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DIVERGENCIA GENETICA EM AVEIA-BRANCA COM BASE
NA EXPRESSAO FENOTIPICA, MARCADORES
MOLECULARES E REACAO A BRUSONE

JOSSANA SANTOS!

RESUMO - O aumento da importancia econdmica da aveia-branca
(Avena sativa L.) desafia os melhoristas no langamento de materiais
cada vez mais competitivos. A caracterizacdo morfologica ¢
fundamental no processo de protecao de novas cultivares, porém
possui algumas limitacdes, como a influéncia ambiental nos
descritores. Estudos de divergéncia genética, por meio de marcadores
moleculares, como os microssatélites, e também avaliacdes
fitopatologicas, tém se tornado atividades complementares a
caracterizacdo morfologica. Esse trabalho teve como objetivo avaliar
cinco cultivares de aveia-branca (IPR Afrodite, URS Corona, FAEM
Carlasul, UPFA Ouro e URS Taura), quanto a expressdo dos
descritores morfofenoldgicos, marcadores moleculares e reacdo a
brusone. 1) A expressdo dos descritores frente a variagdo ambiental
foi avaliada em dois periodos de cultivo, dentro (outono-hibernal) e
fora do periodo recomendado (hiberno-primaveril) para a cultura. O
experimento foi estabelecido no campo, em blocos casualizados, com
trés repetigdes, no qual as cultivares foram avaliadas quanto a
estabilidade de 42 descritores. O atraso no periodo de cultivo da aveia-
branca, de outono-hibernal para hiberno-primaveril, reduziu o ciclo,

modificou a expressdo morfofenologica da maioria dos descritores e

' Bidloga, mestranda do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF.



alterou a divergéncia fenotipica entre cultivares; 2) A divergéncia
genética entre as cultivares foi verificada por meio de 47 marcadores
microssatélites. O DNA foi extraido de plantas jovens, com posterior
amplificacdo em PCR, eletroforese em gel de agarose e visualizacdao
via brometo de etideo. Foi calculado o nimero de alelos por locus e o
conteido de informag¢dao polimorfica (PIC). As cultivares foram
agrupadas pelo indice de Dice e pelo método de Tocher, apresentando
a formagdo de trés e dois grupos, respectivamente. Os marcadores
amplificaram um total de 29 alelos com uma média de 1,8 alelos por
locus e PIC de 0,45. Os marcadores microssatélites foram uteis na
determinacgdo da divergéncia genética entre cultivares de aveia-branca.
3) Para a andlise da reacdo a brusone nas folhas, foram utilizados
quatro isolados de Pyricularia oryzae. Em nove avalia¢des, sob
condi¢des controladas, foram quantificados: nimero e expansdao de
lesdes, severidade e area abaixo da curva do progresso da doenga. As
folhas foram avaliadas histoquimicamente na pré-inoculacdo e 48
horas pés-inoculaciao do fungo para verificar possivel efeito da doenca
nos grupos quimicos lipidios, lignina, fendis, flavonoides e taninos.
Os dados foram submetidos as analises de varidncia, regressao e
multivariada. As folhas apresentaram aumento na concentracdo de
flavonoides na pos-inoculagdo do fungo. As cultivares apresentaram
variabilidade quanto a reacdo a brusone. Em ordem de menor a maior
suscetibilidade observou-se: URS Taura < UPFA Ouro < IPR Afrodite
<FAEM Carlasul < URS Corona.

Palavras-chave: Avena sativa L., descritores morfologicos,

histoquimica, marcadores microssatélites, Pyricularia oryzae Cav.



GENETIC DIVERSITY IN WHITE OAT BASED ON THE
PHENOTYPIC EXPRESSION, MOLECULAR MARKERS AND
REACTION TO BLAST

ABSTRACT - The increasing economic importance of white oat
(Avena sativa L.) challenges breeders in launching increasingly
competitive materials. Morphological characterization is essential in
the process of protecting new cultivars, but it has some limitations,
such as environmental influence on descriptors. Studies of genetic
diversity, by using molecular markers, such as microsatellites, and
also phytopathological reviews, have become complementary
activities to the morphological characterization. This work aimed to
evaluate five cultivars of white oat (IPR Afrodite, URS Corona,
FAEM Carlasul, UPFA Ouro and URS Taura), as the expression of
morphophenological descriptors, molecular markers and reaction to
blast. 1) The expression of the front descriptors of environmental
variability was evaluated in two periods of cultivation in (Fall-Winter)
and outside the recommended period (Winter-Spring) to the culture.
The experiment was set up in the field, in a randomized block design
with three replications, in which the cultivars were evaluated for
stability of 42 descriptors. The delay in the white oat growing season,
from Fall-Winter to Winter-Spring, reduced the cycle, modified the
morphological expression of most descriptors and changed phenotypic
divergences among cultivars. 2) The genetic divergence among
cultivars was verified by 47 microsatellite markers. DNA was
extracted from young plants, with subsequent PCR amplification,

agarose gel electrophoresis and through ethidium bromide



visualization. The number of alleles per locus and the polymorphic
information content (PIC) was calculated. The cultivars were grouped
by Dice index and the Tocher method, with the formation of three and
two groups, respectively. Markers amplified a total of 29 alleles with
an average of 1.8 alleles per locus and PIC 0.45. Microsatellite
markers were useful in determining the genetic divergence between
white oat cultivars. 3) For the analysis of the reaction to blast on
leaves, it were used four isolates of Pyricularia oryzae. In nine
assessments under controlled conditions, it were quantified: the
number and expansion of the lesions, severity and area under the
disease progress curve. The leaves were histochemically evaluated in
pre-inoculation and 48 hours post-inoculation of the fungus to verify
the possible effects of the disease on the chemical groups, lipids,
lignin, phenols, flavonoids and tannins. Data were submitted to
analysis of variance, regression and multivariate analysis. The leaves
showed an increase on flavonoids concentration in the fungus post-
inoculation. The cultivars presented variability in reaction to the blast.
In lower order to higher susceptibility it was observed: URS Taura <

UPFA Ouro < IPR Afrodite < FAEM Carlasul < URS Corona.

Key words: Avena sativa L., histochemistry, microssatellite markers,

morphological descriptors, Pyricularia oryzae Cav.



1 INTRODUCAO

A aveia-branca (Avena sativa L.) é um dos principais
cereais cultivados no mundo, cuja importancia esta no fato de ser um
alimento multifuncional e ter multiplos usos. E cultivada para
producdo de graos, formagao de pastagens e para rotagao de culturas.

No Brasil, os programas de melhoramento promoveram a
valorizagao da cultura, o que culminou em expressiva geragao de
conhecimento sobre a aveia. Destaca-se a organizacao das instituigoes
de ensino e pesquisa em um grupo denominado “Comissao Brasileira
de Pesquisa de Aveia (CBPA)”. Com isso, diversas cultivares foram
langadas e os patamares de produgdo de graos foram incrementados. A
partir da Lei de Protecao de Cultivares (BRASIL, 1997), foi possivel a
protecao desses materiais, seguindo as diretrizes dos ensaios de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (BRASIL, 2011).

Para que as cultivares candidatas a protecao atendam esses
requisitos, a ¢época de semeadura deve seguir as recomendagdes
técnicas (CBPA, 2014), pois a expressao morfologica e fenologica ¢é
afetada pelos fatores meteorologicos. Portanto, se o periodo de cultivo
interfere na expressdo dos descritores morfologicos, a divergéncia
entre cultivares também pode ser alterada.

Assim, a instabilidade de descritores pode comprometer a
descri¢do de um novo material, o que pode prejudicar o obtentor que
descreveu esse material, dificultando ou até fazendo com que os
campos de produgdo de sementes sejam rejeitados. Mesmo frente a

esta problematica, pesquisas direcionadas ao estudo da relagdo entre o



periodo de cultivo e a morfofenologia da aveia-branca, com énfase na
avaliacao da estabilidade dos descritores, sao restritas.

Ja, a andlise da divergéncia genética, por meio de
marcadores moleculares, ¢ complementar a caracterizagdo
morfologica. As técnicas moleculares sdo, especialmente, importantes
para a comprovacao da origem genética dos materiais. Os marcadores
moleculares tem a vantagem de nao serem afetados por fatores
ambientais, serem polimoérficos e detectarem a vulnerabilidade
genética.

O ideal ¢ que as cultivares sejam caracterizadas por
marcadores morfologicos, fenoldégicos e moleculares, e que sejam
avaliadas sob diversos aspectos agrondmicos, tendo em vista sua
ampla utilizacdo e resposta as téncnicas de manejo. Nesse sentido, a
analise da reacdo de linhagens e cultivares as doencas fingicas pode
resultar em importantes informagdes para uso em programas de
melhoramento da espécie.

A incidéncia de doengas fungicas em aveia-branca ¢ um
fator limitante a expressdo do potencial genético das cultivares. Dentre
as doencas que causam problema a cultura, estd a brusone, causada
pelo fungo Pyricularia oryzae Cav. Portanto, além de auxiliar na
caracterizacao das cultivares, o conhecimento da reagdo a brusone e,
consequentemente, o uso de cultivares resistentes, podera ampliar a
opcdo de rotagdo de culturas de inverno e diminuir o in6éculo do fungo
na atmosfera, facilitando as estratégias de gestdo da doenga
(MARANGONI et al., 2013).

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a divergéncia

entre cultivares de aveia-branca, com base em descritores



morfologicos, fenoldgicos, marcadores moleculares e reacdo a
brusone.

Os objetivos especificos foram:

e Verificar se o periodo de cultivo modifica a expressao
morfologica e fenologica e, com isso, a divergéncia fenotipica de
cultivares de aveia-branca.

e Avaliar a estabilidade de expressdao dos descritores de
Avena L. frente o atraso na €poca de semeadura.

e Verificar o grau de divergéncia genética entre
cultivares de aveia-branca utilizando marcadores microssatélites.

e Avaliar se cultivares de aveia-branca tem distinta

reacao a brusone.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aveia-branca

2.1.1 Caracteristicas e importancia

A aveia-branca (Avena sativa L.) é uma graminea anual,
cespitosa e autdgama. A inflorescéncia ¢ uma panicula piramidal,
apresentando espiguetas contendo um grao primario, um secundario e,
comumente, um terciario. O sistema radicial ¢ do tipo fasciculado,
sendo as raizes fibrosas, o que facilita a penetracao no solo (FLOSS,
1988). Geneticamente ¢ uma espécie alohexaploide (2n = 6x = 42
cromossomos), originada a partir da associagdo de trés genomas
diploides ancestrais AA, CC e DD (RINES et al., 2006).

E uma espécie utilizada como alternativa as culturas de
inverno e tem evidenciado um crescimento acentuado na darea
cultivada, principalmente pelo aproveitamento dos grdos para
industrializagdo e comercializagdo e por produzir uma 6tima qualidade
de forragem e de palha, o que proporciona boa cobertura do solo
(JACOBI & FLECK, 1998; HARTWIG et al., 2007).

Por tais caracteristicas, a aveia-branca é listada entre as
principais culturas de cereais no mundo (NAVA et al, 2010;
BOCZKOWSKA & TARCZYK, 2013). O cultivo ¢ mais concentrado
em zonas de clima temperado e imido na América do Norte e Europa
(MURPHY & HOFFMAN, 1992).

Na América Latina, o Brasil ¢ um dos principais

produtores (NAVA et al., 2010), com area de cultivo que se expande



desde Sdo Paulo, Minas Gerais, até o extremo sul do Rio Grande do
Sul (BENIN et al., 2005). Esse cereal ocupa o sétimo e quinto lugar na
produ¢do, em nivel mundial e nacional, respectivamente (FAO, 2014).
A totalidade da producdo nacional é obtida na Regido Sul do pais e o
Rio Grande do Sul ¢ responsavel por mais da metade da produgdo
brasileira (IBGE, 2015).

Devido a importancia e utilizagdo expressiva dessa
cultura, os programas de melhoramento genético de aveia tém se

dedicado no langamento de materiais cada vez mais competitivos.

2.2 Melhoramento genético da aveia-branca no Brasil

O melhoramento de plantas ¢ a mais valiosa estratégia
para o aumento da produtividade de forma sustentdvel e
ecologicamente equilibrada (BOREM, 1997). Em um programa de
melhoramento genético, ¢ importante que o melhorista conheca o
germoplasma disponivel (VIERA et al., 2005).

O melhoramento da aveia-branca ¢ voltado para o
desenvolvimento de cultivares que tenham excelente qualidade
industrial, rendimento de grdos superior as cultivares existentes no
mercado, com caracteristicas morfologicas desejaveis e tolerantes a
estresses bidticos e abioticos (HARTWIG et al., 2007).

No Brasil, o melhoramento da aveia ¢é relativamente
recente, se comparado com outras culturas. No Rio Grande do Sul,
somente no final da década de 70 os programas de melhoramento da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e da Universidade de

Passo Fundo comecaram produzir suas proprias populacdes
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(BARBOSA NETO et al., 2000). Antes disso, as cultivares utilizadas
eram provenientes do Uruguai e da Argentina e apresentavam
problemas de adaptagdo ao ambiente de cultivo (BARBOSA NETO et
al., 2000). Posteriormente, foram introduzidos germoplasmas da
Universidade de Wisconsin, o que permitiu o langamento de cultivares
melhoradas (FEDERIZZI et al, 1997). Os avancos obtidos
possibilitaram aumentos significativos no rendimento da cultura,
aliada a boa qualidade do produto (FEDERIZZI et al., 2005).

A grande adaptabilidade da aveia-branca e seus multiplos
propositos fazem dela uma espécie de extrema importancia e em
constante crescimento no mercado internacional. Porém, para
maximizar seus beneficios e obter lucratividade com a cultura, é
necessario o conhecimento dos materiais disponiveis (CASTRO et al.,

2012), por meio dos trabalhos de caracterizacdo de germoplasma.

2.3 Caracterizacdo de germoplasma vegetal

Germoplasma ¢ a soma de todo material hereditario de
uma espécie (ALLARD, 1960). A melhor forma de valorizar e utilizar
o germoplasma ¢ realizando a caracterizacdo do material disponivel.
Essa atividade ¢ o ponto de partida para que o pesquisador defina
quais acessos serdao incluidos nas etapas de avaliagdes agrondmicas,
onde os materiais sdo avaliados em experimentos mais elaborados,
que permitem a obtencdo de informagdes sobre o desempenho dos
gendtipos em relacdo aos principais caracteres de interesse (FRANCO

& HIDALGO, 2003). A utilizacdo do germoplasma de uma espécie
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depende, em grande parte, da avaliagdo e caracterizacdo da
variabilidade genética contida no mesmo (HOSBINO et al., 2002).
Nos estudos de diversidade genética sdo utilizados
caracteres morfologicos, bioquimicos ou moleculares (CRUZ &
REGAZZI, 2004). Essas informagdes sdo importantes para o
conhecimento da variabilidade das populacdes e possibilitam o
monitoramento de bancos de germoplasma, pois geram informagdes
uteis para preservacdo, uso ¢ melhoramento dos acessos (CRUZ &

CARNEIRO, 2006; BERTAN et al., 2006).

2.3.1 Caracterizacdo morfologica

Dentre os varios marcadores para caracterizar o
germoplasma, os descritores morfologicos sao fundamentais para fins
de protegio das cultivares. E a primeira etapa realizada no
germoplama e consiste em descrever, identificar e diferenciar acessos
de uma mesma espécie (BURLE & OLIVEIRA, 2010). As
informagdes obtidas por meio da caracterizacdo morfologica sao
imprescindiveis para o conhecimento da biologia das plantas e
fornecem uma série de informacdes a respeito da variabilidade
genética dos acessos estudados (GUIMARAES et al., 2007).

A caracterizagdo morfoldgica ¢ utilizada em nivel mundial
como forma de avaliar a divergéncia genética em vérias culturas, e,
naturalmente, de aveia-branca (DIEDERICHSEN et al., 2008;
PREMKUMAR et al., 2015), aveia-preta (SILVEIRA et al., 2010) e
em espécies silvestres do género (SCHEFFER-BASSO et al., 2012;
BOCZKOWSKA & TARCZYK et al., 2013).
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A caracterizagdo morfologica ¢ feita com base em
observagdes (varidveis qualitativas) ou mensuragdes (variaveis
quantitativas) de varios caracteres facilmente diferenciaveis a olho nu,
denominados de descritores morfoldégicos (BURLE & OLIVEIRA,
2010) que fornecem pardmetros para diferenciacdo dos gendtipos,

além de auxiliar na protec¢ao de cultivares.

2.3.2 Descritores morfologicos

A caracterizagdo morfoldgica de uma espécie permite o
monitoramento da qualidade genética (FRANCO & HIDALGO, 2003)
e ¢ o primeiro passo para proteger legalmente uma nova cultivar. Os
critérios para utilizagdo dos descritores morfoldégicos sdo
estabelecidos pela Unido Internacional para Protecdo e Obtengdes
Vegetais (UPOV) e sdo utilizados no mundo inteiro.

Um descritor ¢ um atributo mensurdvel que ¢ observado
em acessos dos bancos de germoplasma e utilizado na identificagdo de
cultivares (BIOVERSITY INTERNATIONAL, 2007). Os descritores
sdo agrupados em listas especificas para cada cultura ou grupo de
espécies em particular e sdo aferidos pelo estado do descritor, ou seja,
pelas variagdes reconhecidas como validas para aquela caracteristica
(SALOMAO, 2010).

Os descritores podem ser quantitativos ou qualitativos. Os
quantitativos sdo aqueles em que os dados consistem em medidas ou
contagens que usam valores numéricos e escalas (BIOVERSITY

INTERNATIONAL, 2007). Ja, os descritores qualitativos,
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estabelecem padroes por meio de caracteristicas determinadas
visualmente.

Um dos passos necessarios para proteger uma cultivar ¢
executar os ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade (DHE). E nessa fase que os descritores morfologicos sdo
empregados (BRASIL, 2002). No Brasil, o processo de protecao de
cultivares ¢ regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) e pela Lei de Protecao de Cultivares 9.456/97
(BRASIL, 1997), que foi sancionada com o objetivo de normatizar os
direitos dos melhoristas. A lei criou o Servigo Nacional de Protecao de
Cultivares, a quem atribuiu a competéncia da protecao de cultivares
no pais. Em Avena L., até 2015 estavam protegidas 23 cultivares de
aveias, oriundas de seis obtentores (MAPA, 2015).

