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RESUMO

VANCINI, Camila. Caracterizacdo molecular e genética da resisténcia de trigo a brusone
conferida pela translocacdo 2NS/2AS. 96 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2022.

O trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo, sendo fundamental na cadeia alimenticia.
Cada vez mais busca-se alternativas para o aumento do rendimento do trigo e expanséo da area
de cultivo. Apesar de amplamente produzido, diversos problemas ocorrem no seu cultivo e um
dos principais obstaculos, em diversas regiGes produtoras, é a incidéncia da brusone de trigo,
doenca flngica causada pelo patdgeno Magnaporthe oryzae que leva ao comprometimento da
producdo de gréos. Sendo a brusone de dificil controle, a resisténcia genética tem sido apontada
como alternativa eficiente na reducdo dos danos causados por essa doenca. A translocacdo
2NS/2AS tem sido amplamente estudada e associada como principal fonte de resisténcia a
brusone de trigo. Porém, alguns gendtipos portadores do fragmento 2NS tem mostrado variagdes,
apresentando fendtipo de suscetibilidade. O presente trabalho teve como objetivos: i) estudar a
heranca da resisténcia conferida pela presenca da translocacdo 2NS em linhagens segregantes F»
de trigo; ii) identificar marcadores moleculares que melhor explicassem o fen6tipo de resisténcia
conferida pela translocacdo 2NS/2AS. Para isso, foram desenvolvidas duas abordagens de
experimento. A primeira delas foi baseada no estudo da heranga genética da resistencia a brusone,
com base na 2NS, através da fenotipagem de duas populacBes segregantes F, de trigo derivadas
do cruzamento de parentais contrastantes quanto a rea¢do a brusone. A segunda tratou da
caracterizacdo molecular de uma colecdo de gendtipos de trigo, além das duas populacGes
segregantes F, mencionadas anteriormente. A fenotipagem das populagdes F, mostrou que a
heranca da resisténcia conferida pela 2NS pode segregar na proporc¢do de 3R:1S, sugerindo um
gene de efeito dominante controlando a caracteristica de resisténcia. Esse resultado, porém,
apresentou variaces em funcdo do background genético dos gendtipos de trigo empregados e da
caracteristica fenotipica avaliada. Na caracterizacdo molecular, todos os marcadores utilizados
foram eficientes em diferenciar gendtipos resistentes de sucetiveis a brusone de trigo, e dois
marcadores destacaram-se, apresentando diferenca significativa entre gendtipos classificados
como resistente e suscetivel para todas as variaveis fenotipicas estudadas. Além disso, a analise
de desequilibrio de ligacdo dos marcadores empregados apontou a presenca de recombinacdo na
regido da translocagdo 2NS/2AS. Os resultados encontrados nesse estudo evidenciaram o
potencial da translocacdo 2NS/2AS na resisténcia genética a brusone de trigo e apontam que o(s)
gene(s) presente(s) nessa translocacdo, para resisténcia a brusone, é (sdo) de carater dominante.
Ainda, os resultados obtidos reforcam a variavel de ‘nimero de pontos de infeccdo na raquis’
como uma caracteristica de resisténcia a brusone de trigo, e indicam a esporulacdo de M. oryzae
com potencial de uso para avaliacdo da resisténcia de trigo a brusone.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. Magnaporthe oryzae. 3. Resisténcia genética.
4. Heranga genética. 5. Marcadores moleculares.



ABSTRACT

VANCINI, Camila. Molecular and genetic characterization of wheat blast resistance
conferred by the 2NS/2AS translocation. 96 f. Thesis (Doctor in Agronomy) — University
of Passo Fundo, Passo Fundo, 2022.

Wheat is the second most produced cereal around the world, being fundamental in the food chain
supply. Increasingly, alternatives are being sought to increase wheat yield and expand its
cultivated area. Despite the wide wheat production, several adversities interfere this crop. One of
the main problems in several producing regions is the incidence of wheat blast. This fungal
disease is caused by the pathogen Magnaporthe oryzae and directly impairs grain production.
Blast has a difficult control and genetic resistance is an efficient alternative to reduce the damage
caused by the disease. The 2NS/2AS translocation has been widely studied and associated as the
main source of wheat blast resistance. However, some genotypes carrying the 2NS fragment have
shown variations, presenting a susceptibility phenotype. The present work had the following
objectives: i) Study the inheritance of resistance conferred by the presence of 2NS translocation
in F2 segregating wheat lines; and ii) Identify molecular markers that best explain the resistance
phenotype conferred by the 2NS/2AS translocation. Therefore, two experimental approaches
were developed. The first one was based on the genetic inheritance study of blast resistance, based
on 2NS. It was carried out through the phenotyping of two F, wheat segregating populations
derived from crosses of parents contrasting for reaction to blast. The second was the molecular
characterization of a wheat collection genotypes and characterization of two F, segregating
populations previously described. The F, populations phenotyping showed that the inheritance of
resistance conferred by 2NS can segregate in the 3R:1S ratio, suggesting a dominant effect gene
controlling the resistance trait. However, this result may vary depending on the genetic
background of the genotypes studied and the trait evaluated. The molecular characterization
showed that all the markers used were efficient in differentiating resistant genotypes from those
susceptible to wheat blast. Two markers stood out, displaying a significant difference between
genotypes classified as resistant and susceptible for all phenotypic traits studied. Furthermore, the
linkage disequilibrium analysis of the used markers indicated the presence of recombination in
the 2NS/2AS translocation region. The results found in this study showed the potential of the
2NS/2AS translocation in genetic resistance to wheat blast and indicate that the resistance gene(s)
to blast present in this translocation are dominant. Additionally, the results reinforce the variable
“number of infection points in the rachis” as a trait of resistance to wheat blast and also indicate
that M. oryzae sporulation has the potential to be used to evaluate wheat blast resistance.

Key words: 1. Triticum aestivum. 2. Magnaporthe oryzae.. 3. Genetic resistance. 4. Genetic
inheritance. 5. Molecular markers
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1 INTRODUCAO

Doencgas de plantas causam perdas significativas no rendimento das culturas
levando a preocupacGes sobre o suprimento global de alimentos. A brusone de trigo é
uma doenca causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, o qual foi classificado como fungo
fitopatogénico de maior importancia cientifica e econémica. Esse fungo pode infectar
sementes, folhas, colmos e espigas. A infec¢do da espiga é considerada a forma mais
destrutiva da doenca, pois reduz a qualidade e o rendimento de graos de trigo, resultando
em perdas econdémicas importantes nas regides com condi¢Ges ambientais favoraveis a
sua ocorréncia. O primeiro relato mundial da brusone de trigo foi no Brasil no ano de
1985, no estado do Parana. Desde entdo, a brusone estava restrita aos paises da América
do Sul como Bolivia, Paraguai e Argentina. Foi somente em 2016 que a doenca foi
registrada em Bangladesh. J& no ano seguinte, noticias locais apontavam a presenca da
brusone de trigo na india a partir da fronteira com Bangladesh. E mais recentemente a
brusone de trigo foi registrada em mais um continente, a Africa, com a ocorréncia em

Zambia.

O trigo é o segundo cereal mais cultivado no mundo, ficando atras somente do
milho em termos de producdo. Este cereal € a principal fonte de alimento de muitos paises
em desenvolvimento. A expansédo da ocorréncia da brusone na cultura € uma preocupacéo
e alerta para éreas tropicais e subtropicais do mundo, podendo comprometer a economia
dos paises produtores de trigo, sendo a Uni&o Europeia, a China e a india os maiores

produtores dessa cultura.

O controle quimico da brusone, através dos produtos disponiveis no mercado, néo
tem se mostrado uma alternativa eficiente quando as condic8es climaticas sdo favoraveis
a ocorréncia da doenca. Além disso, a situacéo é agravada pela alta variabilidade genética
de M. oryzae associada a uma elevada frequéncia de cultivares de trigos suscetiveis ao

patdgeno. Desta maneira, buscam-se alternativas por meio de genotipos resistentes a



doenca. Genes de resisténcia a brusone e a elucida¢do dos mecanismos envolvidos tém
sido foco nos programas de melhoramento. A resisténcia genética do hospedeiro é a
abordagem de menor custo, eficaz e ndo incorre em danos ao meio ambiente para 0

controle de doencas nas culturas.

Com os avancgos nas pesquisas de resisténcia genética ja foram identificados, até
0 momento (2022), dez genes envolvidos na resisténcia em trigo ao fungo M. oryzae.
Ainda, foi evidenciada uma correlacdo positiva entre a presenca da translocacdo
cromossémica 2NS/2AS em gendtipos de trigo com a resisténcia a brusone, essa
translocacdo tem sido relatada como a principal fonte de resisténcia a brusone de trigo.
Porém, alguns genotipos de trigo portadores da 2NS tem apresentado fendtipo de
suscetibilidade a doenca. Esse fato pode ser atrelado ao background genético. Além disso,
o marcador VENTRIUP/LN2, desenvolvido por Helguera et al. (2003), é o principal
marcador usado para a identificacdo da translocagédo 2NS/2AS. Eventos de recombinacao
na regido da translocacdo podem explicar essa variagdo nas respostas fenotipicas, ou seja,
o marcador VENTRIUP/LN2 pode ndo ser o melhor para a explicar a resisténcia a

brusone em gendtipos de trigo associada a 2NS.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo de gendtipos
de trigo através da fenotipagem e a caracterizagdo molecular através de marcadores

moleculares localizados na regido da translocacdo 2NS/2AS.

Os objetivos especificos, que foram desenvolvidos nos dois capitulos deste

trabalho, sdo:

- Estudar a herancga da resisténcia conferida pela presenca da translocagéo 2NS em

linhagens segregantes F de trigo;

- Identificar marcadores moleculares que melhor expliguem o fenotipo de

resisténcia conferido pela translocacdo 2NS/2AS.

Camila Vancini 14



Para isso, foram usados diversos genotipos de trigo: 151 linhagens desenvolvidas
pelo CIMMYT (Centro Internacional de Melhoramento de Milho e Trigo), que tém sido
submetidas a varios procedimentos de avaliacdo, visando a identificagdo de linhagens
mais resistentes a brusone; dez linhagens que fazem parte da cole¢do da Embrapa Trigo
e 29 cultivares de diferentes paises, que ja vém sendo caracterizadas quanto a reagdo a
brusone. E ainda, duas populacdes segregantes derivadas de cruzamentos biparentais.
Para os cruzamentos foram usados os genotipos: Linhagem 514, oriunda do CIMMYT e
a cultivar Santa Fé, originaria dos Estados Unidos, ambas resistentes a brusone de trigo
portadoras da translocacdo 2NS/2AS, empregadas como genitor feminino com a cultivar

BRS 404, moderadamente suscetivel a brusone, usada como genitor masculino.

A genotipagem desse trabalho foi realizada por marcadores moleculares descritos
na literatura e marcadores oriundos do trabalho de Ferreira et al. (2021) que identificou
QTL associados a resisténcia em trigo a brusone.

Este documento é composto, além desta introducdo, por uma breve revisdo de
literatura, onde sdo abordados aspectos relacionados a brusone do trigo e a resisténcia
genetica. Em seguida, sdo apresentados, em dois capitulos, as atividades de pesquisa
desenvolvidas. No Capitulo |, € apresentada a caracterizacdo fenotipica de reacdo a
brusone de trigo de duas populacgdes segregantes F. para estudo da heranca genética de
resisténcia a brusone com base na 2NS. No capitulo Il, é apresentada a genotipagem de
uma colecdo de genotipos de trigo fenotipada por Pizolotto et al. (2017) e Kovaleski
(2020) e das duas populagdes segregantes F, apresentadas no Capitulo I. E ao final, séo

apresentadas as Considerag0es Finais e a Conclusdo Geral da tese.

Camila Vancini 15



2 REVISAO DA LITERATURA
21 Trigo

A espécie de trigo hexaploide (Triticum aestivum L.) foi originada a partir do
cruzamento de uma espécie tetraploide (Triticum turgidum), que carrega 0S genomas
AABB, com uma espécie diploide (Aegilops tauschii) (DD). A complexidade do genoma
do trigo permite uma ampla adaptacéo, sendo cultivado em diversos ambientes. O trigo é
uma das espécies mais cultivadas no mundo hoje e estd presente na histéria da
humanidade ha cerca de 10 mil anos (ACEVEDO; SILVA; SILVA, 2002; DONG et al.,
2012; USDA, 2021).

O trigo é o segundo cereal mais produzido no mundo, ficando atrds somente do
milho (USDA, 2021). Entre os paises com maior producdo de trigo estdo os da Unido
Europeia, sequidos pela China, india, Rissia e Estados Unidos (CONAB, 2020).

O Brasil ocupa a 152 posic¢do no ranking de producédo global do trigo (SOARES,
2020). No pais, a producédo desse cereal ocorre nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
em sistema de sequeiro ou irrigado. Porém, os estados da regido sul como Rio Grande do
Sul e o Parana estdo na lideranca, sendo responsaveis por mais de 90% da producao
nacional (CONAB, 2020).

O Brasil esta entre 0s maiores consumidores de trigo no mundo, ocupando a 102
posicdo no mercado consumidor, o que representa 1,6% do consumo mundial (USDA,
2020). A producdo nacional de trigo representou entre 0s anos 2009 e 2019, uma area
média de cultivo de 2,2 milhdes de hectares de trigo por safra, com producdo média de
5,4 milhdes de toneladas do grao. Estes valores representam metade da média do consumo
anual no mesmo periodo, o que corresponde a cerca de 11 milhGes de toneladas (CONAB,
2019b).



Cada vez mais busca-se alternativas para 0 aumento do rendimento do trigo e
expansdo da area de cultivo. Regides de zona tropical, especialmente no bioma Cerrado,
tem grande potencial para expansdo da cultura, pois seu clima quente e seco proporciona
vantagens com relacdo ao alto padrdo de qualidade do produto final. Além disso, a
colheita nessa regido coincide com a entressafra na regido Sul, o que possibilita maior
preco pago aos triticultores (CONDE et al., 2013).

O cultivo do trigo na regido do Cerrado ocorre a partir da segunda metade de
janeiro até final de maio (PIRES; VARGAS; CUNHA, 2011), podendo ser em
propriedades com sistemas de irrigacdo ou ndo. Para o aproveitamento dos periodos de
chuvas e a temperatura média alta do final do verdo e outono, a semeadura deve ocorrer
precocemente. Ja para diminuir perdas com a ocorréncia de doencas e pragas, a semeadura
ocorreria mais tarde, com o desenvolvimento da cultura durante os periodos mais frios do
ano. Neste Gltimo caso, apesar de expor a cultura a um intenso déficit hidrico, a incidéncia
de doencas é menor (GOULART et al., 2007).

Condicg0es climéaticas como altas temperaturas e precipitacfes pluviais frequentes
encontradas em quase todo o territorio brasileiro, favorecem o desenvolvimento de
doengas, principalmente aquelas causadas por fungos (PICININI; FERNANDES, 1999).
Doencas fungicas sdo um grande desafio para a agricultura, comprometendo a economia,
além de ser uma ameaca a seguranca alimentar. Entre as principais doencas que atacam a
cultura do trigo no Brasil estdo: o oidio, causada por Blumeria graminis f. sp. tritici, sendo
entre as doencas foliares a que aparece primeiro em cada safra de trigo (MACIEL et al.,
2020); a ferrugem da folha causada pelo fungo Puccinia triticina Eriks; a mancha
amarela, doenca causada por Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. (anamorfo:
Drechslera tritici-repentis Shoem.); a giberela, causada pelo fungo Gibberella zeae
(Schwein.) Petch. e a principal forma assexuada do patogeno € Fusarium graminearum;
as manchas foliares mais comuns causadas pelos patdgenos Bipolaris sorokiniana e
Drechslera tritici-repentis e a brusone de trigo causada pelo fungo Magnaporthe oryzae
(MACIEL et al., 2020).
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A brusone de trigo é a principal limitacdo da producéo de trigo na regido do Brasil
Central, causando danos de até 100% em cultivares suscetiveis (KOHLI et al., 2011).
Estratégias de controle da brusone em trigo tem sido foco de pesquisas onde essa doenca
ocorre, como paises do continente Americano, da Asia e Africa IGARASHI et al., 1986;
BHATTACHARYA; PAL, 2017; TEMBO et al., 2020).

2.2 Brusone de trigo

A doenca denominada brusone, palavra que tem origem italiana (brusar, bruciare)
que em traducdo literal para o portugués significa queimar, foi relatada pela primeira vez
na cultura do arroz, no ano de 1637 na China (COUCH et al., 2002). Ateé os dias de hoje,
¢ a doenca que causa maiores danos a cultura do arroz, sendo considerada uma ameaca a
seguranca alimentar no mundo, pois ocorre em quase todos os continentes e pode
comprometer até 100% da producao em condi¢Ges ambientais favoraveis ao patégeno e
em cultivares suscetiveis (SCHEUERMANN; EBERHARDT, 2011; SHARMA et al.,
2012). Na cultura do trigo, a brusone é uma doenca mais recente. Seu primeiro relato
mundial foi no Brasil em 1985 no estado do Parana, nos municipios de Engenheiro
Beltrdo, Londrina, Primeiro de Maio, Rancho Alegre, Sdo Pedro do Ivai e Sertandpolis,
no Parang, assim como no noroeste de S&o Paulo e Sul do Mato Grosso do Sul
(IGARASHI et al., 1986). Em 1987, a doenca alcancou proporcdes epidémicas, quando
lavouras de setenta municipios tiveram prejuizos entre 10 a 12% da producdo
(IGARASHI et al., 1986; IGARASHI, 1988). No ano de 1988, fatores como utilizacéo de
sementes infectadas pelo patdgeno, presenca de indculo da safra anterior em restos
culturais, cultivares de trigo com alta suscetibilidade & doenca e condi¢cdes ambientais
favoraveis ao seu desenvolvimento, fez a brusone ser detectada precocemente aos dez
dias ap6s o florescimento. Naquele ano, a brusone teve uma ocorréncia elevada em
lavouras de trigo no Vale do Paranapanema, em Ivai e em Tibagi, PR, situadas no estado
do Parané, especialmente em cultivares precoces, semeadas até a primeira quinzena de
abril, sendo que o periodo indicado para semeadura na regido se estende de marco a julho
(IGARASHI, 1988).
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Danos na qualidade e no rendimento de grdos em decorréncia da brusone de trigo,
ocasionaram prejuizos econdémicos entre 0s anos de 1988 e 1992 no Mato Grosso do Sul.
Outros estados como Sdo Paulo (IGARASHI, 1990), Rio Grande do Sul (PICININI;
FERNANDES, 1990), Mato Grosso do Sul (GOULART et al., 1990), Goias (PRABHU
etal., 1992) e cerrado do Brasil Central (ANJOS et al., 1996) registraram a ocorréncia da
brusone de trigo. Além do Brasil, a brusone de trigo foi encontrada no Paraguai, Bolivia
e Argentina (KOHLI et al., 2011).

