAGCATTCA TCTGCGACTTGTTGATATGGTTCAGATTT  2A

Cr = Cromossomo.
Iniciadores presentes no conjunto de marcadores KASP da base de dados http://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/CerealsDB.
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Os iniciadores VENTRIUP (5’-AGGGGCTACTGACCAAGGCT-3") e LN2 (5°-
TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAA-3") (HELGUERA et al., 2003), foram
utilizados para verificar a presenga da translocagdo 2NS/2AS. A PCR foi realizada em
um sistema de trés iniciadores (SCHUELKE, 2000), com 100 ng de DNA gendmico, ¢
concentracao final de 1X tampao, 2,50 mM MgCl,, 0,35 mM de cada ANTP, 0,02 uM do
iniciador VENTRIUP com a cauda M13 (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3"), 0,20 uM
do iniciador LN2, 0,20 uM do iniciador M13 marcado com o fluor6foro FAM e 0,50 U
de RealTaq DNA polimerase (RBCBioscience, RTO11C), em um volume final de 10 pL.
A amplificagdo foi realizada em termociclador Veriti® 384-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems®, 4388444) com as seguintes condi¢cdes de amplificacdo:
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos de amplificagdo incluindo
desnaturacdo inicial a 94°C por 45 segundos, anelamento a 66°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 60 segundos, e entdo, 7 minutos de extensdo final a 72°C. Apos a
amplificacdo, as reagdes foram diluidas, misturadas com Hi-Di® Formamide (Applied
Biosystems®, 4311320) e ao padrao de tamanho GeneScan 500 LIZ dye Size Standard
(Applied Biosystems®, 4322682), desnaturadas e submetidas a eletroforese capilar na
plataforma ABI 3130x1 Genetic Analyzer, contendo uma matriz capilar de 36 centimetros
com polimero POP7. O programa GeneMapper® v3.5 (Applied Biosystems®) foi usado

para determinar o tamanho do fragmento.

Os marcadores SSR (Tabela 1) também foram amplificados com sistema de trés
iniciadores, com 100 ng de DNA gendmico, e com concentracao final de 1X tampao, 2,5
mM MgClz, 0,35 mM de cada dNTP, 0,02 uM do iniciador contendo a cauda M13, 0,2
uM do iniciador sem a cauda M13, 0,2 uM do iniciador M13 marcado com um dos
fluordforos, 0,5 U de Taq DNA polimerase (Sigma-Aldrich, D4545),em um volume final
de 10 puL. A amplificagdo foi realizada em termociclador Veriti® 384-Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems®, 4388444) e um programa de amplificagdo com
desnaturag¢do inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos de amplificagdo incluindo
desnaturagdo inicial a 94°C por 30 segundos, anelamento a 62°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 45 segundos, e entdo, extensdo final a 72°C por 15 minutos. A

eletroforese capilar foi realizada como descrito anteriormente para o marcador da
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2NS/2AS, e o tamanho dos alelos também foi determinado com o programa

GeneMapper® v3.5 (Applied Biosystems®).

Os marcadores KASP foram amplificados em um volume total de reacdo de 4 pL,
com 50 ng de DNA e 2 pL de KASP 2X Master Mix, incluindo 0,056 ul mix composto
por: 46 uL ddH>O, 30 pL de iniciador comum (100 uM) e 12 uL de cada iniciador
marcado (100 uM). A reag@o de PCR foi realizada em termociclador Veriti® 384-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems®, 4388444) utilizando as condi¢des padrao
indicadas (https://www.lgcgroup.com/LGCGroup/media/PDFs/Products/Genotyping/K
ASP-thermal-cycling-conditions-all-protocols.pdf). Os dados de fluorescéncia foram
coletados com um leitor de microplacas (FLUOstar® Omega, BMG Labtech, Germany)
e analisados por gréaficos de agrupamento, escalando os valores para os eixos X e Y
(https://www.lgcgroup.com/LGCGroup/media/PDFs/Products/Genotyping/Software/An
alysis-of-K ASP-genotyping-data-using-cluster-plots.pdf?ext=.pdf), utilizando 0

Microsoft Excel.

Outros nove marcadores SNPs, localizados nas regides dos QTL foram
convertidos em marcadores KASP (Tabela 3). As condigdes de amplificagdo e a anélise

de dados foram realizadas conforme descrito anteriormente para os marcadores KASP.
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Tabela 3 - Marcadores KASP desenhados para identificar as regides dos QTL de resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae.

Marcador FAM/VIC Iniciador Comum Cromossomo

AX-94383423 ACCAACTTTCAGTACAACCGATTG GCCAGCCCTAGTTTTACTCGTA 5B
ACCAACTTTCAGTACAACCGATTA

AX-94457166 AAGCCCATTGCATCCCAGGACA ATTGGCGGCGCAGAACCAGGAA 5B
GCCCATTGCATCCCAGGACG

AX-94493518 GCCACAAGAAACAATCACACGTATCT AGAAGCCATTTTCATCGCTCGAAGATTA 7B
CCACAAGAAACAATCACACGTATCC

AX-94502733 CCGAGAGCTTGCTTGTCGCG CTCCTCGGTCTCCTCCATCGTT 5B
ACCGAGAGCTTGCTTGTCGCA

AX-94508106 AGCAAAGATGGTGGAAGCTT GATAAATCTGAGCATAACAGCGG 7B
AGCAAAGATGGTGGAAGCTC

AX-94639372 CTGCAGAAACGAGTACGACA CGTATGGTTTTAGCAGAAGCCTT 2A
CTGCAGAAACGAGTACGACG

AX-94708128 ATGAGAACCTGAATGTTATTTTTGTCAGA TAAATCCTGTTGTACTAGATCGCCTGAAA 5B
ATGAGAACCTGAATGTTATTTTTGTCAGT

AX-94976327 GGAACCACTGGATCTACCTCCA CTTCCAATTTCTTCTCTGTGGTGGCAT 5B
GAACCACTGGATCTACCTCCG

AX-95093657 AGGACTTCAGCGGTAGCCA TTATATGTAACCCAAGCAGGAGT 5B

AGGACTTCAGCGGTAGCCG
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Marcadores com até 10% de dados perdidos e distor¢do de segregacdo
significativa (teste ¥, P <0,001) foram adicionados ao mapa final. O mapa de ligacdo foi
desenhado com o programa MapChart (VOORRIPS, 2002). Analises de QTL foram
realizadas novamente para identificar as regides dos QTL, e determinar se elas

colocalizavam com os marcadores adicionados.

5.4  Resultados
5.4.1 Fenotipagem

Os genitores apresentaram diferengas altamente contrastantes para os sintomas da
doenca nas espigas e nas raquis (Figura 1). A média dos dados fenotipicos e a estatistica
basica para a populagdo DH esta apresentada na Tabela 4. A assimetria e curtose para
todas as avaliagdes indicaram uma distribuicdo normal, exceto para TLP 5DAI i2 e

SEB 7DAI i2. A herdabilidade no sentido amplo variou de 82,0 a 99,0%.
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Figura 1 - Sintomas de brusone em gend6tipos de trigo. Espigas e raquis de BRS 209
e de CBFusarium ENTO014, ndo-inoculadas (controle) e inoculadas com o isolado de
Magnaporthe oryzae Py0925. Espigas aos nove dias apds a inoculacao.

BRS 209

Controle Inoculada

CBFusarium ENT014

Controle Inoculada
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Tabela 4 - Perfil fenotipico e distribuigdo das caracteristicas relacionadas a doenga e a produgdo de graos na populacdo de linhagens duplo-
haploides de trigo inoculadas com os isolados il (Py6025) e 12 (Py0925) de Magnaporthe oryzae.

Variavel Tamanho da amostra Média Variancia Desvio Padrao Minimo Maximo  Assimetria Curtose H?
TLP_SDALI il 64 3,77 0,39 0,63 2 4 -2,43 4,00 0,82
TLP _5DAI i2 85 2,03 0,99 1,00 1 5 1,42 1,65 0,96
SEL SDAI il 59 1,02 0,22 0,47 0 1,57 -0,88 -0,41 0,96
SEL 5DAI i2 85 0,86 0,07 0,27 0,33 1,53 0,08 -0,50 0,95
SEB_7DAI il 59 0,19 0,05 0,23 0 1,00 1,79 3,50 0,96
SEB 7DAI i2 85 0,19 0,11 0,33 0 1,00 1,63 1,00 0,99
SEB 9DALI il 59 0,57 0,16 0,40 0 1,00 -0,51 -1,53 0,98
SEB 9DAI i2 85 0,61 0,18 0,43 0 1,00 -0,43 -1,59 0,98
AACPD il 59 26,62 116,30 10,78 5,67 41,63 -0,73 -0,97 0,99
AACPD i2 85 58,32 38,87 6,24 32,99 65,19 -1,32 1,96 0,98
PIR il 58 37,14 436,51 20,89 8 106 1,35 1,56 0,90
PIR i2 85 3542 565,51 23,78 1 109 0,85 0,40 0,98
PMG il 72 0,55 0,17 0,41 0,10 1,57 1,04 0,13 0,98
PMG i2 85 0,20 0,01 0,10 0 0,57 1,25 3,02 0,93

TLP_5DAI = Tipo de Lesdo Predominante nas espiguetas aos 5 DAI, SEL_5DAI = Severidade de Espiguetas com Lesdo (%) aos 5 DAL, SEB_7DAI ¢
SEB 9DAI = Severidade de Espiguetas Brancas (%) aos 7 ¢ 9 DAL, AACPD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca calculada usando dados de SEB,
PIR = namero total de pontos de infecgdo nos dois lados da raquis, e PMG = Propor¢do do Peso Médio do Grao de espigas inoculadas em relagdo as controle.
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Apesar da diferenga no nimero de gendtipos avaliados para cada isolado, foi
possivel identificar padrdes de correlagdo comuns entre algumas das caracteristicas
avaliadas como AACPD (Tabela 5). Parail, AACPD mostrou correlagdo positiva 7=0,65
com SEB_7DAI e r=0,96 com SEB 9DALI, e correlacao negativa com PIR (r=-0,56) e
PMG (r=-0,88). O mesmo padrao foi observado com as caracteristicas para i2, onde
AACPD mostrou baixa correlagdo positiva com SEB 7DAI (r=0,53), a qual aumentou
aos 9 DAI (r=0,87), além de uma alta correlacao negativa com PIR (»=-0,71) e PMG
(r=-0,70). Por outro lado, TLP_5DAI e SEL_5DAI mostraram grande variagdo no padrao
de correlagdo com as demais caracteristicas, para ambos os isolados. Para il, TLP_SDAI
apresentou correlagao positiva com SEB ¢ AACPD, e correlagdo negativa com PMG.
Para i2, TLP SDALI apresentou correlagdo significativa positiva apenas com SEL 5SDAI
e SEB_7DAI Comparando com SEL_5DAI, houve uma inversao na significancia entre
os isolados nos valores de correlagdo para as avaliacdes SEB 7DAI, SEB 9DAI,
AACPD e PMG. Nao foi observado inversao no padrao de significancia de PMG com a
avaliacdo de variaveis de branqueamento incluindo-se AACPD, e com PIR. Esses
resultados indicam que caracteristicas de branqueamento sao os melhores parametros para
a avaliagdao da resisténcia dos genotipos, se comparados com TLP ou SEL, devido a

uniformidade dos resultados para ambos os isolados considerados.
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Tabela 5 - Coeficiente de correlagdo entre as caracteristicas avaliadas na popula¢do de linhagens duplo-haploides de trigo inoculadas com os

1solados 11 (Py6025) e i2 (Py0925) de Magnaporthe oryzae.

Varidvel TLP 5DAI SEL 5DAI SEB 7DAI SEB 9DAI AACPD PIR PMG
il
TLP 5DAI -
SEL 5DAI 0,11 NS -
SEB_7DAI 0,29 * -0,48 *xk -
SEB 9DAI 0,48 *** -0,25 NS 0,62 *** -
AACPD 0,58 *** -0,23 NS 0,65 *** 0,96 -
PIR -0,20 NS 0,39 ** -0,40 ** -0,65 20,56 ** -
PMG 0,61 0,09 NS -0,50 *ox* -0,84 -0,88 0,36 ** -
2
TLP 5DAI -
SEL 5DAI 0,38 *x* -
SEB_7DAI 0,35 ** 0,00 NS -
SEB 9DAI 0,05 NS -0,43 #k 0,49 *x -
AACPD 0,09 NS -0,38 **x 0,53 #** 0,87 ** -
PIR -0,03 NS 0,51 **x -0,30 ** -0,70 ** 0,71 ok -
PMG -0,13 NS 0,27 * 20,37 **x -0,54 **x 20,70 **x 0,57 *** -

TLP_5DAI = Tipo de Lesdo Predominante nas espiguetas aos 5 DAI, SEL_S5DAI = Severidade de Espiguetas com Lesdo (%) aos 5 DAL, SEB_7DAI e
SEB 9DAI = Severidade de Espiguetas Brancas (%) aos 7 ¢ 9 DAI, AACPD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga calculada usando dados de SEB,
PIR = ntmero total de pontos de infec¢ao nos dois lados da raquis, e PMG = Propor¢ao do Peso Médio do Grao de espigas inoculadas em relagdo as controle.
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5.4.2 Construcio do mapa de ligacao

Um total de 4.352 SNPs foram polimoérficos entre os genitores e ndo apresentaram
dados perdidos. Desses, 3.553 SNPs estavam no padrao determinado para a construcao
do mapa esqueleto (apenas alelos AA ou BB, e com distor¢ao de segregacao significativa,
teste x> P<0,0001). Excluindo os 3.021 marcadores redundantes, um total de 524

marcadores foram alocados no mapa esqueleto e oito ficaram sem ligag¢ao (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo dos mapas esqueleto, segunda fase e final para a populagdo Embrapa-
Brusone de linhagens duplo-haploides de trigo, com nimero de marcadores ndo-
redundantes e redundantes alocados e comprimento genético.

Mapa Esqueleto Mapa Segunda Fase Mapa Final
Cr Numero de Comp. Numero de Comp. Numero de Comp.
marcadores (cM) marcadores (cM) marcadores (cM)
1A 26 [263] 143,25 30 [367] 153,56 30 [367] 153,56
1B 40  [375] 199,37 57 [672] 280,84 57 [672] 280,84
1D 9 [5] 151,66 14 [12] 167,87 14 [12] 167,87
2A 39 [441] 277,71 44 [633] 279,00 52 [639] 320,62
2B 50  [554] 149,65 64  [769] 193,94 65  [769] 183,98
2D 15 [17] 187,12 18 [39] 186,10 20 [41] 221,56
3A 33 [173] 232,50 45 [247] 238,72 45 [247] 238,72
3B 33 [174] 350,16 47  [332] 399,12 47  [332] 399,12
3D 10 [24] 116,52 14 [65] 131,30 14 [65] 131,30
4A 39 [195] 222,13 50  [270] 243,73 50  [270] 243,73
4B 21 [54] 105,11 24 [90] 106,79 24 [90] 106,79
4D 8 [15] 23,53 8 [21] 23,53 8 [21] 23,53
5A 26 [48] 184,21 42 [117] 177,41 42 [117] 177,41
5B 40  [161] 152,64 56 [222] 167,78 57 [229] 169,68
5D 7 [13] 233,51 7 [30] 233,51 7 [30] 233,51
6A 37 [246] 286,25 55 [340] 313,88 55 [340] 313,88
6B 4 [7] 65,76 6 [21] 65,32 6 [21] 65,32
6D 7 [13] 39,32 8 [23] 41,21 8 [23] 41,21
TA 34 [58] 167,33 43 [111] 173,92 43 [111] 173,92
7B 29  [149] 228,08 42 [226] 280,59 42 [226] 280,59
7D 17 [36] 211,15 25 [55] 220,99 25 [55] 220,99
Ega;’dos 2] ; 14 [ ; 14 3] ;

Genoma 524 [3021] 3726,96 699 [4662] 4079,11 711 [4677] 4148,13

Cr = Cromossomo, Comp = Comprimento.
Marcadores redundantes sdo apresentados entre colchetes.
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Para produzir o mapa segunda fase, 1.816 SNPs com 10% de dados perdidos e
distor¢do de segregacio, teste x> P <0,001 foram adicionados ao mapa. Dos 5.361 SNPs
alocados no mapa, 699 nao foram redundantes. O mapa segunda fase foi composto por
21 grupos de ligagdo correspondendo aos 21 cromossomos de trigo, cobrindo um
comprimento total de 4.079,11 cM. Ao todo, 17 marcadores permaneceram nao ligados
ao mapa. O genoma D foi composto por 339 marcadores, enquanto que os genomas A e
B foram compostos por 2.394, e 2.628 marcadores, respectivamente (Tabela 6). Uma
deteccao de QTL preliminar foi realizada com o mapa segunda fase (Tabela 7). Como

varios QTL foram detectados no 2A, procurou-se saturar esse cromossomo.
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Tabela 7 - QTL identificados para as caracteristicas avaliadas na populacdo de linhagens duplo-haploides de trigo inoculadas com os isolados il

(Py6025) e 12 (Py0925) de Magnaporthe oryzae no mapa segunda fase.

