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CARACTERIZACAO DE TRIGO SINTETICO A GIBERELA
(Gibberella zeae) (Schw.) Petch, INDICE MEIOTICO E
DIVERSIDADE GENETICA

Patricia Frizon?

RESUMO - O presente trabalho teve por finalidade caracterizar vinte
acessos de trigos sintéticos, oriundos do cruzamento de Triticum durum
(genomas AABB) x Aegilops tauschii (genoma DD) quanto a reagdo a
giberela. Estes foram comparados com seis cultivares de trigo
(Genomas AABBDD), com diferentes niveis de resisténcia, por meio
de andlises fitopatoldgicas, citogenéticas e moleculares. O
delineamento foi em blocos casualizados, com 26 tratamentos e trés
repeticdes. No espigamento, graos com peritécios de Gibberella zeae
foram distribuidos na superficie do solo. No ponto de colheita,
cinquenta espigas secas, de tamanho uniforme, foram colhidas e
trilhadas. A incidéncia da giberela foi avaliada pelo percentual de graos
com sintomas. Os dados foram submetidos a anélise da variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Para analise da estabilidade genética, cinco espigas por
gendtipo no estaddio 10 da escala de Feeks & Large foram coletadas e
fixadas em solu¢do de Carnoy. As laminas citologicas foram preparadas
pelo método de maceragdo e a coloragcdo das células foi feita com
carmim acético 1%. As observagdes foram em microscopio Optico,
analisando presenca e auséncia de micronucleos na fase de tétrades,
sendo feitas as contagens de tétrades normais e com microntcleos, para

posterior calculo de indice meiodtico. Os genotipos foram considerados



meioticamente estaveis quando o indice meidtico foi acima de 90%.
Para as analises moleculares foram utilizados os DNAs extraidos dos
26 genotipos de trigo e mais 42 marcadores microssatélites para a
realizagdo do estudo de diversidade genética. Em relacdo a reacdo a
giberela, os melhores resultados foram obtidos com os acessos
CIGM93.298 e CIGM92.1666, em 2014 e 2015, respectivamente. Esses
acessos, foram meioticamente estaveis, ja que apresentaram indice
meiotico superior a 90%, nos dois anos. Na dissimilaridade genética, os
trigos sintéticos apresentaram elevada diversidade. Um total de 73
alelos foram detectados mediante estes marcadores, com o maximo de
quatro alelos por locus. O polymorphism information content, mostrou
que o genoma B ¢ de maior diversidade genética entre os genomas A
B, e D dos trigos hexaploides sintéticos. Os resultados indicaram que o
trigo sintético hexaploide representa excelente germoplasma para

introgressao génica em linhagens e cultivares de trigo.

Palavras-chave: Triticum aestivum, fusariose, hibridos

interespecificos, resisténcia genética, estabilidade genética.



SYNTHETIC WHEAT CHARACTERIZATION THE Gibberella
zeae (SCHW.) PETCH, MEIOTIC INDEX AND GENETIC
DIVERSITY

ABSTRACT: This study had the purpose to characterize twenty
accessions of synthetic wheats, from the crossing of Triticum durum
(AABB genomes) x Aegilops tauschii (genome DD) for resistance to
Fusarium head blight. These were compared with six cultivars of wheat
(AABBCCDD Genomes), with different levels of resistance through
phytopathological, cytogenetic and molecular analysis. The design was
randomized blocks, with twenty six treatments and three replications.
In silking, grain perithecia of Gibberella zeae were distributed on the
soil surface. At the harvest point, fifty dried ears of wheats, uniform in
size, were harvested and threshed. The incidence of FHB was assessed
by the percentage of grains with symptoms. The data were submitted to
analysis of variance and means were compared by the Scott and Knott
test at 5% probability. For the analysis of genetic stability, five spikes
per genotype at the stadium ten Feeks & Large scale were collected and
fixed in Carnoy solution. The cytological slides were prepared by
soaking method and the coloration of cells was done with 1% acetic
carmine. Observations were under an optical microscope, analyzing the
presence and absence of micronuclei in tetrad stage being made of the
normal tetrads and micronucleus counts for subsequent meiotic index
calculation. Genotypes were considered meiotic stable when the
meiotic index was above 90%. For the molecular analysis of the twenty
six DNAs extracted from wheat genotypes and over 42 microsatellite

markers for the creation of genetic diversity study were used. Regarding



the reaction to FHB, the best results were obtained with CIGM93.298
and CIGM92.1666 accesses, in 2014 and 2015, respectively. These
accessions were meiotic stable, as presented meiotic index greater than
90% in two years. In genetic dissimilarity, synthetic wheats showed
high diversity. A total of 73 alleles were detected by these markers,
with the maximum of four alleles per locus. The polymorphism
information content, showed that genome B is greater genetic diversity
between the genomes B and D of synthetic hexaploid wheats. The
results indicated that the synthetic hexaploid wheat is excellent

germplasm for gene introgression lines and in wheat cultivars.

Key words: Triticum aestivum, Fusarium head blight, interspecific

hybrids, genetic resistance and genetic stability.



1 INTRODUCAO

O trigo (T. aestivum L.) é uma planta muita antiga,
originada de cruzamentos de gramineas silvestres que existiam
proximas ao rio Tigre e Eufrates em milhares de anos (SILVA et al.,
2000). Pertence a familia Poaceae, tribo Triticeae (Hordeae), subtribo
Triticinae, género Triticum. A subtribo compreende quinze espécies,
reunidas em trés grupos, denominados em func¢do do seu nimero de
cromossomos, (n=7), a série diploide constituida por 14 cromossomos,
tetraploide, por 28 cromossomos, ¢ hexaploide, por 42 cromossomos
(SLEPER & POEHLMAN, 2006).

A espécie T. aestivum esta entre as espécies vegetais de
maior importancia para a alimentagdo humana, sendo um cereal
consumido no mundo inteiro, pois a partir dele sao obtidos diversos
produtos, pelo processo de panificagdo (JOSHI et al., 2007).