Em 2016, houve a ocorréncia da doenca em Bangladesh, onde cerca de 15% da
area de producéo de trigo no pais foi atingida (MALAKER et al., 2016). No ano seguinte,
2017, a doenca foi relatada em campos da india a partir da fronteira com Bangladesh
(BHATTACHARYA; PAL, 2017). O trigo € uma das principais culturas de paises
asiaticos. A Asia produz anualmente 135 milhdes de toneladas de trigo, sendo que a india
é 0 segundo maior produtor de trigo do mundo, com 90 milhdes de toneladas. O risco de
expansdo da brusone nesses paises pode comprometer a producdo de trigo, levando a
consequéncias econdmicas e sociais, visto a importancia alimentar dessa cultura nesses
paises. E mais recentemente a brusone de trigo alcangou mais um continente, em Zambia
na Africa, devido a estacdo chuvosa de 2017 a 2018 o que favoreceu a ocorréncia da
doenga (TEMBO et al., 2020).

2.3 Magnaporthe oryzae

O agente causal da brusone é o fungo Magnaporthe oryzae B. C. Couch
(anamorfo: Pyricularia oryzae Cavara), que pertence ao filo Ascomycota, classe
Sordariomicetes, ordem Magnaporthales e familia Magnaporthaceae (COUCH; KOHN,
2002; MACIEL, 2011). M. oryzae é classificado como um fungo hemibiotréfico
(KANKANALA et al., 2007) pois para o inicio do seu desenvolvimento, precisa do
hospedeiro vivo. Apos a deposicao e a adesdo do esporo na superficie da planta, a infecgdo
inicial é biotrofica. A germinacdo do esporo ocorre em condigdes de alta umidade, e apos
duas horas, o tubo germinativo esta formado (TALBOT, 2003). Apos a formacao do tubo

germinativo, é formado o apressorio, que é uma célula especializada que permite a
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penetracdo do fungo no tecido da planta, gerando uma pressdo de turgor de
aproximadamente 8 MPa (RIBOT et al., 2008). Do apressorio, forma-se um “peg” de
penetracdo que tem por funcdo romper a superficie da folha, expandindo-se e formando
a hifa primaria que segue em direcdo aos plasmodesmas na parede celular até as células
adjacentes, formando hifas secundarias. A partir de entdo, inicia-se a fase necrotréfica do
fungo, durante a qual as hifas secundarias matam as células hospedeiras. Apds a
colonizacao dos tecidos, novos conidios serdo formados, completando, assim, o ciclo de

vida do patdgeno.

O fungo M. oryzae foi classificado internacionalmente como o fungo
fitopatogénico com maior importancia cientifica e econdmica (DEAN et al., 2012).
Devido a sua complexidade, o fungo M. oryzae forma diferentes subgrupos em funcao
dos tipos de reproducdo (mating types), das caracteristicas filogenéticas e da espécie
vegetal hospedeira (TOSA; CHUMA, 2014). Esse fungo tem capacidade de infectar mais
de 100 espécies de gramineas (CHOI et al., 2013), sendo classificado em pat6tipos. Os
especializados em infectar a cultura do arroz (Oryza sativa) sdo designados como pat6tipo
Oryza, usualmente usando-se a sigla MoO (Magnaporthe oryzae Oryza). Para as demais
espécies vegetais hospedeiras segue-se a denominagdo: patétipo: Triticum (MoT) para o
trigo; patétipo Avena (MoA) para aveia; patétipo Lolium (MoL) para o azevém; patétipo
Setaria (MoS) para o milheto; pato6tipo Eleusine (MoE) para o capim-pé-de-galinha, entre
outros (TOSA; CHUMA, 2014).

Maior intensidade da doenca ocorre com temperaturas acima de 20°C e
molhamento foliar por mais de 10 horas (CARDOSO et al., 2008). O fungo M. oryzae
pode infectar desde o limbo foliar formando lesdes elipticas de bordos cloréticos e centros
acinzentados, como também colmos, bainhas, espigas e ainda sementes que sdo a
principal fonte primaria de indculo da doenca (SILVA et al., 2009; LAU et al., 2011).

O sintoma mais caracteristico da brusone de trigo € o branqueamento de espigas,
a partir do ponto de infecgdo do patdgeno. Na raquis, observa-se o ponto de penetracéo
do patdgeno, caracterizado por uma leséo de coloracgéo preta brilhante de forma irregular.

Nesse ponto, ocorre o estrangulamento da raquis, o qual impede o transporte de nutrientes
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para a parte superior da espiga levando-a a descoloracdo e consequente morte (LAU et
al., 2011). A infeccdo da espiga é a forma mais prejudicial da doenca, e os danos na
producéo de graos de trigo vao depender do momento da infeccdo e do local de penetracao
do fungo, que pode atingir a espiga por completo ou parcialmente (PRESTES et al., 2007;
TORRES et al., 2015).

A brusone de trigo causa reducdes no rendimento e na qualidade de graos. Quando
a doenca ocorre precocemente, leva a ma formacéo dos graos, diminuindo seu tamanho e
peso especifico. Caracteristicas que fazem com que esses grdos sejam eliminados nos
processos de colheita e beneficiamento. Perdas de rendimento podem variar entre 40 e
100% da producdo (GOULART; PAIVA, 2000; TORRES et al., 2009). Estudos tém
mostrado que a reducdo da produtividade e da qualidade das sementes de trigo esta

associada a presenca de indculo inicial no campo (GOMES et al., 2017).

2.4  Medidas de controle da brusone de trigo

A brusone é considerada uma das principais limitagfes a expansao e producao da
triticultura no Brasil Central. Perdas na produtividade podem alcangar 100% (GOULART
et al., 2007). A busca por medidas de controle para a brusone de trigo tem sido
amplamente estudada. O patégeno pode ser encontrado sobrevivendo na forma de micélio
dormente no interior de sementes ou na superficie das mesmas, sendo esta uma fonte de
inoculo primaria, 0 que permite que o patdégeno avance para novas areas (FERNANDES
etal., 2017).

Em estudo de Reges et al. (2016) foi observado que M. oryzae estava associado a
gramineas hospedeiras invasoras de areas de trigo, como: aveia (Avena sativa); capim-
carrapicho (Cenchrus echinatus); Tifton 85 (Cynodon spp.); capim-amargoso (Digitaria
insularis); capim-arroz (Echinochloa crusgalli); capim-pé-de-galinha (Eleusine indica);
capim-colonido (Panicum maximum); capim-favorito (Rhynchelytrum repens); capim-
suddo (Sorghum sudanense) e capim-braquiaria (Urochloa brizantha). Essas plantas sdo
hospedeiras secundarias, servindo como importantes fontes para a sobrevivéncia do

fungo. Através de hospedeiros secundarios o patdgeno pode sobreviver na entressafra
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quando o hospedeiro principal esta ausente. Além disso, o patdégeno abriga-se nos restos
culturais de plantas cultivadas permitindo a posterior infeccdo das plantas de trigo ou

ainda outras espécies da familia Poaceae (CHOI et al., 2013).

O manejo cultural pode ser uma forma de prevenir a brusone de trigo. A época de
semeadura mais tardia, em Minas Gerais, reduziu significativamente a incidéncia da
doenca (COELHO et al., 2016). Espécies de gramineas hospedeiras suscetiveis a brusone
em areas proximas as de cultivo de trigo, anulam o efeito da rotacdo de culturas, pois
representam uma fonte continua de inéculo (CASTROAGUDIN et al., 2015; CERESINI
etal., 2018).

O controle quimico é feito através do uso de fungicidas. Segundo Agrofit
(AGROFIT, 2021) sdo registrados 57 produtos para o controle de M. oryzae em trigo no
Brasil. Porém, a alta agressividade do patdgeno e condicdes climaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento tem levado & ineficiéncia dos fungicidas presentes no mercado. A
eficiéncia de controle da doenca chega até 50%. Além disso, ja foi relatado que esse fungo
apresenta resisténcia a fungicidas do grupo quimico das estrobilurinas
(CASTROAGUDIN et al., 2015).

Ha variacgdes da eficiéncia do controle de acordo com a parte vegetal atacada, em
estudo de Rocha et al. (2014) o controle do patdgeno nas folhas foi eficiente, enquanto
nas espigas ndo. Fatores como a alta variabilidade genética do patdgeno, a suscetibilidade
dos gendtipos de trigo a brusone, condigdes ambientais propicias para o estabelecimento
da doenca, e cobertura desuniforme das espigas pelo produto, levam a baixa eficiéncia

dos fungicidas.

Visto algumas limitacdes dos métodos de controle e recorrentes perdas e grande
destruicdo causada pela doenca, muitos estudos foram realizados para encontrar fontes de
resisténcia, que tem sido apontada como prioritaria em programas de melhoramento de
trigo destinados a gerar cultivares para o cultivo em locais com histérico de ocorréncia
da doenca. O uso de genotipos resistentes pode ser uma medida de controle eficiente além

de ser ambientalmente correta.
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A busca por gendtipos resistentes pode ser realizada tanto a campo, onde ha
ocorréncia natural da doenca ou artificialmente, em casa de vegetacdo através da
inoculacdo do patogeno e posterior analise do comportamento e das caracteristicas de

resisténcia ou ndo dos materiais vegetais.

Até os anos 2000, grande parte das cultivares de trigo eram consideradas
suscetiveis a brusone. A partir de entdo, estudos comecaram a identificar genétipos de
trigo com caracteristicas de resisténcia. Em trabalho de Urashima et al. (2004), avaliou-
se a reacdo de M. oryzae em 20 cultivares de trigo oficialmente recomendadas no Brasil,
dentre elas identificou-se que a cultivar de trigo BR 18 Terena apresentava um amplo
espectro de resisténcia a fungo. Posteriormente, Prestes et al. (2007), avaliaram um total
de 56 cultivares, destas, 32% mostraram niveis de resisténcia moderada, inclusive
mostraram severidade média de infeccdo na espiga menores que a da cultivar BR 18
Terena, anteriormente identificada como moderadamente resistente. A reacdo de
resisténcia ao fungo pode também variar, além do gen6tipo, com o estadio de maturacao
da planta, Cruz et al. (2010), verificaram que os genotipos BRS 229, BRS 179, CNT 8,
BRS 120 e BRS Buriti mostraram resisténcia em planta jovem e os gen6tipos CNT 8, NE
20156-B, PF 844001, PF 964009 e PF 804002 mostraram resisténcia em planta adulta.

Além do Brasil, paises que tem ocorréncia da brusone em trigo tém focado em
estudos a fim de encontrar cultivares de trigos resistente ao fungo M. oryzae. Um estudo
realizado no Paraguai verificou a resisténcia em 36 gendtipos de trigo contra trés isolados
de M. oryzae. Dos genétipos estudados, apenas uma cultivar (Canindé) mostrou
resisténcia aos trés isolados analisados, e uma cultivar (CD 116) foi resistente a um
isolado e moderadamente resistente a outro. Os demais gendétipos foram suscetiveis a
todos os isolados estudados, demonstrando a suscetibilidade dos gendtipos utilizados no
pais e a necessidade de ampliar a base de resisténcia em programas de melhoramento
(CHAVEZ et al., 2018). Na Bolivia, em estudo de Baldelomar, Cardenas e Quispe (2015),
de 35 genotipos estudados para resisténcia a M. oryzae, seis foram considerados como
moderadamente resistentes, com severidade entre 11 a 40% (Motacu com 40%, San Pablo
com 30% Urubo, USDA 14, Sausal e AN-120 com 15%) e dois como resistentes com
severidade de 1a 10%. (USDA 8 e CMT-50 com valores de 10% de incidéncia na espiga).
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No entanto, até hoje a maioria das cultivares de trigo sdo relatadas como
suscetiveis ao M. oryzae, (CRUZ; VALENT, 2017) e aquelas que sdo parcialmente
tolerantes estédo restritas a regides especificas (DEVANNA; SHARMA, 2018). Deste
modo, buscar entender a relagdo de resisténcia da planta contra o ataque de patégenos e
quais genes podem estar envolvidos nesse processo é um importante passo para se obter

materiais resistentes a doencas.

2.5 Resisténcia genética

A resisténcia genética tem sido apontada como a mais eficiente abordagem para o
controle de doengas como a brusone, devido ao baixo custo na producdo, com a
diminuicdo do uso de defensivos agricolas, o que também diminui danos ao meio
ambiente. Métodos de avaliacdo de cultivares resistentes através de marcadores
moleculares que identificam genes de resisténcia na planta, podem auxiliar os programas

de melhoramento acelerando o processo de selecéo.

A planta possui seu proprio mecanismo de resisténcia contra doencas, que consiste
na sua capacidade em evitar, atrasar ou restringir o desenvolvimento de fitopatogenos
(PASCHOLATI, 2011). Um deles € o constitutivo, que compreende estruturas e
substancias que a planta possui previamente, independente do contato com o patogeno,
que podem ser: cuticula/cera; tricomas; fendis; alcaloides; entre outros. Os mecanismos
indutivos, por sua vez, sdo mecanismos bioquimicos ativados ap0s o contato do patdégeno
com a planta (PASCHOLAT]I, 2011).

A defesa da planta ocorre em etapas. A primeira delas é denominada de imunidade
desencadeada por PAMP (PTI, PAMP-triggered immunity) (JONES; DANGL, 2006).
PAMP sdo padrées moleculares associados a patogenos (do inglés, Pathogen-Associated
Molecular Patterns). Estes padrfes moleculares podem ser componentes da parede
celular do patdgeno como: glucanas; quitosanas; peptidoglicanos; flagelos; entre outros
(POSTEL; KEMMERLING, 2009). Esses padrdes moleculares sdo reconhecidos por
receptores da planta, denominados de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs,

do inglés Pattern Recognition Receptors). A partir do reconhecimento dos PAMPs,
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desencadeia-se uma série de reagOes transcricionais que podem envolver espécies reativas
de oxigénio, sintese de compostos toxicos como fitoalexinas e até mesmo sintese de
compostos que vdo desencadear mudancas estruturais na parede celular, impedindo que

0 patogeno se desenvolva (COOK et al., 2015).

A segunda etapa de defesa consiste no reconhecimento dos fatores de viruléncia
do patégeno e € conhecida como imunidade induzida por efetores (ETI, Effector-
Triggered Immunity) (JONES; DANGL, 2006). Esses efetores, denominados de fatores
de aviruléncia (AVR), sdo proteinas secretadas por patdgenos que irdo induzir a
suscetibilidade do hospedeiro, muitas vezes interferindo nos componentes da sinalizacéo
de ETI. As plantas possuem uma familia génica de receptores que codificam proteinas
que interceptam os efetores dos patdgenos, cujo crescimento € impedido. Essas proteinas
sdo caracterizadas por um sitio de ligacdo de nucleotideo (NBS, Nucleotide-Binding Site)
na extremidade N-terminal e uma regido de repeti¢éo ricaem leucina (LRR, Leucine-Rich
Repeat) na extremidade C terminal (ELLIS et al., 2000). O sitio NBS liga-se ao ATP e
ativa a transducdo de sinais, enquanto a regido LRR esta envolvida na interacdo proteina-
proteina, responsavel pelo reconhecimento de efetores do patogeno (WANG et al., 2014).
A ETI resulta em uma resposta de resisténcia muito mais forte em comparagdo com a
PTI, e geralmente conduz a morte celular programada, conhecida como resposta
hipersensivel (RH) (COLL et al., 2011). Os receptores vegetais, além das proteinas NBS,

podem ser quinases e sdo codificados pelos genes R de resisténcia (WANG et al., 2017).

Os mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas séo classificados com base
na heranga do carater ou da expressdo fenotipica do mesmo. De acordo com o numero de
genes controlando o carater, a resisténcia pode ser classificada em monogénica,
oligogénica ou poligénica (STALETIC et al., 2009). A resisténcia monogénica ou
oligogénica, também chamada de resisténcia completa é conferida por um ou poucos
genes de efeito maior, conhecido como raga especifico, ou gene R. Nesse caso, o patdégeno
é impedido de se desenvolver e ndo ha produgdo de esporos. Sendo controlada por um
Unico gene de efeito maior, a resisténcia completa pode ser quebrada em casos de mutacao
tanto no gene de resisténcia do hospedeiro como no gene de aviruléncia do patdgeno. Para

brusone de arroz, esse tipo de resisténcia é quebrado no prazo de dois a trés anos (WANG;
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VALENT, 2017). Ndo havendo mais o reconhecimento entre os genes, o patdgeno torna-

se capaz de infectar a planta e causar doenca.

A resisténcia de heranca poligénica, também conhecida como parcial, geralmente
é controlada por um conjunto de genes de efeito menor que podem estar em diferentes
locos. Essas regides sdo chamadas de QTL (do inglés - Quantitative Trait Loci, Locos de
Caracteristica Quantitativa). Como a resisténcia parcial ndo é raca especifica e €
geralmente controlada por multiplos locos de efeitos parciais, tende a apresentar maior
durabilidade que a resisténcia completa (PARLEVLIET, 2002), tornando a resisténcia
parcial um recurso mais interessante no controle de doencas. Na resisténcia parcial, ocorre
o desenvolvimento do patégeno, porém, a producédo de esporos é reduzida, conferindo,
consequentemente, a reducdo da doenca. Neste caso, é possivel avaliar-se os fenotipos
quantitativamente (PARLEVLIET, 1979).

O tipo de heranga que controla a resisténcia em uma planta, pode ser estudada
através de parametros genéticos utilizando populacdes segregantes (BOREM, 2001, p.
449). As geracdes segregantes fornecem estimativas sobre o numero de genes controlando
uma caracteristica de interesse, indicando se € de natureza monogénica, oligogénica ou
poligénica (LOBO et al., 2005). A variancia genotipica é dividida em trés componentes:
variancia do tipo aditiva (devido aos efeitos médios dos genes); dominancia (atribuida a
interacdo entre alelos de um mesmo loco) e epistatica (relacionada com a interacédo entre
alelos de locos diferentes) (REIS et al., 2002).