Variavel Nome do QTL Cr Posigdo Marca esquerda Marca direita LOD EVF (%) Ad IC a Esquerda IC a Direita
TLP 5DAI il QPltl.emt-2A  2A 270 AX-94400566 AX-94818178 4,0 26,9 -0,31 269,5 273,5
SEL 5DAI i2  QOSI52.emt-24  2A 276 AX-95202120 AX-94383218 6,2 28,9 0,14 273,5 277,0
SEB 7DAI il  QBs71.emt-24 2A 269 AX-94717890 AX-94400566 4,9 32,3 -0,14 267,5 271,5
SEB _7DAI i2 QOBs72.emt-2A 2A 277 AX-94383218 AX-94469326 5,8 20,4 -0,17 276,5 277,0
SEB 9DAI il  QBs9l.emt-24 2A 270 AX-94400566 AX-94818178 22,5 83,0 -0,38 267,5 271,5
SEB 9DAI i2 QOBs92.emt-2A 2A 270 AX-94400566 AX-94818178 36,1 84,5 -0,39 268,5 271,5
AACPD il QAudl.emt-24  2A 270 AX-94400566 AX-94818178 21,9 82,2 -10,23 267,5 271,5
AACPD i2 QAud2.emt-24A  2A 273 AX-94818178 AX-94396056 19,9 66,4 -5,17 271,5 274,5
PIR il Olprl.emt-2A  2A 266 AX-95138903 AX-94451172 10,1 41,6 14,85 263,5 266,5
PIR il Qlprl.emt-5B 5B 86 AX-95142453 AX-94456777 3,8 11,8 7,32 84,5 87,5
PIR il Qlprl.emt-7B 7B 252 AX-94466287 AX-95222583 3.3 11,9 7,34 243,5 258,5
PIR i2 Olpr2.emt-24  2A 277 AX-94383218 AX-94469326 15,5 56,9 18,10 276,5 277,0
PMG il QPagl.emt-2A  2A 262 AX-94469556 AX-94639372 10,2 48,8 0,30 258.,5 262.,5
PMG i2 QOPag2.emt-2A  2A 273 AX-94818178 AX-94396056 7,1 33,2 0,06 271,5 275,5

TLP_SDAI = Tipo de Lesdo Predominante nas espiguetas aos 5 DAI, SEL_5DAI = Severidade de Espiguetas com Lesao (%) aos 5 DAI, SEB_7DAI e SEB_9DAI = Severidade
de Espiguetas Brancas (%) aos 7 ¢ 9 DAI, AACPD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga calculada usando dados de SEB, PIR = nimero total de pontos de infeccio
nos dois lados da raquis, e PMG = Propor¢éo do Peso Médio do Grao de espigas inoculadas em relacéo as controle.Cr = Cromossomo; EVF = Explicacdo da variacdo fenotipica
(%) pela marca; Ad = efeito aditivo estimado da marca; IC a esquerda e IC a Direita = Intervalo de confianga, a esquerda e a direita, respectivamente, calculado por LOD-1 a
partir da posicao estimada do QTL.
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5.4.3 Saturacido do cromossomo 2A, deteccdo de QTL e conversiao de marcadores
nas regioes dos QTL

A translocac¢ao 2NS/2AS foi identificada em CBFusarium ENT014. O marcador
da 2NS (VENTRIUP/LN2) foi redundante com AX-94400566, mapeado a 9,5 cM de
distancia do inicio do cromossomo 2A (Tabela 8). O marcador KASP BS00086365,
obtido do Axiom® Wheat HD Genotyping Array foi mapeado ao lado do marcador da
2NS. Ambos os marcadores, BS00086365 ¢ o marcador da 2NS, sdo bordas de
0SI52.emt-24 (Figura 2, Tabela 8). Os outros trés marcadores KASP utilizados para
saturar o cromossomo 2A, BS00022150, BS00089310, e BS00097307, ndo apresentaram

os parametros determinados para a constru¢do do mapa final.
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Figura 2 - QTL de trigo identificados nos cromossomos 2A, 5B e 7B para a resisténcia a Magnaporthe oryzae. Os QTL e o LOD estdo apresentados
ao lado direito do cromossomo. Marcadores sublinhados representam os marcadores convertidos.
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Tabela 8 - QTL identificados para as caracteristicas avaliadas na populag@o de linhagens duplo-haploides de trigo inoculadas com os isolados il

(Py6025) e 12 (Py0925) de Magnaporthe oryzae no mapa final.

Caracteristica  Nome do QTL Cr Posicdo Marca esquerda Marca direita LOD EVF (%) Ad IC a Esquerda IC a Direita
TLP 5DAI il  QPltl.emt-24  2A 6 AX-95202120 AX-94818178 4,0 28,0 -0,32 4,5 7,5
SEL 5DAI i2  QSI52.emt-24  2A 9 BS00086365 AX-94400566 6,4 29,6 0,15 7,5 9,5
SEB 7DAI il  QOBs71.emt-2A 2A 0 Barc212 AX-94469326 5,0 32,3 -0,14 0 1,5
SEB 7DAI i2 QBs72.emt-24 2A 0 Barc212 AX-94469326 5,8 20,4 -0,17 0 1,5
SEB 9DAI il QOBs9l.emt-24 2A 0 Barc212 AX-94469326 22,7 82,9 -0,38 0 1,5
SEB 9DAI i2 QOBs92.emt-24 2A 2 wms296(3) AX-94396056 36,2 85,2 -0,39 1,5 2,5
AACPD il QAudl.emt-24  2A 0 Barc212 AX-94469326 22,0 82,2 -10,23 0 1,5
AACPD i2 QAud2.emt-2A  2A 3 AX-94396056  AX-95202120 20,0 66,3 -5,17 1,5 4,5
PIR il QOlprl.emt-2A  2A 12 AX-94717890  AX-94451172 10,1 41,6 14,85 9,5 12,5
PIR il Qlprl.emt-5B 5B 82 AX-94457166  AX-95142453 3,8 11,8 7,33 80,5 83,5
PIR il QOlprl.emt-7B 7B 252  AX-94466287 AX-95222583 33 11,8 7,34 2435 258,5
PIR i2 Olpr2.emt-24  2A 0 Barc212 AX-94469326 15,5 57,3 18,10 0 1,5
PMG il QOPagl.emt-24 2A 13 AX-94451172  AX-95138903 10,3 48,8 0,30 11,5 13,5
PMG i2 QPag2.emt-2A  2A 3 AX-94396056  AX-95202120 7,3 32,4 0,06 1,5 4,5

TLP_5DAI = Tipo de Lesao Predominante nas espiguetas aos 5 DAI, SEL 5DAI = Severidade de Espiguetas com Lesdo (%) aos 5 DAL, SEB 7DAl e SEB 9DAI = Severidade
de Espiguetas Brancas (%) aos 7 ¢ 9 DAI, AACPD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga calculada usando dados de SEB, PIR = numero total de pontos de infecgio
nos dois lados da raquis, e PMG = Propor¢ao do Peso Médio do Grao de espigas inoculadas em relagdo as controle.Cr = Cromossomo; EVF = Explicacdo da Variagao Fenotipica
(%) pela marca; Ad = efeito aditivo estimado da marca; IC a Esquerda e IC a Direita = Intervalo de confianga, a esquerda e a direita, respectivamente, calculado por LOD-1 a
partir da posicao estimada do QTL.
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Dos nove marcadores SSR, wms296, wms311, wms382, wms497 amplificaram
mais de um loco que nao foram exclusivos ao cromossomo 2A. Apenas wms497
amplificou dois locos em cromossomos diferentes do 2A. Ao todo, 18 locos foram
mapeados, 11 deles no cromossomo 2A. Barc212 foi o primeiro marcador do
cromossomo 2A e o marcador AX-94469326 (ndo convertido) estd a 1 cM de distancia
dele (Figura 2). Esses dois marcadores sdao bordas dos QTL OBs71.emt-24, OBs72.emt-
24, OBs91.emt-24, QAudl.emt-24 e Qlpr2.emt-2A (Tabela 8).

Ao todo, 14 QTL foram mapeados, sendo pelo menos um para cada variavel
analisada, exceto para TLP 5DAI i2 e SEL 5DAI il (Tabela 8). Todos os QTL
identificados apresentam porcentagem de explicacdo da variacdo fenotipica acima de
11,8%. Dos QTL mapeados, 12 foram localizados no cromossomo 2A. Os QTL
identificados para SEB_7DAI foram localizados na mesma posi¢ao, considerando ambos
os isolados. Os dois QTL associados a SEB_9DALI, localizados no cromossomo 2A,
apresentaram o LOD mais alto, explicando 82,9 e 85,2% da variacdo fenotipica, para os
isolados Py6025 e Py0925, respectivamente. Os QTL relacionados com TLP SDAI il,
SEB e AACPD apresentaram efeito aditivo negativo, com variagao de -10,23 a -0,14.
Considerando a varidvel PIR, foram mapeados trés QTL especificos para o isolado

Py6025 e um QTL para Py0925.

Os seis marcadores KASP desenvolvidos para as regidoes do QTL no cromossomo
5B foram convertidos (Figure 2). Qlprl.emt-5B tem os marcadores AX-94457166
(convertido) e AX-95142453 nas bordas esquerda e direita, respectivamente (Tabela 8).
Embora o marcador AX-95142453 nao tenha sido convertido, o marcador convertido AX-
94502733 estd a 1,0 cM dele. Nesse estudo ndo foi possivel converter marcadores para

Qlprl.emt-7B.
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5.5 Discussao

Os genitores da populacdo Embrapa-Brusone apresentaram dados fenotipicos
altamente contrastantes para todas as variaveis avaliadas, e linhagens transgressivas na
populagdo também foram observadas. A cultivar BRS 209, genitor feminino da populacao
DH, ¢ altamente suscetivel a brusone, apresentando completo branqueamento da espiga
para ambos os isolados aos 9 DAL BRS 209 foi mais suscetivel do que Anahuac 75,
introduzida do México e amplamente utilizada como controle de suscetibilidade em
estudos de brusone do trigo (URASHIMA; KATO, 1994). Esta cultivar apresentou
completo branqueamento da espiga aos 13 DAI (TORRES et al., 2018). CBFusarium
ENTO014, genitor masculino, também apresentou branqueamento das espigas, porém dias
mais tarde. Portanto, a principal diferenca entre os genitores da populagdo ¢ a velocidade
no desenvolvimento dos sintomas de branqueamento. A herdabilidade de sentido amplo
das varidveis avaliadas, para ambos os isolados, indica que as variacdes observadas sio

causadas por variagdes genéticas.

Os valores da AACPD podem ser utilizados para mensurar o desenvolvimento da
doenga. No entanto, obter dados do progresso da doenga € trabalhoso e demorado. Para o
presente estudo, oito avaliagdes de sintomas foram realizadas. Independentemente do
isolado, a correlacdo da AACPD com o TLP_5DAI e com a SEL_5DAI foram menores
do que com a SEB. Considerando ambos os isolados, uma baixa correlacao positiva da
AACPD com a SEB 7DAI (média de »=0,59) foi encontrada, e esta aumentou para
r=0,92 aos 9 DAI. Esse resultado pode ser explicado pela observagao de maiores
diferencas da SEB entre os gendtipos aos 9 DAL Uma vez que a SEB_9DAI mostrou
maior correlacdo com a AACPD, ela foi considerada a melhor variavel para se avaliar a
resisténcia de trigo a brusone. Ao invés de considerar TLP e SEL, trabalhos futuros, com
0 objetivo de otimizar o tempo dedicado as avaliagdes, deveriam priorizar variaveis de
SEB ao longo do tempo, e, se ainda ndo for possivel, realizar a avaliagdo da SEB aos 9

DAL

Para ambos os isolados, o coeficiente de correlagdo de PMG com SEB e com a

AACPD foi negativo, e foram mais altos para SEB 9DAI do que para SEB_7DAI ,
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enfatizando a importancia do periodo de tempo ap6s a inoculagdo para a avaliacdo do
impacto da doenga na producdo de trigo, como previamente observado por Rios et al.
(2017). Quanto as variaveis relacionadas a doenga, quanto maior a SEB menor foi o PMG
de espigas inoculadas, como era esperado. Outros estudos também mostram que a brusone
afeta negativamente as varidveis relacionadas com a fisiologia do trigo e,
consequentemente, a producdo de grdos, particularmente durante a fase inicial de
enchimento do grado (GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007; RIOS et al., 2017). Em
condi¢des de campo, observa-se correlagdo significativa de »=0,89 entre o indice de

doenca e perdas de rendimento (COELHO et al., 2016).

O PIR corresponde ao sitio de penetragao do fungo e € caracterizado por uma lesao
de coloragdo negro brilhante. Acima do ponto de infec¢cdo na raquis de espigas infectadas,
os graos de trigo sdo enrugados, e abaixo dele, sadios (GOULART; SOUSA;
URASHIMA, 2007). Acreditava-se que cada raquis de espiga de trigo infectada
apresentava um ponto de infec¢do. Por outro lado, também havia relato de que alguns
genotipos de trigo poderiam apresentar varios PIR em condigdes de alta pressao da doenca
(TOLEDO, 2004), como em casos de inoculagdo em ambiente controlado (FERREIRA
et al., 2016a). O trabalho de Ferreira et al. (2016) foi o primeiro a identificar o numero de
PIR como uma importante caracteristica de fenotipagem de trigo quanto a resisténcia a
M. oryzae. No presente estudo, foi encontrada uma variag¢do do total de PIR de 1 a 109.
A caracterizacdo das linhagens da populacdo Embrapa-Brusone revelou distribuicao
normal dos dados, reforcando que PIR ¢ uma caracteristica herdavel. Até o momento, PIR
nunca havia sido considerado, nem na avaliagdo nem na quantificacao da brusone de trigo,
mas ¢ uma caracteristica importante, ja que apresentou correlagdo com outras variaveis
analisadas. O alto nimero de PIR associado com menor SEB ao longo do tempo, nos

genodtipos resistentes, pode ser um indicativo de resposta de hipersensibilidade.

A constru¢ao do mapa esqueleto usando marcadores sem dados perdidos ¢ uma
interessante abordagem para obten¢do de um mapa robusto. Recentemente, estudos tém
sido publicados usando essa abordagem e considerando como ancoras marcadores
identificados em recentes mapas consenso de trigo (HUSSAIN et al., 2017; WEN et al.,
2017; ZENG et al., 2019). No mapa esqueleto, 524 marcadores ndo redundantes foram
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alocados, nimero similar ao encontrado na populacao DH Savannah x Rialto (ALLEN et
al., 2017). Cinco marcadores, SSR e KASP, foram alocados no cromossomo 2A com o
objetivo de saturar esse cromossomo. Um total de 5.388 marcadores foram usados para
construir o mapa final, considerando marcadores redundantes, SSR e KASP. A adicao de

novos marcadores no mapa segunda fase melhorou a resolu¢do do mapeamento de QTL.