A produgdo de trigo, estimada pela Conab, em dezembro de
2015, foi de 5.534,9 mil toneladas, ante as 7.070,3 mil toneladas na
primeira avaliacao de agosto de 2015, ou seja, recuo de 21,8% frente a
estimativa inicial. A quebra foi resultado do dano causado pelo clima
na cultura de trigo nas zonas de producdo da Regido Sul do Brasil,
principalmente no Rio Grande do Sul. Assim, entre janeiro e dezembro
de 2015 foram importados 5,17 milhdes de toneladas; 73,8% de origem
Argentina, 10,9% do Paraguai, 8,7% dos Estados Unidos ¢ 6,1% do
Uruguai (CONAB, 2016).



Essa reducdo da produtividade de trigo, ocorreu
principalmente devido as condigdes climaticas, que favorecerem o
aparecimento de doengas.

A giberela do trigo, cujo agente etioldgico ¢ o fungo
Gibberella zeae (Schwein) Petch (Fusarium graminearum Schwabe), é
considerada a principal doenga de espiga do trigo no sul do Brasil.
Ultimamente, vem ganhando bastante importincia, ndo s6 devido aos
danos qualitativos e quantitativos, mas também pelo fato do fungo
sobreviver em restos culturais e ter ampla gama de hospedeiros. Além
disso, seu indculo permanece no ar durante o ano todo. Isto faz com que
as estratégias de manejo, como controle quimico e rotagdo de cultura,
ndo sejam eficientes (REIS et al., 2011; VIANA & DEUNER, 2011).

O desenvolvimento de cultivares de trigo geneticamente
resistentes ¢ o método mais efetivo para prevenir os danos causados
pela giberela. No entanto, ndo existem cultivares com resisténcia
completa. Em todo o mundo, um dos objetivos dos programas de
melhoramento genético ¢ a busca de fontes de resisténcia a essa doenga
(ZHOU et al., 2002).

A base genética dos trigos cultivados pode ser restringida
na condi¢do dos cultivos modernos e, assim, a capacidade de resistir
aos estresses biodticos e abidticos pode ser reduzida. Aegilops tauschii,
(Coss) o doador do genoma D do T. aestivum, apresenta genes
potencialmente desejaveis que podem ser usados para ampliar a
diversidade genética do trigo. Esse genoma faz parte da constituigcao
dos trigos sintéticos, que sdo produzidos artificialmente pelo
cruzamento de uma espécie tetraploide, como é o caso de T. durum

(Desf) com a espécie diploide, Ae. tauschii (SHARMA et al., 2014).



O estudo citogenético pode contribuir significativamente
nas etapas anteriores aos cruzamentos de linhagens parentais nos
programas de melhoramento genético (CARVALHO et al., 2009). A
analise do comportamento meidtico ¢ muito utilizada para estudos
evolutivos, bem como na selecdo de genotipos a serem utilizados em
programas de melhoramento genético, ja4 que permite caracterizar as
plantas quanto a sua estabilidade genética e fertilidade. Isso reflete na
possibilidade de uma selegao mais apurada dos genoétipos analisados
(GRANATO, 2010).

A meiose, quando ocorre normalmente, garante a
viabilidade do gameta (PAGLIARINI, 2000). Contudo, as etapas da
meiose s3o controladas por fatores genéticos. Esses fatores podem ser
mutaveis, gerando, assim, algumas das irregularidades meiodticas, tais
como os microniucleos (KAUL & MURTHY, 1985). Essas
irregularidades meidticas sao indesejaveis, pois alteram os genotipos,
ocasionando a instabilidade meidtica. Isso dificulta trabalhos de
hibrida¢do em programas de melhoramento por representar perda de
material genético (DEFANI-SCOARIZE et al., 1996).

Outra importante fonte de dados para os melhoristas ¢ a
caracterizacdo genética dos acessos dos bancos de germoplasma, uma
vez que permite um melhor gerenciamento do “pool” génico, bem como
uma selegdo mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando a
detecgdo da variabilidade genética para fins de melhoramento genético
ou biotecnologicos (BENKO-ISEPPON, 2001). A avaliacdo da
diversidade genética em trigos sintéticos ¢ de importancia primordial
para a melhoria do trigo. Marcadores moleculares do DNA sdo

utilizados em andlises de diversidade genética, uma vez que contribuem



com informagdes sobre todas as regides do genoma,
independentemente do nivel de expressdo génica (PANDEY et al.,
2006). Os marcadores microssatélites, ou Simple Sequence Repeats
(SSR), possuem um grande numero de vantagens, como o elevado nivel
de polimorfismo, a especificidade local, a codominancia, a
reprodutibilidade e a distribuicdo aleatoria e uniforme em todo o
genoma (RODER et al., 2002).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar acessos de
trigo sintéticos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Trigo (BAG-Trigo) em reagdo a giberela, estimar a
variabiliade quanto a estabilidade genética por meio de andlises de
presenca de micronucleo e indice meidtico e identificar a diversidade
genética com base em marcadores moleculares microssatélites, visando
a obten¢do de novas fontes de resisténcia genética e, desta forma,
disponibilizar informagdes cientificas para utilizagdo nos programas de

melhoramento genético do trigo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A origem do trigo

O trigo ¢ uma planta anual, hermafrodita, autogama, e uma
das culturas mais produzidas muldialmente, possuindo milhares de
cultivares disponiveis em todo mundo. A domesticagdo ocorreu nas
lavouras primitivas do Sudeste da Asia de 7000 a 9000 A.C. e foi
introduzido na India, na China e na Europa desde cinco mil anos A.C.
(MORAES-FERNANDES et al., 2000).

As espécies que constituem o género pertencem a trés
niveis de ploidia, com um nimero bésico de cromossomos igual a sete
(7) e sdo classificados como espécies diploides, tetraploides e
hexaploides. Os ancestrais que deram origem as principais espécies de
interesse comercial s3o, em quase sua totalidade, pertencente a0 mesmo
nivel diploide, e as espécies com maior nimero de Cromossomos
originaram-se de hibridos interespecificos, seguidos de duplicagao,
entre duas ou mais espécies diploides (ZOHARY, 1963).