A caracterizagdo morfoldégica ¢ uma maneira pratica e
barata de caracterizar o germoplasma. Apesar disso, tem suas
limitagoes (HANIF et al., 2008), como por exemplo, a influéncia dos
caracteres, em maior ou menor grau, pelos fatores ambientais. Os
descritores qualitativos sdo controlados por poucos genes, portanto
ndo sdo modificados em igual propor¢ao aos caracteres quantitativos,
que, por sua vez, sdao controlados por varios genes e
consequentemente sdo instdveis e fortemente influenciados pelo
ambiente (BERTAN et al., 2004).

Para a caracterizagdo de cultivares € necessario que as
informacgdes geradas sejam seguras a respeito dos caracteres. Assim, o
conhecimento dos descritores mais estaveis, deve facilitar as
interpretagdes, contribuindo para mensuracdo mais acurada das

varidveis (CRUZ & REGAZZI, 2004).



14

2.4 Interacdo genOtipo x ambiente e seus efeitos na expressao

fenotipica

A expressao das caracteristicas fenotipicas das plantas ¢
governada por fatores genéticos, pelo efeito do ambiente e pela
interagdo genotipo x ambiente (BENIN et al., 2014). Essa interacao
representa um desafio para os programas de melhoramento genético.
Frente a essa situacao, uma das alternativas ¢ a escolha dos caracteres
a serem analisados, bem como, de cultivares com ampla adaptacao e
estabilidade (CRUZ & REGAZZI, 2004; BOREM & MIRANDA,
2005).

O ambiente ¢ o resultado dos componentes biofisicos que
influenciam o desenvolvimento e o crescimento das plantas (SILVA et
al., 2011). A adaptabilidade refere-se a capacidade dos genodtipos
aproveitarem vantajosamente o estimulo do ambiente, enquanto que
estabilidade refere-se a capacidade dos gendtipos mostrarem um
comportamento altamente previsivel em func¢ao do estimulo ambiental
(COSTA et al., 1999).

O sucesso de uma cultivar de aveia-branca lan¢ada no
mercado depende do desempenho agrondmico e de sua interacdo com
o ambiente de cultivo (NORNBERG et al., 2014). Dessa forma, a
ocorréncia da interacdo genoOtipo x ambiente (G x E) dificulta a
sele¢do e recomendacgao de cultivares (SILVA et al., 2011; AHMADI
et al., 2012). Portanto, ¢ necessario realizar avaliagdes mais precisas, a
fim de identificar gendtipos adaptados (SILVA et al., 2015), bem
como identificar os descritores mais estaveis, a fim de prioriza-los no

momento da caracterizacdo morfologica.
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A aveia-branca possui uma ampla area de cultivo dentro
do territdrio brasileiro, sendo uma espécie cujo desempenho ¢
altamente influenciado pelas condi¢des ambientais (BENIN et al,
2005). As plantas necessitam que os indices dos fatores climaticos,
especialmente a temperatura e a precipitagdo pluviométrica, atinjam
niveis considerados Otimos, para que o seu potencial genético se
expresse a0 maximo (FORSTHOFER et al., 2006). A interagao G x E
ocorre quando ha respostas diferenciadas dos gendtipos testados em
diferentes ambientes ou periodos de cultivo distintos (HOLLAND et
al., 2000; LORENCETTI et al., 2004). Tais interagdes podem causar
dificuldade na selecao de genotipos superiores devido as inconstancias
nos diferentes ambientes (EAGLES & FREY, 1977).

A ¢época de semeadura ¢ considerada uma das mais
importantes praticas de manejo, pois dependendo do periodo de
cultivo, s3o alteradas as relacdes hidricas e as temperaturas
disponiveis a cultura ao longo de seu ciclo (SUBEDI et al., 2007). Por
isso, existe a época de semeadura recomendada para cultura da aveia
(CBPA, 2014), que deve ser respeitada. Essa pratica permite a
ocorréncia das fenofases em condi¢des favoraveis de clima, o que
impacta positivamente no desenvolvimento das plantas (PIRES et al.,
2009).

Nas regides de clima subtropical, que ocorrem no Brasil,
os fatores ambientais exercem influéncia na expressdo fenotipica das
plantas, dependendo da época de semeadura (FORSTHOFER et al.,
2006). Cargnin et al. (2006) avaliaram a interagdo G x E e seus
reflexos no progresso genético de linhagens de trigo (Triticum

aestivum L.) e perceberam que ha forte participagdo dos efeitos de
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ambiente, principalmente da época de semeadura, na expressdao dos
genotipos.

Em aveia-branca, a época de semeadura interfere no
rendimento e na fenologia (JEHANGIR et al., 2013), bem como
modifica a expressdo de caracteres, especialmente, o ciclo vegetativo
e a estatura (KHAN et al., 2014; OTEROS et al., 2015). No México,
Valle (2009) verificou que a expressao de diversos descritores de
Avena spp. foi modificada pelo ambiente, quando variedades de aveia-
branca foram semeadas em distintos periodos. No entanto, hd caréncia
de informacdes sobre a estabilidade da maioria dos descritores de
aveia-branca diante da altera¢dao na época de semeadura.

Como a estimativa de diversidade baseada na morfologia
apresenta  limitagcdes, decorrentes da influéncia ambiental
(NIKOLOUDAKIS et al., 2015), as fases fenolégicas podem auxiliar
na caracterizagdo ¢ diferenciagdo das cultivares. A fenologia das
plantas ¢ modulada pelo clima e intimamente governada pela
disponibilidade de agua e temperatura do ar (OTEROS et al., 2015).
Consequentemente, a fenologia também sofre alteragdes dependendo
do periodo de cultivo e pode alterar a relagdo de distancia genética
entre as cultivares. Entretanto, o entendimento do controle genético
relacionado a variacdo fenotipica e caracteristicas quali-quantitativas ¢
visto como um passo essencial em programas de melhoramento
(NAVA et al., 2010).

A compreensdo da interacio G x E em relacdo a
morfofenologia ¢ importante para a sobrevivéncia, adaptacdo a
determinadas condi¢des climaticas e para o sucesso de quaisquer

espécies de cultivo (HANIF et al., 2008).
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Para disponibilizar informa¢des sobre um germoplasma ¢
necessario conhecimento da diversidade e de vérios outros caracteres
(ACHTAR et al, 2010). Tradicionalmente, os melhoristas tém
utilizado descritores morfologicos para o lancamento de novas
cultivares. Ainda que a caracterizacdo de cultivares feita desta forma
continue sendo predominante ¢ importante, as limitagdes deste tipo de
descritor tém gerado a necessidade de buscar outras alternativas
(MILACH, 1999), como por exemplo, as avaliacdes moleculares das

plantas.

2.5 Marcadores moleculares

As avaliagOes moleculares sao ferramentas uteis e cada
vez mais importantes para a eficiéncia dos programas de
melhoramento, por auxiliar na detec¢do da variabilidade e na
diferenciacdo das cultivares (BRONDANI et al., 2004; BERTAN et
al., 2007).

Os marcadores moleculares baseados em DNA sdo
utilizados em estudos populacionais e na andlise da diversidade
genética (KULEUNG et al., 2004). Esses marcadores possibilitam a
obten¢do de informagdes contidas no genoma de um organismo € nao
sdo influenciados pela interacdo G x E (MARIC et al., 2004; VIEIRA
et al., 2007).

Apesar dos marcadores moleculares ainda ndo serem
utilizados oficialmente na protecdo de cultivares, eles oferecem
vantagens em relacdo aos descritores morfoldgicos, tais como um

elevado nivel de polimorfismo, locus de especificidade,
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codominancia, reprodutibilidade, distribuicao aleatoria e uniforme em
todo genoma (KULEUNG et al. 2004). Outra vantagem ¢ que os testes
podem ser realizados em plantulas, poupando tempo e mao-de-obra, o
que ndo ocorre na caracterizagdo morfoldgica, pois os caracteres
aplicados para protecdo e identificagdo de cultivares exigem que as
variedades sejam avaliadas até a plena maturidade (RODER et al.,

2002).

2.5.1 Marcadores microssatélites

Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites
(Simple Sequence Repeats - SSR) podem ser utilizados como uma
fonte adicional de informagdes em aveia (MONTILLA-BASCON et
al., 2013). Os SSR contém fragmentos de DNA com repeticdes em
tandem de uma sequéncia curta de nucleotideos (2-6) e sdo
amplamente empregados devido a facilidade de utilizacdo em ensaios
de reacdo em cadeia da polimerase (KULEUNG et al., 2004) e por
serem confiaveis na identificagdo de cultivares (WANG et al., 2012).

Esse tipo de marcador molecular tem sido utilizado
eficientemente em cevada (HUA et al., 2014), milho (BAWA ect al.,
2015) e arroz (MOLLA et al., 2015). Para caracterizar e estimar a
diversidade genética de 49 genotipos de trigo, Achtar et al. (2010),
utilizaram 32 marcadores microssatélites e concluiram que foi
possivel avaliar a diversidade e distinguir os materiais na colegdo
estudada.

Em espécies silvestres do género Avena L., Hanif et al.

(2008) e Nikoloudakis et al. (2015) avaliaram a diversidade utilizando



19

dois e dez marcadores SSR, respectivamente. Cabral et al. (2013)
conseguiram diferenciar espécies de A. strigosa e A. barbata
utilizando 11 pares de SSR, e detectaram altos niveis de polimorfismo
no material estudado. Em aveia-branca hé relatos de estudos com
marcadores microssatélites, que foram desenvolvidos para avaliar a
diversidade genética e diferenciar cultivares (LI et al, 2000;
NERSTING et al., 2006; FU et al., 2007; HE & BJORNSTAD, 2012).
Montilla-Bascon et al. (2013) avaliaram a divergéncia genética entre
141 cultivares de aveia-branca utilizando 31 pares de SSR e
concluiram que os marcadores foram eficientes na detec¢ao de

polimorfismo entre as cultivares.

2.5.2 Analise da divergéncia genetica

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis
para deteccao da diversidade e do polimorfismo genético. Uma delas ¢
a analise do conteudo de informagdo polimoérfica (Polymorphic
Information Content - PIC), descrita por Botstein et al. (1980), que
indica a qualidade do marcador em estudos genéticos.

As analises de divergéncia genética e os métodos de
agrupamento podem ser utilizados simultaneamente para avaliar as
distancias genéticas dos materiais estudados. O agrupamento procura
discriminar geneticamente os individuos e, permite separa-los em
grupos pela andlise de um conjunto de caracteristicas inerentes a cada
individuo, agrupando-os por algum critério de classificacio (CRUZ &
CARNEIRO, 2006), de forma que exista homogeneidade dentro do
grupo e heterogeneidade entre grupos (CRUZ & REGAZZI, 2004;
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BERTAN et al., 2006). Montilla-Bascén et al. (2013) utilizaram o
indice de Dice e a andlise de agrupamento pelo método UPGMA e
conseguiram agrupar 141 cultivares de aveia-branca em quatro grupos
principais.

O método de agrupamento de Tocher adota o critério de
otimizacdo, minimizando a distancia média dentro do grupo e
maximizando a distancia média entre os grupos (SILVA et al., 2013).
Esse método foi utilizado com eficiéncia por Marchioro et al. (2003),
que avaliaram a divergéncia genética entre 18 genétipos de aveia-
branca, o que possibilitou a separagdao em sete grupos.

Diversos métodos podem ser aplicados no estudo da
divergéncia e a escolha baseia-se na precisdo desejada pelo
pesquisador, na facilidade da analise e na forma como os dados foram
obtidos (BEZERRA NETO et al.,, 2010). O conhecimento sobre os
niveis de variabilidade genética no germoplasma de uma espécie ¢ de
grande importancia (HOSBINO et al., 2002).

Entretanto, nenhuma analise sozinha pode dar todas as
informagdes necessérias na caracterizagio de cultivares. E interessante
utilizar tanto a caracterizagdo morfologica, quanto a molecular,
simultaneamente, a fim de obter conhecimento sobre as diferengas
entre os materiais (KHOUFI et al., 2012). Além dessas, existem outros
tipos de avaliagdes que podem contribuir com informagdes
complementares para que se obtenham resultados mais precisos.

Nesse sentido, destacam-se as avaliagdes fitopatologicas.
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2.6 Avaliacoes fitopatoldgicas com énfase em brusone

As avaliagdes fitopatologicas servem para tomada de
decisdo pelos melhoristas e agricultores ao selecionarem o material
genético mais adequado, visando minimizar os riscos economicos. As
reagoes das cultivares a fatores externos, como o ataque de patdogenos,
podem ser utilizadas como caracteristicas adicionais aos testes de
DHE. As informacdes de reagdao a doengas tornaram-se necessarias
para acompanhar os avangos do melhoramento genético das plantas
(LOVATO, 2011).

As doencgas podem limitar a produgdo de forragem e graos
da aveia-branca (IANNUCCI et al., 2011). Entre estas, esta a brusone,
que tem se disseminado rapidamente e despertado a atencdo dos
pesquisadores. Essa doenga, causada pelo fungo Pyricularia oryzae
Cavara (teleomorfa Magnaporthe oryzae B. Couch), foi diagnosticada
pela primeira vez em arroz, no século XVII, na China (OU, 1972); no
Brasil, os primeiros sintomas nessa cultura foram observados em Sao
Paulo, em 1912 (PRABHU et al., 2006). No Brasil, a brusone foi
observada na cultura do trigo, em 1985, no Parana (IGARASHI et al.,
1986). Depois disso, a doenga se disseminou para varios outros
estados e outros paises da América do Sul (KOHLI et al., 2011).

Em seguida, o patéogeno se dispersou facilmente em
distancias curtas e longas por meio de inoculo aéreo e sementes
infectadas. Uma grande variedade de gramineas hospedeiras pode
proporcionar um reservatorio de indculo primario para P. oryzae
(MACIEL et al., 2014). Em aveia-preta, graves infec¢des de brusone
foram relatadas no Parana, em 2005 (MEHTA et al., 2006).
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As culturas hospedeiras da brusone sofrem quedas
significativas de produtividade devido ao ataque desse patdgeno. O
método mais importante para o controle da brusone ¢ o uso de
genodtipos resistentes e hé relatos de cultivares de aveia-branca com
resisténcia a esse patogeno (MARANGONI, et al., 2013). Portanto, o
conhecimento da resposta dos genotipos de aveia-branca a brusone

pode auxiliar os melhoristas no desenvolvimento de cultivares.

2.6.1 Morfologia, sintomatologia, ciclo e controle da brusone

P. oryzae apresenta conidios piriformes, lisos com base
arredondada e afinando em dire¢cdo ao 4pice (PURCHIO-
MUCHOVEJ & MURCHOVEJ, 1994). Os conidios sdo produzidos
isoladamente nos conididforos e esses sao longos, delgados, livres e
eretos, geralmente emergindo isolados ou em pequenos grupos atraveés
dos estomatos ou cuticula (REIS & CASA, 2005). As dimensdes dos
conidios variam bastante entre isolados, quando submetidos a
diferentes temperaturas bem como nos diferentes hospedeiros
(FILIPPI & PRABHU, 2007).

O patdégeno causa lesdes em toda parte aérea da planta
incluindo folhas, bainhas, nos, colmo, pedunculo, espigas ou paniculas
e infecta sementes (URASHIMA, 2010), causando manchas
geralmente elipticas ou arredondadas, com margem marrom escura e
centro acinzentado (CRUZ et al., 2009).

As primeiras etapas do ciclo de vida de P. oryzae iniciam
quando os conidios produzidos nas lesdes sdo disseminados pelo

vento e respingos d’agua e caem sobre folhas, espigas ou paniculas
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(FILIPPI et al., 2006). A partir dai inicia-se os eventos de infecg¢do,
que dependem de condic¢des climaticas adequadas, com temperatura e
umidade altas (CARDOSO et al., 2008; CRUZ et al., 2009). Apos a
penetracdo na cuticula ¢ na parede celular da epiderme, ha o
crescimento biotrofico; em seguida, sdo formadas hifas secundarias,
que matam a célula do hospedeiro e se proliferam por crescimento
necrotrofico, caracterizando-se uma fase hemibiotréfica (RIBOT et
al., 2008).

O ciclo da brusone segue os modelos das vias horarias e
anti-horarias de infeccdo propostos por Bergamin Filho (1995), na
qual sitios doentes podem gerar novos sitios por meio de infeccao dos
sitios adjacentes aqueles previamente doentes, assim, o progresso da
doenga pode ser explicado tanto pelo aumento de novas lesdes (via
horéaria) quanto pelo crescimento das lesdes existentes (via anti-
horaria).

Como P. oryzae apresenta numerosos hospedeiros
secundarios, pode colonizar saprofiticamente os substratos de restos
culturais e infectar sementes, e a producdo de esporos ¢ facilmente
transportada, podendo levar o patdégeno para longas distancias (REIS
& FORCELINI, 1995).

Medidas de controle, como tratamento de sementes e
quimico, rotagdo de culturas, eliminacdo de plantas voluntarias e de
hospedeiros secundérios, auxiliam na reducdo do indculo de brusone
(BEBENDO & PRABHU, 2005). Porém, o uso de cultivares
resistentes ¢ o melhor método de controle da doenga, tanto pelas
vantagens do ponto de vista econdmico, quanto ambiental (ROCHA et

al., 2014).
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2.6.2 Avaliacao dos componentes de resisténcia

Numero de lesdes

O niimero de lesdes é uma avaliagio precisa (ARAUJO &
PRABHU, 2004) e um dos parametros indicados para determinacao da
resisténcia das plantas (BONMAN, 1992). Com o objetivo de estudar
o grau de resisténcia de genotipos de arroz a brusone, Araujo &
Prabhu (2001) avaliaram o nimero de lesdes nas folhas e obtiveram

diferencas significativas entre os genotipos.