De modo geral, 0s genes de resisténcia tém acdo génica de dominancia, em que 0s
alelos que reconhecem os produtos dos genes de aviruléncia s&o dominantes sobre os
alelos recessivos, que sdo incapazes de fazer esse reconhecimento. Da mesma forma, no
patdgeno ha alelos de aviruléncia, que costumam ser dominantes e sdo incapazes de
causar infeccdo, enquanto os alelos de viruléncia, em geral, sdo recessivos. Assim, a
reacdo de resisténcia somente ocorrera quando o hospedeiro portar algum alelo de

resisténcia e o patdgeno o respectivo alelo de aviruléncia (AGRIOS, 2004, p. 922).
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Estudos da heranga genética da resisténcia a brusone em arroz tém observado que
a resisténcia segue uma heranca monogénica dominante (PRASAD et al., 2009;
KUMBHAR et al., 2013; ASHKANI et al., 2014). O estudo da heranca genética auxilia
na definicdo do padrdo predominante da segregacdo, além de descobrir quantos genes
estdo envolvidos na resisténcia. Desse modo, entender o comportamento dos genes
envolvidos na resisténcia da doenca para o desenvolvimento de gendtipos resistentes se

torna uma abordagem importante em programas de melhoramento.

2.6 Genes e regides gendmicas associados a resisténcia a brusone de trigo

Até o momento, foram encontrados nove genes de resisténcia em trigo a brusone
e um oculto: Rmgl (Rwt4) (TAKABAYASHI et al., 2002); Rmg2 e Rmg3 (ZHAN;
MAYAMA:; TOSA, 2008); Rmg4 e Rmg5 (NGA; HAU; TOSA, 2009); Rmg6 (Rwt3) (VY
et al., 2014); Rmg7 (TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015); Rmg8 (ANH et al., 2015);
RmgGR119 (WANG et al., 2018) e o gene oculto RmgTd(t) (CUMAGUN et al., 2014).

Para os genes: Rmgl (HIRATA et al., 2005; TAKABAY ASHI et al., 2002); Rmg6
(VY et al., 2014); Rmg7 (ANH et al., 2018); Rmg8 (ANH et al., 2018) e RmgGR119
(WANG et al., 2018) foi comprovada a interagdo gene-a-gene de Flor (FLOR, 1971).

O primeiro gene Rmg1, identificado na cultivar de trigo Norin4, esta localizado no
cromossomo 1D e confere resisténcia a isolados de M. oryzae de aveia (TAKABAY ASHI
etal., 2002). Os primeiros genes de resisténcia a isolados de M. oryzae obtidos de plantas
de trigo foram identificados na cultivar Thatcher, sendo denominados de Rmg2 e Rmg3,
nos cromossomos 7A e 6B respectivamente. A resisténcia a M. oryzae conferida por esses

genes se expressa apenas em plantas jovens de trigo (ZHAN et al., 2008).

Foram encontrados genes que conferem resisténcia a isolados de M. oryzae obtidos
de outras gramineas que muitas vezes sdo fonte inoculo para a ocorréncia da brusone em
trigo. Os genes Rmg4 e Rmg5, localizados nos cromossomos 4A e 6D respectivamente,
conferem resisténcia a isolados de Digitaria sp. (NGA; HAU; TOSA, 2009), enquanto
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Rmg6, localizado no cromossomo 1D, confere resisténcia a isolados de azevém, Lolium
sp. (NGA; HAU; TOSA, 2009).

O gene Rmg7, identificado nos trigos tetraploides St24, St17 e St25 (TAGLE et
al., 2015) e o gene Rmg8 proveniente do trigo hexaploide S-615 (ANH et al., 2015),
localizados nos cromossomos 2A e 2B, respectivamente, sdo de grande importancia por
conferirem resisténcia a isolados obtidos de trigo e serem eficientes em plantas adultas.
Ambos os genes de resisténcia (Rmg7 e Rmg8) interagem com o gene de aviruléncia do
patdgeno AVR-Rmg8 (ANH et al., 2018).

Entre os genes de resisténcia de trigo a M. oryzae encontrados, 0 gene RmgTd
confere resisténcia a um isolado mutante de M. oryzae, resultante de um cruzamento entre
um isolado de trigo e um isolado de aveia (CUMAGUN et al., 2014). Algumas das
progénies F; oriundas desse cruzamento eram mutantes, por ndo serem virulentas quando
inoculadas em trigo tetraploide. Pelo fato desses isolados mutantes ndo ocorrerem

naturalmente em condicBes de campo, RmgTd é um gene de pouco interesse cientifico.

Por fim, o ultimo gene de resisténcia a M. oryzae identificado em trigo €
denominado RmgGR119, pois foi identificado no acesso de trigo GR119, que faz parte de
uma colecdo de gendtipos da Albania. Este acesso possui também o gene de resisténcia
Rmg8 (WANG et al., 2018). A resisténcia em espigas a M. oryzae conferida por ambos
0s genes presentes no acesso GR119 é maior do que aquela observada em acessos
portadores somente do gene Rmg8 (WANG et al., 2018).

Além dos genes de resisténcia a brusone de trigo, a identificacdo de regides
gendmicas associadas a resisténcia a essa doenca é outra abordagem promissora para o
seu controle. Diferentes abordagens tém sido estudadas na associacdo da genotipagem
com dados fenotipicos, como mapeamento de QTL (TANWEER et al., 2015), que séo
regides do genoma com um ou mais genes que mostram uma associagdo estatisticamente
significativa entre um marcador polimorfico e a variagdo de uma caracteristica
guantitativa (ST. CLAIR, 2010; SEHGAL et al., 2016) e a genotipagem em alta

densidade, que permite o uso de marcadores moleculares em analises de associacdo
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genémica ampla (GWAS, do inglés Genome Wide Association Studies) como o préprio
nome diz, associa marcadores moleculares com fenétipos de interesse (KORTE;
FARLOW, 2013).

Os primeiros QTL de resisténcia a brusone em trigo estdo sendo identificados. No
trabalho de Goddard et al. (2020) foram identificados cinco QTL nos cromossomos 2B,
4B (2 QTL), 5A e 6A associados a resisténcia a brusone de trigo em plantulas e quatro
QTL nos cromossomos 1A, 2B, 4A e 5A associados a resisténcia no estadio de
espigamento. He et al. (2020) identificaram sete QTL nos cromossomos 1AS, 2AS, 2BL,
3AL, 4BS, 4DL e 7BS. E no estudo de Ferreira et al. (2021) identificou-se quatro QTL
envolvidos na resisténcia a brusone de trigo. Dois deles estdo localizados no cromossomo
2AS, um relacionado a resisténcia a doenca e outro relacionado ao rendimento. Outros
dois QTL estdo localizados nos cromossomos 5B e 7B e estdo relacionados ao nimero de
pontos de infecgdo na raquis.

Utilizando a abordagem de GWAS, Juliana et al. (2019) avaliaram 271 linhagens
de trigo do CIMMYT, em Quirusillas, na Bolivia. Foram identificadas duas regiGes nos
cromossomos 2AS e 3BL associadas a resisténcia a brusone de trigo. Em outro estudo de
GWAS, utilizando 1.106 linhagens de trigo do CIMMYT, com o objetivo de identificar
regides genbmicas associadas a resisténcia a brusone a campo na Bolivia e Bangladesh,
identificou-se 36 marcadores nos cromossomos 2AS, 3BL, 4AL e 7BL que foram
consistentemente associados a resisténcia a brusone em diferentes ambientes (JULIANA
et al., 2020). Cruppe et al. (2020), usando a mesma abordagem, identificaram 25
marcadores SNPs associados & resisténcia a brusone, 21 deles foram mapeados no
cromossomo 2A, um no cromossomo 1B e trés no cromossomo 1D. E no trabalho de He
et al. (2020), utilizando 184 gendtipos do Sul da Asia e do CIMMYT, identificaram
associac0es significativas para resisténcia a brusone nos cromossomos 1BS, 2AS, 6BS e
7BL.

Todos os trabalhos citados acima encontraram associag@es com a resisténcia a
brusone de trigo na regido do cromossomo 2AS. Algumas cultivares de trigo carregam

nesse cromossomo a translocacdo 2NS/2AS, esse fragmento cromossémico tem sido
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amplamente associado com a resisténcia a brusone de trigo (CRUZ et al., 2016; CRUPPE
et al., 2020; HE et al., 2020).

2.7  Translocagao cromossomica (2NS/2AS)

O fragmento cromossdmico 2NS é oriundo da espécie selvagem Aegilops
ventricosa Tausch (= Triticum ventricosum Ces.) (2n = 4x = 28, DvDVNVNV). Este
fragmento foi introgredido em trigos, com intuito de desenvolver materiais resistentes ao
fungo Cercosporella herpotrichoides, causador da mancha ocular em trigo. VPML,
acesso oriundo da progénie de Ae. ventricosa/Triticum persicum/T. aestivum /Ae.
ventricosa, se destacou apresentando resultados de resisténcia ndo sé a mancha ocular

como para doencas como as ferrugens do trigo e o oidio (MAIA, 1967).

Ae. ventricosa tem sido muito utilizada em programas de melhoramento de trigo
como fonte de resisténcia a muitas doengas de trigo, como ferrugem amarela (Puccinia
striiformis f. sp. tritici (CORITON et al., 2020), e ferrugem da folha (Puccinia triticina)
(ALIAKBAR; DADKHODAIE; HEIDARI, 2020). Essa espécie ¢ um alotetraploide,
oriundo da hibridizag&o de Ae. tauschii, doador do genoma D e T. uniaristatum (Vis.),
doador do genoma N (KIMER; ZHAO, 1983). No cromossomo N, encontra-se o cluster
génico Yrl7-Lr37-Sr38 que confere resisténcia a ferrugem estriada (Puccinia striiformis
f. sp. tritici), a ferrugem da folha (Puccinia triticina) e a ferrugem do colmo (Pucinia
graminis f. sp. tritici), respectivamente, e genes de resisténcia a nematoides, Cre5 para
Heterodera avenae (JAHIER et al., 2001) e Rkn3 para Meloidogyne spp. (WILLIAMSON
etal., 2013).

A translocagdo 2NS/2AS estd presente em muitos genoOtipos de trigo como
Thatcher, Yecora Rojo, Express, UC1041, Hyak, Madsen, entre outros, os quais tém sido
usados como progenitores portadores de genes de interesse (BARIANA et al., 1993;
HELGUERA et al., 2003). A cultivar Milan do CIMMYT também ¢é portadora da
translocacdo 2NS/2AS. Genotipos de trigo que possuem Milan em sua genealogia tém
apresentado altos niveis de resisténcia a brusone (KOHLI et al., 2011). O trabalho de Cruz

et al. (2016) foi o primeiro a reportar uma associagdo entre a presenca da translocagéo
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2NS/2AS com a resisténcia a M. oryzae. Neste estudo 418 cultivares de trigo foram
caracterizadas quanto a reacdo a brusone. Observou-se que as cultivares portadoras da

translocacdo apresentaram menores incidéncias da doenca.

Outros trabalhos tém avaliado a relagdo da presenca da translocacdo 2NS/2AS
com a resisténcia a brusone. Pizolotto et al. (2017) avaliando uma colecéo de genotipos
portadores da 2NS/2AS verificou uma ampla variabilidade de reacdo a doenca, inclusive
com alguns demonstrando alta suscetibilidade. Cardozo-Téllez et al. (2019) também
observaram que nem todos 0s gendtipos portadores da translocacdo 2NS/2AS
apresentaram niveis de resisténcia significativos. Ferreira et al. (2018), por sua vez,
observaram que dentre 15 gendtipos resistentes em condicdes de viveiros de brusone,
somente dois deles apresentaram a translocacdo 2NS/2AS. No entanto, CRUPPE et al.
(2020), identificaram apenas oito acessos de trigo ndo portadores da translocagdo 2NS
com niveis moderados de resisténcia & M. oryzae de um total de 780 gendtipos de trigo,
entre trigos de primavera, de inverno, linhagens elite e espécies selvagens aparentadas ao
trigo. Tanto em experimentos a campo como em condic¢des controladas de ambiente, a
incidéncia e a severidade da doengca em gendétipos com a translocacdo 2NS foram
significativamente menores do que as dos genétipos ndo portadores da referida

translocacéo.

Trabalhos como os de Cruz et al. (2016), Pizolotto et al. (2017) e Cardozo-Téllez
(2019) mostraram uma variabilidade nos resultados da presenca da translocacdo 2NS,
com alguns gendtipos apresentando inclusive fendtipo de suscetibilidade. Sugere-se que
0 background genético e/ou 0 ambiente possam influenciar a expressdo da resisténcia
conferida por essa translocacdo. Ainda, a resposta de resisténcia pode ser influenciada
pela capacidade de certos patotipos de M. oryzae em superarem a resisténcia conferida
por esta translocacdo (CRUZ et al., 2016; VALES et al., 2018).

O marcador VENTRIUP/LN2 (HELGUERA et al., 2003) é o principal marcador
para a identificacdo da translocagdo 2NS/2AS. Porém, nem todos os genotipos de trigo
positivos para esse marcador apresentaram reducdo significativa da severidade de brusone
na espiga (CRUZ et al., 2016; PIZOLOTTO et al., 2017; CARDOZO-TELLEZ et al.,
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2019). Naregido da translocacdo 2NS/2AS é esperado que ndo ocorra recombinag&o entre
0s genes presentes nesse fragmento (HELGUERA et al., 2003). Porém, Ferreira et al.
(2021), identificaram a ocorréncia de recombinagdo dentro dessa regido. Isso poderia
explicar por que alguns gendtipos de trigo com a presenga da translocacdo 2NS/2AS
identificada pelo marcador VENTRIUP/LN2 ndo apresentam resisténcia a brusone, ou
seja, 0 marcador utilizado para identificar a presenca da translocacdo ndo € o mais

proximo do(s) gene(s) de resisténcia a brusone.
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3 CAPITULO |

Estudo da heranga da resisténcia a brusone conferida pela presenca da translocacéo

2NS em linhagens segregantes F» de trigo

3.1 Resumo

A brusone de trigo € uma doenga fngica causada pelo patégeno Magnaporthe oryzae (sinbnimo
Pyricularia oryzae) patotipo Triticum (MoT). O principal sintoma dessa doenga é o
branqueamento das espigas levando a reducdo da qualidade e rendimento de grdos. A resisténcia
genética em gendtipos de trigo tem sido apontada como o principal método para superar os danos
causados pela brusone. A presenca da translocacdo 2NS/2AS tem sido associada a resisténcia de
gendtipos de trigo a brusone. Deste modo, este trabalho teve como objetivo estudar a heranca da
resisténcia conferida pela presenca da translocacdo 2NS em linhagens F, de trigo. Para isso, duas
populagdes segregantes foram empregadas. O gen6tipo Linhagem 514 e a cultivar Santa Fé,
ambas consideradas resistentes a brusone, possuem a translocacdo 2NS, foram usadas como
genitor feminino, enquanto a cultivar BRS 404, considerada moderadamente suscetivel a brusone,
foi usada como genitor masculino. As duas populacdes segregantes foram inoculadas com uma
mistura de trés isolados de MoT, e as variaveis avaliadas foram: severidade do branqueamento de
espigas aos cinco e sete dias apo6s a inocula¢do; nimero de pontos de infeccdo na raquis e
esporulacdo do patégeno em raquis de trigo. O teste do qui-quadrado mostrou segregacéo 3R:1S
nas duas populagdes para diferentes variaveis, indicando que a resisténcia a brusone, conferida
pela 2NS, segrega a partir de um gene de efeito dominante podendo, porém, depender do
background genético.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. Magnaporthe oryzae. 3. Resisténcia genética.
4. Translocacdo 2NS/2AS. 5. Populagdo segregante.

3.2 Introducéo

A brusone de trigo é uma doenca relativamente recente, observada pela primeira
vez no Brasil, hd pouco mais de 30 anos (IGARASHI et al., 1986). O agente casual da
brusone é o fungo ascomiceto Magnaporthe oryzae (sindbnimo Pyricularia oryzae)
patotipo Triticum (MoT), sendo o branqueamento das espigas o principal sintoma da
doenca. Na raquis de espigas infectadas, observa-se o ponto de penetracdo do patdgeno.
Nesse ponto, ha o estrangulamento da raquis, impedindo o transporte de nutrientes para

a parte superior da espiga, o que resulta na sua descoloragéo e inviabiliza o enchimento



de grdos, reduzindo sua qualidade e rendimento (GOULART; SOUSA; URASHIMA,
2007).

A brusone de trigo é considerada uma doenca de dificil controle, e o controle
quimico pode ndo ser o suficiente, quando as condic¢des climaticas sdo favoraveis a
ocorréncia da doenga (CASTROAGUDIN et al., 2015; CRUZ et al., 2018). Desse modo,
a resisténcia genética de cultivares de trigp € um método promissor, de facil

aplicabilidade, econémico e reduz possiveis impactos ambientais do uso de fungicidas.

Existem diferentes classificagdes para a resisténcia genética em plantas, podendo
ser categorizada como monogénica, oligogénica ou poligénica, de acordo com 0 nUmero
de genes controlando o carater (STALETIC et al., 2009). A resisténcia monogénica ou
oligogénica, muitas vezes também chamada de resisténcia completa, impede o patdégeno
de se multiplicar. Essa resisténcia é controlada por um ou poucos genes de efeito maior.
Os genes de resisténcia completa sdo considerados raga-especificos, e geralmente seguem
a teoria da interacdo gene-a-gene de Flor (FLOR, 1971), em que cada gene de aviruléncia
do patdgeno € reconhecido por um gene de resisténcia do hospedeiro, resultando em
resposta de hipersensibilidade. A resisténcia poligénica, também conhecida como
resisténcia parcial geralmente é controlada por um conjunto de genes de efeito menor que
podem estar em diferentes locos (PARLEVLIET, 2002), sendo caracterizada pela reducéo

do desenvolvimento do patdgeno.

Dos genes de resisténcia identificados para a brusone de trigo até o momento,
cinco deles apresentam resisténcia a isolados de MoT: Rmg2, Rmg3 (ZHAN; MAYAMA,;
TOSA, 2008), Rmg7 (TAGLE; CHUMA; TOSA, 2015), Rmg8 (ANH et al., 2015) e
RmgGR119 (WANG et al., 2018). Para trés destes genes foi comprovada a interacao gene-
a-gene: Rmg7 - AVR-Rmg8 (ANH et al., 2018); Rmg8 - AVR-Rmg8 (ANH et al., 2018); e
RmgGR119 - AVR-Rmg8 e AVR-RmgGR119 (WANG et al., 2018). Porém, estudos com
a brusone de arroz, tem mostrado que esse tipo de resisténcia pode ser quebrada em
poucos anos, devido a alta variabilidade genética e de viruléncia do patégeno (WANG;
VALENT, 2017). Por isso, se torna importante a identificacdo de mais fontes de

resisténcia a brusone.
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A presenga da translocacdo 2NS/2AS em gendtipos de trigo tem sido associada
com a resisténcia a brusone (CRUZ et al., 2016). Esse fragmento cromossémico (2NS) é
oriundo da espécie selvagem Aegilops ventricosa Tausch (= Triticum ventricosum Ces.)
e foi introgredido no trigo por apresentar genes de resisténcia a doengas como o cluster
génico Yrl7-Lr37-Sr38, que conferem resisténcia a ferrugem estriada (Puccinia
striiformis f. sp. tritici), ferrugem da folha (Puccinia triticina) e ferrugem do colmo
(Pucinia graminis f. sp. tritici) respectivamente. E os genes de resisténcia Cre5 e Rkn3
para os nematoides Heterodera avenae (JAHIER et al., 2001) e Meloidogyne spp.
(WILLIAMSON et al., 2013), respectivamente.