Os géneros Aegilops e Triticum contribuiram
significativamentena hibridagdo e na poliploidizacdo durante a
evolugdo da espécie. Destaca-se o trigo, T. aestivum, que tem um
genoma complexo, o qual consiste de trés genomas relacionados e
derivados a partir de trés espécies diploides diferentes, sendodesignado
como um allohexaploide (allo, do grego, significa "diferente")
(FELDMAN & AVRAHAM, 2012).

A evolugdo do trigo ocorreu hd milhdes de anos, devido a

hibrida¢do natural entre dois trigos selvagens diploides, o T. urartu
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(Gandilyan) (genoma AA), com o Aegilops speltoides (tauschii) (BB),
resultando no trigo tetraploide, T. dicoccoides (Schrank) (MUJEEB-
KAZI et al., 1996). Entretanto, a domesticagdo do trigo tetraploide,
levou a evolugdo do trigo, originando, assim, o T. durum (2n = 28,
AABB), que, por sua vez, entre oito mil a dez mil anos atras foi
hibridizado com o diploide selvagem Ae. Tauschii, também
denominado Aegilops squarrosa e Triticum tauschii, (DD genoma)
produzindo, entdo o trigo hexaploide, T. aestivum (AABBDD)
(HELBAEK, 1959; MUJEEB-KAZI et al., 1996) (Figura 1).

1

AA BB DD
T. urartu X Ae. X Ae. tauschiifAe.
speltoides squarrosa/ T. tauschii
AAMBB
T. turgidum
55p.
dicoccoides
AABBDD AABB
T. aestivum o T. turgidum
sSp. ssp. durum
aestivum

Figura 1- Esquema da evolucao do trigo. Adaptado de Zhang et al.,
(2014).

Em comparagdo com o trigo tetraploide, o T. aestivum tém
adaptabilidade mais ampla para diferentes fotoperiodos e vernalizagao.
Ainda, apresenta maior tolerancia ao sal, aluminio e geada e também
maior resisténcia a varias pragas e doencas (DUBCOVSKY &
DVORAK, 2007).
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A incorporacdo do genoma D no trigo haxaploide foi
extremamente importante, uma vez que esse genoma apresenta
importantes caracteres comercialmente TUteis, dentre os quais
tolerdncia/resisténcia aos estresses bioticos e abidticos. Como por
exemplo, oito genes que controlam a resisténcia de oidio, Blumeria
graminis (Speer.), foram mapeados no genoma D, e quatro deles (Pm2,
PM19, Pm34 e Pm35) foram originarios de Ae. tauschii (PLAMENOV
& SPETSOV, 2011). Analisando-se linhas de trigo derivados de
cruzamentos com trigos sintéticos, identificaram que o cromossomo 7D
do trigo sintético transporta um gene que codifica resisténcia completa
de dois isolados argentinos da doenca fingica, septoriose, cujo agente
causal ¢ Septoria tritici (Fuckel) e Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) (SIMON et al., 2001). A resisténcia a insetos tem sido
geralmente associada com o genoma D, sendo que seis (H13, H22, H23,
H24, H26 e H32), dos 32 genes, de resisténcia foram identificados em
Ae. tauschii (SARDESALI et al., 2005).

Tratando-se da tolerancia aos estresses, das trés espécies
parentais diploides do trigo hexaploide, T. monococcum, Ae. speltoides
e Ae. tauschii, os dois primeiros tem distribui¢do geografica restrita,
enquanto que o terceiro ocupa habitats essencialmente continental.
Assim, Ae. tauschii tem uma tolerancia aos extremos de temperatura
(alta e baixa), déficit de umidade como ocorre entre os ambientes de
sua ocorréncia. De particular interesse s3o os ambientes do seu
crescimento na Asia Central, onde temperaturas médias diarias de
inverno atingem gamas de -10 °C a -28 °C, enquanto no verao, as médias
diarias das temperaturas maximas variam de 30 °C a 38 °C e umidades

relativas de 30-50% (WERNSTEDT, 1972).
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Somado as caracteristicas citadas, alelos de Ae. tauschii ndo
sO tem permitido germinagdo mais rapida e mais uniforme das plantas,
como também vigor e longevidade das sementes e crescimento de

plantulas (BORNER et al., 2015).

2.2 Importéncia do trigo

O trigo ¢ uma das principais culturas alimentares, cultivado
em diferentes ambientes e regides geograficas. Possui grande
relevancia na dieta alimentar por sua qualidade e quantidade de
proteinas e pela variedade de produtos derivados produzidos. Na
atividade economica, o cereal da suporte a diversas ramificagdes
industriais, contribuindo para a geracao de valor agregado e de postos
de trabalho (De MORI, 2015).

O cereal ocupa mais de 17% da terra cultivavel do mundo,
aproximadamente 30% da producdo mundial de grdos e constitui a
cultura importante na composi¢do de sistemas de producao agricola
sustentavel, como alternativa para sucessdo e rotacdo em sistemas de
produgdo, contribuindo para o manejo integrado de pragas, doencas e
invasoras. No periodo de 2009-2013, os principais paises produtores de
trigo no mundo, responsaveis por mais de 60% da produ¢cdo mundial
foram: Unido Europeia, China, India, EUA e Russia, sendo que os
rendimentos dos principais produtores tém uma ampla variagdo,
oscilando de 1.828 kg/ha a 6.265 kg/ha. No Brasil, a produgao de trigo
sempre esteve concentrada na regido Sul, sendo que oscilagdes na area

de semeadura e eventos climaticos marcaram o periodo de 2010-2013
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e resultaram em 45,2% de trigo no Parana e de 45,5 % no Rio Grande
do Sul (De MORI, 2015).

Em 2015, a produgdo de trigo teve uma reducao de 21,8 %,
mostrando, assim, os reflexos dos danos causados pelo clima nas
culturas de trigo nas zonas de producdo da Regido Sul do Brasil,
principalmente no Rio Grande do Sul. Esta redug¢do ocorreu porque
houve danos por geadas em setembro, que atingiu especialmente as
lavouras que tiveram o ciclo de desenvolvimento das plantas acelerado
pelas temperaturas elevadas no inverno; com destaque para o més de
agosto. Todavia, os danos foram maiores em lavouras semeadas mais
tarde, que acabaram sendo atingidas mais intensamente pelos excessos
de chuva na primavera sendo que, em muitos casos, houve tempestades
associando chuvas intensas, ventos fortes e quedas de granizo. Avultou,
nessa safra, além dos prejuizos fisicos a produgao, a elevada incidéncia
de doengas de espiga, que se caracterizam como de dificil controle, a
exemplo da giberela, causando perdas de produtividade e também em
qualidade tecnologica do produto colhido e contaminagdo com

micotoxinas (EMBRAPA TRIGO, 2015).