Expanséo da lesdo

O processo de expansdao de lesdo € um importante
componente no progresso de epidemias, especialmente quando as
condicdes ambientais sdo favoraveis a esporulagdo, dispersao do
indculo e indugcdo de novas infec¢des (MENEGON et al., 2005).
Mediante a expansao das lesdes ja existentes, o tecido adjacente torna-
se imediatamente infeccioso (BERGAMIN FILHO & AMORIM,
1996).

Severidade

A severidade ¢ o atributo mais apropriado para avaliar
doengas foliares (AMORIM, 2005), ja que indica a porcentagem da
area ou volume do tecido doente (sintomas e/ou sinais visiveis) em
relagio a area total da amostra. E uma avaliagio subjetiva, mas
expressa o dano real causado pela doenga. Para isso, deve-se escolher

o 6rgdo da planta a ser avaliado e o método de amostragem.
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Para a avaliagdo podem ser utilizadas chaves descritivas,
escalas diagramaticas ou pela andlise de imagens via computador ou
sensoriamento remoto (AMORIM, 2005). Aratjo & Prabhu (2004)
obtiveram diferentes niveis de severidade de brusone nas folhas de
cultivares de arroz utilizando a escala diagramatica de Notteghem
(1981). Para Cruz et al. (2010), os dados de severidade causados por
brusone em plantas jovens de trigo foram fundamentais para separar
os genotipos em diferentes grupos.

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
¢ uma variavel que integraliza em uma equacdao as avaliagdes dos
componentes de resisténcia com o tempo. Estudos de curva do
progresso da doenca auxiliam na identificacdo e diferenciacdo de
genotipos (CHAVES et al., 2004) e sdo caracteristicas que se mostram

estaveis (WILCOXSON, 1981).

Histoquimica na relacdo patégeno-hospedeiro

A histoquimica consiste na determinacdo da natureza das
substancias quimicas presentes nos tecidos e da sua localiza¢do. Para
tanto, cortes histologicos sdo submetidos a corantes bioldgicos, que
sdo substancias incolores ou coradas, organicas ou inorganicas que, ao
conferirem cor as estruturas celulares, permitem elucidar a sua
natureza e estrutura quimica (FIGUEIREDO et al., 2007).

Ha poucos estudos histoquimicos nas avaliagdes
fitopatologicas de cultivares. No entanto, os resultados destes testes
podem servir como auxilio no melhor entendimento da relagdo
patdgeno-hospedeiro, auxiliando na localizagdo e identificacdo de

possiveis substidncias quimicas liberadas pela planta em forma de
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defesa, que poderdo ser analisadas, em func¢do da cor observada
(SANTOS et al., 2009).

Para compreender a relagdo patogeno-hospedeiro ¢
necessario estabelecer o conceito de que a doenca ¢ o “mau
funcionamento” de células e tecidos do hospedeiro, que resulta de sua
continua irritagdo por um agente patogénico ou fator ambiental, e que
conduz ao desenvolvimento de sintomas (KRUGNER, 1997). As
plantas possuem fatores de resisténcia pré-formados que geram
reagdes bioquimicas nas células tornando-se toxicas ao patdgeno ou
criam condi¢des adversas para o crescimento do mesmo no interior da
planta (PASCHOLATI, 1995).

Compostos produzidos pelo metabolismo secundario das
plantas sdo sintetizados com maior frequéncia quando em situacoes de
estresse e, como consequéncia, a célula vegetal pode reagir com
inimeras estratégias de defesa, dentre elas as estruturais, ou ainda
barreiras bioquimicas (AGRIOS, 2005). Uma vez reconhecida a
molécula elicitora do patégeno pela planta, segue-se uma série de
mudangas, num esfor¢co de deter o patdgeno, resultando no atraso da
infecg¢ao (SILVA et al., 2008).

Estudos histoquimicos permitiram verificar que o silicio
pode reforgar a producdo de flavonoides em folhas de plantas de trigo,
reduzindo os sintomas de brusone e aumentando a resisténcia das
plantas (SILVA et al., 2015). Em aveia, estudos nesse sentido sdo
escassos e ha lacunas no entendimento do patossistema aveia-brusone.

Analises histoquimicas e avaliagdes relacionadas ao
numero e expansdo da lesdo, severidade e progresso de brusone

podem auxiliar na caracterizacdo das cultivares de aveia-branca. Além
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de obter a caracterizacdo morfologica de cultivares, os programas de
melhoramento que adotarem o uso de descritores de DNA e
fitopatologicos serdo beneficiados com informagdes adicionais sobre o
nivel de diversidade e constituicdo genética do germoplasma

existente.
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CAPITULO |

EXPRESSAO DE DESCRITORES MORFOLOGICOS E
FENOLOGICOS EM CULTIVARES DE AVEIA-BRANCA EM
DISTINTOS PERIODOS DE CULTIVO

Jossana Santos'

RESUMO - Descritores morfologicos sdo caracteres utilizados na
selegdo, cruzamentos e descricdo de gendtipos e sua estabilidade
frente a alteragdes ambientais pode determinar o seu valor na etapa de
protecao de cultivares. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de wverificar se a expressaio de descritores morfologicos e,
consequentemente, a divergéncia fenotipica entre cultivares de aveia-
branca (Avena sativa L.) sdo afetadas pelo periodo de cultivo. Para
isso, cinco cultivares, protegidas e oriundas de quatro obtentores e,
aqui, codificadas (G1, G2, G3, G4 ¢ G5), foram semeadas dentro do
periodo recomendado para a cultura no sul do Brasil (outono-hibernal)
e fora desse periodo (hiberno-primaveril), num intervalo de quarenta
dias. O experimento foi estabelecido no campo, em blocos
casualizados, com trés repeticdes. As cultivares foram avaliadas
quanto a 42 descritores (15 quantitativos e 27 qualitativos). A
interagdo gendtipo x ambiente foi observada em 28 descritores, a

estabilidade de expressdo foi maior nos descritores qualitativos (44%),

' Bidloga, mestranda do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF.
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quando comparados aos quantitativos (7%). Os descritores
qualitativos mais estaveis foram: cor do lema, pilosidade do no
superior, posicdo da folha-bandeira, pilosidade da base do grao,
comprimento dos pelos basais do grdo e comprimento da raquila. O
descritor quantitativo mais estavel foi comprimento da folha-bandeira.
Todas as fases fenologicas tiveram redugao no nimero de dias e o
ciclo total (emergéncia-maturagao) reduziu de 113 para 88 dias no
cultivo tardio. O atraso no periodo de cultivo da aveia-branca, de
outono-hibernal para hiberno-primaveril, reduz o ciclo da cultura e
modifica a expressao da maioria dos descritores morfoldgicos,

alterando a divergéncia fenotipica entre cultivares.

Palavras-chave: Avena sativa L., caracterizagdo morfologica,

divergéncia fenotipica, interacdo genotipo x ambiente.

MORPHOLOGICAL AND PHENOLOGICAL DESCRIPTORS
EXPRESSION OF WHITE OAT CULTIVARS IN DIFFERENT
GROWING PERIODS

ABSTRACT - Morphological descriptors are characters used in the
selection, breeding and description of genotypes and their stability
against environmental changes can determine its value in the plant
variety protection stage. This study was conducted in order to verify
whether the expression of morphological traits and, thus, phenotypic
divergence between white oat cultivars (Avena sativa L.) are affected
by the cultivation period. For this, five cultivars, protected and

belonging to four breeders and here coded (G1, G2, G3, G4 and G5)
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were sown within the period recommended for cultivation in southern
Brazil (Fall-Winter) and outside that period (Winter-Spring), a forty-
day interval. The experiment was carried out in the field, in a
randomized block design with three replications. The cultivars were
assessed for 42 descriptors (15 quantitative and 27 qualitative). The
genotype x environment interaction was observed in 28 descriptors,
stability of expression was higher in qualitative descriptors (44%)
when compared to the quantitative (7%). The most stable qualitative
descriptors were: lemma color, the top node hairiness, leaf-flag
position, and hairiness of grain base, length of basal grain hair and the
length of rachilla. The most stable quantitative descriptor was the
length of the flag-leaf. All phenological phases had a reduction on the
number of days and the total cycle (emergency-maturity) decreased
from 113 to 88 days in late cultivation. The delay in the white oat
growing season, from Fall-Winter to Winter-Spring, reduces the crop
cycle and modifies the expression of most morphological descriptors,

changing the phenotypic divergence among cultivars.

Key words: Avena sativa L., morphological characterization,

phenotypic divergence, genotype x environment interaction.
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1 INTRODUCAO

Dentre os cereais mais importantes para alimentagdo
humana e animal esta a aveia-branca (Avena sativa L.). Por ser uma
cultura de multiplos propdsitos e de elevado valor nutricional, a
importancia econdmica desse cereal desafia a pesquisa no que diz
respeito ao melhoramento e a protecao de cultivares. Nos programas
de melhoramento da cultura, assim como ocorre com outras espécies,
a variabilidade do germoplasma ¢ analisada por meio de descritores.

Esses descritores sdo atributos morfologicos e fenoldgicos,
de carater qualitativo ou quantitativo. Os caracteres quantitativos sao
aqueles em que os dados consistem em medidas ou contagens que
usam valores numéricos e escalas, ao passo que os descritores
qualitativos estabelecem padrdes por meio de caracteristicas
determinadas visualmente (BIOVERSITY INTERNATIONAL,
2007). A escolha dos descritores de determinada espécie vegetal leva
em conta as caracteristicas morfologicas, fisiolégicas ou moleculares
mais marcantes e possiveis de serem transmitidas a cada geracao que a
cultivar for multiplicada (BRASIL, 2011).

No Brasil, a escolha dos descritores ¢ de responsabilidade
do Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), cuja
legislacdo segue os principios definidos pela convencdo da Unido
Internacional para a Prote¢do das Obtencdes Vegetais (UPOV). Para
isso, os descritores possuem: a) denominagdo; b) estado de expressao,
que representa a variagdo nas observagcdes ou medidas e, c)
metodologia com que devem ser avaliados (BIOVERSITY
INTERNATIONAL, 2007). As listas de descritores sdo utilizadas,
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especialmente, nos programas de melhoramento genético, desde a fase
de caracterizagdo e avaliagdo dos gendtipos até a etapa de protegdo de
cultivares.

Na caracterizacdo e avaliagdo do germoplasma ha a
descricdo dos descritores qualitativos e quantitativos de acessos de
determinado genotipo a fim de diferencia-los e, assim, determinar sua
utilidade, estrutura, variabilidade genética e relagdo entre eles. A
caracterizacdo consiste em verificar a expressdo de caracteres
altamente herdaveis, que podem ser facilmente visualizados e que sdo
expressos em todos os ambientes, ao passo que na avaliagdo
preliminar ha a inclusdo de caracteres agronOmicos de interesse a
cultura (IBPGR, 1985).

Dessa forma, na caracterizagdo morfologica ¢ fornecida
uma série de informacdes a respeito da variabilidade genética dos
materiais (GUIMARAES et al., 2007), o que ¢ imprescindivel para os
programas de melhoramento. Além de identificar combina¢des que
possam expressar elevada heterose, isso aumenta a perspectiva de
selecio de segregantes superiores, com a potencializacdo da
variabilidade no cruzamento entre genotipos divergentes (BEZERRA
NETO et al., 2010). Na etapa final, em que o obtentor submete a nova
cultivar a protecdo junto aos Orgdos governamentais, a lista de
descritores deve ser apresentada para o material em questdo, de forma
a ser comprovada sua distinguibilidade.

O ideal ¢ que os descritores sejam estaveis frente a
alteracdes ambientais, para que haja seguranca na determinagdo do
perfil fenotipico dos gendtipos. Preferencialmente, caracteres que, em

algum grau, sejam afetados pelo ambiente, deveriam ser evitados
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(DIEDERICHSEN, 2008). Dentre os fatores que ocasionam variagao
ambiental estd o periodo de cultivo, uma vez que a cultura ¢
submetida a distintos fatores meteorologicos.

Como a protecdo de genotipos estd condicionada a
descri¢do morfolégica, o periodo indicado para a cultura assegura
respeito as normas para ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade (DHE) (CBPA, 2014). A semeadura fora da época
recomendada pode resultar em fendtipos divergentes para um mesmo
genotipo e, consequentemente, modificar sua relagdo com outros
genotipos. Isso gera problemas para obtentores, agricultores e,
principalmente, para os 6rgdos de fiscalizacao.

Em aveia-branca, a época de semeadura interfere no
rendimento e na fenologia (FLARESSO et al., 2001; VALERIO et al.,
2009; JEHANGIR et al., 2013), bem como modifica a expressao de
caracteres, especialmente, o ciclo vegetativo e a estatura (VALLE,
2009). No entanto, h4 caréncia de informagdes sobre a estabilidade da
maioria dos descritores de Avena L. diante da alteragdo na época de
semeadura. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar
se a expressao de descritores morfoldgicos e a divergéncia fenotipica

entre cultivares de aveia-branca sdo afetadas pelo periodo de cultivo.

2 MATERIAL E METODOS

Cinco cultivares de aveia-branca, registradas e protegidas,
provenientes de quatro obtentores (Tabela 1) e, aqui, aleatoriamente
codificadas (G1, G2, G3, G4 e GS5) foram avaliadas quanto a

expressao de 42 descritores morfofenologicos. O estudo foi conduzido
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em 2014, no campo experimental da Universidade de Passo Fundo, a
28°15°S e 52°24°W e 687 m de altitude média, com clima subtropical
umido (Cfa) (MALUF, 2000), em Latossolo vermelho distrofico

tipico.

Tabela 1 - Cultivares de aveia-branca e seus respectivos obtentores e
genealogias

Cultivar Obtentor Genealogia

UPFA Ouro  Universidade de Passo Fundo UPF 16/UFP 18
IPR Afrodite Instituto Agronomico do Parana CFT 2/ER 88144-1

FAEM
Carlasul Universidade Federal de Pelotas UFRGS 10/90 SAT -285
Universidade Federal do Rio UFRGS 987016-1/
URS Corona 5, de do Sul UFRGS 970497-1
URS Taura Universidade Federal do Rio UFRGS 970216-2/
4 Grande do Sul UFRGS 970461

O experimento constou de um bifatorial 5 (cultivar) x 2
(periodo de cultivo), estabelecido em delineamento de blocos
casualizados, com trés repetigdes. As unidades experimentais foram
parcelas de 1 m x 5 m, formadas por cinco linhas equidistantes 0,20
m. Os periodos de cultivo, entre semeadura e maturagdo, foram
estabelecidos e denominados como: (1) outono-hibernal (O-H): de
12/06 a 19/09/2014, e (2) hiberno-primaveril (H-P): de 22/07 a
29/10/2014. De acordo com os critérios da Comissao Brasileira de
Pesquisa de Aveia (CBPA, 2014), o periodo O-H correspondeu a
recomendacdo para o cultivo da aveia-branca na Regido Sul do Brasil,
cuja semeadura deve ocorrer entre maio e junho. Os periodos de

cultivo foram caracterizados quanto a temperatura do ar mensal



35

média, temperatura do solo e precipitagdo ocorridas durante os

experimentos (Tabela 2).

Tabela 2 - Temperatura média do ar (TM), do solo (TS) e precipitacao
ocorridas durante as fases fenologicas de cultivares de aveia-
branca cultivadas nos periodos outono-hibernal (O-H) e
hiberno-primaveril (H-P) no sul do Brasil
™ (°C) TS (°C) Precipitagdo (mm)

Fase fenoldgica

O-H H-P O-H H-P O-H H-P

Afilhamento 14 15 14 16 260 84

Emborrachamento 14 15 14 16 341 176
Inflorescéncia 15 16 15 17 547 411
Antese 15 16 15 17 631 423
Grao aquoso 15 16 16 17 735 428
Grao em massa 15 17 16 17 745 558
Maturagao 15 17 16 18 771 558
M¢édia mensal 15,1 16,0 15,1 16,8 - -

Total do periodo - - 4.030 2.638

Fonte: Estagdo Meteorologica - Embrapa Trigo (2014).

A semeadura foi mecanizada, na densidade de 300
sementes viaveis/m’, ¢ a adubacdo foi realizada de acordo com
recomendacao (CBPA, 2014), com base no resultado da analise do
solo. Houve controle de plantas daninhas, por meio de capina, e de
doencas, mediante duas aplicagdes de tebuconazol. A avaliacdo da
expressao dos descritores nas cultivares foi realizada de acordo com as
instrugdes para execucao dos ensaios de DHE para Avena L., para 42
descritores, dos quais 28 estdo no rol do que o Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2002)
exige para fins de prote¢do de cultivares desse cereal e estdo dentro
dos critérios minimos da UPOV. Houve a inclusdo de 14 caracteres

(comprimento e largura da folha-bandeira, comprimento de cariopse,



36

cerosidade da folha-bandeira, gluma e lema, pilosidade de cariopse,
ciclo da cultura nas fases de afilhamento, emborrachamento,
emborrachamento completo, antese, grdo aquoso, grao em massa €
maturacao). Do total, 15 sdo quantitativos, que foram avaliados por
medidas de comprimento, largura, nimero ou densidade e 27 sdo
atributos qualitativos, multicategoricos e bindrios, avaliados
subjetivamente e de acordo com as normas. As avaliagdes ocorreram
em estadios fenologicos especificos (ZADOKS et al., 1974).

Os dados quantitativos foram, primeiramente, submetidos
a analise da variancia, seguido de comparagdo de médias pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. Os dados qualitativos foram
submetidos a determina¢do da moda (SUDRE et al., 2006). Com base
nos resultados desses procedimentos, foram selecionados os
descritores afetados pela interacao genotipo x ambiente (G x E) a fim
de serem submetidos a analise multivariada e, com isso, verificar a
dissimilaridade entre as cultivares nos dois periodos de cultivo. Para
os dados quantitativos, foi adotada como medida de dissimilaridade a
distancia euclidiana média (d), e verificada a contribuicdo relativa dos
caracteres para divergéncia genética (SINGH, 1981). Com a obten¢ao
da matriz de dissimilaridade quantitativa foram realizadas analises de
agrupamento, a fim de estabelecer grupos de cultivares com o mesmo
padrdo de similaridade por meio de técnicas hierarquicas. Para os
dados qualitativos, os dados multicategoricos foram transformados em
binarios, para que pudesse ser obtida a matriz dos indices de
dissimilaridade 3, em que 0-0 ¢ comutado como similaridade e varia
de 0-1, e que corresponde a distancia euclidiana média (CRUZ &

CARNEIRO, 2006). A escolha do método de agrupamento para



37

elaboracdo dos dendrogramas foi de acordo com o coeficiente de
correlacdo cofenética. As analises estatisticas foram realizadas pelo
programa Genes (CRUZ, 2013).