Nesse estudo, ao todo foram identificados 14 QTL, sendo 12 deles relacionados a
caracteristicas da doenca, e dois deles relacionados com caracteristicas de producao de
graos. Pequenas diferengas nas posicdes dos QTL, comparando-se dados das inoculagdes
com os dois isolados, podem ser devido a diferengas no niimero de amostras consideradas.
Dez QTL relacionados a reag¢do de trigo a brusone foram alocados na regido distal do
cromossomo 2A. Esses resultados enfatizam a importancia desse cromossomo para a
resisténcia de trigo a M. oryzae. Apenas um QTL (QSI52.emt-2A) foi colocalizado com o
marcador VENTRIUP/LN2 da 2NS (HELGUERA et al., 2003). A recombinagao no brago
curto do cromossomo 2A, entre o marcador da 2NS e os QTL na regido distal podem
explicar os relatos de genotipos de trigo que contém o marcador da translocagdo e que
apresentam fenotipo suscetivel a doenca (CRUZ et al., 2016a), ou mesmo a situagao
oposta, em que gendtipos de trigo apresentam baixa severidade da doenca e auséncia da

translocacdo 2NS/2AS (FERREIRA et al., 2018).

O QTL para SEL foi localizado no cromossomo 2A para o isolado Py(0925.
OBs71.emt-24 e OBs72.emt-2A4, identificados para ambos os isolados, foram alocados na
mesma posicao e explicam, em média 26,4% da variagdo fenotipica. Resultados similares
de fenotipagem e de identificacdo de QTL para ambos os isolados confirmam a robustez
dos experimentos. Os QTL de SEB 7DAI para ambos os isolados, SEB 9DAI il,
AACPD il, e PIR i2 foram identificados na mesma posi¢ao, com Barc212 na borda
direita, sendo este um importante marcador da resisténcia relacionada a caracteristicas de
branqueamento ¢ PIR. A conversdo de novos marcadores na regidao do QTL, delimitados
pelos marcadores Barc212 e AX-94469326, pode aprimorar programas de selecdao

assistida por marcadores.
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Cruz et al. (2016) observaram, para determinados genotipos de trigo, associagao
da resisténcia a brusone e a presenca da translocagdo 2NS/2AS. A identificacdo de QTL
de PIR para o isolado Py6025 nos cromossomos 5B e 7B alertam para a existéncia de
QTL isolado-especificos nao-associados ao cromossomo 2A. Marcadores KASP
convertidos no cromossomo 5B podem ser utilizados na selecao e no desenvolvimento de

gendtipos com resisténcia a M. oryzae.

Dois QTL de PMG para os dois isolados foram identificados no cromossomo 2A,
e estariamrelacionados com a tolerancia de trigo a M. oryzae. Eles explicam, em média,
40,6% da variacao fenotipica. Plantas que sdo tolerantes produzem bom rendimento
mesmo quando infectadas por patogenos (BARRETT et al, 2009; NEWTON;
GRAVOUIL; FOUNTAINE, 2010). Na Argentina, quatro cultivares de trigo comumente
utilizadas foram submetidas a inoculagio com oito isolados de M. oryzae (MARTINEZ
et al., 2019). A redugao no valor do peso de mil graos, causada pelos diferentes isolados
do patogeno testados, variou de 18,5% a 74,9%. Para brusone de trigo, poucos estudos
abordam o desenvolvimento de estratégias de melhoramento baseadas em avaliacdes de

tolerancia do hospedeiro.

Para o cromossomo 2A, os QTL detectados de maior importancia, OBs91.emt-24
e OBs92.emt-24, estdao a 9,5 e 7,5 cM de distancia, respectivamente, do marcador da 2NS.
QTL de efeito maior foram identificados considerando a SEB 9DAI ¢ AACPD. A
porcentagem de variagdo fenotipica explicada por esses QTL variou de 66,3 a 85,2%,
mostrando a importancia dessas varidveis para a avaliacdo da resisténcia de trigo a M.
oryzae. Além da regido distal do cromossomo 2A, outras regides do genoma, Qlprl.emt-

5B e QIprl.emt-7B, influenciam a resisténcia de trigo ao patogeno.

O trigo apresenta cinco tipos de resisténcia a Gibberella zeae (agente causal da
giberela) (MESTERHAZY, 1995). Trés deles estao relacionados com a resisténcia contra
o estabelecimento inicial da infec¢ao, com a resisténcia a velocidade de invasao da hifa e
com a tolerancia. No patossistema M. oryzae-trigo, propde-se a existéncia de pelos menos
trés mecanismos similares. O primeiro envolveria a resposta de hipersensibilidade,

expressa pelo niumero de PIR. O segundo seria a resisténcia a colonizacao dos tecidos do
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hospedeiro pelo patdégeno, expressa pelo atraso no desenvolvimento do branqueamento
das espigas. M. oryzae se desenvolve mais rapidamente na raquila de cultivares
suscetiveis do que na de resistentes (HA; KOOPMANN; VON TIEDEMANN, 2016).
Mais estudos devem ser realizados para explicar como ocorre a penetracdo e a
colonizagdo de M. oryzae em trigo. A identificagdo de QTL especificos para cada uma
dessas caracteristicas indicam que a hipersensibilidade e a resisténcia a coloniza¢do do
patdgeno sdo independentes. O terceiro mecanismo seria relacionado a tolerancia,

expresso pela propor¢ao do peso médio do grao entre espiga inoculada e controle.

5.6 Conclusoes

Foram identificados 14 QTL, 12 deles relacionados com a resisténcia de trigo a M.
oryzae e dois relacionados a producdo de graos sob condi¢des de inoculagdo com o
patogeno. Esse ¢ o primeiro estudo que identifica QTL de trigo conferindo resisténcia a
M. oryzae. Novos marcadores KASP ja estdo sendo desenvolvidos para saturar as regides
dos QTL identificados. Linhagens isogénicas estdo em desenvolvimento para o
mapeamento fino dos QTL nos cromossomos 2A, 5B ¢ 7B. O uso dos marcadores
reportados nesse estudo tem uso potencial para o desenvolvimento de cultivares de trigo

resistentes a brusone.

e (O Capitulo III foi submetido para publicacdo na revista “Phytopathology”
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6 CAPITULO 1V - Caracterizacio de genes-candidatos de resisténcia a
Magnaporthe oryzae em trigo

6.1 Resumo

Analises de transcriptomas vém sendo realizadas para entender a base genética que controla a
resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae. Assim, genes diferencialmente expressos (GDE)
podem ser selecionados como genes-candidatos para caracterizagdo funcional. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de genes-candidatos de resisténcia em mutantes obtidos por TILLING
e realizar um estudo de transcriptdmica para identificar GDE em resposta a infeccdo por um
segundo isolado do patogeno. Os genotipos de trigo Cadenza (hexaploide) e Kronos (tetraploide),
genitores silvestres dos mutantes TILLING, se mostraram suscetiveis a M. oryzae. Os mutantes
de Cadenza para Caffeic Acid O-Methyltransferase apresentaram variacao na reagdo a M. oryzae
tanto em planta jovem como em espiga, apresentando potencial para trabalhos futuros. Por outro
lado, os mutantes para Hsp60 e Wirlb ndo apresentaram diferencga significativa de reacdo com o
genotipo silvestre Kronos. Um segundo estudo de transcriptomica foi realizado com os genotipos
BRS 209 (suscetivel) e CBFusarium ENT014 (resistente), inoculados com o isolado Py(0925, as
40 horas apos a inoculacdo. As fungdes moleculares mais representativas em termos GO foram
ligacdo heme, ligacdo por ion ferro e atividade oxidorredutase, com modulacdo de expressao
inversa nos dois genotipos em resposta a inoculacdo. Foram identificados 388 GDE na cultivar
BRS 209 e 249 GDE no genotipo CBFusarium ENTO014, sendo 198 e 95, respectivamente, com
anotacdo. Entre os 95 genes com anotagdo diferencialmente expressos no genétipo CBFusarium
ENTO014, 24 sdo relacionados a defesa, 23 com indugdo de expressao e apenas um com expressao
reduzida sob condi¢des de inoculagdo com M. oryzae.

Palavras-chave: 1. Brusone. 2. Triticum aestivum. 3. Expressdo génica diferencial 4. Mutantes
TILLING.

6.2 Introducao

As plantas impedem o ataque de patdogenos utilizando mecanismos de defesa
espécie-especificos e de amplo-espectro, enquanto os patogenos utilizam estratégias para
detoxificar compostos antimicrobianos e evitar os mecanismos de resisténcia da planta
(MAOR; SHIRASU, 2005). Os fungos fitopatogénicos diferem no tipo de interacdo com
as plantas pelas suas estratégias de alimentagdo, sendo classificados como biotréficos,
necrotroficos e hemibiotroficos. Os fungos biotréficos crescem e se nutrem de tecido

vegetal vivo, enquanto os necrotroficos se desenvolvem em tecido vegetal morto ou em
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decomposicido (VLEESHOUWERS; OLIVER, 2014). Os fungos hemibiotroficos
combinam as duas estratégias de alimentacdo para sobreviver, estabelecendo interacao
biotréfica nas primeiras fases do desenvolvimento e, em seguida, comportando-se como
necrotroficos. Magnaporthe oryzae B.C. Couch e L.M. Kohn (anamorfo Pyricularia
oryzae) ¢ um fungo hemibiotrofico, causador da brusone em varias espécies de
hospedeiros (SKAMNIOTI; GURR, 2009). O arroz e o trigo sdo as principais culturas

afetadas por M. oryzae.

Durante 30 anos, a brusone do trigo foi considerada restrita a América do Sul. Em
2016, a doenca foi encontrada em Bangladesh (MALAKER et al., 2016) e na India
(BHATTACHARYA; PAL, 2017). As lesdes causadas por M. oryzae apresentam
diferentes formas e tamanhos, podendo ser observadas em todos os tecidos da planta
(LAU et al., 2011; TORRES et al., 2015). A infec¢do do fungo na espiga ¢ considerada a
forma mais danosa da doenga por afetar diretamente a producao de graos. O fungo infecta
a raquis e coloniza o tecido, impedindo o transporte de nutrientes para a parte superior ao
ponto de penetracdo, causando reducdo na qualidade e no rendimento de graos. Dados
coletados entre 1988 e 1992 no estado do Mato Grosso do Sul, sob condi¢des naturais de
infec¢cdo, demonstraram reducao de 0,4 a 32,9% no rendimento de graos (GOULART;
SOUSA; URASHIMA, 2007).

Estudos vém sendo desenvolvidos para entender a base genética que controla a
resisténcia e quais sdo os mecanismos de defesa do trigo a M. oryzae. Dez genes de
resisténcia a M. oryzae ja foram identificados (ANH et al., 2015; CUMAGUN et al., 2014;
NGA; HAU; TOSA, 2009; TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015; TAKABAYASHI et al.,
2002; VY et al., 2014; WANG et al., 2018; ZHAN; MAYAMA; TOSA, 2008), porém
nenhum foi ainda utilizado para desenvolver cultivares resistentes a brusone. Uma
associacdo entre a presenca da translocacdo 2NS/2AS e a resisténcia de trigo ao agente

causal da brusone também foi identificada (CRUZ et al., 2016a).

Em plantas jovens de trigo inoculadas com M. oryzae, foi observado intensiva
reprogramagdo transcricional (TUFAN et al., 2009). Os transcritos diferencialmente

expressos tiveram suas fungdes anotadas e foram divididos em quatro categorias: defesa
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celular, metabolismo da planta, transporte celular e regulagdo da transcricdo. Esse
importante trabalho foi, no entanto, conduzido em plantas jovens. Como ja foi observado
que ndo hé correlacdo entre a reagdo de planta jovem e de planta adulta (MACIEL et al.,
2014), estudos com espigas de trigo sdo de extrema importancia e ainda escassos na

literatura.

Andlises de expressdo génica de oito genes relacionados com a resisténcia foram
conduzidos em espigas de gendtipos de trigo com respostas contrastantes a brusone e a
giberela (HA; KOOPMANN; VON TIEDEMANN, 2016). Os genes de resisténcia
avaliados tiveram diferentes padroes de expressao nas cultivares analisadas e foram mais
responsivos a inoculagdo com Fusarium graminearum do que a com M. oryzae. Duas
bibliotecas subtrativas, forward e reverse, foram geradas pela equipe da Embrapa Trigo
utilizando cDNA sintetizado a partir de RNA de espigas controle e inoculadas com o
isolado de M. oryzae Py6025 (TORRES et al., 2018). Andlises de transcriptomas também
foram realizadas utilizando-se as plataformas 454 (Roche) e HiSeq2000 (Illumina)
(TORRES et al., 2018). A partir desses estudos de transcriptomica, genes
diferencialmente expressos (GDE) na planta podem ser selecionados como genes-
candidatos para outros tipos de andlises e poderdo auxiliar na determinagdo e no estudo

de funcao.

O TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) ¢ uma técnica de
genética reversa, ndo transgénica, que pode ser utilizada para o estudo de genes-
candidatos. Essa técnica combina mutagénese induzida por agentes quimicos com
screening das mutagdes de alto rendimento, para identificar mutacdes em um Unico
nucleotideo em uma regido especifica de um gene de interesse (TAHERI et al., 2017).
Quando comparado com outras técnicas, como o RNAi e a mutagénese insercional, o
TILLING se destaca devido aos menores custo e tempo para o desenvolvimento, a alta
eficiéncia para a construcao da populagdao mutante, e a possibilidade de aplicagdo para
qualquer espécie de planta (KUROWSKA et al., 2011; WANG; SHI, 2015). A técnica de
TILLING em trigo ja foi utilizada para avaliar mutacdes em genes waxy, codificando a
enzima GBSSI (granule-bound starch synthase I — amido sintase granular I)

(BOTTICELLA et al., 2011; BOVINA et al., 2014; DONG et al., 2009; HAZARD et al.,
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2012; RAWAT et al., 2012; SESTILI et al., 2010, 2015; SLADE et al., 2005, 2012) e
também VRNI (VERNALIZATION 1 — VERNALIZACAO 1) (CHEN; DUBCOVSKY,
2012). Essa técnica também foi utilizada para elucidar a fun¢do do gene TaMlo na
resisténcia de trigo a oidio (agente causal Blumeria graminis f. sp. tritici) (ACEVEDO-

GARCIA etal., 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de genes-candidatos de resisténcia em
mutantes TILLING submetidos a inoculagdo com M. oryzae e desenvolver andlises de
transcriptomas quanto as respostas de defesa da planta frente ao patdégeno utilizando-se

um segundo isolado do patdgeno.

6.3  Material e Métodos
6.3.1 Selecio de genes-candidatos e dos respectivos mutantes TILLING

A selecao de trés genes-candidatos foi realizada utilizando-se os dados da analise
de transcriptomas gerados por Torres et al. (2018). Espigas do gendtipo CBFusarium
ENTO014, resistente a brusone, foram inoculadas com suspensao de esporos do isolado de
M. oryzae Py6025 (SISGEN AC50A60), na concentragdo de 2 x 10° conidios/mL.
Espigas do mesmo genotipo, aspergidas com solucdo de dgua de osmose reversa e Tween
80 (2 gotas em 1 L de agua), foram consideradas controle. As coletas de tecido vegetal

das condicdes controle e inoculada foram realizadas as 40 horas apds a inoculagao (HAI).

Foram realizadas duas inoculagdes independentes para esse experimento, sendo
analisada uma amostra de cada inoculagdo. Para a escolha dos genes-candidatos foram
considerados genes com fold-change (logoFC) minimo de 2 e false discovery rate (FDR)
maximo de 10”. Assim, foram identificados 13 GDE comuns as duas inocula¢des, dos
quais foram selecionados TR34288 c0 g2 (similaridade com a proteina Disease
Resistance Protein, RPM1), TR65444 c2 g4 (similaridade com Tricetin 3°4°5’-O-
Trimethyltransferase | Caffeic Acid O-Methyltransferase) e TR42373 c0 g2
(similaridade com Protein Wheat-Induced Resistance 1B, WIRIB) para a sele¢do dos
mutantes TILLING (Tabela 1).
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Tabela 1 - Proteinas putativas codificadas pelos genes diferencialmente expressos
selecionados como genes-candidatos de resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae para
o estudo de mutantes TILLING.