2.3 Giberela no trigo

2.3.1 Etiologia

O principal patégeno associado a giberela no trigo ¢ o fungo
Gibberella zeae (Schw.) Petch (anamorfo = Fusarium graminearum
Schwabe), embora outras espécies sejam importantes em algumas

regides, como F. culmorum (W.G. Smith) Sacc. ¢ G. avenacea Cook
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[anamorfo = F. avenaceum (Corda ex Fries)] (BOTTALICO &
PERRONE, 2002).

O fungo G. zeae pertence ao filo Ascomycota, ordem
Hypocreales, familia Nectriaceae. O fungo F. graminearum pertence a
divisdo Amastigomycota, classe dos Deuteromycetes, ordem

Moniliales e familia Tuberculariaceaec (AMORIN et al., 2011).

2.3.2 Epidemiologia

Entre as estagoes de cultivo, G. zeae sobrevive como
saprofita, tanto em residuos vegetais de plantas hospedeiras, como nao
hospedeiras, dispostas na superficie do solo. Sobre esses residuos, o
fungo produz esporos assexuais, macroconidios, que sao liberados e
dispersos pela a¢cdo da chuva e do vento, podendo ser elevados para o
dossel da cultura. Sob condi¢cdes de molhamento, peritécios sao
formados sobre os residuos, liberando os ascosporos, esporos sexuais
do fungo, para o ambiente. Estes ascosporos consistem no indculo
primario da doenga. Os respingos de chuvas ou de irrigacdo e o vento
podem carregar os esporos a longas distancias. Quando entram em
contato com as espigas, em condigdes de alta umidade e de
temperaturas entre 20 °C e 30 °C, os esporos germinam ¢ infectam as

espiguetas (WEGULO, 2012).

2.3.3 Sintomas e sinal

Apo6s a infeccdo, o fungo pode propagar-se pela raquis, e os

primeiros sintomas sao percebidos, entre trés a quatro dias apds a
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infeccdo. Espiguetas afetadas exibem branqueamento prematuro na
medida em que o patégeno coloniza os tecidos. Com o tempo, o
branqueamento das espiguetas pode progredir para toda a extensdo da
espiga (SCHMALE et al., 2010). Além desse sintoma, as aristas de
espiguetas afetadas desviam do seu sentido normal. Em trigos com
espigas sem aristas, a giberela ¢ caracterizada pela descoloragdo das
espiguetas (LIMA, 2004). Os graos com sintomas de giberela sdo
chochos, enrugados de coloracao branco-rosada a pardo-clara (PARRY
et al., 1995; REIS, 2007; LIMA, 2011).

Em condicdes favoraveis, ou seja, ambiente quente e
umido, as estruturas (sinais) do patdgeno sdo facilmente visualizadas a
olho nu. Podem surgir agregacdes de esporos de coloragdo laranja ou
salmdo no raquis e nas glumas das espiguetas, em decorréncia da
producdo de macroconidios de F. graminearum. Outros sinais do
patogeno podem ser observados nas espigas secas, sobre a superficie
afetada das espiguetas, com formagdo de pontuagdes escuras, que sao
estruturas sexuais do fungo conhecidos como peritécios de G. zeae
(REIS, 1988a; PARRY et al., 1995).

As anteras de espigas sdao relatadas como sitios
preferenciais de infec¢do pelo patogeno (PARRY et al., 1995; REIS et
al., 1996; McMULLEN et al., 1997; BUSHNELL et al., 2003). Existem
algumas evidéncias de que os estdmatos sejam uma das vias de entrada
para Fusarium spp. em espigas de trigo (BUSHNELL et al., 2003;
PRITSCH et al.,, 2000). Segundo Lima (2003), em inoculacdes
artificiais, conduzidas em casa-de-vegetacdao, em espigas de trigo, em
ambiente favoravel, os danos foram similares a partir da emergéncia

completa da espiga, antes da extrusdo das anteras.



16

2.3.4 Controle da doenca

A intensidade de ocorréncia de giberela ¢ altamente
dependente das condig¢des climaticas para o seu estabelecimento e por
isso, as epidemias variam de ano para ano (CASA et al., 2004). Quanto
as condi¢des mais favoraveis a infecgdo pelo patdgeno sdo precipitagao
pluvial em dois ou trés dias consecutivos e temperaturas de 24 °C a 30
°C (MCMULLEN & STACK ,1994).

Nao existe medida de controle eficiente para giberela. A
sobrevivéncia do patdogeno em diversos hospedeiros, assim como a
facilidade de dispersao dos ascosporos, que sdo transportados a longa
distancia pelo vento, faz com que a giberela nio seja, eficientemente,
controlada pela rotacao de culturas (PARRY, 1995; ZAMBOLIM et al.,
2000; CHAMPEIL et al., 2004).

O uso de fungicidas, pode promover controle parcial da
giberela e da contaminagdo com micotoxinas. Fungicidas foliares sdo
usados para o controle da giberela, os quais sao aplicados em torno do
periodo de espigamento do trigo. J4, em outras areas devido, ao alto
custo, eficacia varidvel e a natureza esporadica das epidemias, os
fungicidas sdo raramente utilizados para controlar a doenga
(SCHMALE et al., 2010).

A resisténcia genética ¢ a estratégia mais econdmica €
eficiente para o controle de doengas em plantas. Para giberela, foram
descritos cinco tipos de resisténcia (MESTERHAZI, 1995):

Tipo I: resisténcia a infec¢do inicial;

Tipo II: resisténcia a propagagdo naa espiga;

Tipo III: resisténcia dos graos a infeccao;
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Tipo IV: redugdo do acimulo de micotoxinas

Tipo V: tolerancia.