Para os descritores quantitativos cuja expressao foi
alterada pelo atraso na época de semeadura, estabeleceu-se um indice,
denominado, aqui, de indice de estabilidade (IEpgr), pela formula:
IEpgr: 1-|(DOH-DHP)/DOH|, em que: DOH = valor atribuido ao
descritor outono-hibernal e DHP = valor atribuido ao descritor
expresso nas cultivares no periodo hiberno-primaveril. Para os
descritores qualitativos, o indice de estabilidade (IEpqr) foi obtido por
meio da formula: [Epgr: 1-|GV/G|, em que GV = nliimero de genotipos
nos quais o descritor variou com o periodo de cultivo e G = total de
genotipos avaliados. Numa escala de 0 a 1, quanto mais proximo de 1
forem os indices, mais estavel ¢ o descritor. Ainda, para os dados
qualitativos, foi calculado o indice de estabilidade médio das
cultivares (IEMCpqL), pela formula: IEMCpgr: DV/D, em que DV =
namero de descritores variantes e D = numero total de descritores

afetados pelo periodo de cultivo.

3 RESULTADOS

3.1 Expresséo dos descritores

Dos 42 descritores, 12 ndo foram afetados pelo genotipo
(Tabela 3). Assim, as cultivares de aveia-branca foram monomorficas
para pilosidade da bainha (auséncia), das bordas da lamina foliar

(presenca), do nd superior (presenca), da gluma (auséncia), da base do
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grao (presenga) e face externa do lema (auséncia), posicdo das
espiguetas (decumbentes), orientacdo das ramificagdes da panicula
(equilaterais), cerosidade do lema (auséncia), forma da gluma
(pontiaguda), casca no grao (presenga) e arista (presenga). Esses
mesmos caracteres, acrescidos do comprimento da folha-bandeira e da
cor do lema, ndo sofreram efeito do ambiente, o que indicou
estabilidade em apenas 14, dos 42 descritores, frente a alteragao no

periodo de cultivo.

Tabela 3 - Efeito de genétipo (G), ambiente (E) e interacdo G x E na
expressao de 42 descritores morfofenologicos avaliados em
cinco cultivares de aveia-branca em dois periodos de cultivo

Descritores Geno6tipo  Ambiente GxE

A) Quantitativos

1. Comprimento da folha-bandeira x* =¥ -
2. Comprimento de gluma X X X
3. Comprimento de planta X X X
4. Comprimento de panicula X X X
5. Comprimento de cariopse X X X
6. Densidade da panicula X X X
7. Largura da folha-bandeira X X X
8. Afilhamento X X X
9. Emborrachamento X X X
10. Emborrachamento completo X X X
11. Inflorescéncia X X X
12. Antese X X X
13. Grao aquoso X X X
14. Grao em massa X X X
15. Maturagao X X X
B) Qualitativos

1. Habito vegetativo X X X
2. Pilosidade da bainha - - -
3. Pilosidade das bordas da lamina foliar - - -
4. Intensidade da pilosidade das bordas X X X

da lamina foliar




Tabela 3 — Continuagao...
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Descritores Genoétipo  Ambiente GxE
5. Frequéncia de plantas com folha-

bandeira recurvada x x X
6. Cerosidade da folha-bandeira X X X
7. Posicao da folha-bandeira X X X
8. Pilosidade do no superior - - -
9. Intensidade da pilosidade do no X X X
superior

10. Posicao das ramificagdes - - -
11. Orientacdo das ramificag¢des - - -
12. Posicao das espiguetas X X X
13. Cerosidade das glumas X X X
14. Cerosidade do lema - - -
15. Forma de gluma - - -
16. Pilosidade da gluma - - -
17. Casca no grao - - -
18. Pilosidade da base do grdo - - -
19. Pilosidade da cariopse X X X
20. Intensidade na pilosidade da base do X X X
grao

21. Comprimento dos pelos basais do X X X
grao

22. Comprimento da raquila X X X
23. Cor do lema X - -
24. Pilosidade na face externa do lema - - -
25. Arista (presenga/auséncia) - - -
26. Tendéncia ao aristamento X X X
27. Tipo de arista X X X

*x indica efeito; - indica auséncia de efeito.

Os demais (28) descritores foram afetados pelo ambiente,

revelando instabilidade na sua expressdo frente a variacdo ambiental,

bem como sofreram efeito da interacdo G x E, indicando que o

fendtipo de uma ou mais cultivares foi alterado em resposta ao

ambiente. A estabilidade de expressdo a modificacdo no ambiente foi

de 7% para os descritores quantitativos, pois apenas um dos 15

caracteres ndo sofreu efeito ambiental, e de 44% para os qualitativos.
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Dentre esses, maior variagao foi observada nos descritores vegetativos
(66%) em relagdo aos reprodutivos (44%).

Para a fenologia, o atraso na semeadura encurtou o ciclo
da cultura, em todas as fases fenologicas (Tabela 4). Na média de
cultivar, houve redu¢do de 27 (grdo em massa e grdo aquoso), 25
(maturagdo), 24 (antese), 22 (emborrachamento completo e
inflorescéncia), 10 (emborrachamento) e 6 dias (afilhamento), a partir
da emergéncia, com a semeadura tardia. E o ciclo total (emergéncia-
maturacao) reduziu de 113 para 88 dias com o atraso no periodo de

cultivo.

Tabela 4 — Expressdo e indice de estabilidade de descritores quantitativos
(IEpgr) fenolégicos de aveias-brancas cultivadas nos periodos
outono-hibernal (O-H) e hiberno-primaveril (H-P)

Periodo de cultivo
O-H (12/06 a 19/09/14) H-P (22/07 a29/10/14)  1Epqr

Cultivar . ; ~—
----------------- Dias apds a emergéncia-----------------
Afilhamento (25-29%)
Gl 30 bA 28 aB 0,93
G2 25 cA 24 bB 0,96
G3 35aA 24 bB 0,68
G4 30 bA 24 bB 0,80
G5 25 cA 17 cB 0,68
Emborrachamento (40-45%)
Gl 42 bA 35aB 0,83
G2 39cA 32bB 0,82
G3 46 aA 32bB 0,70
G4 42 bA 32bB 0,76
G5 39cA 27 cB 0,69
Emborrachamento completo (47-51%)
Gl 60 bA 42 aB 0,70
G2 56 cA 38 bB 0,68
G3 66 aA 38 bB 0,57
G4 60 bA 38 bB 0,63

G5 56 cA 34 cB 0,61
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Tabela 4 — Continuacao...

Periodo de cultivo

Cultivar =6 1/06 4 19/09/14)  H-P (22/07 a 29/10/14)  IEpgr
Inflorescéncia (50-60%)
Gl 86 bA 69 aB 0,80
G2 81 cA 63 bB 0,77
G3 91 aA 63 bB 0,69
G4 86 bA 63 bB 0,73
G5 81 cA 56 cB 0,69
Antese (60-65%)
Gl 95 bA 75 aB 0,79
G2 92 cA 70 bB 0,76
G3 99 aA 70 bB 0,71
G4 95 bA 70 bB 0,74
G5 92 cA 68 cB 0,74
Grao aquoso (70-75%)
Gl 105 bA 78 aB 0,74
G2 102 cA 78 aB 0,76
G3 109 aA 78 aB 0,72
G4 105 bA 78 aB 0,74
G5 102 cA 75 bB 0,74
Grdo em massa (80-85%)
Gl 109 bA 82 aB 0,75
G2 107 cA 82 aB 0,76
G3 112 aA 82 aB 0,73
G4 109 bA 82 aB 0,75
G5 107 cA 79 bB 0,73
Maturagdo (90-92%*)
Gl 114 aA 88 nsB 0,77
G2 112 bA 88 B 0,78
G3 114 aA 88 B 0,77
G4 114 aA 88 B 0,77
G5 112 bA 88 B 0,78

Meédias seguidas da mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, em cada
fase, ndo diferem pelo teste de Tukey (p>0,05). * Escala de Zadoks et al. (1974).

Relativamente ao que ocorreu com o cultivo na época
recomendada, o afilhamento foi a etapa menos instavel (IE= 0,81) e a

menor estabilidade ocorreu no emborramento completo (IE= 0,63).
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Até o estadio de grao aquoso, os maiores IEs foram verificados na
cultivar G1. A partir desse estadio, a cultivar G2 foi a que exibiu
menor varia¢do fenoldgica com o atraso no periodo de cultivo. J4, a
cultivar G3 foi a mais instavel, especialmente entre a emergéncia e o
emborrachamento completo.

Quanto aos descritores quantitativos morfologicos
afetados pela interagdo G x E (Tabela 5), verificou-se que, com o
cultivo tardio (H-P), a variabilidade entre as cultivares foi menos
acentuada.

No periodo recomendado (O-H) as cultivares diferiram
(p<0,01) para comprimento de gluma, planta, panicula e cariopse,
largura de folha-bandeira e densidade de panicula, mas no periodo H-
P, elas ndo mostraram variabilidade entre si para os trés ultimos.

Na média das cultivares, a maior estabilidade dentre os
descritores morfologicos foi para comprimento da gluma (IE= 0,95) e
a menor foi para largura da folha-bandeira (IE= 0,82). O IE médio das
cultivares, para os caracteres quantitativos morfoldgicos variou de

0,85 (Gl e G4) a 0,92 (G5).
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Tabela 5 - Expressdo e indice de estabilidade (IEpgr) de descritores
quantitativos morfoldgicos de aveias-brancas cultivadas nos
periodos outono-hibernal (O-H) e hiberno-primaveril (H-P)
Cultivar Periodo de cultivo E
O-H (12/6 a 19/9/14) H-P (22/7 a 29/1014) Dt

Largura da folha-bandeira (mm)

Gl 16 bcA 12 nsB 0,75
G2 14 aA 13B 0,93
G3 16 abA 13B 0,81
G4 18 aA 12B 0,73
G5 14 abA 12B 0,88
Densidade da panicula (cm/entrend)
Gl 2,3bB 3,1 nsA 0,66
G2 3,5aA 3,IB 0,89
G3 2,8bB 3,1 A 0,90
G4 2,6 bB 3,1 A 0,81
G5 3,2aA 33A 0,97
Comprimento da gluma Il (mm)
Gl 20 cB 21 aB 0,93
G2 23 bA 22 aA 0,96
G3 22 bA 22 aA 1,00
G4 26 aA 23 aB 0,89
G5 20 cA 19 bA 0,96
Comprimento da planta (cm)
Gl 111 abA 103 bB 0,93
G2 110 abA 105 abA 0,95
G3 112 abA 112 aA 1,00
G4 117 aA 99 bcB 0,85
G5 105 bA 91 cB 0,87
Comprimento da panicula (cm)
Gl 17 cB 19 bcA 0,90
G2 24 aA 20 abB 0,84
G3 17 cB 21 aA 0,79
G4 16 cB 18 cA 0,94
G5 20 bA 18 cB 0,90
Comprimento da cariopse (mm)
Gl 7,8 bA 8,0 nsA 0,98
G2 9,3 aA 8,4B 0,91
G3 8,0 bA 8,4 A 0,95
G4 9,4 aA 83B 0,89
G5 7,1 cB 7,8 A 0,91

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo
diferem pelo teste de Tukey (p>0,05); ns: ndo significativo (p>0,05).
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Em relagdo aos descritores qualitativos que tiveram
variagdo na sua expressdo em resposta ao genotipo e ao ambiente
(Tabela 6), observou-se, em ordem decrescente de estabilidade:
pilosidade do né superior, posicdo da folha-bandeira, pilosidade da
base do grao, comprimento dos pelos basais do grao e comprimento da
raquila (IEpqr= 0,8) > posi¢do das ramificagdes (IEpqr= 0,6) > habito
vegetativo, tipo de arista, frequéncia de folha-bandeira recurvada,
cerosidade da folha-bandeira e tendéncia ao aristamento (IEpgr= 0,4)
> pilosidade da borda da lamina foliar e da cariopse (IEpqr= 0,2) >
cerosidade de gluma (IEpgi= 0).

Dessa forma, o descritor mais instavel foi esse ultimo, no
qual todos os genotipos mostraram variagdo com o atraso na €poca de
semeadura. As cultivares mais estdveis quanto a tais descritores
qualitativos foram G2 e G5 (IEMCpqi= 0,71), ao passo que G4
mostrou a menor estabilidade IEMCpqr= 0,21).
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3.2 Divergéncia fenotipica

A divergéncia fenotipica do conjunto de -cultivares,
quantificada pela distancia euclidiana média (d) e pelo coeficiente de
similaridade, e ilustrada pelos dendrogramas obtidos pelo método de
agrupamento de Ward (Figuras 1 e 2), variou de acordo com o periodo
de cultivo. No entanto, em ambos os periodos, e para os dois tipos de
descritores (quantitativos e qualitativos), trés grupos foram formados,
mostrando a variabilidade fenotipica entre as cultivares escolhidas
para este estudo. Nos dois periodos houve variacdo quanto a
contribuicao relativa dos caracteres quantitativos para divergéncia
genética (CRDQG) (Tabela 7), o que auxiliou na caracterizagdo dos
grupos formados.

No periodo O-H, em que os estadios de inflorescéncia,
afilhamento, emborrachamento completo e comprimento de planta
foram aqueles com maior CRDG (Tabela 7), o grupo formado pelas
cultivares G1 e G4 teve como principal caracteristica o maior
comprimento de planta (114 cm) em relagdao aos outros dois grupos. O
grupo formado pela cultivar G3 caracterizou-se por ser o mais tardio
fenologicamente e o outro grupo, composto pelas cultivares G2 e G5,
ilustrou a maior precocidade fenologica e o menor comprimento de
planta (107 cm) (Figura 1A). A maior dissimilaridade nesse periodo
foi entre as cultivares G2 ¢ G3 (d= 0,81) e a menor foi entre G1 ¢ G4
(d= 0,37). Por outro lado, no periodo H-P, os caracteres com maior
CRDG foram comprimento de panicula, gluma, cariopse e planta
(Tabela 7). No dendrograma (Figura 1B), o grupo que reuniu as

cultivares G2 e G3, denotou maior comprimento de planta (108 cm),
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panicula, gluma e cariopse. O outro grupo, formado pela G1, ilustrou
a cultivar com comportamento mais tardio nas fases entre afilhamento
e grdo aquoso. Ja, o grupo formado pelas cultivares G4 e G5, foi
caracterizado pela maior precocidade fenolégica e menor
comprimento de planta (95 cm) e panicula. A maior dissimilaridade
entre pares de cultivares nesse periodo foi entre G1 e G5 (d=0,76) e a

menor foi entre G2 ¢ G3 (d= 0,37).

Tabela 7 - Contribuicdo relativa dos caracteres quantitativos para
divergéncia genética (SINGH, 1981) de um conjunto de
aveias-brancas cultivadas nos periodos outono-hibernal (O-
H) e hiberno-primaveril (H-P)

Periodo
Caractere O-H H-P
%

Comprimento de gluma 5,02 12,97
Comprimento de planta 13,45 11,29
Comprimento de panicula 8,15 13,36
Comprimento de cariopse 0,79 12,91
Densidade de panicula 0,18 7,10
Largura da folha-bandeira 1,32 0,40
Afilhamento 13,87 13,66
Emborrachamento 6,58 9,62
Emborrachamento completo 13,32 1,28
Inflorescéncia 19,84 3,49
Antese 6,58 4,68
Grao aquoso 6,58 5,15
Grao em massa 3,33 4,73

Maturagao 0,95 0,00
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Figura 1 - Dendrograma de dissimilaridade entre cultivares de aveia-branca,
cultivadas nos periodos outono-hibernal (A) e hiberno-primaveril
(B), obtido pelo método de agrupamento de Ward, com base na
matriz euclidiana média com dados quantitativos. No eixo x
encontram-se as distancias genéticas relativas ¢ no eixo y a
descricdo das cultivares.

Sob aspecto da descricdo qualitativa, as relagdes entre
cultivares variaram entre os periodos de cultivo (Figura 2). A
ilustragdo da dissimilaridade fenotipica entre as cultivares para os
dados qualitativos mostra que, no periodo O-H, o grupo formado pelas
cultivares G2 e G3, reuniu as plantas com posi¢cdo intermediaria da
folha-bandeira, comprimento médio de raquila e auséncia de pelos na
base do grao. Outro grupo alocou as cultivares G1 e G5, com pelos
curtos na base do grio e, o terceiro grupo, formado pela cultivar G4,
destacou-se pelas caracteristicas de posi¢do ereta de folha-bandeira e
comprimento curto da raquila (Figura 2A). J4, no periodo H-P, as

relacdes entre as cultivares foram diferentes (Figura 2B). Um grupo
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reuniu as cultivares G3 e G4, caracterizando-se pela auséncia de
pilosidade do nd superior. As cultivares G1 e G2 formaram outro
grupo, com plantas com posi¢do intermediaria da folha-bandeira e
auséncia de pelos basais no grdo. A cultivar G5 formou um grupo
isolado, reunindo plantas com posicao ereta da folha-bandeira e pelos

curtos na base do grao.
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Figura 2 - Dendrograma de dissimilaridade entre cultivares de aveia-branca,
cultivadas nos periodos outono-hibernal (A) e hiberno-primaveril
(B), obtido pelo método de agrupamento de Ward, com base na
matriz euclidiana média com dados qualitativos. No eixo X
encontram-se as distancias relativas e no eixo y a descricdo das
cultivares.