O estudo de Cruz et al. (2016) foi o primeiro a evidenciar a associacdo da presenca
da translocacdo 2NS/2AS com a resisténcia a brusone de trigo. Neste estudo, 418
genotipos de trigo foram caracterizados quanto a reagdo a M. oryzae. Observou-se que 0s
genotipos portadores da translocacdo apresentaram menores incidéncias de brusone.
Outros estudos tém apontado a 2NS como a principal fonte de resisténcia a brusone de
trigo, observando associacdo de resisténcia a doenca em genoétipos que possuem essa
translocacdo (JULIANA et al., 2020; CRUPPE et al., 2021; HE et al., 2020).

No estudo de He et al. (2020), utilizando uma populacdo segregante F, com
genitores contrastantes quanto & reacdo a brusone trigo, sendo o genitor resistente
portador da translocacdo 2NS/2AS, foi identificado um QTL principal na regido dessa
translocacdo, explicando entre 22,4 e 50,1% da variacdo fenotipica em diferentes
ambientes. Sabendo-se da importancia da 2NS na resisténcia a brusone de trigo, é de
interesse avaliar a heranca genética da resisténcia conferida por esse fragmento, em
populacOes segregantes. Geracdes segregantes fornecem estimativas sobre o nimero de
genes controlando a caracteristica de interesse (LOBO et al., 2005). Desse modo, 0
objetivo do presente trabalho foi estudar a heranca da resisténcia a brusone conferida pela

translocacdo 2NS em linhagens segregantes de trigo em estagio Fo-.
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33 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados nas instalagdes da Embrapa Trigo, Passo Fundo
— RS, o0 que inclui laboratério de fitopatologia, casas-de-vegetacdo e camaras de
incubacdo. O desenvolvimento do experimento iniciou-se no ano de 2019, sendo

utilizadas duas populagdes F.. Os gendtipos testados foram considerados tratamentos.

3.3.1 Material Vegetal

Populagdes segregantes F2

Nesse experimento foram utilizadas duas populagdes segregantes de trigo em
estagio F2, para as quais os cruzamentos foram realizados em telado, no inverno de 2015.
As sementes F1 obtidas foram cultivadas em telado no inverno de 2016 para avanco e
obtencéo das sementes F2. Os genotipos de trigo Linhagem 514 e Santa Fé foram usados
como genitores femininos em cruzamentos biparentais com a cultivar BRS 404 como
genitor masculino. Ao longo do trabalho, as duas populacdes F, serdo denominadas de:
‘Linhagem 514 x BRS 404’ ¢ ‘Santa Fé x BRS 404°. A genealogia dos genitores e sua
reacdo a brusone séo apresentadas na Tabela 1. Como controle positivo de inoculagéo, foi
utilizada a cultivar Anahuac 75, por ser uma cultivar sabidamente suscetivel a brusone de
trigo (URASHIMA; KATO, 1994).

Tabela 1. Genealogia e reacdo a brusone de trigo dos trés parentais utilizados no estudo
da heranca da resisténcia a esta doenca. Passo Fundo, RS, 2022.

Gendtipo parental Genealogia Reacdo a brusone de
trigo®
Linhagem 514 SRN/Aegilops squarrosa R
(358)//Filin/Milan/3/Gondo
Santa Fé Jagger/G1878 R
BRS 404 MGS Alianca/WT 99172 MS

OR: resistente; MS: moderadamente suscetivel.
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A Linhagem 514 faz parte de uma colecdo do CIMMYT, que vem sendo
caracterizada quanto a reacdo a brusone. Esta linhagem também possui a translocacédo
2NS/2AS em seu genoma, proveniente do genitor Milan. Na sua genealogia ha
cruzamentos com um acesso de Aegilops squarrosa e com cultivares de Triticum aestivum

como Filin, Milan e Gondo.

A cultivar Santa Fé é originaria dos Estados Unidos, e foi lancada em 2003 pela
WestBred/AGSECO (EUA). Oriunda do cruzamento entre a cultivar Jagger com a
linhagem G1878, esta cultivar apresenta alta resisténcia a brusone (CRUZ et al., 2012) e
possui a translocagdo 2NS/2AS proveniente do genitor feminino Jagger.

A cultivar BRS 404 vem do cruzamento entre a cultivar MGS Alianca, que possui
caracteristicas de tolerancia a seca, calor e ao aluminio toxico, com a linhagem WT
99172, doadora da caracteristica de qualidade tecnoldgica da classe po. E indicada para
a regido do Cerrado brasileiro, que compreende os estados de Goids, Distrito Federal e
Minas Gerais. Seu ciclo é de precoce a médio. Em relacéo as principais doencas da cultura
na regido tropical, essa cultivar é caracterizada como moderadamente resistente a mancha
marrom, e moderadamente suscetivel & brusone e & mancha amarela (SO e SILVA et al.,
2015).

3.3.2 Obtencéo das plantas de trigo

Para cada populagédo, foram semeadas dez sementes (F2) por balde, num total de
25 baldes, contendo uma mistura de terra, substrato e vermiculita, na proporgéo de 1:1:1.
Quinze dias ap6s a semeadura, foi feito o desbaste das plantas, mantendo-se cinco plantas
por balde, totalizando 125 plantas. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetagéo até
a fase de espigamento quando foram transferidas para cdmara com condic¢des controladas

de ambiente (Menoncin), para realizacdo das inoculagdes.
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3.3.3 Isolados de Magnaporthe oryzae e condigdes de cultivo

Foi utilizada uma mistura de trés isolados do patégeno Magnaporthe oryzae
Triticum: Py 13.1.018, Py 13.1.023 e Py 13.1.012 (Figura 1). Os isolados integram a
colecdo do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Trigo (SISGEN AC50A60) e foram
obtidos de espigas da cultivar CD 104, na localidade de Jandaia do Sul/PR no ano de
2013.

Os isolados foram cultivados em meio de aveia (60 g aveia, 12 g 4gar, q.s.p. 1 L
de &gua) durante periodo de 10 a 14 dias, em 24+2°C de temperatura e fotoperiodo de
12h de luz branca fluorescente. Os conidios foram suspensos em agua destilada com
Tween 80 (duas gotas de Tween 80 para 1L de agua destilada) e a concentracédo de cada
suspensdo foi ajustada para 10*° conidios/ml, sendo em seguida misturadas em

propor¢des iguais.

Figura 1. Isolados de Magnaporthe oryzae usados para a suspensdo em mistura de
inoculacdo: A= isolado Py 13.1.018; B=isolado Py 13.1.023 e C=isolado Py 13.1.012.
Passo Fundo, RS, 2022.

3.3.4 Inoculacéo

As plantas foram inoculadas na fase de espigamento, entre os estadios fenoldgicos
58 e 68 da escala de Zadoks (ZADOKS; CHANG; KONZAK, 1974). A suspensdo de
esporos, contendo a mistura dos trés isolados, foi aspergida com borrifador manual, em
ambos os lados das espigas. As plantas foram cobertas com sacos plasticos e mantidas no

escuro durante 24h com temperatura de 26+2°C e umidade relativa do ar (UR) >90%.
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Passadas as 24h, o fotoperiodo foi ajustado para 12h de luz e foram mantidas as condi¢Ges
de temperatura e UR. As plantas foram mantidas nas camaras de ambiente controlado até

0s 14 dias apds a inoculacéo (dai).

3.3.5 Avaliacéo de sintomas

Para a populacdo ‘Linhagem 514 x BRS 404’ foram avaliadas 115 plantas e para
a populagao ‘Santa Fé x BRS 404°, 91 plantas, sendo avaliada uma espiga por planta. A
severidade de branqueamento (SB) foi estimada aos cinco e aos sete dias apds a
inoculacdo (SB_05dai e SB_07dai), com o uso da escala diagramatica de Maciel et al.

(2013) (Figura 2). Aos 14 dai, as espigas inoculadas foram coletadas e congeladas.

Figura 2. Escala diagramatica para quantificacao da severidade de brusone em
espigas de trigo.

7,5% 21,5% 30,5%

44,0% 57,5% 68,0% 86,0% 100,0%

Fonte: Maciel et al. (2013).
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As espiguetas foram removidas manualmente e o nimero de pontos de infeccéo
na raquis (PIR) foi contado. As raquis de cada gendtipo foram, em seguida, pesadas para
a avaliacdo quanto a esporulacao do patégeno. Apdés a pesagem foi realizada assepsia com
solucdo comercial de hipoclorito de sodio (2,5%) com agua na proporgédo de 1:1 (v/v)
durante 1 minuto. Para a extracdo do produto desinfetante, foi feito um enxégue duplo
com agua destilada e esterilizada. Em seguida, cada raquis foi incubada individualmente
em placa com papel filtro umedecido com agua destilada. As placas foram mantidas em
sala de incubacdo durante quatro dias com fotoperiodo de 12h, a temperatura de 25°C.
Para a avaliacdo da esporulacdo, cada raquis foi colocada em um tubo pléastico de 15 ml
com 5 ml de agua destilada, o tubo com a raquis passou por vortex durante 40 segundos
para homogeneizacao dos esporos com a agua destilada. A esporulacédo do patdgeno foi
confirmada mediante visualizacdo em lupa e a contagem de esporos foi realizada com
camara de Neubauer. Foram feitas trés contagens de esporos por raquis inoculada e foi

estimado o nimero de esporos (x10°) por grama de raquis (ESP).

Figura 3. Andlise da esporulacdo de Magnaporthe oryzae em raquis de trigo. A,Raquis
de trigo com esporulacdo abundante de Magnaporthe oryzae; B, Imagem da camara de
Neubauer empregada para a contagem de esporos; e, C, Conidios de Magnaporthe oryzae.
Passo Fundo, RS, 2022.
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3.3.6 Analises estatisticas

Para fins de analises estatisticas, foram consideradas as variaveis: SB_05dai e
SB_07dai, expressas em porcentagem; PIR e ESP. Utilizando-se o programa Biostat, foi
realizado o teste de Mann-Whitney para comparacdo das médias dos genitores e

correlacdo de Spearman das variaveis consideradas para as populacdes segregantes F».
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Analise de segregacao

Considerando-se os dados obtidos nas analises fenotipicas das populacdes
segregantes, duas hipoteses de razdo de segregacdo foram testadas: a razdo 3:1, onde um
gene do tipo dominante de maior efeito controlaria a caracteristica de resisténcia. E a
razdo 1:2:1, onde um gene de efeito aditivo estaria controlando a caracteristica de
resisténcia. Para isso, foi empregado o teste de qui-quadrado (¥?) em que a hipotese de
nulidade foi aceita quando o nivel de probabilidade calculado foi igual ou superior a 5%,
conforme a formula (Equag&o 1):

Equacéo 1:

x>= Z[(observado — esperado)?/ esperado]
Com n-1 graus de liberdade

Em que:

2 somatorio dos valores.

observado: corresponde a proporcao de gendtipos resistentes e suscetiveis de uma classe

fenotipica.

esperado: corresponde a proporcao de genotipos resistentes e suscetiveis de uma classe

fenotipica, conforme o modelo de segregacdo Mendeliana.

Exceto para a varidvel SB_05dai, que ndo apresentou diferenca significativa entre
os valores, foram criadas classes fenotipicas para as varidveis de SB_07dai, PIR e ESP
conforme as hipoteses de segregacdo Mendeliana. Sendo duas classes na segregacdo 3:1
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agrupando valores para resistentes e suscetiveis. E trés classes para a segregacao 1:2:1
agrupando valores para resistentes, intermediarios e suscetiveis. Cada classe foi definida
conforme os valores observados para a cultivar Anahuac 75, usada como controle
suscetivel de inoculacdo. Para as varidveis SB_07dai e PIR foi possivel criar classes para
as duas hipoteses de segregacao (3:1 e 1:2:1) (Quadros 1 e 2), enquanto que para a

variavel ESP foi possivel criar apenas as classes de segregacdo 3:1 (Quadro 1).

Quadro 1. Classes fenotipicas para as variaveis SB_07dali, PIR e ESP para modelo de
segregacéo 3:1.

Classe SB_07dai* PIR? ESP3
Resistente 0-30 >5 0-4
Suscetivel >30 0-5 >4

Valores de severidade de branqueamento de espigas aos sete dias apds inoculacdo expressa em
porcentagem; 2nimero total de pontos de infeccéo na raquis; *ntimero de esporos (x108) por grama

de raquis.

Quadro 2. Classes fenotipicas para as variaveis SB_07dai e PIR para modelo de

segregacéo 1:2:1.

Classe SB_07dai! PIR?
Resistente <20 >10
Intermediario 21-30 5-10
Suscetivel >30 <5

Valores de severidade de branqueamento de espigas aos sete dias apds inoculagdo expressa em
porcentagem; nimero total de pontos de infeccao na raquis.

3.4 Resultados e Discussao

Considerando a média dos genitores, ndo foi observado diferenca significativa
entre a Linhagem 514 e BRS 404 para as variaveis SB_05dai e SB_07dai (Tabela 2).
Além disso, observa-se que a cultivar BRS 404, considerada moderadamente suscetivel
a brusone, obteve as menores médias para todas as variaveis em relacdo aos genotipos
considerados resistentes (Linhagem 514 e Santa F€). Esses resultados podem ser
explicados por erro experimental ou pela interagdo entre genotipo e o ambiente de

inoculag&o e/ou concentragdo de inoculo
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Houve diferenca significativa entre os genitores Linhagem 514 e BRS 404 para as
variaveis PIR e ESP (Tabela 2). Ja para os genitores Santa Fé e BRS 404 houve diferenca

significativa para as variaveis SB_05dai e PIR (Tabela 3).

Tabela 2. Comparacdo de médias entre os genitores Linhagem 514 e BRS 404. Passo
Fundo, RS, 2022.

Variavel SB_05dai p.valor SB_07dai p.valor PIR p.valor ESP p.valor
Genitores
Linhagem 514 2,60 13,20 17 4,76

0,1435 1,0000 0,0007 0,0081
BRS 404 1,95 14,44 2 2,49

SB_05dai: severidade de branqueamento de espigas aos 5 dias ap6s inoculacdo; SB_07dai:
severidade de branqueamento de espigas aos sete dias apds inoculacdo; PIR: numero total de
pontos de infeccdo na raquis; ESP: nimero de esporos (x106) por grama de raquis.

Tabela 3. Comparacdo de médias entre os genitores Santa Fé e BRS 404. Passo Fundo,
RS, 2022.

Variavel SB_05dai p.valor SB_07dai p.valor PIR p.valor ESP p.valor
Genitores
Santa Fé 4,97 16,72 16,05 2,79

0,0018 0,4172 0,0000 0,3717
BRS 404 1,95 14,44 2 2,49

SB_05dai: severidade de branqueamento aos 5 dias ap6s inoculacdo; SB_07dai: severidade de
brangueamento aos sete dias ap0s inoculagdo; PIR: nimero total de pontos de infeccdo na raquis;
ESP: nimero de esporos (x10°) por grama de raquis.

Ambos 0s genitores resistentes (Linhagem 514 e Santa Fé) diferiram
significativamente do genitor suscetivel (BRS 404) para a varidvel PIR, apresentando
maior numero para essa caracteristica. PIR é uma caracteristica herdavel (FERREIRA et
al., 2021), gendtipos resistentes a brusone de trigo com maior nimero de PIR foram
relatados pela primeira vez por Ferreira et al. (2020). Essa maior quantidade de pontos de
infeccdo em gendtipos resistentes pode estar associada a resposta de hipersensibilidade,
que restringe o crescimento e danos causados pelo patdgeno, uma caracteristica
desencadeada pelo reconhecimento de um gene de aviruléncia do patégeno por gene de
resisténcia do hospedeiro (FLOR, 1971).

Foi aplicado o teste de correlagdo de Spearman para a variaveis estudadas. Houve
correlacdo positiva entre SB_05dai e SB_07dai com a varidvel ESP para a populacédo
‘Linhagem 514 x BRS 404’ (Tabela 4). Para a populagao ‘Santa Fé x BRS 404’ ndo houve
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correlacdo positiva entre severidade e as demais variaveis. Porém, observa-se que hd uma
tendéncia entre as variaveis SB_05dai e SB_07dai com a variavel ESP, semelhante ao
observado para populacéo ‘Linhagem 514 x BRS 404’ em que ocorreu correlagao positiva
entre essas variaveis. Poderia-se inferir que existe uma relacdo entre a severidade do
branqueamento da espiga com a esporulacdo do patdgeno na raquis, porém sdo
necessarios mais estudos sobre esta caracteristica. Em trabalho de Maciel et al. (2021),
ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo positiva entre a taxa de esporulacéo e a
severidade causada de brusone de trigo. No entanto, 80% dos genétipos de trigo com
menor taxa de esporulagdo também foram classificados como mais resistentes com base
na severidade de brangueamento das espigas aos sete dias apds a inoculacdo. Os autores
sugerem ac¢des que podem melhorar a eficiéncia no processo de avaliacdo da esporulacdo
de MoT em segmentos vegetais de gen6tipos de trigo, como ajustes na padronizacéo de
conducao de cada fase de preparacdo das amostras poderiam melhorar a determinacéo da

esporulacdo no tecido avaliado.

Tabela 4. Correlacdo de Spearman entre as variaveis avaliadas nesse estudo. Passo Fundo,
RS, 2022.

SB_05dai SB _07dai PIR ESP
‘Linhagem 514 x BRS 404’
SB_05dai 1
SB _07dai 0,89** 1
PIR -0,01 -0,03 1
ESP 0,33* 0,47** 0,11 1
‘Santa Fé x BRS 404’
SB_05dai 1
SB_07dai 0,84** 1
PIR -0,03 -0,00 1
ESP 0,29 0,27 -0,01 1

SB_05dai: severidade de branqueamento de espigas aos 5 dias ap06s inoculacdo; SB_07dai:
severidade de branqueamento de espigas aos sete dias apds inoculagdo; PIR: numero total de
pontos de infeccdo na raquis; ESP: nimero de esporos (x106) por grama de raquis.

“Correlacdo significativa a 5%.