No entanto, as melhores fontes de resisténcia disponiveis
nao possuem resisténcia completa e por mais que tenham resisténcia no
campo, nao sdo adaptadas agronomicamente. As informagdes para a
resisténcia do tipo II sdo mais encontradas e mais exploradas em
programas de melhoramento. Os programas brasileiros de
melhoramento de trigo tém concentrado os estudos nas resisténcias I, 11
e [II (DALLA NORA et al., 2011).

As cultivares de trigo mais utilizadas para cruzamentos no
mundo sdo de procedéncia japonesas, como Sumai 3, Nobeoka Bozu,
Ning 894037, Wangshuibai, Ning 7840, Shinchu-naga, que possuem
resisténcia Tipo II. Entretanto, a cultivar brasileira Frontana ¢
considerada por possuir resisténcia Tipo I (LIMA, 2012). A cv. Ning
7840, além de apresentar a mesma resisténcia da Sumai 3, apresenta
ainda melhor potencial de rendimento, bem como resisténcia a
ferrugem do colmo (BAI & SHANER, 2004).

Dessa forma, tendo em vista a complexidade dos
mecanismos de resisténcia, numeroso estudo tem mostrado que a
resisténcia a giberela ¢ condicionada por multiplos genes, com efeito
aditivo. Esses genes sdo fortemente afetados pelo ambiente, resultado
de baixa herdabilidade, sendo por isso a resisténcia genética a giberela
considerada como resisténcia horizontal. Buerstmayr et al. (2009)
resumiram os resultados de 52 estudos de locus de Fusarium para
caracteres quantitativos (QTL) e identificaram QTLs para resisténcia a
giberela em cada cromossomo, exceto no 7D. O QTL mais estavel e

consistente identificado ¢ o locus 3B chamado Fhb1. O mesmo tem sido
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identificado em Sumai 3 e seus derivados. Como visto, a maioria dos
programas de melhoramento genético utilizam quase que
exclusivamente trigos chineses como fonte de resisténcia a giberela.
Isso mostra que mundialmente os genétipos resistentes sdo escassos
(BAI & SHANER, 1996). Portanto, ¢ necessario aumentar as bases
genéticas da resisténcia do trigo e a alternativa mais viavel, atualmente,
baseia-se na identificagao de novas fontes de resisténcia, advindas de

espécies afins ao trigo cultivado.

2.4 Trigos sintéticos

Os trigos sintéticos sdao obtidos do cruzamento entre
espécies tetraploides (genomas AABB), como por exemplo— T.
diccocum ou T. durum, com espécies diploides, principalmente Ae.
tauschii (genoma DD). Os hibridos triploides produzidos (ABD) sdo
estéreis. A duplicacdo dos cromossosmos para produzir umanfliploide
resulta na sintese artificial do trigo hexaploide, restaurando, deste
modo, a fertilidade. O procedimento basico € o cultivo in vitro do
embrido triploide imaturo, seguido da aplicag¢do da colchicina, visando
a duplicagdo cromossomica e a fertilidade nas plantulas regeneradas.
Essas formas sintéticas representam um produto novo, onde o genoma
da espécie afim torna-se disponivel por ser mais facilmente cruzado
com a forma cultivada (MORAES-FERNANDES et al., 2000).

Dois tipos de trigos sintéticos tém sido produzidos pelo
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT —

México). O primeiro utiliza o trigo-duro (T. turgidum ssp. durum) como
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o doador dos genomas AABB, e o outro usa o trigo selvagem, T.
turgidum ssp. dicoccoides (MUJEEB-KAZI et al., 1996).

A maior colecdo de trigos sintéticos no mundo foi
desenvolvida pelo CIMMYT durante os anos de 1988-2010, com 1.300
sintéticos produzidos, utilizando cinquenta genotipos melhorados de T.
durum e novecentos acessos de Ae. tauschii. Destes, cerca de cem
sintéticos foram desenvolvidos usando acessos silvestres de T.
dicoccoides e Ae. tauschii. Colegdes adicionais de sintéticos também
foram desenvolvidas pelo CIMMYT e EUA usando trigo de inverno e
acessos de Ae. tauschii para facilitar a incorporac¢do de caracteristicas
desejaveis, em programas de melhoramento de trigo de inverno
(HANIF et al., 2014).

A grande vantagem dos trigos sintéticos ¢ que devido a
completa homologia cromossdémica ¢ possivel a partir desta nova
linhagem, a transferéncia de caracteristicas desejaveis diretamente para
as cultivares hexaploides. Este método permite, em uma geracao, a
incorporagdo de caracteristicas presentes em espécies ancestrais
distintas e impossiveis de serem combinadas através de metodologias
convencionais de melhoramento (CARDOSO, 2007).

Trigos sintéticos podem atuar como veiculo para a
introgressao de caracteres especificos presentes no genoma D, parao T.
aestivum. A diversidade genética dentro do trigo sintético hexaploide
traz alelos e genes de resisténcia/tolerancia a estresses bidticos e
abioticos (BIBI et al., 2012; RASHEED et al., 2012). No entanto,
geralmente possuem baixo valor agrondmico, dificil de trilhar, e baixo

rendimento (TRETHOWAN & MUJEEB KAZI, 2008).
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Exemplos de sucesso em trigos sintéticos sao evidenciados
em Becker et al. (2016) onde identificaram caracteristicas promissoras,
tais como, tracos constitutivos, como raizes mais longas e tragcos
plasticos, o que pode melhorar a condi¢do hidrica da planta sob estresse
hidrico. Além dessas caracteristicas agronomicas desejaveis, os trigos
sintéticos, também trazem genes de resisténcia a doengas. Como por
exemplo, Sun (2002), encontrou, estudando 51 acessos de trigos
sintéticos, resisténcia a mancha marron do trigo em pelo menos trés

acessos desses materiais.

2.5 A citogenética na caracterizacdo dos genétipos de trigo

Quando se objetiva o uso de hibridos interespecificos ou
intergenérico em programas de pré-melhoramento genético, ¢
importante avaliar o comportamento cromossdmico dos hibridos, bem
como inferir sobre a estabilidade genética que pode ser acessada a partir
de estudos citogenéticos. Essa area da ciéncia engloba todo e qualquer
estudo relacionado com o cromossomo, isolado ou em conjunto,
condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizacdo, fun¢do e replicagdo, quanto a sua variagdo e evolucao
(BRAMMER et al., 2007).