4 DISCUSSAO

Os resultados da avaliagdo da expressdo de descritores

morfologicos de Avena L. mostraram que o cultivo em distintos
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periodos afetou quase a totalidade dos caracteres quantitativos e, em
menor propor¢io, os caracteres qualitativos. E fato que a interagdo G
x E, ao alterar a expressdo de um descritor de dois ou mais genodtipos,
avaliados em dois ou mais ambientes (BOWMAN, 1972), interfere
nas relacOes entre eles. Neste estudo, a alteracdo em medidas ou
estados dos descritores afetou a relagao entre as cultivares, reduzindo
ou aumentando a divergéncia entre elas. As avaliacdes com
descritores  sdo  eficientes na compreensao da  ciéncia
(DIEDERICHSEN, 2009) e, no presente trabalho, o ensaio de DHE
foi eficaz para verificar as diferengas entre os genotipos e analisar a
confiabilidade dos descritores morfofenologicos.

A variagdo ambiental a qual foram submetidas as
cultivares foi obtida mediante a semeadura em duas datas, num
intervalo de quarenta dias, o que se mostrou adequado para
estabelecer diferentes condigdes térmicas e pluviométricas. No
periodo hiberno-primaveril (H-P) as temperaturas médias do ar e do
solo foram mais elevadas e a precipitacao pluviométrica foi menor em
relacdo ao periodo outono-hibernal (O-H) (Tabela 1). A época de
semeadura ¢ uma das mais importantes praticas de manejo das
culturas exatamente porque culmina em relagdes hidricas e
temperaturas variaveis (SUBEDI et al., 2007).

Os fatores meteorologicos vigentes em cada periodo
alteraram a expressdo dos descritores (Tabelas 4, 5 e 6) e,
consequentemente, a morfofenologia das cultivares, em diferentes
grandezas. Isso estabeleceu distintas relagdes de divergéncia entre

elas, de acordo com a época em que foram cultivadas (Figuras 1 e 2).



51

Para a caracterizagdo de germoplasma vegetal, o ideal ¢
que os descritores tenham capacidade de discriminar os acessos, a fim
de evidenciar a variabilidade genotipica e, com isso, subsidiar as
etapas de selecdo e cruzamento em programas de melhoramento
genético. Porém, a confiabilidade do descritor decorre da maior ou
menor interferéncia do ambiente na sua expressao. Preferencialmente,
caracteres que, em algum grau, sejam afetados pelo ambiente,
deveriam ser evitados (DIEDERICHSEN, 2008). Em geral, caracteres
das estruturas reprodutivas (flores, inflorescéncias, frutos e sementes)
sao considerados mais confidveis, em virtude de permaneceram menor
tempo sob efeito ambiental (SQUEO et al., 1999; LARCHER, 2000).

Neste estudo observou-se desde a inefetividade de 12
descritores para mostrar a variabilidade no germoplasma, ja que nao
foram afetados pelo genoétipo, até a efetividade + confiabilidade de
dois descritores (comprimento da folha-bandeira e cor do lema), uma
vez que foram afetados pelo gendtipo, mas ndo sofreram efeito
ambiental (Tabela 3). A caracteristica mais 6bvia em aveia-branca ¢ a
cor do lema (COFFMAN, 1964). No presente trabalho houve total
estabilidade desse descritor frente a variagdo no periodo de cultivo,
demonstrando que ¢ um descritor estavel, conforme verificado por
Boczkowska & Tarczyk (2013).

O comprimento da folha-bandeira, caracteristica que ainda
ndo esta presente no rol dos descritores de Avena L. (BRASIL, 2002),
também demonstrou estabilidade frente a variagdo ambiental. No
entanto, o fato de que essa caracteristica ¢ dependente da adubacio
nitrogenada (SONEGO et al., 1999) remete a observancia do manejo

da adubagdo nos testes de DHE. Em milho (Zea mays L.), o
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comprimento da lamina foliar faz parte da lista de descritores minimos
para protecdo de hibridos (BRASIL, 1997).

Daqueles que tiveram valor para diferenciar as cultivares,
verificou-se um gradiente de estabilidade (Tabelas 4, 5 e 6) frente ao
ambiente, o que pode subsidiar na determinagdo de valor para a etapa
de protecao junto aos 6rgdos governamentais. Dentre os descritores,
destacam-se aqueles relativos a fenologia da planta. O periodo de
cultivo em que as cultivares atingiram os requisitos de diferenciacao,
homogeneidade e estabilidade recomendados pelo MAPA (BRASIL,
2011) foi o outono-hibernal. No periodo H-P houve encurtamento nas
fases fenologicas e, a partir de grdo aquoso, as cultivares nao
mostraram diferenga entre si.

Sabe-se que a aveia desenvolve-se melhor quando recebe,
antes do florescimento, temperaturas médias do ar relativamente
baixas (LOCATELLI et al., 2008; CASTRO et al., 2012; NAVEED et
al., 2015), de 15 a 20 °C, como ocorreu no periodo O-H (Tabela 2).
No entanto, o intervalo de tempo entre a semeadura e a maturacao ¢
dependente da cultivar, temperatura e fotoperiodo (BROUWER &
FLOOD, 1995), de forma que cultivares semeadas no outono tendem a
ter ciclo mais longo do que aquelas cultivadas na primavera
(SONEGO, 2000).

Aliado as altas temperaturas, plantas sujeitas a baixa
precipitacdo, além de acelerar o ciclo, tém como consequéncia o
rapido amadurecimento dos grdos (CASTRO et al, 2012), como
ocorreu no periodo H-P (Tabela 2). Verificou-se que, além de tais
condig¢des, a temperatura do solo elevou, de 15 a 17 °C, com o atraso

no periodo de cultivo (Tabela 2), o que também pode ter influenciado
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na fenologia das cultivares, uma vez que tal fator pode influenciar no
crescimento e o desenvolvimento vegetal (MOTA, 1989). Em milho,
para cada 1 °C de aumento da temperatura do solo, Berlato et al.
(1984) observaram redu¢ao de meio dia na duracdo do periodo
semeadura até emergéncia. Quando o meristema apical estd abaixo da
superficie, a temperatura do solo € o principal fator determinante do
desenvolvimento e apos esse estadio, a temperatura do ar € o principal
fator que influencia a fenologia e o desenvolvimento das plantas
(STONE et al., 1999).

No periodo O-H as cultivares levaram, em média, 113 dias
para concluir o ciclo emergéncia-maturagdo, mas no periodo H-P
houve reducao de 25 dias no ciclo total. O ciclo ¢ uma caracteristica
determinante para diferenciar cultivares e importante no processo de
protegdo. Essa caracteristica ¢ inerente ao genotipo (MENEZES et al.,
2011), mas podem ocorrer variagcdes devido a €poca de semeadura e
condigdes climaticas (FONSECA et al., 2008). As plantas de aveia
caracterizam-se por serem de dias longos e, por isso, noites curtas
promovem o florescimento antecipado (LOCATELLI et al., 2008),
como foi observado, aqui, no periodo H-P. Oteros et al. (2015), na
Espanha, relataram que, em 26 anos de observagdo, houve
encurtamento das fases fenoldgicas com o cultivo de aveia-branca na
primavera, que reduziram a fase de floragdio em um dia/ano,
decorrente do aumento da temperatura.

O atraso no periodo de cultivo alterou a expressdo de 28
descritores morfologicos das cultivares de aveia-branca, dos quais 14
sdo quantitativos e 14 sdo qualitativos, ou seja, 67% do total dos

caracteres avaliados sofreram interacdo G x E. As avaliagdes dos
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descritores qualitativos sdo subjetivas, quando comparados com os
descritores quantitativos, nos quais medigdes absolutas sdo realizadas
(DIEDERICHSEN, 2009). Por outro lado, os descritores qualitativos
sao0 mais confiaveis do que os quantitativos, pelo fato desses serem
controlados por muitos genes e, consequentemente, afetados pelos
fatores ambientais (MARTINELLO et al., 2001).

Dentre os descritores que sofreram efeito ambiental, a
maioria dos genotipos (60%) teve comprimento de panicula menor no
periodo O-H em relagdo ao periodo H-P. Essa caracteristica ¢
procurada no melhoramento de aveia-branca, pois a redugdo na
inflorescéncia determina maior nimero de graos aumentando o
rendimento (CARVALHO & FEDERIZZI, 1989). Porém, como foi
verificado neste estudo, tal descritor, por ser influenciado pelo
ambiente, dificilmente seria decisivo para diferenciacdo de genotipos
(BONOW et al., 2007).

Ja, a densidade da panicula, calculada pela medida do
comprimento da raquis dividida pelo nimero de entrends, exceto no
gendtipo G3, foi maior com o atraso do periodo de cultivo. Tal fato
pode ter sido, em parte, da diminui¢ao na pluviosidade no periodo H-P
(Tabela 2), ja que o crescimento dos entrenods ¢ afetado pelo déficit
hidrico, tanto na divisdo como no alongamento celular (MACHADO
et al., 2009).

As cultivares reduziram, em geral, 10 cm, quando
cultivadas fora do periodo recomendado (Tabela 5) e passaram, de
acordo com classificagdo do MAPA, da altura longa (111 cm) para
média (101 cm) com o atraso na semeadura. O estresse hidrico que

ocorre durante o estadio vegetativo reduz a altura das plantas
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(CAKIR, 2004), por ser uma caracteristica controlada por varios
genes, ¢ fortemente influenciada pela acdo do ambiente (BERTAN et
al., 2004), como foi verificado em cana-de-agticar (Saccharum spp.)
(SILVA et al., 2008; MACHADO et al., 2009).

Na divergéncia fenotipica, a relacdo entre os gendtipos foi
alterada quando o periodo de cultivo foi atrasado, tanto nos descritores
quantitativos, como nos qualitativos (Figuras 1 e 2). Uma cultivar
caracterizada fora da época recomendada pode ter seu perfil fenotipico
mascarado em varias caracteristicas, como foi observado no presente
trabalho. Os resultados deste estudo mostram a importancia de
compreender os efeitos da interacdo G x E, ressaltando que,
dependendo da época de semeadura, a confiabilidade dos descritores
morfofenologicos, bem como a similaridade genética entre os

genodtipos pode ser alterada.

5 CONCLUSOES

O atraso no periodo de cultivo da aveia-branca, de outono-
hibernal para hiberno-primaveril, reduz o ciclo da cultura e modifica a
expressao da maioria dos descritores morfologicos, alterando a
divergéncia fenotipica entre cultivares. Os decritores mais estaveis sdo

cor do lema e comprimento da folha-bandeira.
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CAPITULO II

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE CULTIVARES DE AVEIA-
BRANCA POR MEIO DE MARCADORES
MICROSSATELITES

1
Jossana Santos

RESUMO - Aveia-branca (Avena sativa L.), cereal usado
mundialmente na alimentagdo humana e animal, ¢ uma das espécies
mais importantes do género Avena L. Caracteriza-se por ser
alohexaploide e com constituicio de genoma AACCDD. Para os
programas de melhoramento genético ¢ essencial conhecer as
diferengas entre as cultivares disponiveis no mercado e, nesse sentido,
a avaliacdo molecular tem sido muito utilizada. Os marcadores
moleculares do tipo microssatélites (Simple Sequence Repeats - SSR)
sdo uma excelente técnica para analisar as diferencas genéticas entre
cultivares. O trabalho teve como objetivo avaliar a divergéncia
genética entre cultivares de aveia-branca por meio de marcadores
microssatélites. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Trigo, onde foram analisadas cinco
cultivares de aveia-branca, utilizando 47 SSR desenvolvidos para A.
sativa. O DNA foi extraido de plantas jovens pelo método CTAB, com
posterior amplificagdo em PCR e eletroforese em gel de agarose,

sendo a visualizagdo via brometo de etideo. Foi calculado o nimero de

'Bidloga, mestranda do Programa de Pos-Graduagio em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF.
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alelos por locus e o contetido de informagdo polimorfica. As cultivares
foram agrupadas pelo indice de Dice e pelo método de otimizagdo
Tocher, as analises foram realizadas pelo programa Genes. Os
marcadores SSR amplificaram um total de 29 alelos, com uma média
de 1,8 alelos por locus e conteudo de informagao polimoérfica de 0,45.
O agrupamento gerado pelo indice de Dice e método UPGMA
apresentou a formacao de trés grupos, e pelo método de Tocher,
ocorreu a formacao de dois grupos. Os SSR sdo uteis na determinagao
da divergéncia genética entre cultivares de aveia-branca. A
dissimilaridade entre as cultivares varia de 25 a 66%. UPFA Ouro ¢ a

mais divergente entre as cultivares estudadas.

Palavras-chave: Avena sativa L., dissimilaridade genética,

marcadores moleculares.

GENETIC DIVERGENCE AMONG WHITE OAT CULTIVARS
USING MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT — White oat (Avena sativa L.), a worldwide used cereal
for human and animal consumption, is one of the most important
species of the genus Avena L. It is characterized by being
alohexaploide and AACCDD genome constitution. For breeding
programs it is essential to know the differences between the varieties
available in the market and, accordingly, the molecular assessment has
been widely used. Microsatellites molecular markers (Simple
Sequence Repeats - SSR) are an excellent technique for analyzing the

genetic differences between cultivars. The study aimed to assess the
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genetic divergence between white oat cultivars using microsatellite
markers. The research was conducted at the Biotechnology Laboratory
of Embrapa Wheat, where five white oat cultivars were analyzed using
47 SSR developed for A. sativa. DNA was extracted from young
plants through the CTAB method, with subsequent PCR amplification,
agarose gel electrophoresis and through ethidium bromide
visualization. The number of alleles per locus and the polymorphic
information content were calculated. The cultivars were grouped by
Dice index and the Tocher optimization method, the analysis were
performed by the Genes program. The SSR amplified a total of 29
alleles, with an average of 1.8 polymorphic alleles per locus and
information content of 0.45. The group generated by Dice index and
UPGMA method showed the formation of three groups, and the
Tocher method, the formation of two. SSR are useful in determining
the genetic divergence among white oat cultivars. The dissimilarity
among cultivars ranges from 25 to 66%. UPFA Ouro is the most

divergent among the cultivars.

Key words: Avena sativa L., genetic dissimilarity, molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A aveia-branca (Avena sativa L.) é um cereal usado no
mundo inteiro para a alimentagdo humana e animal (ACHLEITNER et
al., 2008). E uma espécie muito importante e a mais estudada do
género Avena, caracteriza-se por ser alohexaploide 2n = 6x = 42
cromossomos, com constituicdo de genoma AACCDD (CHAFFIN et
al., 2016).

Em um programa de melhoramento genético ¢
fundamental que o melhorista conheca o germoplasma disponivel
(VIEIRA et al., 2005). O conhecimento de diferencas em constituicdes
genéticas dentro de grupos ou entre grupos de genotipos, assim como,
a quantificagdo dessa dissimilaridade genética, tém sido importantes
parametros estimados pelos pesquisadores (BENIN et al., 2003;
MARCHIORO et al., 2003).

Estudos de dissimilaridade propiciam informagdes acerca
do grau de semelhanca ou de diferenga entre dois ou mais gendtipos
(VASCONCELOS et al., 2007). O ideal ¢ que os genitores tenham
ampla divergéncia genética entre si (BENIN et al., 2003), aumentando
assim, as chances de obtengdo de genétipos superiores em geragoes
posteriores (FRANCO et al., 2001; CRUZ & CARNEIRO, 2006).

Essa divergéncia genética reflete na sobrevivéncia,
adaptacdo a determinadas condigdes climdticas e na melhoria de
qualquer espécie de cultivo (KHAN et al., 2010) e, ¢ essencial para o
sucesso na criagao de novas cultivares (MARIC et al., 2004).

Anteriormente ao advento do emprego dos marcadores

moleculares, a descrigdo morfologica era utilizada como a tnica fonte
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de informacgdes sobre as diferencas genéticas. Entretanto, os estudos
de diversidade baseados na analise molecular, tém se caracterizado
como uma eficiente fonte adicional de informag¢des (VIEIRA et al.,
2005; BOCZKOWSKA et al., 2014).

O elevado nivel de resolugdo genética e a confiabilidade
obtida por meio da analise com marcadores moleculares possibilitam a
discriminagdao, até mesmo, entre variedades com base genética
estreita, o que ¢ comum entre variedades comerciais (BOREM &
MIRANDA, 2005).

Em relacdo aos caracteres fenotipicos, os marcadores
moleculares apresentam a vantagem de nao sofrerem influéncia do
ambiente, pois detectam variagdes de sequéncias de DNA entre as
cultivares e, portanto, ignoram os problemas diretamente ligados com
efeitos ambientais (MARIC et al., 2004).

Marcadores moleculares do tipo microssatélite (Simple
Sequence Repeats - SSR) sdao muito utilizados na exploragcdo dos
recursos genéticos (HOSBINO et al., 2002; VARSHNEY et al., 2005;
BOCZKOWSKA & TARCZYK, 2013). A analise com microssatélites
é realizada por meio da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando  oligonucleotideos iniciadores (primers)
complementares (18 a 25 bases) as regides que os flanqueiam
(HOSBINO et al., 2002). Varias cole¢des de aveia por todo mundo
foram descritas com marcadores microssatélites (LI et al., 2000;
HANIF et al, 2008; BOCZKOWSKA & TARCZYK, 2013;
NIKOLOUDAKIS et al., 2015; DUMLUPINAR et al., 2016).

A divergéncia genética pode ser avaliada de diferentes

formas e a compara¢do dos diferentes métodos, para estima-la, tem
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sido util no melhoramento de plantas (ALMANZA-PINZON et al.,
2003). Pode-se utilizar uma ampla gama de metodologias para
complementar os resultados obtidos e propiciar subsidios para
utilizagdo pratica das informagdes (BENIN et al., 2009).