“Correlagéo significativa a 1%.

O teste estatistico de aderéncia do qui-quadrado (x2) foi empregado a fim de
avaliar a heranca da resisténcia a brusone conferida pela 2NS, nas duas popula¢fes

segregantes F», através do conjunto de dados das varidveis fenotipicas SB_07dai, PIR e
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ESP. Na populagdo ‘Linhagem 514 x BRS404’ a hipotese de um gene com o alelo
dominante conferindo resisténcia foi aceita para a variavel SB_07dai. A propor¢éao
esperada seria de 86R:29S, e o resultado do teste do qui-quadrado néo foi significativo
quando comparado com o valor tabelado. Esse resultado se ajusta a razdo de segregacéao
3R:1S (Tabela 5). Para 0 modelo de segregacdo 1:2:1, onde a proporcao esperada seria
de 29:57:29, o resultado do teste qui-quadrado foi significativo para as variaveis testadas
nessa populacdo, ndo comprovando a hipdtese do modelo de um gene de efeito aditivo na

resisténcia a brusone de trigo conferida pela 2NS (Tabela 6).

Tabela 5. Andlise de aderéncia do qui-quadrado (¥2) para segrega¢do 3:1 na populagéo
‘Linhagem 514 x BRS 404°. Passo Fundo, RS, 2022.

Variavel Linhagens segregantes (VO) v*(3:1)
Resistentes Suscetiveis

SB_07dai 82 33 0,84

PIR 58 57 39,68*

ESP 52 63 54,40*

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (y%0s¢1) = 3,84).
VO=Valores observados em 115 linhagens segregantes F».

Tabela 6. Analise de aderéncia do qui-quadrado (y2) para segregacao 1:2:1 na populagao
‘Linhagem 514 x BRS 404°. Passo Fundo, RS, 2022.

Variavel Linhagens segregantes (VO) ¥?(1:2:1)
Resistentes Intermediarios Suscetiveis

SB_07dai 60 22 33 56,51*

PIR 20 38 57 37,03*

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (y%05¢2) = 5,99).
VO=Valores observados em 115 linhagens segregantes F».

Para a populacdo ‘Santa Fé x BRS404’ a hipotese de segregacdo de um gene de
efeito dominante também foi encontrada, em que a propor¢éao esperada seria de 68R:23S.
O modelo de heranca monogénica dominante foi encontrado para a variavel PIR nessa
populacdo (Tabela 7). J& para 0 modelo de segregacdo 1:2:1, onde a proporcao esperada
seria de 28:45:28, o resultado do teste qui-quadrado ndo comprova a hipétese de um gene

de efeito aditivo para a caracteristica de resisténcia nas variaveis testadas (Tabela 8).
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Tabela 7. Andlise de aderéncia do qui-quadrado (¥2) para segregagdo 3:1 na populagéo
‘Santa Fé x BRS 404°. Passo Fundo, RS, 2022.

Variavel Linhagens segregantes (VO) v*(3:1)
Resistentes Suscetiveis

SB_07dai 37 54 57.23*

PIR 61 30 3,08

ESP 26 65 104,61*

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (y%0s¢1) = 3,84).
VO=Valores observados em 91 linhagens segregantes F».

Tabela 8. Analise de aderéncia do qui-quadrado (%2) para segregacdo 1:2:1 na populacao
‘Santa Fé x BRS 404°. Passo Fundo, RS, 2022.

Populacéo Linhagens segregantes (VO) ¥?(1:2:1)
Resistentes Intermediarios Suscetiveis

SB_07dai 26 11 54 69,55*

PIR 34 27 30 15,39*

*Significativo pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (20,052 = 5,99).
VO=Valores observados em 91 linhagens segregantes F».

Nesse estudo, a heranca de resisténcia a brusone conferida pela 2NS indicou a
existéncia de um gene de efeito dominante segregando. Apesar de ser observado que a
resisténcia segue uma heranca dominante, genes de resisténcia encontrados na
translocacdo, podem conferir resisténcia a mais de uma raga do mesmo fungo em outros
patossistemas. Li et al. (2016) demonstraram que o gene Sr38, presente na translocacao,
apresenta resisténcia para trés diferentes racas de Puccinia graminis f. sp. tritici. Assim,
pode-se inferir que 0s genes na translocacao 2NS/2AS que conferem resisténcia a brusone
de trigo, podem ser efetivos para mais de um isolado de MoT, pois nesse estudo foram
empregados, em mistura, trés isolados de MoT para a caracterizacdo fenotipica das

populagdes F».

Observando a segregacdo 3R:1S, nota-se que houve um comportamento diferente
para essa propor¢do nas duas populacdes segregantes estudadas. Um alelo de efeito
dominante controlando a caracteristica de resisténcia, segregou em variaveis diferentes
para cada populacdo segregante. Na populacdo ‘Linhagem 514 x BRS 404°, a taxa de
segregacdo de 3R:1S foi observada para a variavel SB_ 07dai, enquanto para a
populacdo Santa Fé x BRS 404°, a segregacédo de 3R:1S foi encontrada para a variavel

PIR. Essa diferenca pode ser atribuida aos dois backgrounds oriundos dos genitores
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femininos Linhagem 514 e Santa Fé, considerando que o genitor masculino € o0 mesmo
nas duas populagdes. Cruz et al. (2016) observou que a resisténcia mediada por 2NS
pode depender do background genético. Ambos os genitores resistentes possuem a
translocacdo 2NS/2AS, porém, sdo dois backgrounds distintos. Diferentes backgrounds
genéticos envolvem complexas interacdes entre alelos de diferentes locos o que pode
influenciar expressédo da resisténcia da planta (PETIT-HOUDENOT; FUDAL, 2017).

Além disso, no estudo de Ferreira et al. (2021), foram identificados QTL diferentes
e especificos para as variaveis severidade de branqueamento e PIR. Enquanto PIR é uma
caracteristica de hipersensibilidade, a severidade de branqueamento esta relacionada a
resisténcia a colonizacéo dos tecidos do hospedeiro pelo patdgeno. A segregacdo 3R:1S
nas duas variaveis, associadas a resisténcia, nas diferentes populacfes segregantes
estudadas, implica que ndo sdo 0os mesmos genes que conferem resisténcia para cada

umas dessas caracteristicas.

Concluséao

Os resultados deste trabalho apontam que a resisténcia a brusone, com base na
2NS, pode ser de heranca do tipo monogénica, conferida por um alelo dominante. Porém,
a segregacdo 3R:1S foi diferente nas duas popula¢des estudadas dependendo da variavel
considerada. Isso pode ter ocorrido em fungdo do diferente background dos genotipos
empregados. Ainda, as caracteristicas de severidade do branqueamento e pontos de

infeccdo na raquis podem ser controladas por genes diferentes.
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4 CAPITULO 11

Caracterizacdo molecular de genotipos de trigo com marcadores presentes na

regido da translocacdo 2NS/2AS

4.1 Resumo

A resisténcia genética a brusone de trigo, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae Triticum
(MoT), tem sido baseada principalmente na translocagdo 2NS/2AS. Essa translocagdo foi
introgredida no trigo a partir da espécie selvagem Aegilops ventricosa. VENTRIUP/LN2 é o
marcador desenvolvido para a identificacdo da translocagdo 2NS/2AS. No entanto, alguns
genotipos portadores do fragmento 2NS tém mostrado variacdes, apresentando fenétipo de
suscetibilidade a doenca. Deste modo, o objetivo desse estudo foi identificar marcadores que
melhor explicassem o fendtipo de resisténcia conferido pela translocagdo 2NS/2AS. Para isso,
uma cole¢do de gendtipos de trigo de diferentes origens e duas populagfes segregantes em estagio
F2 com parentais contrastantes a brusone de trigo, previamente fenotipadas, foram caracterizadas
molecularmente por oito marcadores localizados na regido da translocacdo 2NS/2AS e dois
marcadores com base no marcador VENTRIUP/LN2. Os resultados obtidos mostraram que todos
os marcadores utilizados foram eficientes em diferenciar genétipos resistentes de suscetiveis,
sendo a resisténcia a brusone conferida por um alelo dominante. Dois marcadores destacaram-se,
apresentando diferenca significativa entre genotipos classificados como resistente e suscetivel
para todas as varidveis fenotipicas estudadas. Além disso, a analise de desequilibrio de ligacdo
dos marcadores empregados apontou a presenga de recombinacdo na regido da translocagéo
2NS/2AS.

Palavras-chave: 1. Triticum aestivum. 2. Magnaporthe oryzae. 3. resisténcia genética. 4. brusone
de trigo. 5. marcadores moleculares.

4.2  Introdugéo

A brusone de trigo é uma doenca causada pelo fungo Magnaporthe oryzae. Ela foi
registrada na cultura do trigo pela primeira vez no Brasil em 1985 no estado do Parana,
h& pouco mais de trés décadas (IGARASHI et al., 1986). A brusone causa tanto reducées

no rendimento quanto na qualidade de grdos. Quando a brusone ocorre precocemente nas



espigas de trigo, provoca ma formacdo dos grdos, diminuindo seu tamanho e peso
especifico. Ha relatos de perdas de rendimento variando entre 40 a 100% (GOULART;
PAIVA, 2000; TORRES et al., 2009).

A resisténcia genética tem sido apontada como uma alternativa eficiente para o
controle da brusone de trigo. Apesar de dez genes de resisténcia de trigo a brusone terem
sido identificados até o momento, apenas cinco sdo relacionados a isolados de trigo.
Apenas 0s genes, Rmg2, Rmg3, Rmg7, Rmg8 e RmgGR119 apresentam resisténcia a
isolados de M. oryzae de trigo. J& ha relatos de piramidacdo dos genes Rmg8 e RmgGR119
para introgressdo em genotipos de trigo japoneses (WANG et al., 2018).

A fonte de resisténcia mais explorada até 0 momento para o desenvolvimento de
novas cultivares resistentes esta relacionada com genotipos portadores da translocacéo
2NS/2AS, inicialmente relatada por Cruz et al. (2016). O fragmento 2NS foi introgredido
no trigo a partir do cruzamento com a espécie selvagem Aegilops ventricosa por possuir
genes que conferem resisténcia a ferrugem estriada (Puccinia striiformis f. sp. tritici), a
ferrugem da folha (Puccinia triticina) e a ferrugem do colmo (Pucinia graminis f. sp.
tritici), além de genes de resisténcia aos nematoides Heterodera avenae (JAHIER et al.,
2001) e Meloidogyne spp. (WILLIAMSON et al., 2013).

Além da 2NS, outras regides, associadas a resisténcia a brusone, presentes nos
cromossomos 1AS, 2AS, 2BL, 3AL, 3BL, 4AL, 4BS, 4DL, 5A, 6A, 7BS e 7BL vem
sendo identificadas através de estudos de QTLs ou GWAS (GODDARD et al., 2020;
CRUPPE et al., 2020; HE et al., 2020; FERREIRA et al., 2021; JULIANA et al., 2020).

Apos o relato de resisténcia a brusone em genotipos de trigo com a translocacéo
2NS/2AS, outros grupos tém estudado o efeito da translocacdo na resposta de trigo a
brusone. Observou-se que nem todos 0s gendtipos de trigo portadores da translocacao
2NS/2AS apresentam reducdo significativa da severidade de brusone em espigas
(PIZOLOTTO et al., 2017; CARDOZO-TELLEZ et al., 2019). Estes resultados poderiam
ser explicados pelas complexas interacdes entre alelos de diferentes locos influenciando

a expressao da resisténcia da planta devido aos diferentes backgrounds genéticos (PETIT-
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HOUDENOT,; FUDAL, 2017). Apesar de raras, recombinacGes podem ocorrer nas
regides de translocacdo de fragmentos de espécies afins do trigo (PASQUARIELLO et
al., 2019). Partindo dessa hipotese, 0 marcador VENTRIUP/LN2 amplamente usado na
deteccdo da translocagdo pode ndo ser o mais adequado para a identificacdo da regido

portadora do(s) gene(s) de resisténcia a brusone.

O marcador VENTRIUP/LN2 (HELGUERA et al., 2003) ¢ um dos marcadores
desenvolvidos na regido da translocacdo 2NS/2AS e um dos mais usados para a sua
identificacdo. Porém, nota-se que héa variacdes de fenotipo de resisténcia mesmo quando
0 gendtipo é positivo para esse marcador, onde plantas com a translocacdo 2NS/2AS
apresentam fenotipo de suscetibilidade a brusone (CRUZ et al., 2016; PIZOLOTTO et
al., 2017; CARDOZO-TELLEZ et al., 2019). Espera-se que na regido da translocacéo
2NS/2AS nédo ocorra recombinacdo entre 0s genes presentes nesse fragmento
(HELGUERA et al., 2003). Porém, Ferreira et al. (2021), identificaram a ocorréncia de
recombinacédo dentro dessa regiao. Isso poderia explicar por que alguns geno6tipos de trigo
com a presenca da translocacdo 2NS/2AS identificada pelo marcador VENTRIUP/LN2
n&o apresentaram resisténcia a brusone. Nesse caso, 0 marcador utilizado para identificar
a presenca da translocagdo ndo seria 0 mais proximo do(s) gene(s) de resisténcia a

brusone.

A partir do trabalho de Ferreira et al. (2021) foram identificados QTL envolvidos
na resisténcia a brusone de trigo. Dois deles estdo localizados na regido da translocacao
2NS no cromossomo 2AS, sendo que o marcador VENTRIUP/LN2 néo estava associado
com os QTL de maior efeito, responsavel por 66,3 a 85,2% da varia¢do fenotipica. A
partir desse resultado buscou-se desenvolver novos marcadores moleculares mais

proximos a regido que confere resisténcia a brusone.

Neste capitulo, colecdes de genotipos de trigo e duas populagdes segregantes,
previamente fenotipadas quanto a reacdo a brusone, foram caracterizadas por marcadores
moleculares localizados na regido 2AS do trigo com o objetivo de encontrar marcadores

que melhor explicassem o fenotipo de resisténcia conferido pela translocacdo 2NS/2AS.
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4.3 Material e Métodos

Todos os procedimentos envolvidos na caracterizacdo molecular dos genotipos de

trigo foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Trigo.

4.3.1 Material Vegetal

Os genotipos de trigo apresentados neste trabalho constam de colec¢des que fazem
parte do programa de melhoramento genético da Embrapa Trigo. Ao longo do trabalho
essa colecdo serd denominada de ‘Colecdo gendtipos de trigo Embrapa’. Sdo 190
gendtipos de trigo, entre eles estdo presentes linhagens e cultivares de diferentes paises
(Tabela 9), portadoras ou ndo da translocacdo 2NS/2AS, que vém sendo estudadas quanto
a reacdo a brusone. O nome e a genealogia de cada gendtipo estdo apresentados no Anexo
1 deste trabalho. Destes gendtipos, ha informacdes de fenotipagem para 72 deles para a
severidade aos cinco e aos sete dias ap0os a inoculacdo (SB_05dai e SB_07dai) utilizando
a escala diagramatica de Maciel et al. (2013) e esporulacdo (ESP) provenientes do
trabalho de Kovaleski (2020). Para 21 genotipos foi contado o numero total de pontos de
infeccdo na raquis (PIR) proveniente do trabalho de Pizolotto (2017). Ambos os trabalhos
utilizaram para a inoculagédo o isolado Py 12.1.209 que pertence a colegéo de isolados da
Embrapa Trigo. Este isolado foi obtido de plantas de trigo com sintomas de brusone
coletadas em 2012, no municipio de Sdo Borja-RS (Rio Grande do Sul). A fenotipagem
sera apresentada nos Resultados e Discussao deste capitulo. Além desta colecdo, duas
populacbes segregantes F, ‘Linhagem 514 x BRS 404 ¢ ‘Santa Fé x BRS 404’,

apresentadas no Capitulo I, foram empregadas para o estudo de caracterizacdo molecular.
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Tabela 9. Relacdo da origem de linhagens e cultivares presentes neste trabalho. Passo
Fundo, RS, 2022.

Origem Linhagens/Cultivares
Australia Eureka
Brasil 10 linhagens e BR 18, BRS 209, BRS 229, BRS

234, BRS 404, BRS Angico, BRS Buiriti,
Embrapa 27, Pampeano, Safira, TBIO Mestre,

Trigo Chapéu

China Shanghai

Estados Unidos Fuller, Hyak, Jackpot, Jagger, Kronos, Santa Fé,
Thatcher

Franca Arche, Renan, VPM1

Islandia Bet Dagan 131

México 151 linhagens (CIMMYT) e Anahuac 75

Peru Huanca

4.3.2 Obtencéo das plantas e extracdo de DNA

Dez sementes de cada genotipo foram semeadas em baldes de plastico contendo
terra, substrato organico e vermiculita na proporc¢éo de 1:1:1 em casa-de-vegetacao. Apos
desbaste, foram mantidas cinco plantas por balde, sendo que uma delas foi identificada
como ‘planta padrao’, cujas espigas foram protegidas com envelopes de papel a fim de se
evitar cruzamento e se obter sementes puras advindas de autofecundagéo. Aos 15 dias
apos semeadura, folhas das plantas selecionadas como padrdo foram coletadas,
transferidas para um microtubo de 2 ml contendo trés esferas de aco inoxidavel (de 2,3
mm de didmetro) e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido. O tecido vegetal foi
macerado mecanicamente em uma plataforma Mini-BeadbeaterTM (Biospec Products®)
durante 2 minutos e 30 segundos. A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo
baseado no método CTAB com modificacbes (SAGHAI-MAROOF et al., 1984;
BONATO, 2008).

A concentracdo de DNA foi estimada utilizando o reagente Quant-iT PicoGreen®
dsDNA Reagent (Invitrogen®, P7581). Para esse método, o DNA das amostras foi diluido
trinta vezes (145ul de TE 10:0,2 e 5ul de DNA) e transferido para uma placa de 96 pocos,
a qual ficou em agitacdo por 10 minutos. Em seguida o DNA foi diluido quinze vezes, e

acrescentou-se 5 pl da solucdo de PicoGreen® para cada amostra. A placa ficou em
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agitacdo por 10 minutos e a leitura de fluorescéncia foi realizada no equipamento
FLUOstar® Omega (BMG Labtech, Germany). Apos a quantificacdo, a concentracdo do
DNA foi ajustada para 25ng/ul de TE 10:0,2.

4.3.3 Andlises moleculares com marcadores de DNA

Os marcadores descritos na literatura Barc212, VENTRIUP/LN2 e URIC/LNZ2,
estdo apresentados na Tabela 10. Como o marcador VENTRIUP/LNZ2, do tipo STS
(sequence-tagged site), € dominante, foi usado o marcador URIC/LN2, que também ¢ do
tipo STS, porém codominante, ou seja, possibilita a identificacdo de individuos
heterozigotos. O marcador do tipo SNP, Mix 144 (CIMwMAS0004), também é um
marcador codominante e foi desenhado dentro da regido amplificada pelo
VENTRIUP/LN2. Assim, trés marcadores dos marcadores empregados identificam a
translocacdo 2NS/2AS.