Zanotto et al. (2009) destacaram que uma andlise
citogenética importante que deve ser utilizada como selecdo assistida
ao programa de melhoramento genético e que possibilita determinar se
0 comportamento meidtico dos cromossomos ¢ normal, ¢ a analise de
graos de pdlen ou micrésporos, com um ou mais micronucleos. Por essa

técnica, centenas de graos de polen podem ser analisados quanto a
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presenca ou auséncia de micronucleos, fazendo com que o exame de
polens jovens se torne um método répido para determinar as
anormalidades de comportamento cromossdmico durante a meiose. Em
fase mais tardia, a andlise de grdos de polen permite avaliar algumas
caracteristicas anatomicas e fisioldgicas fundamentais para o seu
desenvolvimento, como niimero de niicleos e poros, tamanho do polen
e quantidade de amido.

Segundo Brambatti (2010), a analise citogenética ¢ usada
para analisar a estabilidade gendmica da espécie, a fertilidade, e
principalmente, para monitorar a transferéncia génica entre espécies,
possibilitando auxiliar na sele¢do e maximizar tempo, recursos fisicos
e financeiros, em programas de melhoramento genético de plantas,

A andlise de micronucleos torna-se extremamente
importante, pois a partirdela, pode-se inferir sobre a estabilidade dos
genotipos, uma vez que micronucleos se originam de fragmentos
cromossOmicos ou, até mesmo, cromossomos inteiros, que devido a
eventos clastogénicos (que quebram cromossomos) ou aneugénicos
(que induzem aneuploidia ou segregacao cromossomica anormal)
durante a anéafase se perdem formando “massas de cromatina”. Esses
podem também se originar a partir de interacdes entre agentes quimicos,
fisicos e/ou bioldgicos com a possibilidade de promover distirbios
mitoticos. Além disso, os micronucleos podem ser formados por
cromossomos bivalentes ndo orientados, assim como por Cromossomos
com ascensao precoce ou retardatdria que ocorrem nas metafases e
anafases da primeira e/ou da segunda divisdo da meiose (MENDES-

BONATO, 2002).
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As anormalidades mais comuns encontradas nas gramineas
¢ a migragdo precoce dos cromossomos para os polos e microntcleo em
tétrades (MENDES-BONATO et al., 2006). Diversos estudos sao
realizados sobre o comportamento meiodtico de algumas espécies de
trigo. No entanto, ainda ha falta de informacao sobre comparacdes do
comportamento meiodtico das espécies parentais do T. aestivum e do
trigo sintético hexaploide (ARABBEIGI et al., 2010). Isso porque sao
diferentes genomas envolvidos no cruzamento do trigo, o que dificulta
a complexidade dos estudos.

Alguns trabalhos recentes foram realizados analisando-se
as instabilidades meidticas em algumas espécies de trigo. Ghorbani et
al. (2015) compararam instabilidades meioticas de Ae. cylindrica com
as estabilidades mitoticas de T. monococcum. Também, Omidi et al.
(2014) estudaram a influéncia dos estresses ambientais, nas
anormalidades meidticas em trigo. Arabbeigi et al. (2010) investigaram

o comportamento meidtico em cultivares de trigo e em trigos sintéticos

2.6 Marcadores genéticos - microssatélites

Outra técnica de estudo que ¢ importante para o
melhoramento genético, € verificar a variabilidade genética presente
nos hibridos interespecificos, por meio de marcadores moleculares. O
marcador molecular pode ser definido como sendo qualquer fen6tipo
molecular oriundo de um gene expresso, como no caso das izoenzimas,

ou de um segmento especifico de DNA correspondente as regides
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expressas, ou nao do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Os marcadores moleculares surgiram como uma ferramenta
capaz de detectar variagdes genéticas no DNA. Possuem caracteristicas,
tais como serem numerosos € distribuidos por todo o genoma
eapresentar heranca mendeliana (YANG et al., 2013).

A maioria das caracteristicas de interesse econdmico
apresenta o padrdo de heranca poligénica, sendo determinadas por
inimeros genes de grande e/ou de pequeno efeito individuais e sob forte
influéncia de fatores ambientais (COUTINHO & ROSARIO, 2010). O
emprego de marcadores moleculares no processo de caracterizagdo
genética tem sido amplamente realizado devido a diversas
caracteristicas desejaveis. Dentre essas, os marcadores nio sio
influenciados pelos fatores ambientais (TENEVA, 2009).

Além do estudo de caracterizagdo genética no
melhoramento genético, os marcadores podem ser usados de mais trés
formas. A primeira utilizagdo, e que tem sido intensivamente aplicada,
visa a escolha de genitores durante os cruzamentos. A segunda ¢ o
emprego do teste de identidade, para serem utilizados como critério no
registro de cultivares e a terceira aplicagdo dos marcadores, ¢ a selegao
assistida (SAM) (RAMALHO & FURTINI, 2009). Marcadores,
quando ligados a genes de interesse podem ser utilizados para
selecionar alelos desejaveis em um programa de reprodu¢do assistida
(ZEB et al., 2009).

A técnica da reagdo de polimerase em cadeia (Polymerase
Chain Reaction - PCR) surgiu ha 36 anos e se baseia na duplicagdo

quantitativa da molécula de DNA por meio de sua replicagdo in vitro.
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Essa técnica possibilitou desenvolver e aplicar os marcadores
moleculares em estudos especificos tais como: sequéncias desejadas,
clonagem de genes, constru¢do de arvores filogenéticas, genes
condicionantes de caracteristicas de interesse € mapeamento gendmico,
entre outros (OLIVEIRA, 2010).

Dentre os diferentes tipos de marcadores, os microssatélites
sao muito utilizados em estudos de variabilidade. Os microssatélites sdo
sequéncias de um a seis pares de bases repetidas “em tandem” e
adjacentes, distribuidas no genoma. Esse tipo de marcador utiliza
primers (oligonucleotideos iniciadores) especificos que amplificam
regides com DNA repetitivo por se anelarem em regides adjacentes as
mesmas (MILACH, 1998).