Na analise dos dados moleculares, as técnicas de
agrupamento t€ém como objetivo agrupar os individuos em classes
distintas e, pelas diferentes formas de definir a proximidade entre um
individuo e um grupo ja formado, ou entre dois grupos quaisquer
(VASCONCELOS et al., 2007). Ha varios métodos de agrupamento,
sendo os indices e os métodos de otimizagdo os mais utilizados na
analise de dissimilaridade. O indice de Dice possibilita analisar a
dissimilaridade entre as variedades. Nos métodos de otimizagdo, por
sua vez, os grupos sao estabelecidos otimizando-se determinado
critério de agrupamento, e difere dos outros métodos pelo fato de os
grupos formados serem mutuamente exclusivos (CRUZ &
CARNEIRO, 2006).

Independente do método utilizado, as informagdes obtidas
por meio das andlises moleculares, sdo imprescindiveis para o
conhecimento da diversidade genética, portanto devem ser divulgadas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a divergéncia genética entre
cultivares de aveia-branca, de distintos obtentores, utilizando

marcadores microssatélites.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas cinco cultivares de aveia-branca
provenientes de diferentes instituicdes brasileiras de pesquisa de aveia
(Tabela 1). O ensaio foi conduzido em 2015, no Laboratorio de

Biotecnologia da Embrapa Trigo - Passo Fundo, RS.

Tabela 1 - Cultivares de aveia-branca e seus respectivos obtentores e
genealogias

Cultivar Obtentor Genealogia

UPFA Ouro  Universidade de Passo Fundo UPF 16/UFP 18
IPR Afrodite Instituto Agronomico do Parana CFT 2/ER 88144-1
FAEM

Carlasul Universidade Federal de Pelotas UFRGS 10/90 SAT -285

URS Corona  Universidade Federal do Rio UFRGS 987016-1/
Grande do Sul UFRGS 970497-1

URS Taura Universidade Federal do Rio UFRGS 970216-2/
Grande do Sul UFRGS 970461

2.1 Extragéo de DNA

A extracdo de DNA foi baseada em Doyle & Doyle (1987)
e realizada em folhas de plantas jovens (afilhamento), as quais foram
maceradas separadamente em nitrogénio liquido. Para a extracao,
utilizou-se 700 pL de tampao CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio)
pré-aquecido e adicionado as amostras. Estas foram incubadas a 65 °C
em banho-maria por 60 minutos, invertendo os tubos, a cada 10 min,
seguidas de resfriamento em temperatura ambiente por 5 min. Apos,

foram utilizados 450 pL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1),
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invertido por 10 min, seguida de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10
min. Para precipitar o DNA, foi retirado o sobrenadante
(aproximadamente 700 pL) para novos tubos e adicionados 550 uL de
isopropanol, incubando-se por no minimo 30 min a -20 °C. O
sobrenadante foi retirado e o pellet lavado com 600 puL de etanol 96 %
deixando secar em temperatura ambiente. Para a ressuspensao do
pellet, foi utilizado o tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
mM) 100 uL e adicionado 0,3 uLL de RNAse (10 mg/mL), misturando-
se e incubando-se por 1 h a 37 °C. As amostras foram quantificadas,

diluidas e armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

2.2 Marcadores moleculares

As andlises moleculares foram realizadas por meio de
marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie e descritos
por Li et al. (2000) (Apéndice 1). Inicialmente, as cultivares foram
avaliadas individualmente, para verificar a pureza genética. Nesse
caso foram analisadas 19 plantas de cada cultivar, que foram testadas
com cinco pares de primers.

Ap6s a analise individual, a estratégia empregada foi a de
formacdo de Dbulks, visando a otimizagdo dos resultados
(MICHELMORE et al., 1991). Para a formagdo dos bulks, foi
escolhido o DNA de dez plantas de cada cultivar. Foram aliquotados
os DNAs individualmente e posteriormente mantidos juntos em um
tubo do tipo eppendorf. A concentracdo final do DNA nos bulks foi de
25 ng/ul’. Para as andlises de divergéncia genética foram utilizados

47 marcadores microssatélites (LI et al., 2000).
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2.3 Amplificacdo de DNA via PCR

As amplificagdes foram realizadas pela técnica de PCR.
Utilizou-se 15 pL de solugdo contendo: 50 ng de DNA, 0,75 U de Taq
polimerase, 0,2 uM de cada primer (forward e reverse), 1x de tampao
de reagao TE, 2,5 mM de MgCl,. As reagdes foram conduzidas em
termociclador GeneAmpThermal Cycler 9700 (Applied Biosystems -
ABI) com a seguinte programag¢ao: um ciclo a 95 °C por 3 min; 10
ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e 72 °C por 30 s (decrescendo
1 °C por ciclo até 50 °C); 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s,
72 °C por 30 s e um ciclo de 72 °C por 15 min. Os produtos da
amplificacdo foram identificados em gel de agarose 2 % e o marcador
DNA Ladder empregado foi de 100 pb, a uma voltagem de 120 V, por
duas horas, e visualizados via brometo de etideo, em

fotodocumentador digital GelDoc XR (Bio-Rad).
2.4 Divergéncia genética e métodos de agrupamento

Os fragmentos amplificados pelos marcadores foram
classificados como presente (1) e ausente (0). Foi calculado o nimero
de alelos por locus. Os alelos amplificados foram identificados de
acordo com o peso molecular das bandas geradas. O contetido de
informagdo de polimorfismo (Polymorphism Information Content -
PIC) dos marcadores foi calculado por meio da equagdo: PIC =1 -
Ypi’, onde pii° é a frequéncia ao quadrado do alelo j para o locus i,

cobrindo todos alelos por locus (NEI, 1973).
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Foram utilizados dois métodos de agrupamento para
estimar a divergéncia genética entre as cultivares: 1) Indice de Dice
(1945), em que as andlises foram baseadas na matriz de
dissimilaridade e pelo método de agrupamento hierarquico de médias
aritméticas ndo ponderadas (UPGMA). Para este indice, foi gerado um
dendrograma, sendo estipulado 0,50 como ponto de corte; 2) Método
de otimizacao de Tocher (RAO, 1952), o qual utiliza as estimativas de
distancias que envolvem cada um dos genotipos em agrupamento. Por
esse método, ndo hd formag¢dao de dendrograma. Os dados foram

analisados, utilizando os recursos computacionais do programa Genes
(CRUZ, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Divergéncia genética

Os resultados da divergéncia genética mostraram que ha
variabilidade entre as cultivares estudadas, o que ¢ muito importante
para os programas de melhoramento. Portanto, os marcadores
microssatélites foram eficientes na deteccdo da divergéncia genética.
Esses marcadores tém sido muito utilizados para a caracterizacdo de
varias espécies devido suas vantagens em relagdo a outros marcadores,
principalmente por serem codominantes e cobrirem todo genoma
(KALIA et al., 2011).

Dos 47 SSR utilizados, 19 (40%) foram monomorficos, 16
(34%) apresentaram polimorfismo e 12 (25%) ndo amplificaram

fragmentos. O niimero total de alelos obtido foi de 29, com média de
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1,8 alelos por primer (Tabela 2). Os primers AM6, AM12, AMI15,
AMI18, AM19, AM20, AM21, AM25, AM26, AM28, AM29, AM39,
AM40, AM42, AMA45, AMA47, AMS50, AMS8, AMG61 foram
monomorficos para todas as cultivares. Onze primers amplificaram
dois alelos, sendo que o maior nimero de alelos (3) foi identificado no
primer AM7. O tamanho das bandas amplificadas ficou entre 100 e

290 pares de base (Figura 1).

Tabela 2 - Numero de alelos por locus, variagdo de fragmentos e PIC
(Polymorphism  Information Content) para marcadores
microssatélites examinados em cultivares de aveia-branca

Marcador Numero de alelos Variagao PIC
fragmentos
AM3 2 250 —290 0,48
AM4 2 100 — 130 0,48
AMS5 2 150 — 180 0,50
AM7 3 100 — 150 0,61
AM9 2 150 — 180 0,48
AM14 2 130 — 150 0,32
AM22 2 120 - 150 0,45
AM31 2 150 — 180 0,41
AM38 2 160 — 180 0,41
AM41 2 190 — 200 0,32
AMA43 2 150 — 180 0,50
AM46 2 110 — 140 0,50
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Figura 1 - Padrio eletroforético obtido em gel de agarose, de cultivares de
avela-branca, utilizando marcadores microssatélites. M:
Marcador de DNA Ladder 100 pb; 1: IPR Afrodite; 2: URS
Corona; 3: FAEM Carlasul; 4: UPFA Ouro; 5: URS Taura.

As diferengas entre os gendtipos foram determinadas
basicamente em fun¢ao da frequéncia de bandas e nao da presenca ou
auséncia de bandas especificas. Porém, deve-se considerar que bandas
especificas observadas em certas cultivares, a partir de alguns
iniciadores (Figura 1), podem ser uteis na diferencia¢do de cultivares.

O valor de PIC ¢ o indicador da capacidade informativa de
um marcador em estudos genéticos. Segundo a classificacdo de
Botstein et al. (1980), marcadores com valor de PIC superiores a 0,5
sdo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50
informativos medianamente, ¢ com valores inferiores a 0,25, pouco
informativos. Para o presente estudo, o PIC dos marcadores
microssatélites teve valor médio de 0,45. O primer AM7 teve valor de
PIC= 0,61 caracterizando-se como um marcador muito informativo
(Tabela 2). Ressalta-se que do total de 47 SSR avaliados, apenas 12
foram considerados como marcadores polimoérficos. Entretanto, o PIC

variou de 0,32 a 0,61, valores considerados medianamente a muito
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informativos, respectivamente, podendo ser tuteis no melhoramento
genético da espécie.

Em um estudo de diversidade genética, Sharma et al.
(2016) utilizaram 21 marcadores ISSR para diferenciar 38 cultivares
de aveia-branca e obtiveram valor de PIC= 0,15. Montilla-Bascon et
al. (2013), trabalhando com aveias silvestres, relataram alto valor de
PIC= 0,80 com 31 marcadores SSR, enquanto Boczkowska & Tarczyk
(2013) indicaram um valor de PIC= 0,45 com 143 ISSR em aveia-
branca.

Com objetivo de avaliar a diversidade genética em dez
genotipos de aveias silvestres, Hanif et al. (2008), utilizando dois
marcadores SSR, obtiveram um total de 12 alelos amplificados com
média de 1,2 alelos por genétipo, tamanho de fragmentos com média
de duzentos e cinquenta (250) pares de base e a distancia maxima
entre os genotipos foi de 50%. Sood et al. (2014) estimaram a
diversidade genética de Avena spp., utilizando dez marcadores SSR.
Foram geradas 25 bandas polimoérficas com média de duas bandas por
primer e 100% de polimorfismo. Os trabalhos indicam, portanto, que ¢
possivel avaliar a divergéncia genética entre gendtipos, mesmo
utilizando poucos marcadores moleculares.

Embora exista divergéncia genética entre as cultivares
aqui estudadas, os materiais apresentaram elevada similaridade. Li et
al. (2000) analisando vinte cultivares de aveia-branca, com
marcadores SSR, obtiveram 36% de polimorfismo, valor similar ao
detectado no presente trabalho (34%). J4, em espécies silvestres de
Avena L., os constataram 72% de polimorfismo. Isso pode ser

explicado pelo fato da aveia-branca ter a base genética estreita



69

(COIMBRA et al., 2005). No caso do Brasil, as cultivares geradas siao
provenientes do mesmo germoplasma, introduzido na década de 70,
proveniente da Universidade de Wisconsin (FEDERIZZI et al., 1997),
o que explica a similaridade.

Microssatélite tem sido o método mais adequado para
estudos de variabilidade, devido ao alto conteido de informacgao
polimorfica (SILVA et al.,, 2011). Embora, no presente trabalho, a
similaridade entre as cultivares de aveia-branca foi alta, o
polimorfismo detectado com os marcadores microssatélites utilizados
foi considerado adequado. Os pesquisadores em geral, estdo
interessados em saber o nimero minimo de fragmentos (marcadores) e
o valor do contetido informativo necessarios para encontrar os padrdes
estruturais de diversidade na populacao de interesse (FRANCO et. al.,

2001).

3.2 Métodos de agrupamento

3.2.1 Indice de Dice

As andlises de presenca/auséncia de alelos, obtidos a partir
dos marcadores microssatélites e analisadas pelo indice de Dice,
possibilitaram a constru¢do da matriz de dissimilaridade genética
(Tabela 3). Considerando o dendrograma gerado, foi observada a
separacdo das cultivares em trés grupos (Figura 2). O grupo 1 foi
formado pelas cultivares IPR Afrodite, FAEM Carlasul e URS Corona.

As cultivares URS Taura e UPFA Ouro constituiram os grupos 2 e 3
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respectivamente. A maior dissimilaridade foi entre as cultivares IPR

Afrodite e UPFA Ouro (66%).

Tabela 3 - Matriz de dissimilaridade genética entre cultivares de aveia-
branca, obtida pelo indice de Dice, a partir de marcadores

microssatélites
Cultivar IPR URS FAEM UPFA URS
Afrodite  Corona Carlasul Ouro Taura
IPR Afrodite 0,00
URS Corona 0,25 0,00
FAEM Carlasul 0,25 0,27 0,00
UPFA Ouro 0,66 0,54 0,63 0,00
URS Taura 0,25 0,44 0,44 0,52 0,00
IPR Afrodits n
FAEM Carlasul |I|
URS Corona
URS Taunra E
UPFA Quro @
1] 10 20 k11 40 30 &0 70 ED ap 100

Figura 2 - Dendrograma resultante da analise de cinco cultivares de aveia-
branca utilizando marcadores microssatélites, com base na matriz
de dissimilaridade genética ¢ método UPGMA, por meio do
indice de Dice.

3.2.2 Método de otimizacao Tocher

Quando efetuado o agrupamento pelo método de Tocher,
dois grupos foram detectados. No grupo 1 estdo incluidas as cultivares
IPR Afrodite, FAEM Carlasul, URS Corona e URS Taura. A cultivar
UPFA Ouro ficou isolada, formando outro grupo. O  método  de
Tocher identificou as cultivares IPR Afrodite ¢ UPFA Ouro como as

mais dissimilares.
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A utilizagdo de dois métodos de agrupamento torna-se
importante para o conhecimento da variabilidade do material
estudado, entretanto, cabe ressaltar que nem sempre os métodos
empregados estabeleceram a mesma formagao de grupos. Porém, tanto
para o indice de Dice como para o método de Tocher, a cultivar UPFA
Ouro ficou isolada, diferenciando-se das demais cultivares.

Estudos envolvendo vérias andlises simultaneamente vém
se tornando cada vez mais importantes no melhoramento vegetal, pois
permitem avaliar a sua eficacia e minimizar os erros. Do mesmo
modo, o uso de diferentes métodos de agrupamento tem sido utilizado
frequentemente em estudos de divergéncia genética (BOCZKOWSKA
et al., 2014). A utilizacdo de uma ou outra técnica vai ao encontro dos
objetivos do pesquisador e da situagdo em que os experimentos foram
conduzidos (BENIN et al., 2003).

Para caracterizar e avaliar a diversidade genética em
variedades crioulas e comerciais de aveia Montilla-Bascon et al.
(2013) utilizaram o indice de Dice e o método de agrupamento
UPGMA. Marchioro et al. (2003) utilizaram o método de
agrupamento Tocher para avaliagdo da divergéncia genética entre
genoétipos de aveia, e Ribeiro et al. (2011) agruparam as cultivares
utilizando simultaneamente os métodos UPGMA e Tocher, o que
possibilitou evidenciar a variabilidade entre genotipos de trigo.

De modo geral, os resultados dos métodos de
agrupamentos evidenciaram que os marcadores SSR foram eficientes
na investigacdo da diversidade genética entre as cultivares de aveia-
branca. Além de apresentarem agrupamentos ndo coincidentes, o

indice de Dice e o método de otimizagdo permitiram uma distribui¢@o
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espacial dos geno6tipos. Os grupos formados por apenas um individuo
apontam na direcdo de que tais individuos sejam mais divergentes em
relagdo aos demais (VIEIRA et al., 2005), podendo ser potenciais
genitores, em termos de valor genético a ser passado para os seus
descendentes, possibilitando que novas combinagdes alélicas possam
ser obtidas e selecionadas, facilitando a proje¢do dos trabalhos de
melhoramento, encontrando assim gendtipos distintos para futuros
cruzamentos (ROTILI et al., 2012).

Em contrapartida, o sistema atual de melhoramento
empregado na cultura da aveia estd gerando como consequéncias o
desenvolvimento de constituigdes genéticas com elevado potencial
produtivo e reduzida variabilidade (BERTAN et al., 2004), levando a
um estreitamento significativo na base genética da cultura
(BOCZKOWSKA et al., 2014). Isso foi observado neste trabalho,
devido ao baixo numero de alelos presentes nas cultivares de aveia-
branca. Outros autores, com base em estudos moleculares, também
apontaram baixa diversidade genética entre cultivares de aveia
(BAOHONG et al., 2003; FU et al., 2004; LEISOVA et al., 2007).

Esse fato tem um importante impacto sobre a erosio
genética da espécie. Fu et al. (2003) apontaram, ao estudar cultivares
de aveia-branca liberadas de 1886 a 2001, que o melhoramento de
plantas reduziu a diversidade genética. Os autores concluiram que
uma diminui¢do significativa de alelos foi evidente em cultivares
criadas depois de 1970, com consequéncias graves para resisténcia a
pragas e doencas. Por isso, torna-se muito importante procurar novas

fontes de variagdo genética, como por exemplo, cultivares silvestres
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poderiam ser utilizadas como potenciais fontes de varia¢do
(BOCZKOWSKA et al., 2014).

Os resultados do presente trabalho utilizando SSR sdo
importantes e eficientes para o conhecimento do material genético de
aveia-branca disponivel no mercado. Porém, o emprego de outras
estratégias, o aumento no nimero de marcadores e/ou métodos mais
recentes, como genotipagem molecular via sequenciamento
automatico de DNA, bem como o uso de SNPs (Single Nucleotide
Polimorphism), tém gerado bons resultados em relagdo a diversidade

genética (CHAFFIN et al., 2016).