Para os marcadores Barc212 e URIC/LNZ2, a presenca e o tamanho dos alelos
foram avaliados no programa GeneMapper v3.5. Foi empregado o método de trés
primers, no qual uma cauda M13 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT) ¢ adicionada a um
dos primers (forward ou reverse). Na reacdo de amplificacdo, um terceiro primer,
constituido da sequéncia M13 marcado com um fluor6foro (FAM, NED, PET ou VIC), é
acrescentado no mix PCR (SCHUELKE, 2000). As reacbes de amplificacdo foram
constituidas com concentracéo final de: tampao 1X, 2,5 mM MgCl;, 0,35 mM de cada
dNTP, 0,02 uM do primer contendo a cauda M13, 0,2 uM do primer sem a cauda M13,
0,2 uM do primer M13 marcado com um dos fluoroforos, 0,5 U de Taq DNA polimerase
(Sigma-Aldrich, D4545) e 100 ng de DNA gendémico em um volume final de 10 pL. A
amplificacdo foi realizada em termociclador Veriti® 384-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, 4388444) com desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos de
amplificacéo incluindo desnaturacao inicial a 94°C por 30 segundos, anelamento a 62°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 45 segundos, e entdo, extenséo final a 72°C por

15 minutos.
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Uma vez finalizadas, reacdes de amplificagdo feitas com diferentes fluor6foros
foram misturadas, diluidas em agua, misturadas a Hi-Di formamida e ao padréo de
tamanho GeneScan 500 LIZ (Applied Biosystems, 4322682). As amostras foram
desnaturadas a 94°C por 5 min, incubadas em gelo por 5 minutos e submetidas a
eletroforese capilar no equipamento ABI3130xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®, Japan), com capilares de 36 centimetros e polimero POP7. O programa
GeneMapper® v3.5 (Applied Biosystems®) foi usado para determinar o tamanho dos

fragmentos.

Para os marcadores do tipo SNP (Tabela 11), foi empregado o método KASP.
Neste método sdo usados cinco primers, sendo dois deles especificos ao SNP acrescidos
de caudas padrdo FAM (5"- GAA GGT GAC CAA GTT CAT GCT-3") ou VIC (5'-GAA
GGT CGG AGT CAA CGG ATT- 3’) na extremidade 5°. Um terceiro primer localizado
em uma regido conservada ¢ usado, denominado como “primer comum”. Além desses,
no kit KASP hé dois primers marcados com os fluor6foros FAM e VIC com sequéncias
idénticas as caudas descritas anteriormente. Os primers utilizados foram preparados
formando um mix composto por 30 ul de primer comum, 12 pl do primer com VIC, 12
ul do primer com FAM e 46 pul de agua MilliQ. Para cada reacdo ¢ utilizado solugdo com
2 pl de KASP Master Mix 2X e 0,056 pl do mix preparado anteriormente. Os ensaios
foram realizados em placas de 384 pocos (MicroAmp Applied Biosystems®, Japan). Para
cada reacao foram utilizados 2 pl de DNA e 2 pl da solugao de primers mais KASP. A
PCR foi realizada em termociclador Veriti 384-well (Applied Biosystems®, 4388444),
utilizando-se o seguinte protocolo: desnaturacgéo inicial a 94°C durante 15 minutos; dez
ciclos de desnaturacao (94°C durante 20 segundos) e anelamento/extensdo (65-57°C por
60 segundos, com reducdo de 0,6°C por ciclo); 26 ciclos de desnaturagdo (94°C durante
20 segundos) e anelamento/extensdo a 57°C por 60 segundos). Apos o término dos ciclos,
as amostras foram resfriadas a 10°C.

Apos a PCR, a leitura da fluorescéncia foi realizada no leitor FLUOstar® Omega,
BMG Labtech, Germany) seguindo as recomendac@es descritas no kit KASP e os dados
foram analisados por graficos de agrupamento escalando os valores para os eixos X e Y

(https://www.lgcgroup.com/LGCGroup/media/PDFs/Products/Genotyping/Software/An
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alysis-of-KASP-genotyping-data-using-cluster-plots.pdf?ext=.pdf) utilizando 0

Microsoft Excel.

4.3.4 Andlises estatisticas

Foi determinado o desequilibrio de ligacdo entre os marcadores empregados para
identificar marcadores redundantes. Para a ‘Colecdo de genotipos de trigo Embrapa’ foi
usado o software TASSEL (BRADBURY et al.,, 2007) e para as duas populacGes
segregantes F. foi usado o software ICIMapping versédo 4.1 (MENG et al., 2015).

Com base no genitor resistente foi realizada uma codificacdo para classificar 0s
resultados obtidos dos marcadores moleculares. Genétipos que receberam duas doses do
alelo do genitor resistente pertencem a classe 2, genétipos com uma dose do alelo do
genitor resistente, foram considerados heterozigotos e pertencem a classe 1 e aqueles que
receberam nenhuma dose do parental resistente, ou seja, igual ao genitor suscetivel
formaram a classe 0. A média fenotipica de cada classe foi estimada usando o algoritmo
de méaxima verossimilhanca restrita (REML) do pacote estatistico CropStat for Windows
(INTERNATIONAL RICE RESEARCH ISTITUTE, 2007).

Camila Vancini 55



Tabela 10 - Marcadores moleculares descritos na literatura e empregados na caracterizagdo de gendtipos de trigo. Passo Fundo, RS, 2022.

Marcador Primer Forward Primer Reverse Fluoréforo
Barc212? GGCAACTGGAGTGATATAAATACCG CAGGAAGGGAGGAGAACAGAGG NED
URIC/LN2?2 GGTCGCCCTGGCTTGCACCT TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAA PET

VENTRIUP/LN2>  AGGGGCTACTGACCAAGGCT

TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAA -

1Somers, Isaac e Edwards (2004).
?Helguera et al. (2003).

Tabela 11 — Marcadores moleculares do tipo SNP empregados na caracterizacao de genotipos de trigo. Passo Fundo, RS, 2022.

Codigo  Marcador Primer FAM Primer VIC Primer comum

mix144  CIMwMASO0004 CGCCGTTCCGAAYACGAGA CGCCGTTCCGAAYACGAGG CCCTGGCTTGCACCTTCGAC
AA

mix292  cnpt_BS00022665 TGCCGATCCCAAGGGCTTC GTTTGCCGATCCCAAGGGCTTT TGGGGTCCTCGCACCTGTAC
TT

mix334  cnpt_BS00066515 ATTCGATGTGAGCACCGTCGGT CGATGTGAGCACCGTCGGC ATGAAGGACCTCGACGCGG
CAT

mix340  trnt_101774c0gl GCTAGACTGATCTGTCGAACTTG GCTAGACTGATCTGTCGAACTTC CCAGAGGTGATGACAAGGG

mix345  trnt_10760_c2gl AGTACCGGGTGCTCCTGC AGTACCGGGTGCTCCTGT CCAGAGGTGATGACAAGGG

mix359  trnt_10771_cOgl TGAGCAGCACATCTCCAAGT TGAGCAGCACATCTCCAAGC TTTGGAAGGAAACCGAGCA
G

mix367  trnt_97425 cOgl CCTGAACCAAAGGAAAAGGAGAC CCTGAACCAAAGGAAAAGGAGACC CAACAGAAAGTACACCTGG

T AACT
mix371  trnt_10690 c8gl CTGGTGTGGAAGCAATGGTC CTGGTGTGGAAGCAATGGTT TTGAAGATCTCCATGCGGTC
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4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Fenotipagem da ‘Cole¢ao de gendétipos de trigo Embrapa’

Dos 190 gendtipos de trigos apresentados neste capitulo (Anexo 1), 72 foram
fenotipados quanto as variaveis SB_05dai, SB_07dai e ESP por Kovaleski (2020) (Tabela
12). Para variavel SB_05dai a média dos genoOtipos de trigo foi de 7,9% com uma
amplitude de severidade de 0,17% a 56%, ja para variavel SB_07dai a média foi de 19%
com a amplitude de 0,2% a 82%. A variavel ESP obteve média de 14,6 x10° com
amplitude de 3,3 x10° esporos/g de raquis a 71 x10° esporos/g de raquis. E ainda dos 190
gendtipos, também ha dados sobre o numero de pontos de infeccdo na raquis para 21
deles, avaliados por Pizolotto et al. (2017) (Tabela 12), a media de PIR foi de 6,2 sendo

o valor minimo de 3,3 e 0 maximo de 10,3.

Tabela 12. Fenotipagem da ‘Coleg¢do dos gendétipos de trigo Embrapa’ apresentados neste
capitulo. Passo Fundo, RS, 2022.

(Continua)
Genotipo % SB_05dai! % SB_07dai! ESP (x10°)! PIR?
26 1,1 1,6 21,27 -
28 16,1 35,2 9,64 -
33 12,5 29,9 27,2 -
34 56,1 80,8 71,77 -
40 5,3 11,5 40,32 -
61 12,7 23,6 22,66 4,6
79 12,7 18,1 7,22 3,5
104 16,6 45,6 18,39 -
111 4,7 15,3 3,87 -
112 2,3 3,5 9,53 -
113 5,7 59 21,40 -
120 1,4 8,0 2,39 -
135 42,2 73,2 33,67 3,7
143 24,6 54,9 19,62 -
151 3,6 18,1 12,95 10,3
175 7,4 9,1 2,24 9,0
184 6,7 20,2 10,37 -
189 9,5 18,4 17,56 -
190 7,1 16,0 6,90 -

208 2,1 16,6 20,72 -



210
242
308
424
429
446
447
486
508
514
575
582
583
636
642
660
701
781
827
865
868
908
919
931
956
972
980
997
1049
1050
1051
1057
1066
1070
1101
1105
1138
1185
1254
1257
1285

2,1
7,9
0,2
2,6
0,9
3,1
4,1
58
2,1
141
2,9
19,6
3,6
1,6
2,8
9,2
8,8
141
11,3
1,9
22,3
2,5
1,8
1,8

14,5
2,9
1,2
4,9
2,9
4,5
4,0
31

37,6
1,7
3,4
7,2

20,3
1,8
8,1
2,6

4,4
25,5
0,2
7,2
2,9
75
9,2
9,5
2,3
44,5
13,8
38,6
5,8
2,5
4,1
26,6
19,7
46,9
17,2
8,2
82,7
4,5
8,9
2,6

37,6
8,0
6,3
7,3
8,8

15,7
6,5
4,5

76,3
3,2
9,2

10,5

60,2
3,5

26,9

15,8

0,45
11,96
3,55
35,28
15,31
21,01
7,41
10,25
6,23
14,96
0,47
18,49
1,58
14,32
1,45
13,44
14,51
44,4
11,86
3,93
33,84
49,03
8,94
26,79

22,61
1,15
20,39
0,19
3,95
3,16
10,37
14,09
47,16
27,35
8,89
10,19
0,13
1,14
27,79
3,54

(Continuacéo)
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(Conclusao)

1286 21,2 27,3 16,47 6,1
1288 - - - 5,8
1289 10,3 19,5 0,32 6,2
1422 0,6 1,3 1,12 -
1516 13,7 29,7 1,69 -
BRS 209 10,1 39,1 64,8 -
BRS 229 6,1 28,9 19,87 -
BRS 404 0,2 0,7 2,83 -
CB Fusarium ENT014 2,3 14,7 10,23 -
Fuller 8,3 12,4 8,62 -
Jackpot 1,3 3,3 1,05 -
Jagger 8,3 19,2 7,29 -
Santa Fé 1,4 2,1 0,71 -

'Kovaleski (2020).
ZPizolotto et al. (2017).

4.4.2 Genotipagem através dos marcadores moleculares

No presente estudo foram avaliados dez marcadores moleculares localizados no
cromossomo 2AS do trigo visando identificar um ou mais marcadores gque estivessem
mais proximos da regido genémica associada com a resisténcia de trigo a brusone, do que
o marcador VENTRIUP/LNZ2, descrito por Helguera et al. (2003). A partir dos resultados
foi determinado o desequilibrio de ligagdo entre os marcadores moleculares em cada
conjunto de gendtipos de trigo. Observou-se que alguns marcadores foram redundantes
nos diferentes conjuntos de gendtipos de trigo avaliados (Tabela 13). Os marcadores
redundantes tém segregacéo idéntica na populacdo genética e ndo podem contribuir para
um estudo genético (MENG et al., 2015). Deste modo, serdo apresentados apenas 0s

resultados dos marcadores ndo redundantes.
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Tabela 13. Marcadores em desequilibrio de ligacdo em cada conjunto de gendtipos de
trigo. Passo Fundo, RS, 2022.

‘Linhagem 514 x ~ ‘Santa Fé x BRS

Codigo Marcadores Colecéo BRS 404° 404°

mix144  CIMwMASO0004 Co-segregante Co-segregante Co-segregante

mix292  cnpt_BS00022665

mix334  cnpt_BS00066515 Co-segregante

mix340  trnt_101774c0gl

mix345  trnt_10760 c2g1

mix359  trnt_10771_c0gl Co-segregante Co-segregante

mix367  trnt_97425 c0gl Co-segregante Co-segregante

mix371  trnt_10690 c8g1l Co-segregante Co-segregante
Barc212 Co-segregante Co-segregante

URIC/LN2 Co-segregante

Todos os marcadores moleculares utilizados neste trabalho estdo localizados no
cromossomo 2AS na regido da translocacdo 2NS/2AS. A andlise para a identificacdo de
redundancia entre os marcadores moleculares nos diferentes conjuntos de trigo estudados,
mostrou que nem todos os marcadores estavam em completo desequilibrio de ligacéo,
isso indica que houve recombinagdo na regido da translocacdo 2NS/2AS, apesar de ser
relatado que ndo ha recombinacédo nessa regidao (HELGUERA et al., 2003).No trabalho
de Ferreira et al. (2021), em que foram identificados QTL associados com a resisténcia a
brusone, um unico QTL foi co-localizado com o marcador VENTRIUP/LN2
(HELGUERA et al., 2003). No entanto, os demais QTL estavam na regido distal do
cromossomo 2AS, estando a 8,5 cM de distancia do marcador 2NS. Com base na posi¢éo

dos marcadores, sugere-se a presenca de eventos de recombinacao nessa regido.

O efeito dos alelos sobre as variaveis fenotipicas foi estimado para cada marcador
nos trés conjuntos de genotipos de trigo deste trabalho, a saber: ‘Colecéo de gendtipos de
trigo Embrapa’, populagdo ‘Linhagem 514 x BRS 404’ e populagdo ‘Santa Fé x BRS
404°. No conjunto ‘Colecdo de genoOtipos de trigo Embrapa” nido houve diferencga
significativa entre as classes alélicas para nenhum marcador utilizado (Tabela 14 e Figura
4). A ndo detecgdo de significancia pode estar relacionada com o reduzido nimero de
gendtipos avaliados. Dos 190 gendtipos caracterizados com os marcadores moleculares,
apenas para 72 haviam dados das variaveis SB_05dai, SB_07dai e ESP (KOVALESKI,
2020) e, para a variavel PIR, somente 21 genotipos foram avaliados (PIZOLOTTO et al.,
2017). Tamanhos de amostras pequenos podem levar a resultados que ndo reproduzem
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uma resposta definitiva e fazem com que diferencas importantes passem despercebidas
(BOLFARINE; BUSSAB, 2005, p. 129). Os genotipos de trigo presentes nessa cole¢édo
provém de diversas origens, apresentando uma alta variabilidade genética. Seria
importante aumentar o nimero de plantas fenotipadas para esse conjunto de genotipos e
a realizacdo de experimentos com repeticdes, para assim melhorar a estimativa de erro

experimental.

Mesmo ndo havendo significancia entre as médias das classes 0 e 2 dos marcadores
moleculares, observa-se uma tendéncia entre os valores apresentados. Para as variaveis
SB _05dai, SB_07dai e ESP a tendéncia foi que gendtipos da classe 0 apresentaram
severidade e esporulacdo maiores que aqueles da classe 2. Ja para a variavel PIR aqueles
da classe 2 apresentaram maior numero de PIR do que os da classe O (Tabela 14). Essa
tendéncia segue a hipdtese esperada de que 0s gendtipos agrupados na classe 2
apresentam fendtipo resistente, ao contrario daqueles da classe 0 que apresentam o

fenotipo de suscetibilidade.

Tabela 14. Comparacdo de médias das varidveis fenotipicas entre as classes de
marcadores moleculares considerados na caracterizacdo da “Colecdo de gendtipos de
trigo Embrapa” e estatisticas descritivas das varidveis fenotipicas. Passo Fundo, RS,
2022.

Marcador Classe  SB_05dai SB _07dai PIR ESP
mix144 0 10,52 a 21,23 a 1,95 a 20,63 a
2 6,70 a 15,82 a 6,79 a 1209 a
Mix292 0 11,78 a 23,73 a 1,95 a 2415 a
2 6,64 a 1556 a 6,79 a 11,78 a
. 0 10,12 a 2039 a 408 a 22,07 a
mix340 2 678 a 1603 a 674 a 1142 a
Mix345 0 1142 a 20,67 a 5,48 a 18,24 a
2 6,58 a 15,68 a 6,62 a 12,07 a
Mix367 0 951 a 19,16 a 1,95 a 20,22 a
2 713 a 16,61 a 6,72 a 1251 a
N 72 72 21 72
EP 1,16 2,32 0,43 1,77
DP 9,87 19,8 1,95 15,00

N=nUmero total de genétipos fenotipados; EP= erro padrao da média; DP=desvio padrdo.
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Figura 4. Disperséo dos dados para a ‘Colegao de genotipos de trigo Embrapa’ para as
variaveis: A, Severidade de branqueamento de espigas aos cinco dias ap0s inoculagéo,
expressa em porcentagem; B, Severidade de branqueamento de espigas aos sete dias ap0s
inoculacéo, expressa em porcentagem; C, Numero total de pontos de infec¢do na raquis e
D, Ndmero total de esporos (x10°) por grama de raquis. Passo Fundo, RS, 2022.
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Para as populacbes segregantes houve diferenca significativa para as classes
alélicas para todos os marcadores moleculares em ao menos uma variavel fenotipica
(Tabelas 15 e 16 e Figuras 5 e 6). Na populagdo ‘Linhagem 514 x BRS 404’ todos os
marcadores apresentaram diferenca significativa para classes 0 e 2 na variavel ESP. Para
as variaveis SB_07dai e PIR, com exce¢do dos marcadores Barc212 e mix 345, todos
apresentaram diferenca significativa entre as classes 0 e 2. E os marcadores mix340 e
mix359 apresentaram diferenca entre classes para a varidvel SB_05dai, inclusive esses
dois marcadores foram os unicos que apresentaram diferenca significativa em ao menos
duas classes para todas as variaveis (Tabela 15). Esse fato mostra a importancia desses

dois marcadores em relagdo as variaveis fenotipicas nessa populag&o.
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Tabela 15. Comparacdo de meédias das variaveis fenotipicas entre as classes de
marcadores moleculares considerados na caracterizagdo da populacdo de linhagens
segregantes de trigo F> ‘Linhagem 514 x BRS 404’ ¢ estatisticas descritivas das variaveis

fenotipicas. Passo Fundo, RS, 2022.