Os marcadores microssatélites s3o muito atrativos para os
genteticistas, uma vez que o nivel de heterozigosidade ¢ extremamente
elevado. Além disso, esses marcadores apresentam heranga mendeliana
e s3o codominantes. Facilitam, também, a detec¢do de polimorfismo
entre individuos. Portanto, podem ser utilizados como marcadores
genotipicos para estudo da diversidade genética, constru¢ao de mapas
genéticos e caracterizacdo de germoplasma (SANTOS et al., 2014).
Dessa forma, estes marcadores provaram ser uma ferramenta eficiente
para a estimativa da variagdo genética no trigo (LANDJEVA et al.,
2006).

Naghavi & Mardi (2010) analisaram similaridades
genéticas com base nos marcadores AFLP e SSR em acessos de Ae.
tauschii. Sharma et al. (2014) relataram a presenga de diversidade
genética em trigos sintéticos, com uso de marcadores moleculares. Das

et al. (2015) avaliaram a diversidade genética entre 32 acessos de trigos
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sintéticos derivados do CIMMYT, usando marcadores moleculares
AFLP e SSR. Chen & Li (2007) observaram que o ranking da
diversidade média por locus e verificaram maiores valores por genoma
em D >B >A em genotipos de trigo hexaploide sintéticos. Chao et al.
(2007) relataram um ranking de diversidade genética nos genomas B
>D >A entre os genotipos de trigo, e Dreisigacker et al. (2005), um
ranking de B >A >D entre 68 linhas de trigo do CIMMYT.
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CAPITULO |

RESISTENCIA DO TIPO 111 A GIBERELA EM TRIGOS
SINTETICOS

RESUMO - A giberela (Gibberella zeae) ¢ uma doenga de importancia
econOmica na cultura do trigo e que acarreta perdas quantitativas e
qualitativas na produ¢do mundial de graos. Como ndo existe manejo
eficiente da doenga, a resisténcia genética ¢ desejavel. Um dos tipos de
resisténcia a giberela ¢ a resisténcia tipo III, caracterizada pela
resisténcia a infec¢do nos graos. Assim, os programas de melhoramento
genético buscam fontes alternativas de resisténcia a giberela. Dentre
elas, a busca de genes em trigos sintéticos que resultam do cruzamento
entre uma espécie tetraploide (genoma AABB) e outra diploide (DD),
originando um hibrido estéril ABD. Para restaurar a fertilidade ¢ feita a
sintese artificial duplicando os cromossomos com o uso de colchicina,
obtendo-se um novo hexaploide. Esses trigos sdo genomicamente
anfidiploides e devido a combinagao dos genomas dos pais, apresentam
resisténcia, principalmente, a fungos e insetos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar vinte acessos de trigos sintéticos quanto a reagdo tipo
III a giberela, juntamente, com seis cultivares previamente
caracterizadas para essa doenga. O delineamento foi em blocos
casualizados com 26 tratamentos e trés repetigcdes. A parcela foi
constituida de uma linha de 5 m, com sessenta sementes por metro
linear. No espigamento, graos com peritécios de G. zeae foram
distribuidos na superficie do solo. Apos, a area experimental foi

submetida ao molhamento de espigas com formagao de neblina, em dias
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sem precipitacdo pluvial. No estadio de espiga seca (ponto de colheita),
cinquenta espigas, de tamanho uniforme, foram colhidas e trilhadas, e
a giberela foi avaliada pelo percentual de grdos com sintomas. Os
acessos sintéticos de trigo com menore numero de graos giberelados,
em 2014 e 2015, foram CIGM93.298 ¢ CIGM92.1666, os valores
maximos foram encontrados em CIGM92.1849 e CIGM93.225,
respectivamente. Assim, os acessos com minimo percentual de GB sao
indicados a fazerem parte de programas de melhoramento genético

como possiveis fontes de resisténcia a giberela.

Palavras-chaves: Gibberella zeae, Ae. tauschii, hibridos

interespecificos.

RESISTANCE TYPE 111 TO FUSARIUM HEAD BLIGHT IN
SYNTHETIC WHEATS

ABSTRACT — The Fusarium head blight is a disease of economic
importance in wheat crop and that entails quantitative and qualitative
losses in world grain production. As there is no effective management
of the disease, genetic resistance is desirable. One of the types FHB
resistance is the resistance type IIlI characterized by resistance to
infection in the grains. Thus, the genetic improvement programs seek
alternative sources of FHB resistance. Among them, the search for
genes in synthetic wheats resulting from the cross between a tetraploid
species (genome AABB) and other diploid (DD), resulting in a sterile
hybrid ABD. To restore fertility is made artificial synthesis doubling

the chromosomes by using colchicine, yielding a new hexaploid. These
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wheats are genomically amphidiploid and due to the combination of
parental genomes, present resistance mainly to fungi and insects. This
work aimed to evaluate twenty hits of synthetic wheats as the type III
reaction to FHB, along with six cultivars previously characterized for
this disease. The design was a randomized block with 26 treatments and
three replications. The plot consisted of a line of 5 m, with sixty seeds
per meter. In silking, grain perithecia of G. zeae were distributed on the
soil surface. After the experimental area was subjected the wetting of
the ears with formation of fog, in days without rainfall. In dried ear
stage (harvest point), fifty ears, uniform in size, were harvested and
threshed, and FHB was assessed by the percentage of grains with
symptoms. Wheat synthetic access to menore giberelados number of
grains in 2014 and 2015, were CIGM93.298 and CIGM92.1666, the
maximum values were found in CIGM92.1849 and CIGM93.225
respectively. Thus, access with minimum percentage of GB are
indicated to be part of breeding programs as possible FHB resistance
sources.

Key words: Gibberella zeae, Ae. tauschii and interspecific hybrids.