4 CONCLUSOES

O emprego de marcadores moleculares microssatélites ¢
uma estratégia Util para determinar a divergéncia genética entre
cultivares de aveia-branca. A dissimilaridade entre as cultivares varia
de 25 a 66%. UPFA Ouro ¢ a mais divergente entre as cultivares

estudadas.
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CAPITULO 111

REACAO DE CULTIVARES DE AVEIA-BRANCA A
BRUSONE

1
Jossana Santos

RESUMO - A brusone, causada pelo fungo Pyricularia oryzae Cav.,
possui varios hospedeiros na familia Poaceae, e dentre eles, a aveia-
branca (Avena sativa L.). Como o patdgeno ocasiona queda na
quantidade e qualidade de forragem e de graos da cultura, o
conhecimento da reagcdo dos genoOtipos em resposta ao fungo ¢
prioritario para os programas de melhoramento. O trabalho teve como
objetivo avaliar cinco cultivares de aveia-branca quanto a reacdo a
brusone sob condi¢des controladas. A reacao a brusone foi testada em
folhas, utilizando-se quatro isolados de P. oryzae, na concentragdo de
2 x 10° conidios/mL. A partir do surgimento das lesdes, as avaliagdes
foram realizadas a cada trés dias, totalizando nove avalia¢cdes. Foram
quantificados: nimero e expansdo de lesdes, severidade e area abaixo
da curva do progresso da doenga. As folhas foram avaliadas
histoquimicamente na pré-inoculacdo e 48 horas pos-inoculagdo do
fungo para verificar possivel efeito da doenga nos grupos quimicos
lipidios, lignina, fenois, flavonoides e taninos. Os dados foram
submetidos as andlises de varidncia, regressdo e multivariada,

agrupando as cultivares pela distancia euclidiana média e método

' Biologa, mestranda do Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia (PPGAgro) da
FAMV/UPF.
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UPGMA. Pela andlise multivariada foi possivel agrupar as cinco
cultivares em trés grupos. As folhas apresentaram aumento na
concentragdo de flavonoides na poés-inoculagdo do fungo. As
cultivares estudadas apresentam variabilidade quanto a reagdo a
brusone. Em ordem de menor a maior suscetibilidade observa-se: URS
Taura < UPFA Ouro < IPR Afrodite < FAEM Carlasul < URS

Corona.

Palavras-chave: Avena sativa L., histoquimica, Pyricularia oryzae

Cav.

WHITE OAT CULTIVARS REACTION TO BLAST

ABSTRACT - The blast, caused by the fungus Pyricularia oryzae
Cav., has several hosts in the family Poaceae, and among them the
white oat (Avena sativa L.). As the pathogen causes decrease in the
quantity and quality of forage and crop grain, being aware of the
genotype reaction in response to the fungus is a priority for the
breeding programs. The study aimed to assess five cultivars of white
oat for rice blast resistance under controlled conditions. The reaction
to blast was tested on leaves, using four isolates of P. oryzae, with the
concentration of 2 x 10° conidia/mL. As soon as lesions emerged, the
assessment was performed every three days, on a total of nine ratings.
It were quantified: the number and extension of lesions, severity and
area under the disease progress curve. The leaves were
histochemically assessed in pre-inoculation and 48 hours post-

inoculation of the fungus to verify the possible effect of the disease on
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the chemical groups, lipids, lignin, phenols, flavonoids and tannins.
Data were submitted to analysis of variance, regression and
multivariate, grouping the crops for the average Euclidean distance
and UPGMA method. Through the multivariate analysis it was
possible to group the five cultivars into three groups. The leaves
showed an increase in the concentration of flavonoids in post-
inoculation of the fungus. The studied cultivars have genetic
variability for resistance to rice blast. From lower to higher
susceptibility it is observed: URS Taura < UPFA Ouro < IPR Afrodite
< FAEM Carlasul < URS Corona.

Key words: Avena sativa L., histochemistry, Pyricularia oryzae Cav.
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1 INTRODUCAO

A aveia-branca (Avena sativa L.) ocupa lugar de destaque
entre os cereais por ser uma cultura de multiplos propositos, utilizada
mundialmente tanto na alimentacdo humana como animal (TANG et
al., 2014). No entanto, uma das limitagdes da cultura ¢ a
suscetibilidade a doengas, o que reduz a qualidade e o rendimento de
forragem e dos graos. Dentre essas, estd a brusone, doenga causada
pelo fungo Pyricularia oryzae Cavara (teleomorfa Magnaporthe
oryzae B. Couch).

No Brasil, a ocorréncia de brusone em Avena L. foi
relatada pela primeira vez em aveia-preta (A. strigosa), no Parana, em
2005 (MEHTA et al., 2006; NUNES et al., 2006). Para aveia-branca,
ha variabilidade quanto a suscetibilidade a doenga (MARANGONI et
al., 2013), o que indica a importancia da avaliagdo de cultivares que
serdo utilizadas como parentais em cruzamentos nos programas de
melhoramento genético.

Os fungos filamentosos, como P. oryzae, apresentam
mecanismos de variabilidade genética que lhes conferem adaptacdo a
distintos ambientes e hospedeiros (CRUZ et al., 2010). A diversidade
de viruléncia na populacdo do patdégeno ¢ desafiadora para os
melhoristas que visam o desenvolvimento de cultivares com
resisténcia a esse patdogeno. A avaliacdo dos sintomas, tanto para a
diagnose, como para a quantificacdo dessa doenga, ¢ fundamental
(TORRES et al., 2015).

A brusone ocorre nas partes vegetativas e reprodutivas da

planta. Quando o fungo ataca a raquis, a por¢do acima do ponto de
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infeccdo fica esbranqui¢ada e o grdo ndo se forma, ao passo que a
parte inferior permanece saudavel e produz graos normais (KOHLI et
al., 2011). Nas folhas, surgem manchas, geralmente elipticas ou
arredondadas, com margem marrom escura € centro acinzentado
(CRUZ et al., 2009).

As fontes de inoculo da doenga sdao os hospedeiros
secundarios, restos culturais de plantas cultivadas e sementes
infectadas. Os conidios sao liberados dos substratos na fase saprofitica
e, como sdao leves, podem atingir longas distdncias ao serem
transportados pelo vento (REIS & FORCELINI, 1995). O
desenvolvimento do ciclo da brusone, desde a germinagdao dos
conidios até o surgimento das primeiras lesdes, depende de condigdes
climaticas adequadas. A doenca ocorre em maior intensidade sob
condicdes de altas temperaturas (entre 25 ¢ 30 °C) e umidade (acima
de 10 horas de molhamento foliar) (CARDOSO et al., 2008).

O controle dessa doenga, no Brasil, ¢ dificil, devido as
condigdes climaticas extremamente favoraveis a doenca e a falta de
resisténcia durdvel (KOHLI et al., 2011). No entanto, ha cultivares de
aveia-branca com resisténcia ao patogeno (MARANGONI et al.,
2013). Portanto, o conhecimento do progresso da doenca pode auxiliar
os melhoristas na escolha das cultivares.

As toxinas produzidas por P. oryzae, denominadas de
piricularina e &cido a-picolinico, sdo toxicas as plantas, ocasionando
aumento na atividade respiratoria e em variedades suscetiveis, as
toxinas induzem clorose ¢ manchas foliares (PASCHOLATI, 1995).
Compostos produzidos pelo metabolismo secundério das plantas sdao

sintetizados com maior frequéncia quando em situagdes de estresse e,
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como consequéncia, a célula vegetal pode reagir com iniimeras
estratégias de defesa, dentre elas as estruturais e barreiras bioquimicas
(AGRIOS, 2005). Uma vez reconhecida a molécula elicitora do
patogeno pela planta, segue-se uma série de reagdes num esforco de
deter o patdogeno e defender a planta, sendo ativados genes de alerta
das plantas, resultando na sintese de compostos toxicos que resultam
no atraso da infeccao (SILVA et al., 2008) ou entdo, a ativagao de
compostos pré-formados, que exibem atividade antimicrobiana e estao
envolvidas na resisténcia das plantas contra fitopatogenos, como
fenois, flavonoides e lignina (PASCHOLATI, 1995). Desse modo,
estudos histoquimicos podem contribuir na detecgdo de compostos de
defesa produzidos pela planta.

Medidas de controle como tratamento de sementes e
quimico, rotagdo de culturas, eliminacdo de plantas voluntarias e de
hospedeiros secundarios auxiliam na redugdo do inéculo (BEBENDO
& PRABHU, 2005). Porém, o uso de cultivares resistentes ¢ o melhor
método de controle da doenga, tanto pelas vantagens do ponto de vista
econdmico, quanto ambiental (ROCHA et al., 2014). Pelo fato de que
o uso de cultivares de aveia-branca suscetiveis limitaria a opgdo de
rotagdo de culturas de inverno e acrescentaria indculo de P. oryzae na
atmosfera, o que complicaria ainda mais as estratégias de gestdo da
doenca (MARANGONI et al., 2013). Este estudo teve como objetivo

avaliar se cultivares de aveia-branca tem distinta reagdo a brusone.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e delineamento experimental

Foram avaliadas cinco cultivares de aveia-branca
provenientes de diferentes instituicdes brasileiras de pesquisa de aveia
(Tabela 1). Os ensaios foram conduzidos na Embrapa Trigo. O cultivo
foi em vasos plasticos contendo 5 kg de solo fértil, mantendo-se cinco
plantas por vaso, que permaneceram em casa-de-vegetagdo, sob 25 °C,
desde a semeadura (junho/2015). O delineamento utilizado foi de

blocos casualizados, com quatro repetigoes.

Tabela 1 - Cultivares de aveia-branca e seus respectivos obtentores e
genealogias

Cultivar Obtentor Genealogia

UPFA Ouro  Universidade de Passo Fundo UPF 16/UFP 18
IPR Afrodite Instituto Agronomico do Paranda CFT 2/ER 88144-1
FAEM

Carlasul Universidade Federal de Pelotas UFRGS 10/90 SAT -285

URS Corona  Universidade Federal do Rio UFRGS 987016-1/
Grande do Sul UFRGS 970497-1

URS Taura Universidade Federal do Rio UFRGS 970216-2/
Grande do Sul UFRGS 970461

2.2 Isolados de Pyricularia oryzae

Foram utilizados quatro isolados monospoéricos de P.
oryzae (Pyl120104; Py120321; Pyl120322; Py120343), obtidos de
folhas de aveia-preta. Os isolados, preservados em papel-filtro, foram
repicados em placas de Petry com meio aveia-agar e incubados em

camara de crescimento, entre 23 a 26 °C, por 12 dias. Para preparagdo
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do inoculo, as placas foram lavadas com dgua destilada acrescida de
espalhante adesivo Tween 80 (3 gotas/L), seguido da filtragem da
suspensdo em gaze estéril e quantificagdo dos conidios em camara de
Neubauer. O volume e a concentragdo da suspensdo utilizada no
ensaio foram de 400 mL e 2 x 10° conidios/mL, respectivamente. Foi

utilizada uma mistura dos quatro isolados.

2.3 Inoculagdo

A inoculagdo ocorreu trinta dias apos a emergéncia,
quando as plantas estavam no afilhamento e foi realizada com um
pulverizador manual nos quatro vasos de cada cultivar. Apds a
inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara umida e incubadas
por 24 h em escuro total, a 25 °C, sob nebulizagdo de 120 s, em
intervalos de 60 s. Apos 24 h, retirou-se a camara Umida e o
fotoperiodo foi ajustado para 12 h de luz e a nebulizagdo para 60 s, a
cada 1800 s.

As plantas permaneceram dez dias apds a inoculagdo em
uma camara de crescimento (modelo Menoncin) e, posteriormente,
foram removidas para outra cdmara de crescimento com as mesmas
condigdes, mas de manutencdo mais rigorosa (modelo Fitotron), onde

permaneceram até a ultima avaliag@o.
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2.4 AvaliagOes

2.4.1 Amostragem

As cultivares foram avaliadas quanto ao grau de infeccao
da doencga nas folhas, por meio de observagdo visual, e por técnicas
histoquimicas, para verificar se ha alteragdo na expressao de
compostos quimicos liberado pela planta na pos-inoculagao do fungo.
A primeira avaliagdo, quanto aos sintomas da doenca, foi realizada
cinco dias apos a inoculacdo e, a partir dai, a cada trés dias,
totalizando nove avaliagdes. Foram observados: tipo, numero,
expansdo das lesdes (comprimento e largura) e a severidade do
progresso da doenga. Para os testes histoquimicos foi retirada uma
folha por planta/vaso, totalizando vinte folhas/cultivar, antes da

inoculacgdo e, 48 horas depois de inocular conidios do fungo.

2.4.2 Andlise dos sintomas externos da doenca

Os tipos de lesdes nas folhas foram classificados em cinco
categorias, seguindo a classificacdo de Urashima et al. (2004): 0= sem
sintoma visivel da doenga; 1= lesdes minusculas do tamanho “cabega
de alfinete”; 2= manchas amarronzadas, embora possa haver variagdo
quanto a coloragdo, sem centro discernivel; 3= pequenas lesdes com
formato de olho e centro cinza; 4= lesdes tipicas de brusone, eliptica e
centro cinza. Foi contado o numero de lesdes nas folhas marcadas.
Para realizar as medi¢cdes do comprimento e largura das lesdes

utilizou-se um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. As folhas



83

mais sintomaticas foram selecionadas e marcadas. As amostragens
ndo foram destrutivas, de modo que a mesma lesdo era medida em
cada avaliagdo.

O grau de severidade da doenga foi avaliado de acordo
com a porcentagem da area da folha afetada de acordo com a escala
diagramatica de Notteghem (1981) (Figura 1). Ao final da avaliagao
de severidade, as cultivares foram classificadas quanto a resisténcia de
acordo com a escala de Goulart et al. (1991), com adaptagdo para
folhas: resistente (R)= de 1 a 5%; moderadamente resistente (MR)= 6
a 25%; moderadamente suscetivel (MS)= 26 a 50%; suscetivel (S)=51

a 75%; altamente suscetivel (AS)=>75% de severidade.

R ER D
113
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0 0.5 1.0 20 4.0 8,0 16,0 320 64,0 82,0

i

Figura 1 - Escala diagramatica de Notteghem (1981) utilizada para avaliagdo
da severidade de brusone em folhas de aveia-branca.

A avaliagdo da AACPD representa o resultado acumulado
do efeito dos componentes de resisténcia ao longo do tempo e foi

calculada pela equagao:
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AACPD =X ((Yi+ Y(i+1)) x 0,5) x (T( 1 +1) - Ti), onde
Yi e Y(itl) sdo os valores de incidéncia observados entre as
avaliagdes consecutivas; T(i + 1) — Ti é o intervalo entre duas

avaliagoes.

2.4.3 Avaliacao histoquimica

Foram realizados cortes manuais do material vegetal
fresco, na porcao central da ultima folha totalmente expandida, com
auxilio de navalha de a¢o inoxidavel. Os cortes transversais foram
submetidos a corantes especificos para determinar os grupos
quimicos: a) Sudam III, para indicar a presenca de lipidios totais; b)
floroglucina, para lignina; c) cloreto férrico, para compostos fenolicos;
d) cloreto de aluminio, para flavonoides; e e) vanilina 5%, para
taninos (MACE & HOWELL, 1974), seguindo metodologia proposta
por Ascensdo (2003). Foram montadas laminas e as reacdes
histoquimicas foram analisadas em microscopio Otico e em
microscopio de fluorescéncia para deteccdo de flavonodides.
Posteriormente, as reagdes formam fotografadas, seguido da
qualificacdo comparativa através dos seguintes sinais: (+) positiva,

(++) fortemente positiva e (-) negativa.

2.5 Analise estatistica

Os dados da evolugdo da doenca referentes ao nimero e

expansdo das lesdes (comprimento e largura), severidade e AACPD

foram submetidos a andlise de variancia, com comparacdo de médias
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pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro e a
andalise de regressao.

Complementarmente, foi realizada a andlise de variincia, das
mesmas varidveis descritas anteriormente, somente para a ultima
avaliacdo. Posteriormente, com os dados finais, realizou-se a analise
multivariada, mediante a geracdo da matriz de distancia euclidiana
média e agrupamento pelo método hierarquico de médias aritméticas
nao ponderadas (UPGMA), utilizando o programa Genes (CRUZ,
2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cultivares de aveia-branca apresentaram sintomas
em resposta a reacdo a brusone. Em relagdo ao tipo de lesdo, as
cultivares apresentaram lesdes do tipo 4 (Figura 2), caracterizadas
como elipticas e com centro cinza (URASHIMA et al., 2004). Esse
tipo de lesdo também foi predominante em cultivares de aveia-preta,
quando inoculadas com brusone (URASHIMA & SILVA, 2011).

As cultivares de aveia-branca diferiram de acordo com a
reagdo a brusone. No entanto, para numero, comprimento e largura
das lesoes, as cultivares avaliadas tiveram comportamento semelhante,
mostrando aumento linear em funcdo de dias apds a inoculagdo

(Figuras 3, 4 ¢ 5).
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Figura 2 - Lesdes causadas por Pyricularia oryzae em folhas de cultivares de
aveia-branca. A: IPR Afrodite; B: URS Corona; C: FAEM
Carlasul; D: UPFA Ouro; E: URS Taura.

Lesdo (ne/folha)

y=0212x - 1,159
R? = 0,9489

5 10 15 20 25 30
Dias apos a inoculag@o

Figura 3 — Regressdo do numero de lesdes em folhas de cultivares de aveia-
branca em func¢do de dias apos a inoculagdo com Pyricularia

oryzae.
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Figura 4 — Comprimento das lesdes em folhas de cultivares de aveia-branca
em fungdo de dias apos a inocula¢do com Pyricularia oryzae.
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Figura 5 — Largura das lesdes em folhas de cultivares de aveia-branca em
fungdo de dias apos inoculagdo com Pyricularia oryzae.

Quanto a severidade, a cultivar URS Taura ndo apresentou
regressao significativa. Ja, as cultivares URS Corona e FAEM
Carlasul tiveram evolugdo quadratica e IPR Afrodite ¢ UPFA Ouro
tiveram aumento linear. As cultivares URS Corona e FAEM Carlasul
apresentaram os maiores indices de severidade, 37 e 34%,

respectivamente. Essa diferenca entre o comportamento das cultivares
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foi destacado a partir do 18° dia de avaliagdo (Figura 6). Resultado
semelhante ocorreu para AACPD (Figura 7).