Proteinas putativas Transcritos A . . .
. . . Sequéncias produzindo alinhamento  Linhagens
codificadas pelos diferencialmente . . .
. significativo mutantes
genes-candidatos eXpressos

Disease Resistance Protein ~ TR34288 c0 g2 IWGSC CSS 5DL scaff 4567935  Cadenza0727
Tricetin 3°4°5°-O- TR65444 c2 g4 IWGSC CSS 5DL scaff 4519592  Cadenzal 682
Trimethyltransferase

Wheat-Induced Resistance TR42373 c0 g2 IWGSC CSS 5BS scaff 2240591  Cadenzal541
1B Kronos3291

O experimento com os mutantes foi realizado no John Innes Centre (Reino Unido),
durante periodo do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) da CAPES
(processo 88881.133721/2016-01). Para cada um dos genes-candidatos, foram realizadas
analises in silico de duas populagdes TILLING através de exon capture no “In silico

wheat TILLING resource” (http://www.wheat-tilling.com/). Este é um banco de

populacdes TILLING de trigo hexaploide, cultivar Cadenza, e de trigo tetraploide,
cultivar Kronos, de um projeto conjunto entre University of California - Davis,
Rothamsted Research, The Earlham Institute e John Innes Centre. Foram pré-
selecionados somente mutantes com mutacdo do tipo ganho de codon de parada (do

inglés, “stop-gained’) e homozigoto para o alelo mutante.

Para o gene Wirlb, foram selecionados para as andlises de fenotipagem dois
mutantes de Kronos (Tabela 2). Para o gene Tricetin 3°4°5’-O-Trimethyltransferase, nao
foram encontrados mutantes nos padrdes previamente determinados. Porém, utilizando
scaffold semelhante ao da Tricetin 3°4°5’-O-Trimethyltransferase, codificando para
Caffeic Acid O-Methyltransferase (COMT), trés mutantes de Cadenza foram
selecionados (Tabela 2). Para o gene RPM1 ndo foram encontrados mutantes nos padrdes
determinados. Ainda, de modo a dar continuidade a estudos ja desenvolvidos no John
Innes Centre, foram selecionados mutantes de Kronos com mutagdes para o gene

codificando para uma Heat Shock Protein 60 (HSP60) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Mutantes TILLING selecionados para a caracterizagdo da reagdo a
Magnaporthe oryzae.

Proteinas putativas codificadas pelos genes-candidatos Linhagens mutantes ~ Cromossomos

Caffeic Acid O-Methyltransferase Cadenza0260
2AS
Cadenzal323
Cadenzal752 2B5
¢ 2DS
Heat Shock Protein 60 Kronos2892
Kr 1367 4AL
0nos SBL
Wheat-Induced Resistance 1B Kronos2197 5B
Kronos3291 5B

6.3.2 Inoculacido dos mutantes TILLING

Os gendtipos silvestres, Cadenza e Kronos, e os mutantes selecionados foram
caracterizados quanto a reagdo a M. oryzae, em plantas jovens e em espigas. A cultivar
Anahuac 75 foi incluida nas inoculagdes como controle suscetivel. As sementes foram
mantidas durante quatro dias em papel filtro umedecido com agua contendo acido
giberélico (40 uL de GA3, Sigma G7645, a cada 50 mL de 4gua) a temperatura de 4°C,
no escuro. Em seguida, as sementes foram mantidas a temperatura ambiente por um dia
para estimular a germinagao. As sementes pré-germinadas foram semeadas em bandejas.
As inoculagdes em plantas jovens foram realizadas em folhas destacadas, 15 dias apos a
semeadura, utilizando-se a segunda folha de cada planta. Apos a retirada da folha para as
inoculagdes, as plantas foram transferidas para potes de 1 L e mantidas em casa-de-
vegetacdo, a temperatura ambiente, visando a obtencao de espigas, para a inoculacao de

plantas adultas.

Nas inoculagdes, foi utilizado o isolado Br32, concedido originalmente por Didier
Tharreau (CIRAD, Montpellier, Franca), que pertence a colecdo de isolados de M. oryzae
do John Innes Centre. O isolamento foi realizado a partir de planta de trigo coletada no
Brasil. Br32 foi cultivado em meio “Complete Medium Agar 1,5%” (Anexo 1) durante 14
dias, com temperatura de 24°C dia/noite e regime de 16h de luz branca fluorescente. Os
conidios foram suspendidos em agua estéril e a concentragcdo da suspensao foi ajustada

para 3 x 10° conidios/mL.
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A inoculagdo de plantas jovens foi realizada quando as plantas atingiram o estadio
fenolégico (EF) 12-13 da escala de Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974). A
segunda folha foi retirada da planta (Figura 1A), as extremidades foram eliminadas
(Figura 1B), a folha foi posicionada no centro de uma placa contendo meio agar-agua 1%,
com a superficie adaxial voltada para cima (Figura 1C). As extremidades foram cobertas
com meio agar-dgua 1% (Figura 1D) e as placas foram identificadas (Figura 1E). Em
seguida, as folhas foram aspergidas com a suspensao de esporos (Figura 1F). Cada folha
foi considerada uma repeti¢do, havendo cinco repetigcdes por gendtipo. Apos a inoculagao,
as placas foram colocadas em uma bandeja, com papel toalha umedecido com agua,
cobertas com um saco plastico, para manter a umidade, e colocadas em camara
climatizada (24°C dia/noite com 16h de luz). As folhas inoculadas foram mantidas em
camara climatizada durante oito dias, sendo que nas primeiras 24 horas permaneceram no
escuro. A partir do terceiro dia apds a inoculagdo (DAI), as folhas foram fotografadas e a

severidade foi avaliada.
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Figura 1 - Inoculacdo de plantas jovens de trigo com o isolado Br32 de Magnaporthe
oryzae. A) Corte da segunda folha, B) Retirada das extremidades, C) Posicionamento das
folhas em placas com a superficie adaxial voltada para cima, D) Cobertura das
extremidades das folhas com meio agar-agua 1%, E) Identifica¢do das placas, e F)
Inoculacao com a suspensao de esporos.

A B

Quando as plantas atingiram o EF 58 da escala de Zadoks (emergéncia completa
da espiga) (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974) foi realizado o experimento de planta
adulta. O colmo de cada espiga foi cortado na base da planta e rapidamente transferido
para um recipiente com agua. A base foi cortada novamente e o colmo transferido para
outro recipiente com agua. O processo foi repetido mais duas vezes e, entdo, as espigas
foram transferidas individualmente para tubos plasticos de 15 mL, contendo 10 mL de

agua e aspergidas com a suspensdo de esporos. Cada espiga foi considerada uma
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repeti¢do, havendo cinco repeti¢des por genotipo. Apos a inoculagdo, as plantas foram
submetidas a ambiente com 24 horas de escuro, sob temperatura de 24°C dia/noite e 24
horas de saturacdo de umidade, proporcionando condi¢des 6timas de infec¢do para o
fungo. Passadas as primeiras 24 HAI, as plantas foram mantidas, durante seis dias, a
temperatura de 24°C dia/noite, regime de 16h de luz branca fluorescente e alta umidade.
Aos sete DAI as plantas foram transferidas para cdmara de ambiente controlado nas
mesmas condi¢des de temperatura. A severidade de espiguetas brancas foi avaliada a
partir do aparecimento dos sintomas até o total branqueamento ou a maturagdo das

espigas.

6.3.3 Avaliacdo da doenca e analise estatistica

No experimento de planta jovem, foram realizadas estimativas visuais de
severidade aos 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 DAL Para o experimento de planta adulta, foi avaliada a
severidade de espiguetas brancas aos 5, 7, 9, 12, 14 e 16 DAL Posteriormente, foi
estimada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) tanto para

severidade da doenga na folha quanto na espiga.

Os dados de AACPDforam transformados com o arco seno da raiz quadrada, para
atender os pressupostos da normalidade dos residuos, homocedasticidade e independéncia
dos erros, e submetidos a analise de variancia (ANOVA). Os genotipos foram avaliados
em grupos, sendo esses: 1) genotipos silvestres, Cadenza e Kronos, juntamente com
Anahuac 75; ii) Cadenza silvestre, os mutantes, Cadenza0260, Cadenzal323 e
Cadenzal 752, para o gene Comt, e Anahuac 75; ii1) Kronos silvestre, o mutante Kronos
2892 para o gene Hsp60 e Anahuac 75; e iv) Kronos silvestre, os mutantes, Kronos2197
e Kronos3291, para o gene Wirlb, e Anahuac 75. Quando houve diferenga significativa,
as médias foram agrupadas de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Todas as analises
foram desenvolvidas no programa R (R CORE TEAM, 2018), utilizando o pacote basico
e o pacote “agricolae” (MENDIBURU, 2017).
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6.3.4 Inoculacdes com o isolado de Magnaporthe oryzae Py0925

Em 2015, foi constatada a perda de patogenicidade do isolado Py6025, utilizado
inicialmente nas inoculagdes e nas andlises de expressdao génica. Dessa forma, foi
conduzido um novo estudo de transcriptomica com a cultivar de trigo BRS 209,
desenvolvida pela Embrapa Trigo, altamente suscetivel a brusone, e CBFusarium
ENTO14, resistente a brusone. Os genotipos foram semeados e mantidos em casa de
vegetacao até o espigamento. Quando atingiram o EF 58 da escala de Zadoks (ZADOKS;
CHANG; KONZAK, 1974), as plantas foram inoculadas.

As inoculagdes foram realizadas com o isolado Py0925, proveniente da coleg@o
de isolados de M. oryzae do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Trigo, obtido a
partir de espiga da cultivar Embrapa 22, coletada em 2009, na cidade de Perdizes-MG
(SISGEN AC50A60). O isolado foi cultivado em meio de aveia (60 g aveia, 12 g 4gar, 1
L de 4gua) durante 10-14 dias, com temperatura de 24+2°C e regime de 12h de luz branca
fluorescente. Os conidios foram suspendidos em dgua de osmose reversa com Tween 80
(2 gotas para 1 L de 4gua) e a concentragdo da suspensdo foi ajustada para 2 x 10°
conidios/mL. Cada espiga foi aspergida com a suspensdo de esporos (condi¢ao inoculada)
ou com solu¢do de 4gua de osmose reversa e Tween 80 (condig¢do controle). Cada colmo
foi considerado uma repeticao, sendo que foram realizadas trés repeticdes para cada
tratamento. Quinze minutos apos a inoculagdo, as plantas foram submetidas a ambiente
com 15 horas de escuro, sob temperatura de 28°C e 24 horas de saturagdo de umidade, de
modo a propiciar condi¢des 6timas de infec¢do para o fungo. Passadas as primeiras 24
HALI as plantas foram mantidas durante seis dias a temperatura de 26+2°C, 12 horas de
luz e nebuliza¢do de agua durante 2 minutos, a cada 30 minutos. No sétimo DAI, as
plantas foram transferidas para casa-de-vegetacdo ainda sob condi¢des de manutengdo de
alta temperatura (26+2°C). As plantas foram inspecionadas diariamente, para

identificacdo do aparecimento dos sintomas.
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6.3.5 Extraciao de RNA

Amostras de tecido vegetal das espigas em condi¢@o controle e inoculada, dos dois
genotipos de trigo, foram coletadas as 16, 20, 24, 40 e 44 HAI. Apos coleta, as amostras
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Quando
confirmado o aparecimento dos sintomas da doenga nas espigas (Figura 2) foi realizada

a extracdo de RNA total do tecido vegetal.

Figura 2 - Sintomas de brusone em espiga dos gendtipos BRS 209 e CBFusarium
ENTO014 aos 17 dias apds a inoculagao.

BRS 209 CBFusarium ENTO014

¢

As amostras foram maceradas mecanicamente em uma plataforma Mini-
BeadBeater® (Biospec Products®) durante 2 minutos. A extracdo de RNA total foi
realizada utilizando TRIzol (Invitrogen®, 15596018), conforme instru¢des do fabricante,
sendo que a cada 100 mg de material vegetal foi adicionado 1 mL de reagente. No final
do procedimento, o RNA extraido foi dissolvido em 50 pL de 4gua estéril livre de RNase.
A concentragdo de RNA das amostras foi quantificada em NanoDrop® 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific®, ND-2000) a 260 nm. O perfil do RNA total
extraido foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,4% corado com brometo

de etideo, em tampao TAE (Tris-acido acético-EDTA; Tris base 40 mM, acido acético 20
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mM, EDTA sal dissodico 1 mM) pH 8,3. As amostras de RNA total foram tratadas em
coluna RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 74903), para eliminagdo de DNA
remanescente. Apds serem novamente quantificadas em NanoDrop® 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific®, ND-2000) a 260 nm, as amostras foram

armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

6.3.6 Validacao de genes-candidatos por RT-qPCR

Foram realizados experimentos de RT-qPCR utilizando as amostras de RNA do
genotipo resistente CBFusarium ENTO014, coletadas na inoculagdo com o isolado Py0925,
para validagdo da expressdo diferencial dos genes-candidatos selecionados a partir de um
estudo de transcriptomica realizado anteriormente (Torres et al., 2018). Apds a extragao
de RNA e o tratamento com DNase, o cDNA das amostras foi sintetizado a partir de 2 pug
de RNA, utilizando-se o kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen®, 18080400). Diferentes diluicdes do cDNA sintetizado foram inicialmente
testadas para definicdo da concentracdo a ser usada nas andlises de RT-qPCR. A
caracterizacdo do perfil de expressdo, considerando-se amostras de espigas controle e
inoculadas do gendtipo CBFusarium ENTO14 coletadas as 40 HAI, com trés repeti¢des
cada, foi realizada com iniciadores desenhados com o programa Primer 3 Plus, para genes
codificadores de RPM1, Tricetin 3°4’5’-O-Trimethyltransferase, WIR1B, identificados

como diferencialmente expressos (Tabela 3).

A RT-qPCR foi realizada em placas de 96 pogos MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate (Applied Biosystems®, N8010560), utilizando-se o kit SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems®, 4309155). As reagdes foram compostas por 1,6
uL de cDNA previamente diluido em agua ultrapura na propor¢do 1:100, 10 pL de
SYBR® Green Master Mix 2X, 7,76 uL de agua ultrapura ¢ 0,64 puL de iniciadores
diluidos juntos a 10 ng/uL, num volume final de 20 pL. Na etapa inicial de normalizagao
da amplificacdo das amostras, foi otimizada a amplificacdo dos genes de referéncia EF'/a

e Actina (Tabela 3).
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Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores de genes-candidatos de resisténcia de trigo a Magnaporthe oryzae selecionados para validagao de expressao
diferencial em analises de RT-qPCR.

Gene-candidato Transcritos Iniciador Forward Iniciador Reverse Finalidade
diferencialmente
eXpressos
Disease Resistance TR34288 c0 g2 ATGTGGCAACATTGCTGTTT CGGAGCTCATTAAGGAAAGG Gene-
Protein candidato
Tricetin 3’4’5 °-O- TR65444 ¢c2 g4 CCACGACAAGGTCACTATGG TTGTACTCGTACGCCGTCAT Gene-
Trimethyltransferase candidato
Wheat-Induced Resistance 'TR42373 c0_g2 TCGTGCATATCGCTCTCTTC GACGTTAGGGTCGAGAGCAC Gene-
1b candidato

EFla

Actina

TGGTGTCATCAAGCCTGGTATGGT

ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT

ACTCATGGTGCATCTCAACGGACT Gene de
referéncia

CAGAGTCGAGCACAATACCAGTTG Gene de
referéncia
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As condig¢des de amplificagdo foram: ciclo inicial de desnaturagao de 5 minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 10 segundos e 72°C por 15
segundos, e aquisi¢do dos dados a 60°C por 35 segundos. Foram realizadas triplicatas
técnicas para cada uma das amostras avaliadas. A curva de dissociaciao (Melt Curve) foi
obtida de 55 a 99°C para confirmagdo da qualidade de amplificacdo do produto de PCR
(amplificagdo de um unico fragmento). As reagdes foram realizadas em aparelho 7500

Real Time PCR System (Applied Biosystems®).