Marcador  Classe SB_05dai SB_07dai PIR ESP
Barc212 0 8,39 a 26,54 a 593 a 56,32 a
2 7,67 a 20,32 a 7,68 a 3899 b
0 11,67 a 41,34 a 294 a 7517 a
mix144 1 7,44 a 20,51 bc 752 bc 47,17 bc
2 6,28 a 17,10 c 767 c¢ 37,48 c
0 11,67 a 41,34 a 294 a 7517 a
mix292 1 7,44 a 20,51 bc 752 bc 47,17 bc
2 6,28 a 17,10 c 767 c¢ 37,48 c
0 9,59 a 36,80 a 298 a 6563 a
mix334 1 7,93 a 22,87 bc 7,27 bc 53,47 ab
2 7,58 a 18,98 c 745 ¢ 3583 b
Mix340 0 11,67 a 41,34 a 294 a 6563 a
2 7,02 b 19,27 b 758 b 43,63 b
Mix345 0 8,42 a 27,02 a 590 a 56,98 a
2 7,58 a 18,98 a 745 a 3583 b
0 11,67 a 41,34 a 294 a 7517 a
mix359 1 6,73 b 19,41 bc 7,64 bc 47,61 bc
2 7,58 ab 18,98 c 745 ¢ 3583 c
0 11,67 a 41,34 a 294 a 7517 a
mix371 1 7,34 a 20,02 bc 7,60 bc 46,90 bc
2 6,38 a 17,78 c 753 ¢ 3723 c
0 10,23 a 36,37 a 39 a 6947 a
URIC/LN2 1 7,08 a 1951 bc 7,35 bc 46,93 bc
2 7,66 a 20,32 c 767 c¢ 3899 c
N 115 115 115 115
EP 0,872 1,96 0,477 0,486
DP 9,35 21,0 511 5,21
N=nUmero total de gendtipos fenotipados; EP= erro padrdo da média; DP=desvio padrao.
Camila Vancini 63



Figura 5. Disperséo dos dados para a populagao ‘Linhagem 514 x BRS 404’ para as
variaveis: A, Severidade de branqueamento de espigas aos cinco dias ap0s inoculagéo,
expressa em porcentagem; B, Severidade de branqueamento de espigas aos sete dias ap0s
inoculacdo, expressa em porcentagem; C, Namero total de pontos de infec¢do na raquis;
e, D, Nimero total de esporos (x108) por grama de raquis. Passo Fundo, RS, 2022.
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Na populagdo ‘Santa Fé x BRS 404’ todos os marcadores empregados
apresentaram diferencas entre as classes O e 2 nas varidveis PIR e, com exce¢do do
marcador mix292, todos os marcadores mostraram diferencas entre essas classes para a
variavel ESP (Tabela 16). Quatro marcadores (mix144, mix334, mix340 e URIC/LN2)
mostraram diferenca significativa entre as classes 0 e 2 para a variavel SB_05dai e apenas
dois marcadores (mix144 e mix334) mostraram essa diferenca para variavel SB_07dai.
Observa-se que os marcadores mix144 e mix334 apresentaram diferenca significativa
para as classes 0 e 2 para todas as variaveis, destacando esses dois marcadores em relacédo

as variaveis fenotipicas.

Camila Vancini 64



Tabela 16. Comparacdo de meédias das variaveis fenotipicas entre as classes de
marcadores moleculares considerados na caracterizagdo da populacdo de linhagens
segregantes de trigo F, ‘Santa Fé x BRS 404’ ¢ estatisticas descritivas das variaveis
fenotipicas. Passo Fundo, RS, 2022.

Marcador  Classe SB_05dai SB_07dai PIR ESP
0 17,16 a 46,54 a 4,48 a 99,08 a
mix144 1 13,39 ab 38,25 ab 9,84 bc 60,86 bc
2 10,02 b 32,10 b 11,44 ¢ 49,99 ¢
mix292 0 12,25 a 36,50 a 3,17 a 84,38 a
1 13,70 a 3882 a 11,09 bc 63,48 a
2 13,76 a 39,38 a 8,83 ¢ 68,07 a
0 17,16 a 46,54 a 4,48 a 99,08 a
mix334 1 13,39 ab 3825 ab 9,84 bc 60,86 bc
2 10,02 b 32,10 b 11,44 ¢ 49,99 ¢
0 17,16 a 46,54 a 4,48 a 99,08 a
mix340 1 15,00 ab 60,00 a 9,00 ab 85,35 ab
2 12,26 b 3589 a 10,38 b 56,91 b
Mix345 0 14,76 a 41,25 a 790 a 74,35 a
2 10,02 a 32,10 a 11,44 b 49,99 b
0 16,02 a 43,72 a 456 a 93,07 a
URIC/LN2 1 13,88 ab 39,31 a 10,19 bc 62,68 bc
2 9,92 b 3145 a 11,27 ¢ 48,38 ¢
N 91 91 91 91
EP 1,20 2,62 0,60 1,66
DP 11,50 25,00 5,67 15,80

N: namero total de genétipos fenotipados; EP: erro padrdo da média; DP: desvio padrao.
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Figura 6. Disperséo dos dados para a populagdo ‘Santa Fé x BRS 404’ para as variaveis:
A, Severidade de branqueamento de espigas aos cinco dias apos inoculacéo, expressa em
porcentagem; B, Severidade de branqueamento de espigas aos sete dias ap6s inoculagéo,
expressa em porcentagem; C, Namero total de pontos de infec¢do na raquis; e, D, Numero
total de esporos (x10°) por grama de raquis. Passo Fundo, RS, 2022.
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Na populagao ‘Santa Fé x BRS 404’ a variavel SB_05dai foi mais bem
discriminada entre os marcadores moleculares do que a varidvel SB_07dai. Do resultado
dos seis marcadores nessa populacdo, quatro (66%) mostraram diferenca significativa
entre as medias das classes 0 e 2 para a variavel SB_05dai, e apenas dois (40%) mostraram
diferenca na média das classes O e 2 para a variavel SB_07dai (Tabela 15). Nesse caso,
pode-se inferir que a severidade de branqueamento em gen6tipos com o parental Santa
Fé ja mostra diferenca, no desenvolvimento da doenca, entre aqueles resistentes e
suscetiveis, nos primeiros dias apds a infec¢do. Ja na populagdo ‘Linhagem 514 x BRS
404, do resultado dos nove marcadores, apenas dois (22%) apresentaram diferenca para

SB_05dai, enquanto sete marcadores (78%) mostraram diferenca entre as classes 0 e 2
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para SB_07dai (Tabela 16). Nesse caso, nos gendtipos derivados do genitor Linhagem

514, o desenvolvimento da doenca ocorre mais lentamente.

Em ambas as populagdes, observa-se que para todos os marcadores, a classe 2,
que agrupa gendtipos com os fendtipos de resisténcia, apresentou maior média de PIR em
relagdo a classe 0. Essa variavel so foi associada com a resisténcia a brusone de trigo
recentemente no trabalho de Ferreira et al. (2020). Esse resultado reforca a informacéo de
que genotipos de trigo resistentes a brusone apresentam maior numero de PIR do que

genotipos suscetiveis a doenca.

Para a variavel ESP, nas duas popula¢des houve diferenca significativa entre as
classes resistente e suscetivel em todos os marcadores, com excecao do marcador mix292.
Essa caracteristica tem sido alvo de estudos de viabilidade de esporos de M. oryzae em
restos culturais e no potencial de cada conidio em gerar uma nova lesdo de brusone
(KOVALESKI et al., 2020; PIZOLOTTO et al., 2019). Em relagdo a resisténcia genética
a brusone associada a caracteristica de esporulacao, estudos sdo incipientes. Maciel et al.
(2021) avaliaram a ESP e a resisténcia a brusone, porém, nao foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a esporulacédo e a severidade causada pela doenca. Contudo, no presente
trabalho, pode-se observar que houve diferenca significativa para essa variavel.
Genotipos classificados como resistentes apresentarm menor esporulacao do patégeno do
que os agrupados na classe 0, como suscetiveis. Em diferentes patossistemas, essa relacao
é esperada. Em trabalho de Ye et al. (2021), foi avaliada a esporulacdo das doencas
ferrugem da folha (Puccinia triticina) e ferrugem estriada (Puccinia striiformis. sp.
tritici), e foram considerados resistentes aqueles genotipos que tiveram menor
esporulacdo ou nenhuma esporulacdo. Essa caracteristica tem sido avaliada em diferentes
doengas, em que gendtipos resistentes apresentam menor esporulacdo do que aqueles
considerados suscetiveis (JULIATTI et al., 2019; MENDONCA et al., 2019; SAIFERT
et al., 2018).

O marcador Barc212 descrito por Somers, Isaac e Edwards (2004), é um
importante marcador presente no cromossomo 2AS do trigo, e tem sido utilizado em

diferentes estudos associado a genes de resisténcia para doencas do trigo como oidio e

Camila Vancini 67



ferrugem estriada (CHEN et al., 2009; HE et al., 2017). No trabalho de Ferreira et al.
(2021) o marcador Barc212, foi localizado na posicéao distal do cromossomo 2AS, sendo
0 primeiro marcador desse cromossomo. Além disso, sete marcadores ndo redundantes
foram alocados entre ele e o marcador da 2NS (VENTRIUP/LN2). Barc212 esteve
associado com a maioria dos QTL de resisténcia a brusone de trigo identificados. No
entanto, no presente trabalho, Barc212 s6 mostrou diferenca significativa entre genétipos

resistentes e suscetiveis para a variavel ESP na populagdo ‘Linhagem 514 x BRS 404°.

Foi possivel observar que para alguns marcadores houve diferenca nas classes 0 e
1. Na populacdo ‘Linhagem 514 x BRS 404’ essa diferenca foi encontrada para o mix359
com a variavel SB_05dai, e para os marcadores mix144, mix292, mix334, mix359,
mix371 e URIC/LN2 com as varidveis SB_07dai e PIR. Com a variavel ESP, houve
diferenca para os marcadores mix144, mix292, mix359, mix371 e URIC/LN2. Na
populagdo ‘Santa Fé x BRS 404’, os marcadores mix144, mix334 e URIC/LN2
mostraram diferenca entre as classes 0 e 1 com as variaveis PIR e ESP. Em ambas as

populacdes, ndo foi observada diferenca significativa entre as classes 1 e 2.

Esses resultados foram possiveis pelo emprego de marcadores do tipo
codominante. Marcadores codominantes tem vantagens sobre marcadores dominantes,
pois possibilitam diferenciar individuos homozigotos e heterozigotos (BUSO et al., 2003;
KUMAR et al., 2009; ARTI et al.,, 2018). O desenvolvimento de marcadores
codominantes para genes de resisténcia é uma vantagem no melhoramento genético de
plantas (DRACATOS et al., 2020). Esses marcadores sdo mais informativos,
principalmente quando se utiliza uma populagdo segregante onde héa genoétipos
heterozigotos. No caso, a caracteristica de resisténcia a brusone é conferida por um alelo
dominante (R). Gendtipos classificados na classe 1 receberam um alelo dominante para a
resisténcia (R_), enquanto que aqueles da classe 2 receberam dois alelos dominantes para
resisténcia (RR). As médias dos fenotipos de ambas as classes genotipicas ndo puderam

ser diferenciados estatisticamente.

Esse trabalho teve como objetivo a identificacdo de um marcador mais proximo

do(s) gene(s) presente(s) na 2NS que melhor explicasse o fenétipo da resisténcia a
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brusone. Quatro marcadores: mix 340 e mix 359 na populagdo ‘Linhagem 514 x BRS
404’ e mix 144 e mix 334 na populagdo ‘Santa Fé x BRS 404’ apresentarem diferenca
significativa para todas as variaveis estudadas. Como o marcador mix 340 teve um
comportamento dominante, sendo menos informativo que um marcador codominante e 0
marcador mix 144 é baseado no marcador VENTRIUP/LN2, destacaram-se o0s
marcadores mix 359 e mix 334 nas populacfes ‘Linhagem 514 x BRS 404’ ¢ ‘Santa Fé x
BRS 404, respectivamente. Esses dois marcadores podem ser empregados em trabalhos
futuros. Ainda, como alternativas, poderia ser avaliado um nimero maior de marcadores

nesta regido, assim como serem consideradas popula¢es maiores de genoétipos de trigo.

Concluséo

Os resultados da analise de desequilibrio de ligacdo dos marcadores moleculares
empregados neste estudo apontam a presenca de recombinagédo na regido da translocacédo
2NS/2AS. Com o emprego marcadores codominantes, foi possivel observar que a
resisténcia a brusone, com base na translocacdo 2NS/2AS, é conferida por um alelo
dominante. Dois marcadores (mix 359 e mix 334) destacaram-se por apresentarem
diferenca significativa entre gendtipos classificados como resistentes e suscetiveis para
todas a variaveis fenotipicas estudadas. Uma alternativa para trabalhos futuros seria
utilizar esses dois marcadores localizados na regido da translocacdo 2NS em populacdes
segregantes maiores e também em colecdes de gendtipos de trigo com maior numero de

dados fenotipicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No Capitulo I, a heranga da resisténcia genética conferida pela 2NS foi estudada
em duas populacBes segregantes derivadas de genitores contrastantes quanto a reacdo a
brusone, onde os genitores resistentes possuem a translocacdo 2NS. Houve variacdo na
resposta de resisténcia entre as duas populacdes. Para a populacdo com o genitor
Linhagem 514, a segregacdo de um alelo dominante, conferindo resisténcia & brusone, foi
observada para a varidvel de severidade de brangueamento, enquanto que para a
populacdo com o genitor Santa Fé essa mesma segregacao foi observada para a variavel
de nimero de pontos de infecgdo na raquis. Considerando que o parental suscetivel é o
mesmo para as duas populagdes, esse resultado é provavelmente devido a influéncia do
gendtipo empregado como genitor resistente. Tem se observado que a resisténcia baseada
na translocacdo 2NS/2AS pode depender do background genético. Os parentais
resistentes sdo oriundos de cruzamentos diferentes, sendo assim, dois backgrounds
distintos. Outra possibilidade a se considerar € a de que a segregacao 3R:1S observada
para diferentes variaveis fenotipicas associadas a resisténcia a brusone nas duas
populacbes estudadas seja devido ao fato de que o(s) gene(s) que controla(m) as
caracteristicas de severidade do branqueamento e de numero de pontos de infec¢do na

raquis ndo sdo 0S mesmos.

A identificacdo de plantas com fenotipo de suscetibilidade & brusone e
apresentando o marcador VENTRIUP/LN2, desenvolvido para a identificacdo da
translocacdo 2NS/2AS, conduziu ao objetivo do Capitulo 11 de identificar marcadores que
melhor explicassem o fendtipo de resisténcia conferido pela referida translocacdo. Uma
colecdo de gendtipos de trigo de diferentes origens e as duas populacfes segregantes F»
foram caracterizadas com dez marcadores moleculares localizados na regido da
translocacdo, sendo dois deles baseados no marcador VENTRIUP/LN2. Os resultados
encontrados nesse estudo mostraram que houve recombinacdo na regido estudada, o que
explica as variacOes de reacdo de resisténcia em alguns genotipos portadores do

fragmento 2NS.



Para a ‘Colecdo de gendtipos de trigo Embrapa’ ndo houve diferenca significativa
entre os genotipos classificados pelos marcadores como resistentes daqueles suscetiveis.
Isso se deve provavelmente ao baixo nimero de genotipos fenotipados nessa colecdo. Ja
para as populagdes segregantes, todos os marcadores foram eficientes na discriminagéo
entre as classes resistente e suscetivel. Esse trabalho reforca a importancia da variavel
PIR como caracteristica de resisténcia a brusone, sendo que todos os genotipos agrupados
como resistente tiveram médias maiores para essa variavel. Destaca-se também o fato de
que para a varidvel ESP, exceto um marcador, todos os marcadores moleculares, em
ambas as populacGes segregantes, mostraram diferenca significativa entre as classes
resistente e suscetivel, com os resistentes apresentando menores médias. Esse resultado
indica que a esporulacdo de Magnaporthe oryzae em trigo pode estar associada como uma

caracteristica de resisténcia a brusone.

Dois marcadores moleculares se destacaram por apresentarem diferenca
significativa para todas as variaveis fenotipicas estudadas, explicando melhor os
fenotipos resistente e suscetivel. Com o uso de marcadores codominantes, foi possivel
observar que a resisténcia a brusone € conferida por um alelo dominante. Esses
marcadores avaliados poderdo ser empregados em novos estudos com maior nimero de
genotipos de trigo, visto a importancia desta regido da translocagdo 2NS/2AS na resposta

de resisténcia a brusone de trigo.

A analise de segregacdo desenvolvida no Capitulo I mostrou, em ao menos duas
variaveis associadas a resisténcia a brusone de trigo, que essa caracteristica pode ser
conferida por um alelo dominante. O uso de marcadores codominantes no Capitulo Il
permitiu observar que ndo houve diferenca estatistica entre os genétipos que receberam
um ou dois alelos de resisténcia. Esses resultados apontam que o(s) gene(s) presente(s)

na translocacdo 2NS/2AS para resisténcia a brusone sao de carater dominante.
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6 CONCLUSAO GERAL

No Capitulo I, foi observado que a heranga da resisténcia a brusone conferida pela
2NS pode apresentar uma segregacdo de 3R:1S, sugerindo que um gene de efeito maior
confere a resisténcia. Porém, houve diferenca entre as duas popula¢des estudadas quanto
a variavel fenotipica apresentando essa segregacdo. Assim, a heranca da resisténcia a
brusone conferida pela 2NS mostrou-se depender do background genético. Além disso,
os resultados mostraram que as variaveis severidade de branqueamento e nimero de
pontos de infeccdo na raquis podem ser caracteristicas de resisténcia conferidas por genes

diferentes.