45 1
X URS Corona ¥ = 0.0691% - 0,5578x +0,0524
R? =0,9279

36 1 ®FAEM Carlasul Y= 0,0608x* - 0,4879x + 1,4872
R2=0,9403

BIPR Afrodite y=1,1472x - 8,3583
27 A R2=0,9011

*X

A UPFA Ouro y=0,5928x - 3,1161

2 —
18 - R>=0,9613

Severidade (%)

0 5 10 15 20 25 30
Dias ap6s a inoculagao

Figura 6 — Dindmica da severidade das lesdes em folhas de cultivares de
aveia-branca em fun¢do de dias ap6s inoculagdo com Pyricularia
oryzae.

1.8 71X URS Corona ¥ = 0,0027x2 - 0,0263x + 0,0539

R? =0,9569
1514 y = 0,0024x - 0,0237x + 0,099
FAEM Carlaul R” = 0.9665
1.2 1 mpR Afrodite ¥ = 00367 - 0,2427
R =0,9217
2 09 A AUPFA Ouro Y= 0.0188% - 0,0872
O R? =0,9693
j 0.6
03
0 T T T T T 1
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03 -

Dias apos a inoculagao

Figura 7 — Dindmica da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) em folhas de cultivares de aveia-branca em funcao de
dias apos inoculagdo com Pyricularia oryzae.
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Em relacao a avaliacao final, as cultivares de aveia-branca
apresentaram variabilidade quanto a reagdo a brusone, com rela¢do ao
nimero de lesdes, severidade e 4rea abaixo da curva de progresso da
doenga (Tabela 2).

A maior diferenga entre as cultivares foi mostrada pelo
numero de lesdes, na qual a cultivar FAEM Carlasul se destacou como
a mais suscetivel em relacdo as cultivares UPFA Ouro ¢ URS Taura,
mas nao diferiu das demais (Tabela 2). O nimero de lesdes ¢ uma
variavel importante pelo fato de que o progresso da doenca pode ser
explicado tanto pelo aumento do nimero de novas lesdes como pelo
crescimento das lesoes existentes (BERGAMIN FILHO & AMORIM,
1996).

O tamanho final das lesdes (Tabela 2) esteve de acordo
com o que ¢ comumente relatado para a doenca, de até¢ 2 cm de
comprimento ¢ 0,5 cm de largura (CORTES et al, 2010). As
avalia¢do de severidade foram de acordo com a escala de Goulart et
al. (1991). As cultivares IPR Afrodite, URS Corona, FAEM Carlasul
foram classificadas como moderadamente suscetiveis.

Marangoni et al. (2013) avaliaram a resisténcia de
cultivares de aveia-branca a brusone e também classificaram a cultivar
IPR Afrodite como moderadamente suscetivel. Ja, URS Taura foi
considerada como suscetivel, diferente do que foi observado no
presente trabalho, em que essa cultivar destacou-se como
moderadamente resistente. Possivelmente, essa divergéncia pode ser
devido aos diferentes isolados do fungo utilizados nos dois estudos,
uma vez que existe alta variabilidade de isolados que compdem a

populagdo do patdogeno (URASHIMA et al., 1999).
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Em genotipos moderadamente resistentes geralmente a
doenca se manifesta mais tarde e/ou desenvolve-se mais lentamente,
resultando em baixos valores da AACPD. Neste estudo, a cultivar
URS Taura apresentou o menor valor final para tal varidvel (Tabela 2)
diferindo das cultivares URS Corona e FAEM Carlasul, que foram
consideradas moderadamente suscetiveis e apresentaram os maiores

valores de area abaixo da curva de progresso da doenga.

Tabela 2 — Resposta final de cultivares de aveia-branca a inoculagdo com
Pyricularia oryzae quanto a lesdo nas folhas
Largura

Cultivar NﬁNmero de Comp~rimento da lesio Severidade AACPD*
lesdes/folha  da lesdo (mm) (mm) (%)

IPR 6,10 ab 9,65 a 2,19a 24,20 ab 2,62 ab

Afrodite

URS 5,45 ab 12,56 a 2,81a 36,65 a 340 a

Corona

FAEM 9,00 a 20,07 a 2,72 a 34,10 a 3,36 a

Carlasul

UPFA 295 b 12,33 a 2,12a 14,00 ab 1,65 ab

Ouro

URS 2,85 b 4,72 a 1,25a 580 b 0,65 b

Taura

*AACPD: area abaixo da curva de progresso da doenga. Médias seguidas da mesma
letra, na coluna, nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os dados das avaliagdes de brusone permitiram separar as
cultivares em trés grupos, utilizando a distancia euclidiana média e
método de agrupamento UPGMA, utilizou-se como ponto de corte
0,50 (Figura 8). O grupo 1 reuniu as cultivares IPR Afrodite, URS
Corona e FAEM Carlasul. Esse grupo foi integrado pelas cultivares
com mais nimeros de lesdes de brusone nas folhas. As cultivares

UPFA Ouro e URS Taura formaram os grupos 2 e 3 respectivamente.
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De acordo com a matriz de distancias genéticas, a
distancia maxima (95%) foi entre as cultivares FAEM Carlasul e URS
Taura e a distancia minima (21%) entre as cultivares IPR Afrodite e

URS Corona.

IPE. Afrodita
URS Corona .
FAEM Carlasul
UPFA Oure @
TUES Taura m I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 50 100

Figura 8 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico
UPGMA, com base na matriz de distincia euclidiana média, a
partir de dados de nimero e expansao de lesdo, severidade e area
abaixo da curva de progresso da doenca em folhas de cultivares
de aveia-branca inoculadas com Pyricularia oryzae.

Os resultados dos testes histoquimicos (Tabela 3) visam
um melhor entendimento das interagdes patdégeno-hospedeiro ¢ podem
auxiliar na avaliagdo das cultivares de aveia-branca. Os testes
indicaram a presenc¢a de lipidios totais, antes ¢ depois da inoculagao,
na cuticula e nos feixes vasculares das folhas, que foram evidenciados
devido a coloragdo vermelha (Figura 9). A partir dos compostos
fendlicos avaliados, foram observados, antes e depois da inoculagao,
fen6is nas células do mesofilo, lignina no xilema e nos feixes
vasculares (Figura 9). Tanto na pré, como na pods-inoculagdo, os
resultados mostraram auséncia de taninos. A reacdo para detec¢ao de
flavonoides foi positiva na pré-inoculagdo e fortemente positiva na

pos-inoculagdo, mostrando a presenca desses compostos na epiderme,
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no mesofilo, nos feixes vasculares e na extensdo esclerenquimatica
dos feixes (Figura 10).

Os compostos fenodlicos sdo grupos heterogéneos de
substancias presentes em quase todos vegetais e, geralmente,
impregnados a parede celular (FAHN, 1990). Tais compostos podem
estar relacionados a prote¢ao da planta quanto ao ataque de animais e
patogenos (SANTOS et al., 2009). A maior producao de flavonoides
nas folhas de aveia na pds-inoculacdo de brusone sugere uma resposta
ao estresse sofrido pela planta. As estratégias de defesa das plantas
contra os patogenos sao multiplas e incluem o uso de produtos do
metabolismo  secundario como antifuingicos (GRAYER &
KOKUBUN, 2001) como ¢ o caso dos flavonoides, que
provavelmente estdo envolvidos na hipersensibilidade e morte celular
programada como mecanismos comuns de resposta em defesa do
patogeno (TREUTTER et al., 2006).

Alguns estudos in vitro indicam efeito antifingico dos
flavonoides, mostrando sensibilidade do fungo P. oryzae a estes
compostos € como consequéncia inibindo o crescimento de esporos e
micélios (PADMAVATI et al, 1997). Em trigo, sabe-se que um
aumento da concentragdo de silicio e a presenga de flavonoides foram
correlacionados com a reducdo do crescimento de fungos e
diminui¢do dos sintomas de P. oryzae nas folhas, aumentando
resisténcia de trigo a brusone (SILVA et al., 2015). Em aveia,
pesquisas nesse sentido, ainda sdo escassas. Apesar da contribui¢do
deste estudo, sdo necessarias avaliagdes em mais hordrios na pos-
inoculagdo, além da inclusdo de testes para outros compostos

quimicos relacionados a defesa das plantas.
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Tabela 3 - Resultados dos testes histoquimicos na pré e pds-inoculagdo de
Pyricularia oryzae em folhas de cultivares de aveia-branca

. Lipidios Fenois Lignina Flavonoides Taninos
Cultivar
Preé Pos Preé Pos Pré Pés  Pré Pos Pré Pos

IPR Afrodite + + + + + + + ++
URS Corona + + + + + + + ++
FAEM + + + + + + + ++
Carlasul

UPFA Ouro + + + + + + + ++
URS Taura + + + + + + + ++

Reacdo (+) positiva; (++) fortemente positiva; (-) negativa.

Figura 9 — Testes histoquimicos em folhas de aveia-branca. A: detec¢@o de
lipidios; B: deteccao de fenois; C: detecgdo de lignina.
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Figura 10 — Testes histoquimicos em folhas de aveia-branca. Detec¢ao de
flavonoides na pré (A) e pos-inoculacgdo (B) de brusone.

CONCLUSOES

Cultivares de aveia-branca apresentam variabilidade
quanto a reacdo a brusone, avaliada pelo niimero de lesdes, severidade
e area abaixo da curva de progresso da doenga. Em ordem de menor
para maior suscetibilidade estdo as cultivares: URS Taura, UPFA

Ouro, IPR Afrodite, FAEM Carlasul e URS Corona.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados sobre expressao
fenotipica, recomenda-se a realiza¢ao dos ensaios de DHE para fins de
protecao de cultivares dentro da época indicada para a cultura da
aveia, evitando assim, que os materiais sejam caracterizados
erroneamente. Com o cultivo da aveia fora da época recomendada, o
ciclo total da cultura (emergéncia-maturagdo)  diminui
significativamente e varios descritores morfologicos sao alterados. Os
descritores mais estaveis sdo cor do lema e comprimento da folha-
bandeira

Os resultados referentes as avaliagdes moleculares
detectam variabilidade entre as cultivares estudadas, porém, o nimero
de alelos obtido com os marcadores microssatélites € baixo.
Considerando que o germoplasma de aveia-branca disponivel no
Brasil ¢ proveniente dos Estados Unidos, especificamente da
Universidade de Wisconsin, isso possivelmente explica a similaridade
e o baixo numero de alelos nos materiais estudados. Dessa forma, é
importante complementar as avaliagdes acrescentando maior nimero
de marcadores microssatélites.

Verifica-se que as cultivares avaliadas nesse trabalho
apresentam distinta reacdo a brusone para as variaveis numero de
lesdes nas folhas, severidade e area abaixo da curva de progresso da
doenga, variando de moderadamente suscetiveis a moderadamente
resistentes. URS Taura, UPFA Ouro e IPR Afrodite apresentaram os

menores indices de severidade nas folhas, sendo cultivares
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promissoras em programas de melhoramento que visem langar
materiais com baixa suscetibilidade a brusone.

Os resultados obtidos com as avaliagdes histoquimicas sao
pioneiros no patossistema brusone—aveia e visam um melhor
entendimento na relagdo patdogeno—hospedeiro. A partir da utilizacao
da técnica histoquimica € possivel verificar a sintese aumentada de
flavonoides nas folhas das cultivares de aveia-branca 48 horas apos a
inoculagdo de conidios de Pyricularia oryzae, sugerindo uma forma
de defesa das plantas ao estresse causado pelo ataque do fungo. Em
trabalhos posteriores, recomenda-se o acréscimo de compostos
quimicos analisados, bem como, a execucdo da técnica em mais
horarios na pds-inoculagao.

Os resultados dos métodos de agrupamento sdo os mais
proximos da natureza dos dados, refletindo a constituicdo dos grupos
esperados. Os resultados dos agrupamentos obtidos com os
marcadores microssatélites e com a reagdo a brusone sao semelhantes.
E interessante notar que a cultivar UPFA Ouro permanece isolada,
mostrando-se divergente das demais, em ambos o0s experimentos.
Destaca-se a eficiéncia dessas metodologias na andlise de divergéncia

genética entre cultivares.
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Apéndice 1 - Descricdo, sequéncia e temperatura de anelamento dos

marcadores microssatélites utilizados

na

analise de

divergéncia genética entre cultivares de aveia-branca

Marcador * Sequéncia 5° — 3’ Temperatura °C

AM1 GGATCCTCCACG CTGTTGA 46
CTC ATC CGT ATG GGC TTTA

AM2 TGA ATT CGT GGC ATA GTC ACA AGA 49
AAG GAG GGC ATA GGG AGG TATTT

AM3 CTG GTC ATC CTC GCC GTT CA 51
CAT TTA GCC AGG TTG CCA GGT C

AM4 GGT AAG GTTTCGAAGAGC AAAG 48
GGG CTATAT CCATCC CTC AC

AMS5 TTG TCA GCG AAATAA GCA GAG A 46
GAA TTC GTGACC AGC AAC AG

AMO6 AAT GAA GAA ACG GGT GAG GAA GTG 52
CCA GCC CAG TAG TTA GCC CAT CT

AM7 GTG AGC GCC GAATAC ATA 48
TTG GCT AGC TGC TTG AAACT

AMS CAA GGC ATG GAA AGA AGT AAG AT 47
TCG AAG CAACAAATG GTCACAC

AM9 CAAAGCATT GGG CCCTTG T 48
GGC TTT GGGACCTCCTTT CC

AMI10 AAA ATC GGG GAA GGAAACC 46
GAA GGC AAA ATA CAT GGA GTC AC

AMI11 TCG TGG CAG AGA ATC AAA GAC AC 49
TGG GTG GAG GCAAAAACAAAAC

AMI12 TGC TGA AGT GAACAATCG C 44
CCTTCT CCAACAACTCTAC

AM13 CGG CGT GAT TTG GGG AAG AAG 54
CTA GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG

AM14 GTG GTG GGC ACG GTATCA 48
TGG GTG GCG AAG CGA ATC

AMI5 GTG ACC GTAAAC GAT AAC AAC 47
AAG CAA GAC GCG AGA GTA GG

AM16 CGG GTT GGC ATC GAC TAT 44
TGA CCA GGC TCT AAC ACA

AM17 CGA GAT TTC GGT GTA GAC 44
CCG GGA ATT AAC GGA GTC

AMI18 CAA TGT CGT CGG TGT GAG TTT 47
TAC GAG TGT GGC ACG AGC

AM19 ATA GAA CGG CAT GAT AAC GAA ATA 48
GCG CGACAACAGGACCITC

AM20 TGT CGATTT CTT TAG GGC AGC ACT 50
TCG CGA GAAAGA TGG AAA GGA GA

AM21 ACG TTG GTC TCG GGT TGG 46
AAATCCTTGACT TCG CTC TGA

AM22 ATT GTATTT GTAGCC CCAGTTC 46

AAG AGC GAC CCAGTIT GTATG
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Marcador * Sequéncia 5’ — 3’ Temperatura °C

AM?24 GTT ATT GAT TTC CTG ATG TAG AGA 45
AGA GCC AAG AAAGCAACTG

AM25 AGC CTG GAC ATG TAATCT GGT 47
AGC CCT GGT CTT CTT CAACA

AM26 ATA AAG GGG GCATTG GAT T 41
AAC ATA TTG GGC ATT CAC AT

AM27 CAA AGG CCA AAT GGT GAG 45
CCG CAA AGT CAT ATG GAG CAT

AM28 GAC CTC TTG AGT AAG CAA CG 46
TGG TCT TCC TAT CCA CAATG

AM29 TCC CGC AAAATC ATC ACG A 43
AAG GGA GCATTG GTITTTGTT

AM31 GCA AAG GCC ATATGG TGA GAA 47
CAT AGG TTT GCC ATT CGT GGT

AM32 AGT GAA GGC GAT GGC GAA 47
GGA TAATGC ACC CGA GTT GC

AM33 GCA AAG GTTAAATGG TGA GA 43
GCC AAC ATATTG TGC ATA CA

AM34 GAG TAA GCAAAG GTCAAATG 44
GTTAGC ACT TCC CAC AAAATC A

AM36 CTT CCCGCAAAGTTATCAT 43
AGG GGC ATT GGC TTT GTC

AM37 CTT CCA CAA GGC AAC GAGTC 47
GGT TAG CACTTC CCG CAAA

AM38 TGA TGA CCT CTT GAG TAA GCA 45
TGC CTTTCG TGG ACTTAC TA

AM39 TTG GGC ATG CCCTTGTT 43
GCCTTG GAGAGTAAATTCTC

AM40 CTCTGG GGG TGGTAGTTC CT 49
GAA AGA CAG GCC TCC ACA AAT

AM41 CCA AAG GAAACA AGT CAATAG 42
TTC CCG CAA AGT CAT CAT

AM42 GCT TCC CGC AAATCATCAT 45
GAG TAA GCAAAG GCCAAAAAGT

AM43 + AGC CCCTACAAA GCCATCA 46
CAA GCA AAG GAC GAA CAATAG

AM44 CGT TGG CCC CTTTTT TCA GTG 49
AGG GGC ATT GGCTTITGTCC

AM45 AGG GAA AAA CAAAAC GTG AGA GTA 47
ATG CAA CAG ATA GAC AAG GGATTA

AM46 TTG GCA AGG CGA GGT CT 46
CCAAAA GGCTAC AACATCACAC

AM47 GCA CCG GTTAAAAAG GAGTCA G 50
TTT CTT CTTACC CAC CCACCAC

AMS50 CTT GAG CGC TAG ATG GTT CC 47

CTC TGT TAC TCAAGT GTT TCA ATA
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Marcador * Sequéncia 5’ — 3’ Temperatura °C
AMS8 GTT TAG ATG GGG GTG GCT TAG 45
TTTCTT GTT CTT TGG ATT TTATTT
AM61 TCG GAG CCG GTATGGAAGC 51

GGT GGC AAG GGG TGT ATG AG

* Obtidos de Li et al. (2000).