A eficiéncia de amplificagdo de cada par de iniciadores em qPCR foi estimada
com o programa LinReg (RAMAKERS et al., 2003). Todas as analises dos dados de
expressao foram realizadas apos quantificagdo comparativa dos produtos amplificados
pelo método de 224t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para comparar a diferenca de

expressao entre as amostras de cada tratamento foi utilizado o teste t-Student (p<0,05).

6.3.7 Sequenciamento dos transcriptomas de BRS 209 e CBFusarium ENT014 em
resposta ao isolado de Magnaporthe oryzae Py0925

Foi realizado o sequenciamento de transcriptomas de espigas dos gendtipos BRS
209 e CBFusarium ENTO014, 40 horas apo6s inoculadas com o isolado Py0925 ou ndo
inoculadas. Foram utilizadas trés replicatas biologicas. As amostras de RNA foram
coletadas de espigas, preservadas em RNAstable® (Biomatrica, 93221-001) e enviadas
para a empresa Fasteris (Fasteris SA, Plan-Les-Ouates, Suica) para o sequenciamento dos
transcriptomas na plataforma Illumina (HiSeq 2500). O sequenciamento foi realizado em
2 x 125 ciclos, ou seja, as duas pontas dos fragmentos foram sequenciadas em pares de
125 pb. O base-calling foi realizado com o uso do pipeline CASAVA versao 1.8.2. A
verificacdo de qualidade dos dados brutos foi feita com o uso da ferramenta FastQC

v0.11.5 (http://www .bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

As sequéncias obtidas foram processadas para remocao de adaptadores e trimagem
por qualidade usando o programa Trimmomatic versdo 0.36 (BOLGER; LOHSE;

USADEL, 2014). Nesta operagao, foram removidas subsequéncias contendo adaptadores
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e outras sequéncias especificas de sequenciamento Illumina. Foram removidas as 13
bases iniciais, as extremidades com valores de qualidade inferiores a 5, ou a partir de
janelas de 4 nucleotideos com média de qualidade inferior a 5 e, ao final, mantidas apenas

sequéncias com comprimento minimo de 25 pares de bases.

A montagem do transcriptoma molde foi realizada com o programa Trinity versao
2.5.1 (GRABHERR et al., 2011), utilizando as sequencias de todas as doze bibliotecas,
apds o mapeamento no genoma de referéncia (Taestivum 296 v2), utilizando o programa
STAR versao 2.5.3a (DOBIN et al., 2013). Na montagem, foram mantidos apenas contigs
com comprimento minimo de 200 bases. Para avaliar a qualidade do transcriptoma
montado, foi examinado o niimero de transcritos que parecem ser de comprimento pleno
(full-length) ou proximo disso. Os transcritos da montagem foram alinhados com o

transcriptoma de referéncia (Taestivum 296 v2).

A contagem dos niveis de expressao nas doze amostras foi realizada com base nas
sequéncias de cada biblioteca que mantiveram o par completo ap6s a trimagem. Os dados
de contagem, feita com o programa RSEM versao 1.2.31, foram transformados para
FPKM (fragmentos de RNA-seq por kilobase do comprimento efetivo do transcrito por
milhdo de fragmentos) para normaliza¢ao dentro da biblioteca e TMM (“Trimmed Mean
of M-values”), para normalizagdo entre as diferentes bibliotecas. Os valores de RPKMs
TMM-normalizados foram usados para analise de expressdo diferencial utilizando o
pacote edgeR (MCCARTHY; CHEN; SMYTH, 2012) para cada par de amostras. Genes
com FDR < le? nas comparacgdes entre amostras foram considerados diferencialmente
expressos. A anotagdo das sequéncias dos genes e as analises de enriquecimento funcional
foram realizadas integrando-se as informagdes de diferentes bases de dados como:

UniProt, NCBI, GO, KEGG, EggNOG ¢ Pfam.

6.4 Resultados e Discussao

Considerando o estudo dos mutantes, foi caracterizada, primeiramente, a reagao
dos gendtipos silvestres, Cadenza e Kronos, a M. oryzae, juntamente com Anahuac 75,

para verificar o nivel de resisténcia/suscetibilidade dos genétipos. Entre os genétipos
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mutantes, Kronos1367 (para Hsp60) ndo germinou, impossibilitando a realizacdo das
avaliagoes fenotipicas. Houve diferenca significativa na reacdo dos genotipos silvestres,
tanto em folha de planta jovem como em espiga (Tabela 4). Em planta jovem, Cadenza e
Kronos ndo diferiram entre si, enquanto que Anahuac 75 apresentou menor
suscetibilidade (Figura 3). Em planta adulta, Kronos e Anahuac 75 ndo apresentaram
diferenca significativa, mas diferiram significativamente de Cadenza, que apresenta

menor suscetibilidade a brusone (Figura 3).

Tabela 4 - Anélise de variancia dos dados de area abaixo da curva de progresso da
doenga, em folha e em espiga, para cada um dos conjuntos de genétipos de trigo
avaliados.

Fonte de Génotipos analisados GL Folha Espiga

variagao

Silvestre Anahuac 75, Cadenza, Kronos 2 18,16 *** 5,55 *

COMT Anahuac 75, Cadenza, Cadenza0260, 4 32,65 *** 12,41 ***
Cadenzal323, Cadenzal752

Hsp60 Anahuac 75, Kronos, Kronos2892 2 13,95 *** 0,13 ns

Wirlb Anahuac 75, Kronos, Kronos2197, 3 21,32 *** 0,96 ns
Kronos3291

GL = graus de liberdade, ns = ndo significativo, *** = p<0,001, * = p<0,05.

Figura 3 - Area abaixo da curva de progresso da severidade de brusone na segunda folha
e na espiga da cultivar Anahuac 75 e dos gendtipos silvestres, Cadenza e Kronos.
Diferencas estatisticas entre os genotipos, pelo teste de Tukey (p<0,05), sdo representadas
por letras minusculas diferentes.
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Analisando os resultados obtidos para os mutantes do gene COMT em Cadenza,
notou-se que houve diferenga significativa dos genotipos, considerando os dois estadios
avaliados (Tabela 4). Em planta jovem, tanto o genotipo silvestre quanto os mutantes
COMT diferiram significativamente de Anahuac 75 (Figura 4). Os mutantes nao diferiram
entre si, mas apresentaram diferenga significativa quando comparados com Cadenza
silvestre, apresentando maior suscetibilidade em folhas (Figura 4). Em espigas, ao
contrario da avaliacdo em folhas, Anahuac 75 foi mais suscetivel do que o Cadenza
silvestre e do que os mutantes para o gene COMT. Os mutantes para o gene COMT nao
apresentaram diferenga significativa quando comparados com o genoétipo silvestre.
Cadenza silvestre apresentou-se mais suscetivel do que os mutantes, ao contrario do que

ocorre em planta jovem.

Figura 4 - Area abaixo da curva de progresso da severidade de brusone na segunda folha
e na espiga da cultivar Anahuac 75 e dos gendtipos Cadenza silvestre e respectivos
mutantes, Cadenza0260, Cadenzal323 e Cadenzal752, para o gene COMT. Diferencas
estatisticas entre os gendtipos, pelo teste de Tukey (p<0,05), sdo representadas por letras
minusculas diferentes.
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Dos mutantes selecionados para o gene Hsp60, somente Kronos2892 pdde ser
avaliado fenotipicamente quanto a reacdo a Magnaporthe oryzae. A diferenca
significativa observada em planta jovem entre os genotipos considerados para HSP60
(Tabela 4) ¢ devido a menor suscetibilidade de Anahuac 75 em relagdo ao genitor Kronos
silvestre e ao mutante Kronos2892 (Figura 5). Em planta jovem, Kronos2892 foi mais
suscetivel do que Anahuac 75, porém nao diferiu de Kronos silvestre (Figura 5). Em
espigas, ndo foram observadas diferencas significativas entre a AACPD dos genotipos

avaliados (Figura 5).
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Figura 5 - Area abaixo da curva de progresso da severidade de brusone na segunda folha
e na espiga da cultivar Anahuac 75 e dos gendtipos Kronos silvestre e mutante
Kronos2892 para o gene Hsp60. Diferengas estatisticas entre os genotipos, pelo teste de
Tukey (p<0,05), sdo representadas por letras minusculas diferentes.
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Considerando o gene Wirlb, houve diferenca significativa entre Kronos e
Anahuac 75, somente em planta jovem (Figura 6). Em folhas, os mutantes para o gene
Wirlb, Kronos2197 e Kronos3291, diferiram significativamente de Anahuac 75 que se
mostrou menos suscetivel. Porém, os mutantes de Kronos considerados nao apresentaram
diferencas quando comparados com o genotipo Kronos silvestre. Em espigas de plantas
adultas, ndo houve diferenca significativa nem entre os gendtipos Kronos, silvestre e

mutantes para o gene Wirlb, nem entre Kronos e Anahuac 75.

Figura 6 - Area abaixo da curva de progresso da severidade de brusone na segunda folha
e na espiga da cultivar Anahuac 75 e dos genotipos Kronos silvestre e respectivos
mutantes, Kronos2197 e Kronos3291, para o gene Wirlb. Diferencgas estatisticas entre os
gendtipos, pelo teste de Tukey (p<0,05), sdo representadas por letras minusculas
diferentes.
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A alta semelhanca de Cadenza e Kronos com relacdo a Anahuac 75, tanto na

segunda folha quanto em espiga, indica o quanto os genoétipos silvestres sao suscetiveis a
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M. oryzae. Esperava-se observar nos mutantes alteragdo significativa na reag¢ao a brusone,
uma vez que eles foram selecionados a partir de GC de resiténcia a M. oryzae. Essa
alteracdo no fendtipo somente foi observada nos mutantes para o gene COMT, os quais

devem continuar sendo estudados.

O trigo ¢ um hexaploide composto pelos genomas A, B e Dcom a maioria dos
genes presentes em trés copias homologas (aproximadamente 93-96% de identidade) com
funcdo similar (SLADE et al., 2005; GUPTA et al., 2008). Um dos pontos importantes
para o screening dos mutantes de trigo ¢ que devem ser identificadas mutacdes especificas
para cada um dos genes homologos do genoma, para o estudo efetivo de cada gene e da

sua contribuigdo para o fenotipo (BOTTICELLA et al., 2011).

Para o gene COMT, foram identificados trés mutantes, com mutacdes nos
cromossomos 2A, 2B e 2D, sendo os mais adequados para o estudo. O acido cafeico ¢ um
composto organico encontrado nas plantas e um potente antioxidante (GULCIN, 2006).
Em planta jovem, os trés mutantes foram mais suscetiveis do que Cadenza, enquanto que
em planta adulta ocorre o oposto. Devido as diferencas observadas nas reagdes dos
mutantes, ¢ importante que, futuramente, seja realizado o cruzamento entre as linhagens
mutantes, originando-se mutantes duplos (com mutagdes nos 2A e 2B, 2A e 2D, e 2B e
2D) e o mutante triplo (com mutacdes no 2A, 2B e 2D) para avaliar o efeito de cada um
dos genes no fendtipo. A populagdo de mutantes de Cadenza ja foi utilizada para estudar
a resisténcia de trigo a oidio (agente causal Blumeria graminis f.sp. tritici) (ACEVEDO-
GARCIA et al., 2017). Em cevada, alelos do gene Mlo que apresentam perda de funcao
(mlo) sdo responsaveis pela resisténcia durdvel a oidio. Em trigo, existem trés genes
ortdlogos aos genes de resisténcia de cevada, TaMlo-14, -1B e -1D (KONISHI;
SASAKUMA; SASANUMA, 2010), que tém mostrado relagdo com a resisténcia a esse
patogeno (ELLIOTT et al, 2002; VARALLYAY; GICZEY; BURGYAN, 2012).
Genotipos com os alelos TaMlo-14, -1B e -1D, ou com dois desses, silenciados

apresentaram aumento dos niveis de resisténcia (ACEVEDO-GARCIA et al., 2017).

Kronos1367, mutante selecionado para o estudo do gene HSP60, nao germinou. O

problema de germinagdo pode ter ocorrido devido ao processo de mutacao com a presenca
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de mutagdes residuais. O mutante Kronos2892 e o respectivo gendtipo silvestre
apresentaram o mesmo padrao de suscetibilidade, tanto em planta jovem quanto em planta
adulta. HSP60 ¢ uma classe de proteinas responsivas a choques térmicos, sendo também
denominada de chaperonas. Em folhas de tomate inoculadas com Sclerotinia
sclerotiorum, observou-se aumento da HSP60 no inicio da infec¢do, um dia apos a
inoculagdo, seguido por um rapido declinio da quantidade de proteina (GOROVITS et
al., 2007). Por outro lado, em resposta ao tratamento com mosca branca, transmissora do
Virus do Frisado Amarelo do Tomateiro (TYLCV - Tomato yellow leaf curl virus), a
abundancia de HSP60 diminuiu, tanto em plantas resistentes quanto em suscetiveis,

quando tratadas com insetos sem e com o virus(GOROVITS et al., 2007).

Os mutantes para o gene Wirlb ndo apresentaram diferenga significativa entre si,
nem mesmo quando comparados com o genotipo silvestre, mas observou-se um aumento
de suscetibilidade, mesmo que nio significativo, no mutante Kronos 2197. Neste estudo,
esperava-se encontrar variagdo significativa da resposta dos mutantes para esse gene que
integra uma familia génica relacionada com a resisténcia basal a patdgenos em cereais
(TUFAN et al., 2012). Essa familia génica foi identificada pela primeira vez em trigo
(cultivar Fidel) inoculado com um isolado de B. graminis f. sp. hordei (SCHWEIZER,;
HUNZIKER; MOSINGER, 1989). Wirl é composta por trés genes: TaWirla, TaWirlb e
TaWirlc (BULL et al., 1992; FRANCK; DUDLER, 1995) e homologos de TaWIRI
foram encontrados em arroz (MAUCH et al., 1998) e em cevada (GAUPELS et al., 2008;
DOUCHKOV et al., 2011).

TaWirl codifica uma proteina integral de membrana, com um dominio N-terminal
polar apontando para o citoplasma e um dominio C-terminal extracitoplasmatico rico em
glicina e prolina (BULL et al., 1992). Em trigo, ha acimulo de transcritos de Wirl em
resposta a patogenos biotroficos, B. graminis f. sp. hordei (SCHWEIZER; HUNZIKER;
MOSINGER, 1989), Puccinia triticina (BOLTON et al., 2008) e P. striiformis f. sp. tritici
(CORAM; WANG; CHEN, 2008; BOZKURT et al., 2010), e patégenos hemibiotroficos,
F. pseudograminearum (DESMOND et al., 2008), M. oryzae (TUFAN et al., 2009) e F.
graminearum (DIETHELM et al., 2012). Na interacao M. oryzae-trigo, o silenciamento

dos transcritos de TaWIR 1 ndo teve efeito na resisténcia a penetracdo inicial do fungo nas
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células da epiderme de folhas de plantas jovens de trigo (TUFAN et al., 2012). No
entanto, depois do estabelecimento da infeccdo, o desenvolvimento intracelular do fungo
foi facilitado. Sugere-se que as proteinas TaWIR1 poderiam estar relacionadas com o
aumento da adesdo da membrana plasmatica a parede celular durante o ataque do
patogeno (BULL et al., 1992). Para o gene Wirlb, selecionado como gene-candidato de

resisténcia, ndo foram encontrados mutantes para os trés genomas do trigo.