No Capitulo Il, os resultados com base no desequilibrio de ligacdo dos marcadores
moleculares, localizados na regido da translocacdo 2NS/2AS, apontaram a existéncia de
recombinacédo nessa regido. Todos os marcadores moleculares utilizados foram eficientes
na deteccdo de genotipos resistentes a brusone de trigo, destacando-se dois deles (mix
334 e mix 359) como melhores em explicar os fendtipos resistente e suscetivel. A
utilizacdo de marcadores codominantes permitiu observar que a resisténcia a brusone

baseada na translocacdo 2NS/2AS ¢ conferida por um alelo dominante.

Os resultados obtidos nos dois capitulos deste trabalho apontam que o(s) gene(s)
presente(s) na translocagdo 2NS/2AS para resisténcia a brusone séo de carater dominante,
apresentando uma segregacdo 3:1. Os resultados obtidos reforcam a associacdo da
variavel numero de pontos de infec¢do na raquis como uma caracteristica de resisténcia a
brusone de trigo, e indicam o potencial de uso da variavel esporulacdo do patdgeno

também como uma caracteristica de resisténcia a essa doengca.
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Anexo 1 — Genealogia dos gendtipos de trigo deste estudo. Passo Fundo, RS, 2022.

(Continua)
Genétipo  Genealogia
8 KLCQ/ER2000//WBLL1
9 KLCQ/ER2000//WBLL1
14 MILAN//PRL/2*PASTOR/4/CROC_1/AE.SQUARROSA (213)//PGO/3/BAV92
2 TX71A1039-V1*3/AMI//OK81306/3/FINSI/6/CHIBIA/5/CNDO/R143//ENTE/MEXI_2/3/AEGILOPS SQUARROSA (TAUS)
[4IWEAVER
25 TX81V6614//TNMU/ATTILA/3/BABAX/PASTOR//AMAD

CROC_1/AE. SQUARROSA

26 (205)/IKAUTZ/10/ATTILA*2/9/KT/BAGE//FN/U/3/BZA/4AITRM/5/ALDAN/6/SERI/7/VEE#10/8/OPATA/11/ATTILA*2//CHILL/BUC
28 PANDION//FILIN/2*PASTOR/3/BERKUT

29 PRINIA/SUNCO//SUNCO/2*PASTOR

33 TNMU//PSN/BOW/3/HEILO/4/PGO/SERI//BAU/3/DUCULA

34 QUAIU

39 SERI.1B*2//[KAUZ*3/BOW/3/PBW343*2/KUKUNA/4/WHEAR

40 WHEAR/KRONSTAD F2004/ROLF 07

61 BABAX/KS93U76//BABAX/4/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAVI2

79 BABAX/LR43//BABAX/5/MOR/VE#5//2*DUCULA/3/MILAN/4/BAU/MILAN/SKAUZ/BAV92
90 CROC_1/AE.SQUARROSA (213)//PGO/3/CMH81.38/2*KAUZ/4/BERKUT

93 FILIN/2*PASTOR//PRL/2*PASTOR

104 SUNCO/2*PASTOR//EXCALIBUR

111 MRC/KAUZ/ISKAUZ/3/SUNSTATE/5/VEE/LIRA//BOW/3/BCN/4/KAUZ

112 MRC/KAUZ//SKAUZ/3/SUNSTATE/5/VEE/LIRA/BOW/3/BCN/4/SKAUZ

113 W97.234//SW89.5181/KAUZ/5/VEE/LIRA//BOW/3/BCN/4/KAUZ

120 SLVS/PASTOR/3/PASTOR/MUNIA/ALTAR 84



135
136
143
151
152
159

175

176

184
189
190
208
210
223
225
242
282
289
298
308
344
347

89

(Continuagao)

POTCH 93/4/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAV92/5/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAVI2
ACHTAR*3//KANZ/KS85-8-5/4/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAVI2/5/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAVI2
ONIX/ROLFO7
MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAV92/4/ATILLA/BAVI2//[PASTOR/5/CNO79//PF70354/MUS/3/PASTOR/4/BAV92
SOKOLL*2/TROST

SW89-5124*2/FASAN/3/ALTAR 84/AE.SQ/[2*OPATA

BOW/VEE/5/ND/VG9144//KAL/BB/3/Y ACO/4/CHIL/6/CASKOR/3/CROC_1/AE. SQUARROSA
(224)//OPATA/T/IPASTOR//MILAN/KAUZ/3/BAV92

BOWI/VEE/5/ND/VG9144//KAL/BB/3/Y ACO/4/CHIL/6/CASKOR/3/CROC_1/AE.SQUARROSA
(224)/IOPATA/T/IPASTOR//IMILAN/KAUZ/3/BAV9I2

ATILLA*2/PBW65*2//[KACHU

PBW343*2/KUKUNA*2//[FRTL/PIFED

PBW343*2/KUKUNA*2//[FRTL/PIFED

WAXWING*2/HEILO

KFA/2*KACHU

WBLL1//UP2338*2/VIVITSI
FRET2*2/3/SNI/TRAP#1//[KAUZ*3/TRAP/4/PFAU/WEAVER//BRAMBLING

TRCH/SRTU//KACHU

ATTILA/3*BCN//BAVI2/3/TILHI/4ISHA7/VEE#5//ARIVI2

WAXWING/KIRITATI//DIAMONDBIRD
PFAU/WEAVER*2//[BRAMBLING/8/RABE*3/6/WRM/4/FN/3*TH//K58/2*N/3/AUS-6869/5/PELOTAS-ARTHUR/7/IRENA
ROLFO07/YANAC//ITACUPETO F2001/BRAMBLING

HUW234+LR34/PRINIA*2//[SNLG

HUW234+LR34/PRINIA*2//Y ANAC
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348
356
361
402
412

424

429
432
440
446
447
477
486
505
506
508
514
547
550
562
563
568
569

90

(Continuagao)

HUW234+LR34/PRINIA*2//WHEAR

PBW343*2/KUKUNA*2//KITE

PBW343*2/KUKUNA*2/[YANAC

FOW 1

FILIN/2*PASTOR//BERKUT/3/PASTOR/2*SITTA
TX71A1039-V1*3/AMI//OK81306/3/FINSI/6/CHIBIA/5/CNDO/R143///[ENTE/MEXI/_2/3/AEGILOPS SQUARROSA
(TAUS)/4/WEAVER

PRINIA/SUNCO//SUNCO/2*PASTOR

ASTREB*2/NING MAI 9558

SERI.1B*2//KAUZ*3/BOW/3/PBW343*2/KUKUNA/4/WHEAR
VEE/MII//2*TU1/3/2*PASTOR/4/BERKUT/5/PFAU/MILAN
VEE/MII//2*TU1/3/2*PASTOR/4/BERKUT/5/PFAU/MILAN
VEE/MII//2*TU1/3/2*PASTOR/4/BERKUT/5/PFAU/MILAN

AZAR/2/4/CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//BORL95/3/2*MILAN/5/BERKUT
PBW343/TONI/5/SABUF/4/ALTAR 84/AE.SQUARROSA (224)//CUPE/3/CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//F27202
PBW343/TONI/5/SABUF/4/ALTAR 84/AE.SQUARROSA (224)//CUPE/3/CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//F27202
SNB//CMH79A.955/3*CNO79/3/ATTILA/4/WUH1/VEE#5//CBRD

SRN/AE. SQUARROSA (358)//FILIN/MILAN/3/GONDO

PASTOR//HXL7573/2*BAU/3/SOKOLL/WBLL1

MILAN//PRL/2*PASTOR/4/CROC_1/AE.SQUARROSA (213)//PGO/3/BAV92

KLDR/PEWITL/MILAN/DUCULA

WBLL1/ATTILA*2/M10 (MUTATED C-306)/3/QT9042

CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/3/LANG

ALTAR 84/AE.SQUARROSA (219)//2*SERI/4/PFAU/BOW//VEE#9/3/DUCULA
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575
576
582
583
605

636

642
644
660
692
701
754
767
781
783
827
865
868
908
918
919
931
954

91

(Continuagao)

MRC/KAUZ/ISKAUZ/3/SUNSTATE/5/VEE/LIRA//BOW/3/BCN/4/KAUZ
MRC/KAUZ//[SKAUZ/3/SUNSTATE/5/VEE/LIRA//BOW/3/BCN/4/KAUZ
PSN/BOW//MILAN/3/2*BERKUT
PSN/BOW//MILAN/3/2*BERKUT

FILIN/IRENA/5/CNDO/R143//[ENTE/MEXI_2/3/AEGILOPS SQUARROSA (TAUS)/4/WEAVER/6/BERKUT
TX71A1039-V1*3/AMI//OK81306/3/FINSI/6/CHIBIA/S/CNDO/R143/ENTE/MEXI_2/3/AEGILOPS SQUARROSA
(TAUS)/4/WEAVER

KLDR/PEWIT1/MILAN/DUCULA

KLDR/PEWIT1//MILAN/DUCULA

ALTAR 84/AE. SQUARROSA//2*OPATA/3/SLVS/PASTOR
ATTILA/BERKUT//BERKUT

SLVS/PASTOR/3/PASTOR//MUNIA/ALTAR 84

PAURAQUE

PFAU/SERI.1B//AMAD/3/INQALAB 91*2/KUKUNA/4/WBLL1*2/KURUKU
WAXWING*2/KRONSTAD F2004

WAXWING*2/CIRCUS

PRL/2*PASTOR//SUNSTATE
SHAT7/VEE#5/5/VEE#8/[JUP/BJY/3/F3.71/TRM/4/2*WEAVER/6/SKAUZ/PARUS//PARUS
LERKE/S/KAUZ/3/MYNA/VUL//BUC/FLK/4/MILAN/6/PROGRESO F2007
CHIBIA//PRLII/CM65531/7/VEE#8/IJUP/BJY [3/F3.71/TRM/4/BCN/5/KAUZ/6/MILAN/KAUZ
PFAU/MILAN//TROST/3/PBW65/2*SERI.1B
EJIC/IATTILA/2*PASTOR/4/VEE/PIN//2*TUI/WH576

YUNMAI 48/ROLFO7

MELON//FILIN/MILAN/3/FILIN
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955
956
972
976
980
997
1010
1023
1025
1041
1049
1050
1051

1057

1058
1059
1065
1066
1068
1070
1072
1074
1079

92

(Continuagao)

RE714/SAAR//SAAR

KRICHAUFF/3/MILAN/OTUS//ATTILA/3*BCN
WAXWING/6/PVN//ICAR422/ANA/5/BOW/CROW//BUC/PVN/3/YR/AITRAP#1
WBLL1//UP2338*2/VIVITSI

KACHU/SAUAL
TRCH*2/7/TNMU/6/CEP80111/CEP81165/5/IAC5/4/YKT406/3/AG/ASN//ATR
ATTILA*2/PBW65/6/PVN//CAR422/ANA/5/BOW/CROW//BUC/PVN/3/YR/AITRAP#1/7/ATTILA/2*PASTOR
YUNMAI 48//2*WBLL1*2/KURUKU

YUNMAI 48//2*WBLL1*2/KURUKU
ATTILA*2/PBW65/6/PVN//CAR422/ANA/5/BOW/CROW//IBUC/PVN/3/YR/4ITRAP#1
ATILLA/3*BCN//BAV32/3/TILHI/4/SHAT/VE#5//ARIVI2
SHA7/VEE#5/5/VEE#8//JUP/BYJ/3/F3.71/TRM/4/2*WEAVER/6/PBW343*2/TURUKU

PGO/SERI//BAU/3/DUCULA/4/FRET2/KUKUNA//FRET?2
ALTAR 84/AE. SQUARROSA//OPATA/3/2*WH
542/7/VEE#8/[JUP/BJY/3/F3.71/TRM/4/BCN/5/KAUZ/6/MILAN/KAUZ/8/ATILLA*2/PBW65

WAXWING*2/4/CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//BORL95/3/2*MILAN
BABAX/LR43//BABAX/5/MOR/VEE#5//2*DUCULA/3/MILAN/4/BAU/MILAN/6/SKAUZ/BAV92
C80.1/3*BATAVIA/2*WBLL1/3/ATTILA/3*BCN*2//BAV92/4/WBLL1*2/KURUKU
WHEAR/4/BL 1496/MILAN/3/CROC_1/AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/5/ROLF07
ATTILA*2/HUITES//FINSI/3/ATTILA*2/PBW65

ATTILA*2//CHIL/BUC*2/3/[KUKUNA

ATTILA*2/PBW65//KACHU

WBLL1*2/3/SNI/TRAP#1//[KAUZ*3/TRAP/4/KACHU

WBLL1*2/CHAPIO//MESIA
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1101
1105
1108
1138
1167
1185
1241
1254
1257
1266
1285
1286

1288

1289
1422
1516

1517
1518
Anahuac
75
Arche

93

(Continuagao)

FRET2*2/3/SNI/TRAP#1//[KAUZ*3/TRAP/4/KACHU

ROLFO7/SAUAL

WBLL1*2/3/SNI/TRAP#1//[KAUZ*3/TRAP/4/KACHU #1
C80.1/3*BATAVIA/2*WBLL1/5/REH/HARE//2*BCN/3/CROC_1/AE. SQUARROSA (213)//PGO/4/HUITES
FRET2*2/KUKUNA//PVN/4/FRET2*2/3/SNI/TRAP#1//KAUZ*3/TRAP

TRCH/SRTU/KACHU

ATTILA*2/PBW65*2//[TNMU

PBW343*2/KUKUNA*2//WHEAR
ATILLA/3*BCN//BAVI2/3/TILHI/4/SHATIVEE#5//ARIVI2/5/BAVI2//IRENA/KAUZ/3/HUITES

POTCH 93/4/MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAVI2/5/MILAN/KAUZ//IPRINIA/3/BAVI2

GK ARON/AG SECO 7846//2180/4/2*MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAV9I2

GK ARONI/AG SECO 7846//2180/4/2*MILAN/KAUZ//PRINIA/3/BAV92
BOWI/VEE/5/ND/VG9144//KAL/BB/3/Y ACO/4/CHIL/6/CASKOR/3/CROC_1/AE.SQUARROSA
(224)/IOPATA/7IPASTOR//MILAN/KAUZ/3/BAV9I2

BOWI/VEE/5/ND/VG9144//KAL/BB/3/Y ACO/4/CHIL/6/CASKOR/3/CROC_1/AE. SQUARROSA
(224)//OPATA/T/PASTOR//MILAN/KAUZ/3/BAV9I2
MOHAWK/6/RASCON_37/2*TARRO_2/4/ROK/FGO//STILL/3/BISU_1/5/MALMUK_1/SERRATOR_1
SOMAT_4/INTER_8/4/GODRIN/GUTROS//DUKEN/3/THKNEE_11/5/1A.1D 5+1-06/2*WB881//1A.1D 5+1-
06/3*M0OJO/3/BISU_1/PATKA_3/4/GODRIN/GUTROS/DUKEN/3/THKNEE_11
YAVT79//SOMAT_4/INTER_8/7/YAV79/6/CHEN_1/TEZ/3/GUIL/ICIT71/CII/4/ISORA/PLATA_12/5/STOT//ALTAR 84/ALD
MOHAWK/6/LOTUS_5/F3LOCAL(SEL.ETHIO.135.85)/5/CHEN/ALTAR 84/3/HUI/POC//BUB/RUFO/4/FNFOOT

11-12300//LERMA-ROJO-64/11-8156/3/NORTENO-67
TRIBUTE,FRA/VS-73644-9-4-1
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94

(Continuacao)

BET
DAGAN  PITIC-62(SIB)/FLORENCE-AURORE
131

BR 18 D-6301/NAINARI-60//WEIQUE/RED-MACE/3/CIANO-67*2/CHRIS
BRS 209 JUPATECO 73/EMBRAPA 16

BRS229 EMBRAPA 27*3//BR 35/BUCK PONCHO

BRS 234 BR-35/EMBRAPA-27/BUCK-OMBU/3/PF-87511

BRS 404  MGS ALIANCA/WT 99172

BRS PF-87107/2*IAC-13

Angico

BRS Buriti EMBRAPA-27/KLEIN-ORION
CB

Fusarium  sem informacdo

ENTO014

Cevada

PFB 2010 sem informacéo

2013

CPAC

07340 CPAC 96306/CPAC 9985
CPAC

07434 Taurum/BRS 254

E;”brapa NUBAY/3*LONDRINA//LONDRINA*4/AGENT, USA/3/AGATA/5*L AGOA-VERMELHA//4*CNT-10

EP 123005 sem informacdo
EP 123009 sem informacéo
EP 123014 sem informacdo
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EP 123024
EP 123057
EP 123063
EP 123069
EP 123099
EP 123101
EP 123102
EP 124403
EP 124407
EP 124415
EP 124429
EP 124437
EP 124441
EP 124442
EP 124476
EP 124503
EP 124522
Eureka
Eureka 2
Fuller
Huanca
Hyak
Jackpot
Jagger

sem informagdo
sem informacéo
sem informacdo
sem informacéo
sem informacdo
sem informacéo
sem informagao
sem informacéo
sem informagao
sem informacéo
sem informagao
sem informacéo
sem informacao
sem informacéo
sem informacao
sem informacéo
sem informacao

KENYA-C-6040/FLORENCE//DUNDEE
KENYA-C-6040/FLORENCE//DUNDEE

DER (Jagger)

FROCOR/3/MCMURACHY/KENTANA//Y AQUI-50/4/MARIA-ESCOBAR/MN-2698/5/MARIA-ESCOBAR
VPM-1/MOISSON-421/12*TYEE

W-98-232/KS-96-WGRC-38

KS84W85/Stephens
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96

(Concluséo)

Kronos (S)Male_Sterile_Facilitated Recurrent_Selection_Population-APB-MSFRS-Pop
Pampeano ORL-91274/ORL-93807//(SIB)ORL-95711

PF 130115 BRS 331/Abalone

PF 140015 sem informacéo

PF 140016 sem informacéo

PF 140017 sem informacéo

PF 909 PF 83743/PF 82252//PF 84433/BR 35

PF_020450 FL 72185A-A2-C1/Embrapa 40//CEP 24

Renan MIRONOVSKAY A-808/MARIS-HUNTSMAN//VPM-1/MOISSON/3/COURTOT
Safira PF-9099/0OR-1//GRANITO

Santa F¢é  JAGGER/G1878

Shanghai  (M)Yangmai-1

TBIO IBI-O0810/CRONOX//ORL-00255

Mestre

Thatcher MARQUIS/(TR.DR)IUMILLO//(HN-3001)MARQUIS/KANRED
Trigo sem informacdo

Chapéu ¢

VPMLsem A vE/TR.CA//3*MARNE

arista

VPM-1-1- .

1o.R4  AEVE/TR.CA/3*MARNE
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