Devido a perda da viruléncia do isolado Py6025, que impossibilitou a continuidade
dos experimentos de avaliagdo da reagdo de trigo, optou-se pelo uso do isolado de M.
oryzae Py(0925 para as andlises subsequentes. Para validar a expressdo diferencial
observada em genes as 40 HAI gracas ao sequenciamento de transcriptomas com a
plataforma Illumina (TORRES et al., 2018) foram realizados experimentos de RT-qPCR.
Os iniciadores desenhados para os genes codificadores de RPM1, Tricetin 3°4°5’-O-
trimethyltransferase e WIR1B ndo amplificaram fragmentos. Novos iniciadores deverao
ser desenhados para se determinar a modulacdo de expressdo desses genes em amostras
de trigo inoculadas com o isolado Py0925 as 40 HAI e, em seguida, caracterizar o perfil
de expressao desses genes ao longo do tempo (as 16, 20, 24, 40 e 44 HAI) nos genotipos
BRS 209 e CBFusarium ENTO14. As amostras vegetais obtidas em diferentes intervalos

de tempo apos a inoculagdo j& foram coletadas e o RNA total, extraido.

Paralelamente, foi realizado o sequenciamento dos transcriptomas da cultivar BRS
209 e do genodtipo CBFusarium ENTO014, a partir de amostras de espigas coletadas as 40
HAI com suspensdo do isolado de M. oryzae Py0925, objetivando identificar genes
potencialmente envolvidos nos mecanismos de imunidade inata do gendtipo resistente ao
patégeno (CBFusarium ENTO014). Foram identificados 388 GDE na cultivar BRS 209
(suscetivel) e 249 GDE no gendtipo CBFusarium ENTO014 (resistente) (Figura 7), sendo

que 198 e 95, respectivamente, deles obtiveram anotagao.
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Figura 7 - Genes diferencialmente expressos em espigas de trigo controle e inoculadas
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Ao todo, foram identificados 637 GDE, sendo 16 deles modulando a expressao
nos dois gendtipos (BRS 209 e CBFusarium ENTO014) (Figura 8). Considerando os 605

(Figura 8). Na interacdo M. oryzae-arroz, considerando os transcriptomas de ambos os
Jéssica Rosset Ferreira

GDE que modularam em apenas um dos dois genotipos, a cultivar suscetivel, as 40 HAI,
apresentou maior nimero de GDE (372) do que o genotipo resistente, com 233 GDE



organismos, alteracdes de expressdo génica foram maiores em interagdes incompativeis
(com reagdo de resisténcia por parte da planta hospedeira) do que em interagdes
compativeis (KAWAHARA et al, 2012). Esses autores também examinaram as

mudancas na expressao génica empregando a estratégia de RNAseq porém as 24 HAL

Figura 8 - Diagrama de Venn dos genes diferenciamente expressos em espigas de trigo,
controle e inoculadas com o isolado de Magnaporthe oryzae Py0925, da cultivar BRS
209 e do genotipo CBFusarium ENTO014, as 40 horas ap6s a inoculagao.

BRS 209 up CWG down

Como critério para a identificagdo de DEG, adotou-se uma linha de corte em FDR
< le-3, sem filtro por fold change. Assim, 354 categorias GO foram contempladas, sendo
a maioria delas com um ou dois genes. As fun¢des moleculares mais representativas em
termos GO foram ligacdo heme (heme binding), ligacao por ion ferro (iron ion binding)
e atividade oxidorredutase, atuando em doadores pareados, com incorporacao ou reducao
de oxigénio molecular (oxidoreductase activity, acting on paired donors, with
incorporation or reduction of molecular oxygen) para ambos os genotipos. No entanto,
eles exibem uma modulacao de expressao inversa. Na cultivar BRS 209, a maioria dos
genes nesses termos GO tiveram a expressdo reduzida, enquanto que no genotipo
CBFusarium ENT014 houve indugdo de genes anotados nessas categorias funcionais em

resposta a inoculagdo com M. oryzae.

Tanto as fungdes ligagcdo heme quanto ligagdo por ion ferro sdo relacionadas com

o ion ferro (Fe). A ligacdo heme ¢ uma funcdo molecular relacionada com a interagao
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heme seletiva e ndo-covalente (ASHBURNER et al., 2000; CARBON et al., 2009; THE
GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2017). A ligacdo por ion ferro ¢ a funcdo
relacionada com a interagdo seletiva e ndo-covalente com ions ferro (ASHBURNER et
al., 2000; CARBON et al., 2009; THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2017). O
ferro ¢ um importante elemento para a maioria dos seres vivos e estd envolvido em
processos celulares como a transferéncia de elétrons na cadeia respiratdria, fotossintese e
detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Por outro lado, o excesso de ferro
pode causar problemas para o organismo devido ao potencial em reagir com oxigénio,
produzindo formas danosas de ERO. Por esse motivo, a aquisicdo, a utilizagdo e o
armazenamento de ferro sdo altamente regulados a nivel de célula e tecido, ja que ele
pode ser tanto benéfico quanto maléfico para o organismo (AZNAR et al., 2015).
Patogenos e seus hospedeiros competem pela aquisi¢cdo de ferro, e os mecanismos que
regulam sua absor¢do, seu transporte e seu armazenamento tém importante papel na

corrida armamentista entre plantas e seus patogenos (VERBON et al., 2017).

Viarios estudos de analise de transcriptomas mencionam a regulagdao de genes
relacionados com ferro quando a planta ¢ submetida a estresse bidtico, evidenciando seu
papel importante na interagdo planta-patégeno. Em bibliotecas de sequéncias expressas
(expressed sequence tag - EST), desenvolvidas com trigo inoculado com Blumeria
graminis f. sp. tritici, foi observada alta porcentagem de transcritos relacionados com
ferro (LIU et al., 2005). A homeostase de ferro ¢ fortemente ligada com a intera¢ao planta-
patdgeno, e o ferro ¢ um fator associado com a explosdo oxidativa e a regulacdo de defesas
em cereais. Nas folhas de trigo, em resposta a oidio, o Fe*" ¢é transportado para a parede
celular, através de corpos semelhantes a vesiculas guiadas pela polimerizagdo de actina,
onde ¢ depositado e acumulado na forma redox ativa (LIU et al., 2007). No mesmo estudo,
sugere-se que o ferro regula a expressao de genes, tanto pelo proprio ferro ou por estresse

oxidativo mediado por ferro.

A ferritina ¢ uma proteina de ligacdo a ions de ferro que atua na reserva de ferro
em diversos organismos como animais, plantas e bactérias (ZHAO, 2010). Plantas de
tabaco transgénicas expressando ectopicamente a proteina de ligagdo ferro, promovem o

acumulo de ferritina em suas folhas, exibindo tolerancia a necrose causada pelo virus da
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necrose do fumo e pelas infeccdes dos fungos Alternaria alternata e Botrytis cinerea
(DEAK et al., 1999). O 4cido oxalico (AO), principal fator de viruléncia de Sclerotinia
sclerotiorum (agente causal do mofo branco), ¢ degradado por oxidase do oxalato. Folhas
de soja transgénica carregando um gene de oxidase do oxalato exibiram alteracao na
expressao de genes quando inoculadas com AQO, sendo que a ferritina foi a que apresentou
a maior indu¢do (CALLA et al., 2014). Esses estudos sugerem que a ferritina auxilia na
defesa contra patogenos, principalmente devido a sua funcao antioxidante (BRIAT et al.,

2010).

Heme ¢ uma porfirina que contém ferro na sua regido central (VAVILIN;
VERMAAS, 2002). Plantas de arroz, espécie ndo-hospedeira de Puccinia triticina f. sp.
tritici, apresentam a proteina ligacdo heme SOUL com expressdo reduzida quando
inoculada com esse patogeno (LI et al., 2012). Considerando a defesa da planta, a
regulacdo dessa proteina ¢ relacionada com a prote¢do contra a morte celular e o
rompimento da membrana, e poderia explicar a auséncia de necrose ou resposta de
hipersensibilidade apos a inoculagdo. Arroz tratado com probenazole, um indutor quimico
de resisténcia a doengas, promoveu a indugcdo de OsHAP2E, um fator de transcri¢ao
ativador da proteina heme (SHIMONO et al, 2003). Linhagens de arroz
superexpressando OsHAP2E apresentaram indices de doenga significativamente menores

do que o genotipo silvestre (ALAM et al., 2015).

A atividade oxidorredutase, atuando em doadores pareados, com incorporagdo ou
reducdo de oxigénio molecular ¢ definida pela catdlise de um reag¢do de oxido-reducdo
(redox) na qual o hidrogénio ou elétrons s@o transferidos para cada doador, e o oxigénio
molecular ¢ reduzido ou incorporado ao doador (ASHBURNER et al., 2000; CARBON
et al.,, 2009; THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2017). As oxidorredutases
podem ser oxidases, desidrogenases, peroxidases, oxigenases ¢ redutases. Analises de
transcriptomas de folhas de um acesso resistente de 7riticum monoccocum var.
monococcum € um acesso suscetivel de Triticum boeoticum ssp. thaoudar var. reuteri
inoculados com P. triticina f. sp. tritici mostraram que a atividade oxidorredutase ¢ a
quarta funcdo molecular mais representativa expressa em ambos o0s materiais

(SERFLING et al., 2016). Oxalato oxidase e peroxidases foram identificadas como genes-
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candidatos de resisténcia a doengas como mancha amarela (Pyrenophora tritici-repentis)
e ferrugem do colmo (Puccinia graminis f. sp tritici), indicando que sdo raca ndo-
especificas e estdo envolvidas tanto na producdo e modulagio de EROs quanto na

explosao oxidativa (FARIS et al., 1999).

Entre os 233 GDE exclusivos de CBFusarium ENTO014, 24 sao relacionados a
defesa, sendo que 23 foram induzidos em espigas submetidas a inoculagdo (Tabela 5). E,
apenas um cDNA codificando para uma LRR receptor-like serine/threonine-protein
kinase putativa (TRINITY GG 24416 c5 gl) apresentou expressdo reduzida em

condig¢des de inoculagcdo com M. oryzae (Tabela 5).
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos relacionados a defesa em espigas de trigo do gendtipo CBFusarium ENTO014 inoculado com o isolado
de Magnaporthe oryzae Py(0925.

(Continua)
Identificagdo do  log2FC FDR® Anotacdo RecName® Tradugéo livre para os Ontologia do Gene*© Pfam?
Gene RecName
TRINITY GG 2.572076151 9.56E-04 LRR receptor-like Proteina serina/treonina ~ G0O:0016021, GO:0005886, LRR 8 (PF13855), LRR 1
122631 c0 gl serine/threonine-protein  quinase com receptor G0:0005524, GO:0004674  (PF00560), LRR 6 (PF13516),
kinase FLS2 like LRR FLS2 Pkinase (PF00069), Pkinase Tyr
(PF07714)
TRINITY GG -2.27331286 3.64E-07 Probable LRR receptor- Provavel proteina GO:0016021, GO:0005524, -
24416 c5 gl like serine/threonine- serina/treonina quinase GO:0004674
protein kinase com receptor like LRR
Atlg51880 At1g51880
TRINITY GG _ 2.21110391 8.82E-04 Probable LRR receptor- Provavel proteina G0:0016021, GO:0005886, Pkinase (PF00069), Pkinase Tyr
9503 c2 gl like serine/threonine- serina/treonina quinase G0:0005524, GO:0004674, (PF07714), Jacalin (PF01419)
protein kinase com receptor like LRR G0:0042742, GO:0012501,
Atlg67720 Atlg67720 GO:0006468, GO:0009751
TRINITY _GG_  2.168975032 1.25E-06 Probable LRR receptor- Provavel proteina G0:0016021, GO:0005886, LRRNT 2 (PF08263), LRR 8
101753 c0_gl like serine/threonine- serina/treonina quinase GO0:0005524, GO:0004674  (PF13855), LRR 6 (PF13516),
protein kinase com receptor like LRR LRR 1 (PF00560), Pkinase Tyr
At3g47570 At3g47570 (PF07714), Pkinase (PF00069)
TRINITY GG 8.869539194 1.65E-04 Probable LRR receptor- Provavel proteina G0:0016021, GO:0005886, -
20131 c4 gl like serine/threonine- serina/treonina quinase G0:0005524, GO:0004674
protein kinase com receptor like LRR
At3g47570 At3g47570
TRINITY GG 8.746158257 8.54E-04 Putative leucine-rich Putativa proteina GO0:0016021, GO:0005886, -

106713 ¢19 gl

repeat receptor-like
serine/threonine-protein
kinase At2g24130

serina/treonina quinase
com receptor like LRR
At2224130

GO:0005524, GO:0004674
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos relacionados a defesa em espigas de trigo do genotipo CBFusarium ENT014 inoculado com o
isolado de Magnaporthe oryzae Py0925.

(Continuagdo)

Identificagdo do  log2FC FDR® Anotacdo RecName® Tradugéo livre para os Ontologia do Gene*© Pfamd

Gene RecName

TRINITY GG 2.173624848 8.89E-05 G-type lectin S- At2g19130 proteina GO:0016021, GO:0005886, B lectin (PF01453),

33658 c0 gl receptor-like serina/treonina quinase G0:0005524, GO:0005516, S locus_glycop (PF00954), PAN 2
serine/threonine-protein  com receptor like G0:0030246, GO:0004674, (PF08276), Pkinase_Tyr (PF07714),
kinase At2g19130 lecitina S tipo G GO:0006468, GO:0048544  Pkinase (PF00069)

TRINITY GG 9.859940027 7.02E-12 G-type lectin S- SD1-1 proteina GO:0016021, GO:0005886, -

36806 cl10 g3 receptor-like serina/treonina quinase G0:0009506, GO:0005524,
serine/threonine-protein  com receptor like GO0:0005516, GO:0030246,
kinase SD1-1 lecitina S tipo G GO:0004674, GO:0031625,

GO:0006468, GO:0048544
TRINITY GG 2.656635657 1.57E-04 LRR receptor kinase Receptor quinase LRR G0:0016021, GO:0005886, LRRNT 2 (PF08263), LRR 1
28163 cl15 gl SERK2 SERK2 GO0:0005524, GO:0042803, (PF00560), LRR 8 (PF13855)
GO:0004672, GO:0004675,
G0:0009742, GO:0007166,
G0:0009729, GO:0006468

TRINITY GG 1.691064186 8.70E-04 Probable leucine-rich Provavel proteina GO0:0016021, GO:0016020, LRR 8 (PF13855), LRR 1 (PF00560)

70444 c0 gl repeat receptor-like quinase com receptor G0:0005886, GO:0009506,
protein kinase like LRR Atl1g35710 G0:0090406, GO:0005524,

At1g35710 GO:0004674
TRINITY GG 2416215721 7.68E-04 Wall-associated Receptor quinase 3 G0:0016021, GO:0005524,  Pkinase (PF00069), Pkinase Tyr
67155 c0 gl receptor kinase 3 associado a parede G0:0005509, GO:0030247, (PF07714)
GO:0004674, GO:0007166
TRINITY GG 8.933376849 1.49E-04 Wall-associated Receptor like-quinase 1 GO0:0016021, GO:0009505, -
67133 c0 gl receptor kinase-like 1 associado a parede G0:0005886, GO:0005524,

G0:0030247, GO:0004674,
G0O:0007166
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos relacionados a defesa em espigas de trigo do genotipo CBFusarium ENT014 inoculado com o
isolado de Magnaporthe oryzae Py0925.

(Continuagdo)
Identificagdo do  log2FC FDR® Anotacdo RecName® Tradugdo livre para os Ontologia do Gene*© Pfam?
Gene RecName
TRINITY GG_  2.385593715 1.56E-04 MDISI-interacting Receptor like-quinase 2~ GO:0016021, GO:0016020, LRR_ I (PF00560), LRR_8 (PF13855)
127434 c2 gl receptor like kinase 2 interagindo com MDIS1  GO:0005886, GO:0009506,
GO0:0090406, GO:0005524,
GO:0004674
TRINITY GG 1.453396001 6.26E-04 Protein SUPPRESSOR  Proteina supressora de G0:0016021, GO:0005886,  Pkinase (PF00069), Pkinase Tyr
86562 c0 gl OF NPR1-1 NPRI1-1 constitutivo 4 GO:0005524, GO:0008889, (PF07714)
CONSTITUTIVE 4 GO:0004674, GO:0006968,
GO0:0006952, GO:0006071,
GO0:0045087, GO:0006629
TRINITY GG_  2.824143028 6.11E-05 Cysteine-rich receptor-  Proteina quinase com G0:0016021, GO:0005886,  Stress-antifung (PF01657)
36806 c9 gl like protein kinase 6 receptor rico em cisteina  GO:0005524, GO:0004674,
GO0:0042742, GO:0006468
TRINITY GG 1.880865297 6.42E-04 Glucan endo-1,3-beta-  GII endo glucano- 1,3- GO0:0042973, GO:0006076,  Glyco_hydro 17 (PF00332)
122913 c0 gl glucosidase GII beta-glucosidase G0:0050832
TRINITY _GG_  2.749445904 1.82E-06 Chitinase 5 Quitinase 5 GO:0008061, GO:0004568,  Chitin_bind 1 (PF00187),
104629 c0 gl GO0:0016998, GO:0006032,  Glyco_hydro_19 (PF00182)
GO0:0006952, GO:0000272
TRINITY GG_  1.760198418 1.51E-04 Basic endochitinase A Endoquitinase basica A G0O:0005576, GO:0008061,  Chitin_bind 1 (PF00187),
20175 c21 gl GO:0004568, GO:0016998,  Glyco_hydro 19 (PF00182)
GO0:0006032, GO:0050832,
GO0:0031640, GO:0000272
TRINITY GG_  3.142223315 3.81E-10 Pathogenesis-related Proteina relacionada a G0:0006952, GO:0009607  Thaumatin (PF00314)

160722_c0_gl

protein 1C

patogénese 1C
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos relacionados a defesa em espigas de trigo do genotipo CBFusarium ENT014 inoculado com o
isolado Py0925 de Magnaporthe oryzae.

(Conclusdo)
Identificagdo do  log2FC FDR® Anotacdo RecName® Tradugdo livre para os Ontologia do Gene* Pfam?
Gene RecName
TRINITY GG_  3.438627358 4.97E-09 Thaumatin-like protein ~ Proteina taumatina-like G0:0006952, GO:0009607  Thaumatin (PF00314)
82899 cl gl PWIR2 PWIR2
TRINITY GG 3.499080002 1.21E-05 Peroxidase Peroxidase GO0:0005576, GO:0020037,  Peroxidase (PFO0141)
107002 c3 g2 GO0:0046872, GO:0004601,
G0:0042744, GO:0006979
TRINITY GG_  3.588679699 1.19E-20 Peroxidase Peroxidase G0:0005576, GO:0020037,  Peroxidase (PF00141)
97788 cl gl GO0:0046872, GO:0004601,
GO0:0042744, GO:0006979
TRINITY GG_  2.643866224 1.87E-04 Protein WIR1A Proteina WIR1A G0:0016021 -
51766 cl gl
TRINITY GG_  3.280209878 7.32E-07 Protein WIR1A Proteina WIR1A G0:0016021 -
56385 c0_gl
*FDR: false discovery rate
®Anota¢do RecName: banco de dados em UniprotKB/Swiss-Prot, https://www.uniprot.org
°Ontologia do Gene: banco de dados em http://gencontology.org/
dPfam: banco de dados em https://pfam.xfam.org/
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Receptores quinase (RLK, Receptor Like Kinases) em plantas estdo envolvidos
em um diverso conjunto de respostas, incluindo desenvolvimento, crescimento,
percepgao de hormonio e resposta a patdgenos (GOFF; RAMONELL, 2007). Os sensores
de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP - Pathogen-Associated Molecular
Patterns) do hospedeiro sdo tipicamente receptores quinase (RONALD; BEUTLER,
2010). No presente estudo, foram identificados 15 RLKs como GDE apenas no gendétipo
resistente inoculado (Tabela 5). Receptores do tipo RLK compreendem uma grande
familia de receptores em plantas (TOR; LOTZE; HOLTON, 2009). Essas proteinas
funcionam como uma unidade de processamento central, aceitando em paralelo sinais de
entrada interna e externamente. RLKs convertem sinais de entrada em sinais de saida
apropriados, levando a mudangas no metabolismo, na expressdo de genes e no
desenvolvimento (HARDIE, 1999). Devido as suas caracteristicas estruturais unicas,
RLKSs s3o adequados para a sinalizagdo célula-a-célula e sdo considerados um dos grupos

mais importantes de receptores da superficie celular (GOU et al., 2010).

As proteinas RLKs podem ser divididas em subclasses de acordo com as
especificidades do substrato entre os dominios quinase: tirosina quinase (o tipo
predominante em animais), e serina/treonina quinase e histidina quinase, ambos
encontrados em plantas (AFZAL; WOOD; LIGHTFOOT, 2008). Os dominios quinase
dos diferentes RLKs tem mais de 45% de identidade em aminoacidos, enquanto seus
dominios extracelulares tém pouca similaridade de sequéncia (HU; XIONG; YANG,
2005). Entre os 15 RLKs identificados no presente estudo, o dominio serina/treonina
quinase esta presente em todos eles. Serina/treonina quinases participam na catalisacao
da transferéncia do grupo gamma-fosforil do ATP para residuos de serina/treonina nos
substratos da proteina. Eles sdo conhecidos por modular as rotas envolvidas na resisténcia

das plantas a infec¢do por patogenos (PTI) (YAN et al., 2012).

Neste trabalho, RLKs com diferentes motivos foram identificados: dois GDE
codificando para G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein kinase
(TRINITY_GG 33658 c0 gl e TRINITY GG 36806 c10 g3), um GDE codificando
para uma cysteine-rich RLK (CRK) (TRINITY GG 36806 c9 gl) e um GDE
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codificando para um RLK atipico (TRINITY GG 86562 cO gl - Protein
SUPPRESSOR OF NPR1-1 CONSTITUTIVE 4-SNC4) (Tabela 5). Pi-d2, um dos genes
de arroz conferindo resisténcia a M. oryzae, ¢ um tipo-G de lecitina receptor quinase
(CHEN et al., 2006). CRKSs apresentam uma ou mais repeti¢des do “dominio de fungdo
desconhecida 26” (DUF26, domain unknown function) consistindo de um motivo C-X8-
C-X2-C na parte extracelular da proteina. Membros dessa familia sdo induzidos por 4cido
salicilico e patdgenos, e alguns deles também estdo envolvidos na regulagdo da morte
celular em Arabidopsis (CHEN et al., 2004). TaCRK ¢ o primeiro gene CRK isolado de
trigo e altos niveis de expressao foram observados em trigo submetido a inoculagdo com

Rhizoctonia cerealis, e depois da aplicagdo de ABA exdgeno (YANG et al., 2013).

Nove RLKs contendo repeti¢des ricas em leucina (LRR - Leucine-Rich Repeats)
na regido extracelular foram identificados (Tabela 5). Membros dessa subfamilia estdo
envolvidos na iniciagdo da sinalizagdo e ativacao de processos de defesa. Sdo a maior e a
mais bem estudada sub-familia de RLKs (PENG et al., 2009). O genoma do arroz tem
mostrado conter em torno de 320 genes LRR-RLK (DIEVART et al. 2016). Eles estao
envolvidos nas respostas a diversos sinais como hormonios, esterdides, luz, ferimentos e
patogenos. Alguns exemplos de LRR-RLKSs sd3o X421, que confere resisténcia de amplo-
espectro a diferentes ragas de Xanthomonoas oryzae pv. oryzae (Xo00),
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRII) envolvido na percep¢ao de
brassinoesteroides, CLAVATAI relacionada ao controle das células meristematicas, PEP
RECEPTOR 1 (PEPRI) e PEPR?2 que detectam o dano associado ao padrdo molecular do
peptideo 1 (Pepl); duas importantes PRR (pattern recognition receptor), FLAGELLIN
SENSING?2 (FLS2) e EF-TU receptor (EFR) que reconhecem flagelina bacteriana ¢ EF-
Tu, respectivamente; e a subfamilia SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR-LIKE KINASE3) (CHEN; RONALD, 2011; YEH et al., 2015). OsSERK
media a embriogénese somatica em arroz, ¢ ¢ induzido por isolado avirulento de M.
oryzae e por moléculas sinalizadoras de defesa, como 4cido salicilico e 4cido jasmonico.
Também em arroz, OsBRRI (Blast Resistance Related ) codifica um LRR-RLK cuja

expressao ¢ altamente induzida em folhas infectadas por M. oryzae. Supressdo e
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superexpressao de OsBRRI levam ao aumento da suscetibilidade e ao aumento da

resisténcia ao patdgeno, respectivamente (PENG et al., 2009).

Foram identificados dois GDE codificando quinases associadas a parede (WAKs
- wall-associated kinases) (TRINITY_GG 67133 c0 gl e
TRINITY GG 67155 c0O gl) (Tabela 5). WAKs sdao uma subfamilia de RLKs de
plantas. Elas possuem um dominio amino-terminal fortemente associado com a matriz
extracelular, uma tUnica regido transmembrana e um dominio citoplasmatico de quinase
(HE; HE; KOHORN, 1998). Os RLKs do tipo WAK estdo associados a pectina, que esta
presente na lamela média e na parede celular primaria (WAGNER; KOHORN, 2001). As
paredes celulares das plantas sdo compostas por uma matriz complexa de celulose,
hemicelulose, pectinas e proteinas que circundam cada célula. As proteinas WAK sao
necessarias para a expansdo celular e também estdo envolvidas na resposta a patogenos.
De fato, fragmentos de pectina s3o comumente gerados por patdogenos e podem servir
como sinais para ativar vias de sinalizacdo especificas relacionadas a defesa de plantas
(KOHORN; KOHORN, 2012). Embora nao esteja claro como WAKSs estao envolvidas
no processo de defesa, elas sao conhecidas por estarem associadas a patogénese (ZHANG
et al., 2005). No arroz, um gene similar a WAK (WAK-like) confere menor sensibilidade
a brusone (LI et al., 2009).

A maneira mais eficaz de defesa das plantas ¢ a reagdo de hipersensibilidade, que
restringe o crescimento e os danos causados pelos patogenos. Alteragao dos fluxos id6nicos
através da membrana da célula vegetal, geracio de ERO, mudangas no estado de
fosforilagdo de proteinas reguladoras e ativacdo transcricional de genes relacionados a
defesa ocorrem em resposta a infec¢do por patdgenos. A morte celular ocorre no local da
infecgcdo e ¢ acompanhada por processos de lignificagdo, suberizacdo e deposicao de
calose na parede celular e produ¢ao de compostos fendlicos, fitoalexinas e proteinas
relacionadas a patogénese (PR, pathogen-related). As proteinas PR se acumulam
localmente, nos tecidos infectados e adjacentes, e também em tecidos ndo infectados
remotos (EBRAHIM; USHA; SINGH, 2011). No ultimo caso, eles estdo associados ao

desenvolvimento de resisténcia sistémica adquirida (SAR, systemic acquired resistance),
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que aumenta a capacidade da planta de se defender contra patdgenos, especialmente

biotréficos e hemibiotroficos (HAMMERSCHMIDT, 2009).

Proteinas PR tém sido classificadas em 17 familias e algumas delas sao
antimicrobianas. Trés sequéncias codificando proteinas envolvidas na degradagdo de
componentes da parede celular fungica, uma glucan endo-1,3-beta-glucosidase
(TRINITY_GG 122913 c0 gl) e duas quitinases (TRINITY GG 104629 cO gl e
TRINITY_ GG 20175 c21 gl), foram identificadas nesse estudo (Tabela 5). Apos a
celulose, a quitina é o polimero mais abundante nos organismos vivos. E o principal
componente da parede celular dos fungos. As quitinases fazem parte do grupo das PR e
sao fortemente induzidas em células vegetais infectadas por patégenos (CLETUS et al.,
2013). Uma quitinase classe VII isolada e purificada de trigo exerceu uma atividade
antifungica de amplo espectro contra varios patogenos, incluindo Fusarium sp., agente
causal da giberela (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007). Beta 1,3-
glucanase pertence a O-Glycosyl hydrolases que hidrolisam a ligagdo glicosidica entre
dois ou mais carboidratos, ou entre um carboidrato e uma fracdo nao-carboidrato.
Juntamente com as liquenases e exo-1,3-glucanases, endo-1,3-beta-glucanases sao
encontradas em plantas e fungos. Uma expressdo coordenada de beta 1,3-glucanases e
quitinases tem sido descrita em muitas espécies de plantas, incluindo espigas de trigo
infectadas por Fusarium graminearum (LI et al., 2001). Plantas transgénicas suscetiveis
expressando uma combinagdo de genes de beta-1,3-glucanase e de quitinase apresentam
uma maior resisténcia a doencas flingicas, e atraso na evolu¢do da infec¢do por F.
graminearum em espigas de trigo, em comparacao com plantas controle (ANAND et al.,

2003).

Além de quitinases e beta 1,3-glucanases, duas sequéncias codificando proteinas
similares a taumatina (TLPs, thaumatin-like proteins) (TRINITY_ GG 160722 c0 gl e
TRINITY GG 82899 cl gl) foram identificadas (Tabela 5). Coincidente com esses
resultados, transcritos de uma beta 1,3-glucanase, uma quitinase ¢ uma TLP foram
induzidos em espigas de trigo infectadas por M. oryzae (HA; KOOPMANN; VON
TIEDEMANN, 2016). TLPs contém cerca de 200 residuos de aminoacidos e sao

universais em plantas, incluindo bridfitas, gimnospermas e angiospermas (LIU;
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STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010). Sua expressao ¢ induzida pelo ataque de
patogenos e elas sdo classificadas como familia de proteinas PR 5. Nesta familia, ha TLPs
induzidas por estresses ambientais, incluindo seca, frio, sal, ferimentos e hormodnios
vegetais. As TLPs apresentam uma atividade antifingica bem documentada, que pode
estar relacionada a sua atividade de ligagdo e/ou hidrolise aos beta-1,3-glucanos
insoluveis em dgua, um importante componente da parede celular fingica. Em contraste,
algumas TLPs ndo mostram atividade antifungica, apesar de sua atividade de glucanase.
De fato, elas poderiam interferir com o destino e o metabolismo dos beta-1,3-glucanos
derivados de plantas, como consequéncia de ferimentos ou da deposi¢do de calose
(GRENIER et al., 1999). A inibi¢do da xilanase ¢ outro mecanismo de a¢do das TLPs na
defesa das plantas. O xilano ¢ um dos polissacarideos mais abundantes na parede celular
das plantas superiores. As xilanases podem ser produzidas por microrganismos € por
plantas. Um inibidor da xilanase do tipo taumatina em trigo apresentou atividade

exclusivamente contra xilanases de origem microbiana (DORNEZ et al., 2010).

As peroxidases sao enzimas que catalisam a oxidorredugdo entre o HoO» e varios
redutores. Duas sequéncias de peroxidases (TRINITY GG 97788 cl gl e
TRINITY GG 107002 c3 g2) foram identificadas (Tabela 5). Ambas sdo peroxidases
de classe III, uma enzima classica com um dominio de liga¢do heme, codificada por uma
familia multigénica em plantas. Entre outros processos, as peroxidases da classe III sao
induzidas durante a defesa da planta hospedeira. As peroxidases também sdo conhecidas
por pertencerem a subfamilia de proteinas PR 9 (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).
Na interacdo planta-patdgeno, as peroxidases atuam no reforco das paredes celulares do
hospedeiro (por exemplo, suberizagdo, lignifica¢do), no metabolismo de EROs e de
espécies reativas de nitrogénio, na produ¢do de metabolitos antimicrobianos, e nas vias
de sinaliza¢do (HIRAGA et al.,2001; ALMAGRO etal., 2009). A inducdo de peroxidases
em resposta a infeccdo por M. oryzae ¢ relatada em varios estudos. Plantas de arroz no
estadio de oito folhas apresentaram aciimulo de transcritos de oito genes de peroxidases
apos a inoculagdo com M. oryzae (SASAKI et al., 2004). Alguns deles foram detectados
as 6-12 HAI, quando ainda ndo hé sintomas, e outros, aos 5 DAI, quando as lesdes estao

desenvolvidas. Uma linhagem de arroz resistente, quando inoculada com M. oryzae,
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apresentou mais genes regulados e com maior expressdo de genes codificadores de

peroxidases, do que linhagens suscetiveis (GUPTA et al., 2012).

Por fim, dois GDE codificando para WIRIA foram identificados
(TRINITY_GG 56385 c0 gl e TRINITY GG 51766 cl gl) (Tabela 5). Genes dessa
familia também foram identificados como diferencialmente expressos, no primeiro estudo

de transcriptomica do gen6tipo CBFusarium ENTO14 inoculado com o isolado de M.

oryzae Py6025 (Wirlb).

6.5 Conclusoes

Os mutantes de Cadenza para COMT apresentaram alteracdo na rea¢do a M.
oryzae, em planta jovem e em planta adulta. Cruzamentos entre essas linhagens mutantes
poderiam ser realizados para se verificar a influéncia de cada uma das copias do gene na
reacdo a doenga. Nao se obteve resultado significativo de alteragdo do fendtipo dos
mutantes TILLING de trigo para Hsp60 e Wirlb. Novos mutantes poderdo ser

selecionados para prosseguir com o estudo.

Iniciadores  desenhados para os genes RPMI, Tricetin 3'4°5-O-
Trimethyltransferase, e Wirlb, identificados nos experimentos com o isolado Py6025, e
analisados em RT-qPCR com amostras de RNA obtidas de espigas inoculadas com o
isolado Py0925, ndo amplificaram fragmentos. Novos iniciadores deverdo ser desenhados
e utilizados para se caracterizar o perfil de expressdo desses genes ao longo do tempo, e
em resposta a inoculacdo, em BRS 209 (suscetivel) e em CBFusarium ENTO14

(resistente).

O sequenciamento dos transcriptomas de espigas de trigo em resposta a inoculagao
revelou que as fungdes moleculares mais representativas em termos GO sdo ligagao heme,
ligacdo por ion ferro e atividade oxidorredutase. Interessante observar que, as 40 HAI,
para essas categorias GO, ha uma modulacao de expressdo inversa em BRS 209 e
CBFusarium ENTO14 em resposta a inoculacdo com M. oryzae, com a modulacdo de

expressdo de um maior numero de genes na cultivar suscetivel. No genétipo resistente
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CBFusarium ENTO014, foram identificados 24 GDE relacionados a defesa, sendo 23

induzidos e um com expressao reduzida em condi¢gdes de inoculagao com M. oryzae.

e Parte do Capitulo IV foi aceito para publicagdo no livro “Wheat Blast” da CRC
Press, como capitulo “Genetic and molecular basis of Wheat - Magnaporthe
oryzae Triticum interaction”
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A brusone do ¢ um fator limitante para a producdo de trigo em regides tropicais e
subtropicais, em funcdo dos efeitos na qualidade e no rendimento dos graos. Dentre as
medidas de controle disponiveis, a resisténcia genética ¢ uma das opcdes para reduzir os
danos causados por Magnaporthe oryzae. Por ser uma doenga relativamente recente,
poucos genoétipos de trigo sdo descritos como resistentes/moderadamente resistentes ao
patdgeno. Diversos estudos estdo sendo realizados para identificar fontes de resisténcia e
genes de resisténcia a M. oryzae, e elucidar os mecanismos envolvidos na interagao M.

oryzae-trigo.

Apesar de diversos trabalhos apresentarem a caracteriza¢ao da reagdo de genotipos
de trigo a M. oryzae, a metodologia de inoculacdo e avaliacio da doenga ndo ¢
padronizada, dificultando a compara¢ao dos resultados obtidos em cada pesquisa. Com
base em estudos publicados, no Capitulo I foi realizada a caracterizagao da reagcdo de dez
genotipos de trigo a dois isolados do patogeno (Py0925 e Pyl1121) identificagdo de
variaveis eficientes na discriminagdo dos genoétipos. De fato, had variagdo na reagcdo dos
genodtipos, como ja observado em outros trabalhos. As varidveis mais informativas para a
discriminacdo dos gendtipos de trigo quanto a reacdo a brusone foram: severidade de
espiguetas brancas, area abaixo da curva de progresso da doenca (estimada a partir da
severidade de branqueamento avaliada ao longo do tempo) e proporc¢ao do peso médio do
grao de espigas inoculadas com relacdo as controle. Por outro lado, a severidade de
espiguetas com lesdo, o tipo de lesdo predominante e a propor¢ao do niamero de graos por
espiga inoculadas em relagdo as controle ndo permitiram diferencia¢do entre os genotipos
resistentes e suscetiveis. Os gendtipos CBFusarium ENT014 e CPAC 07434
apresentaram a menor severidade de espiguetas brancas e a maior propor¢ao do peso

médio do grao.
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Os gendtipos CBFusarium ENT014 ¢ CPAC 07434, ja haviam sido caraterizados
como resistentes a M. oryzae em condicdes de viveiros de brusone e, no Capitulo II,
analises moleculares revelaram que esses genotipos possuem o marcador da translocagdo
2NS/2AS (VENTRIUP/LN2). Por outro lado, outros 13 genotipos resistentes avaliados
nesse capitulo, ndo apresentaram esse marcador. Dentre esses genotipos, estdo as
cultivares BR 18 e BRS 229, duas das mais importantes fontes de resisténcia duravel a
brusone no Brasil. A identificagdo de materiais resistentes que ndo possuem o marcador
da translocacao 2NS/2AS reforga a necessidade de estudos visando a descoberta de outros

genes e/ou QTL que sejam efetivos para o controle da doenca.

No Capitulo III, foi desenvolvido o mapeamento de QTL, buscando completar
uma lacuna do conhecimento sobre o patossistema M. oryzae-trigo. Até onde se sabe, esse
foi o primeiro estudo que identificou QTL de trigo conferindo resisténcia a M. oryzae. A
populacao de mapeamento foi desenvolvida a partir do cruzamento da cultivar suscetivel
BRS 209 e o gendtipo resistente CBFusarium ENTO014 (populagdo Embrapa-Brusone).
Quando inoculados com Py0925, ambos os genoétipos, reproduziram o padrao de reagao
anteriormente observado e apresentado no Capitulo I. A fenotipagem da populacao foi
realizada apds inoculacdo com os dois isolados do patogeno (Py6025 e Py0925),
conforme a metodologia proposta e apresentada no Capitulo I. A perda de patogenicidade
do isolado Py6025 impossibilitou a fenotipagem de todas as linhagens da populagao
Embrapa-Brusone. Devido a isso, também foi necessario a fenotipagem da populagdo
com um segundo isolado, Py0925. Como o tempo foi exiguo para a realizacdo desse
experimento parte dos gendtipos da populacdo ndo puderam ser fenotipados com o

isolado Py0925.

Foram identificados 12 QTL relacionados com a resisténcia de trigo a M. oryzae
e dois relacionados a produgao de graos quando submetidos a inoculagdo com o patdégeno.
Todas as variaveis consideradas apresentaram pelo menos um QTL, com excecao do tipo
de lesdo predominante e severidade de espiguetas com lesdo, refor¢ando que essas
avaliagdes ndo sdo as mais importantes para a caracterizacdo da reacdo de gendtipos de
trigo a brusone. O nimero de pontos de infecdo na radquis apresentou grande variagao

entre as linhagens da populacdo, e QTL especificos para essa caracteristica foram
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encontrados. Essa varidavel foi avaliada no Capitulo I, e outros estudos devem ser

desenvolvidos para se entender a influéncia dos pontos de infe¢do na reagdo a doenca.

Novos marcadores KASP ja estdo sendo desenvolvidos, no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Trigo, para saturar as regides dos QTL identificados.
Linhagens isogénicas estdo em desenvolvimento para o mapeamento fino dos QTL nos
cromossomos 2A, 5B e 7B. O uso dos marcadores reportados nesse estudo tem papel

potencial para o desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes a brusone.

Com os resultados obtidos nos Capitulos I e III, sugere-se a existéncia de pelo
menos trés mecanismos de resisténcia da planta hospedeira frente a M. oryzae, similares
ao observado no patossistema Gibberella zeae - trigo. A proposta desta tese ¢ a de que o
primeiro envolveria a resposta de hipersensibilidade, expressa pelo nimero de PIR e o
segundo, a resisténcia a colonizagdo dos tecidos do hospedeiro pelo patégeno, expressa
pelo atraso no desenvolvimento do branqueamento das espigas. J& o terceiro mecanismo
estaria relacionado a tolerancia, expressa pela propor¢do do peso médio do grao entre

espigas inoculadas e controle.

O Capitulo IV apresentou as atividades que tinham como objetivo identificar e
analisar genes-candidatos de resisténcia de trigo a M. oryzae. O estudo dos mutantes
TILLING para os genes-candidatos de resisténcia foi uma das justificativas para a
realizagdo de projeto junto ao Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) da
Capes, realizado no John Innes Centre (Reino Unido). Infelizmente, ndo foram obtidos
resultados significativos de alteracdo do fenotipo dos mutantes para os genes Hsp60 e
Wirlb, em resposta a inoculacdo. Os mutantes de Cadenza para Caffeic Acid O-
Methyltransferase apresentaram alteragdo na reagdo a M. oryzae, em planta jovem e em
planta adulta. Dando continuidade a essa caracterizagdo, seria importante realizar
cruzamentos entre essas linhagens mutantes para verificar a influéncia de cada uma das
copias do gene estudado na reacdo a doenca. Além disso, utilizando-se de outros
parametros de selecao de mutantes in silico, novos mutantes poderiam ser eleitos para a

caracterizacdo dos genes Hsp60, RPM1 e Wirlb.
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A perda de patogenicidade do isolado Py6025 também interferiu na validagdo da
expressao diferencial dos genes Rpm1, Tricetin 3°4°5°-O- Trimethyltransferase, e Wirlb
em RT-qPCR. Esses experimentos foram realizados com amostras de RNA obtidas de
espigas inoculadas com o isolado de M. oryzae Py0925. Os iniciadores desenhados para
os genes Rpml, Tricetin 3'4°5-O- Trimethyltransferase, ¢ Wirlb, porém, nao
amplificaram fragmentos. Dessa forma novos iniciadores deverdo ser desenhados e
utilizados para se caracterizar o perfil de expressdo ao longo do tempo em BRS 209

(suscetivel) e CBFusarium ENTO014 (resistente), submetidos ou ndo a inoculagao.

O sequenciamento dos transcriptomas de espigas de trigo em resposta a inoculagdo
com o isolado de M. oryzae Py0925 permitiu a identificagdo de um conjunto de genes
diferencialmente expressos em resposta a inoculagdo, tanto no genotipo resistente quanto
no suscetivel. Transcritos da familia génica Wirl, que ja haviam sido identificados como
diferencialmente expressos em resposta a inocula¢ao com o isolado Py6025, também foi
identificada em resposta a inoculacdo com o Py0925. Trabalhos futuros permitirdo
analises comparativas entre os resultados obtidos com as inoculagdes dos dois isolados.
Nesse caso, novos genes-candidatos poderdo ser selecionados para a validagdo de
experimentos em RT-qPCR, a exemplo dos diferencialmente expressos exclusivamente

no genotipo resistente.
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8 CONCLUSAO GERAL

As avaliagdes da severidade de espiguetas brancas, da area abaixo da curva de
progresso da doenga e da propor¢ao do peso médio do grao (entre espigas inoculadas e
controle) sdo eficientes na discriminagao de genotipos de trigo, e devem ser consideradas
para a caracterizacdo quanto a reagcdo a Magnaporthe oryzae. As analises de tipo de lesao
predominante e de severidade de espiguetas com lesdo ndo sdo informativas para a
fenotipagem com relacdo a brusone e podem ser dispensadas das avaliagdes. O nlimero
de pontos de infec¢ao apresentou variacdo tanto nos dez genétipos avaliados no Capitulo
I quanto na populacdo duplo-haploide analisada no Capitulo III. Essa caracteristica
merece atengdo em estudos futuros. A metodologia de inoculagdo e avaliagao da brusone
descrita nesse trabalho pode ser utilizada em trabalhos futuros para otimizagao do tempo
dedicado as avaliagdes e maior eficiéncia na caracterizagdo da reagdo de genotipos de

trigo a brusone.

A identifica¢dao de materiais resistentes que nao possuem o marcador molecular da
translocacao 2NS/2AS refor¢ou a necessidade de estudos visando a descoberta de outros
genes e/ou QTL, assim como a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia envolvidos. Até
onde se sabe, nessa tese foi desenvolvido o primeiro mapeamento de QTL de resisténcia
de trigo a M. oryzae. Doze desses QTL estdo relacionados com a resisténcia e dois com a

produgdo de graos.

Nao foram obtidos resultados significativos de altera¢do do fenotipo dos mutantes
TILLING de trigo para os genes Hsp60 e Wirlb. Porém os mutantes de Cadenza para
Caffeic Acid O-Methyltransferase (Cadenza0260, Cadenzal323 e Cadenzal752)

apresentaram alteracdo na reagdo a M. oryzae, em planta jovem e em planta adulta.
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O sequenciamento dos transcriptomas de espigas de trigo em resposta a inoculagao
revelou as fungdes moleculares ligagdo heme, ligacdo por ion ferro e atividade
oxidorredutase, atuando em doadores pareados, com incorporacao ou redugdo de oxigénio
molecular, como as mais representativas em termos GO. Interessante observar que houve
uma modulagdo de expressdo inversa, para essas categorias GO, em BRS 209 e
CBFusarium ENTO014, em resposta a inoculagdo com M. oryzae. Foi observada a
modula¢do de expressao de um maior numero de genes na cultivar suscetivel, as 40 horas
apds a inoculag¢do, do que no genotipo resistente. Para CBFusarium ENTO014, foram
identificados 24 genes diferencialmente expressos relacionados a defesa, € que ndo o
foram na cultivar suscetivel, sendo 23 induzidos ¢ um com expressdo reduzida em
condig¢des de inoculagdo com M. oryzae. Estes 24 genes de expressao génica diferencial
especificamente no genotipo resistente poderdo ser empregados como genes-candidatos

em estudos futuros.
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ANEXOS



Anexo | - Meio para cultura de isolados de Magnaporthe oryzae



Meio para cultura de isolados de Magnaporthe oryzae

Preparo para 1 L de Complete Media Agar 1,5%

NaNO;s
KCl
MgS04.7H,0
KH,PO4

Micronutrientes (ImL do estoque, descri¢ao abaixo)

D-Glicose
Peptona

Extrato de levedura
Acidos de casamino
Solugdo de vitamina (descri¢do abaixo)

Agar

Micronutrientes (1000X)

HO
ZnS04.7H20
H3;BO3
MnCl>.4H,O
FeSO4.7H20
CoCl2.6H20
CuS04.2H>0
Na;Mo004.2H,0
NasEDTA

80 mL ~

22¢g
IL1g
0,5¢g
0,5¢g
0,17 g
0,16 g
0,15¢g
58

-

_/

Solu¢io de vitamina (100mL)

Biotina

Piridoxina (vit. B6)

Tiamina (vit. B1)

Riboflavina (vit. B2)
PABA (4cido para-aminobenzoico) 0,01 g

Acido nicotinico

10g > Ajustar para pH
2g 6.5 com NaOH

Adicionar cada um em ordem e ferver. Resfriar até
a temperatura de 60°C e ajustar para pH 6.5 com
KOH. Quando estiver em temperatura ambiente

ajustar o volume para 100 mL

0,01 g
0,01 g
0,01 g
0,01 g

-

0,01 g _J

Estocar em garrafa de vidro

escura a 4°C
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