1 INTRODUCAO

A giberela ¢ causada pelo fungo ascomyceto G. zeae
(Schwein), que afeta a produgdo de trigo em todo o mundo. Existem
mais de 17 espécies, no qual Fusarium graminearum (Schwabe), fase
imperfeita do fungo (assexuada), ¢ a espécie predominante. A
ocorréncia de epidemias tem-seintensificado nas ultimas décadas,
devido ao aumento da area plantada de milho, sendo a palha de milho

uma excelente fonte de indculo. Além disso, a pratica de preparo
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reduzido permite que residuos culturais permanecam na superficie do
solo, favorecendo a producdo da fase perfeita do fungo (ZHU et al.,
2015).

A enfermidade ¢ influenciada por condi¢des do ambiente,
sendo que precipitacao pluvial de 48 h consecutivas e temperatura entre
20 e 25 °C sao consideradas condigdes ideais para o desenvolvimento
da doenga (LIMA & FERNANDES, 2001).

A giberela ¢ uma doenca de dificil controle, e as estratégias
baseiam-se em manejo do ambiente e uso de fungicidas, mas estes ainda
ndo reduzem os danos causados pela doenca em nivel econdomico
(REIS, 2011). A protecao genética, pelo uso de cultivares resistentes,
apresenta-se como uma das alternativas. No entanto, o nivel de
resisténcia das cultivares de trigo ainda ¢ insuficiente. Ainda nao
existem cultivares de trigo resistentes, apenas moderadamente
resistentes, ja que a resisténcia a giberela ¢ dificil de ser alcangada por
ser poligenica, ou seja, governada por muitos genes. A busca mundial
por cultivares resistentes tem intesificado e existem poucas fontes de
resisténcia ao patogeno, sendo as mais conhecidas de origem asiatica
(GERVALIS et al., 2003). A cultivar chinesa Sumai 3 e seus derivados,
que apresentam resisténcia do tipo II, sdo amplamente utilizados em
programas de melhoramento de trigo em todo o mundo (BAI &
SHANER, 2004; RUDD et al, 2001). A cultivar brasileira Frontana, que
possui tipo de resisténcia I a giberela, também tem sido utilizada em
programas de melhoramento de trigo (SINGH & VAN GINKEL, 1997;
VAN GINKEL et al., 1996).

A obtengdo de cultivares com resisténcia a giberela ¢ dificil

porque a resisténcia ¢ governada por genes multiplos (resisténcia
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horizontal) e ¢ influenciada pelo ambiente (MESTERHAZY, 1995).
Desse modo, a criag@o de cultivares com resisténcia a giberela ¢ um dos
objetivos do Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(MUJEEB-KAZI et al., 2013; OGBONNAYA et al, 2013). A
resisténcia a doencgas ¢ limitada em Triticum aestivum. Desta forma,
busca-se introgressao de genes de parentes silvestres em cultivares de
trigo. Especificamente o doador do genoma D do T. aestivum, Aegilops
tauschii, tem muitos genes desejaveis para melhoria de resisténcia a
doencas no trigo (MUJEEB-KAZI & RAJARAM, 2002).

Assim, o trigo sintético hexaploide foi desenvolvido por
hibridagdo de trigo duro (T. turgidum, 2n = 4x = 28, AABB) ¢ Ae.
tauschii (2n = 2x = 14, DD). O CIMMYT tem uma longa historia de
geracdo ¢ utilizacdo desse material em seus programas de
melhoramento de trigo, tendo em vista as resisténcias a estresses
bioticos e abidticos encontradas nos trigos sintéticos (OGBONNAY A
et al., 2013). Este trabalho teve como objetivo avaliar vinte acessos de
trigos sintéticos e seis cultivares (testemunhas), previamente

caracterizadas quanto a essa doencga, quanto a reagdo a giberela,

2 MATERIAL E METODOS
O trabalho foi conduzido no campo experimental da
Embrapa Trigo, no municipio de Passo Fundo, RS, localizado a 687 m
de altitude, latitude 28°15' S, longitude 52°24' W, nas safras de inverno
2014 ¢ 2015. Vinte acessos de trigos sintéticos (Tabela 1) provenientes
do CIMMYT e seis cultivares de trigo, com diferentes graus de

resisténcia genética a giberela, foram testados.
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Tabela 1- Acessos de trigos sintéticos e cultivares de trigo utilizados
no experimento em 2014 e 2015. Embrapa Trigo, Passo
Fundo/RS. 2016

Identificacdo  Genotipos Cruzamentos
01 CIGMS88.1351-0B T9/DACKIYE/RABIA/SNIPE/4/Ae. s
. squarrosa
02 CIGM90.896 LCKS59.61/Ae. squarrosa
03 CIGM90.909 GAN/Ae. squarrosa
04 CIGM92.1629 GARZA/BOYEROS//Ae. squarrosa
05 CIGM92.1666 RASCON//Ae. squarrosa
06 CIGM92.1680 ARLIN_1/Ae. squarrosa
07 CIGM92.1696 DECOY 1/Ae. squarrosa
08 CIGM92.1698 GARZA/BOYEROS//Ae. squarrosa
09 CIGM92.1706 ARLEQUIN/Ae. squarrosa
10 CIGM92.1713 DECOY 1/Ae. squarrosa
11 CIGM92.1849 DECOY 1/Ae. squarrosa
12 CIGM93.200 SCAUP/Ae. squarrosa
13 CIGM93.205 DECOY 1/Ae. squarrosa
14 CIGM93.225 DECOY 1/Ae. squarrosa
15 CIGM93.268 CERCETA/Ae. squarrosa
16 CIGM93.294 DECOY 1/Ae. squarrosa
17 CIGM93.298 RASCON /Ae. squarrosa
18 CIGM93.302 DECOY 1/Ae. squarrosa
19 CIGM93.403 CERCETA/Ae. squarrosa
20 CASW94Y00054S CERCETA/Ae. squarrosa
71 BR 18 Terena 11\%/{1;):52&;&1;;23/383{? ainari 60/Weique/Red
22 BRS Guamirim Embrapa 27/Buck Nandu//PF93159
23 BRS 194 CEP 14/BR 23//CEP 19
24 BR 35/PF 8596/3/PF 772003*2/PF 813//PF
BRS 179 83899
25 Frontana Fronteira/Mentana
26 Sumai 3 Desconhecida

Fonte: Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Trigo.
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados
com 26 tratamentos constituidos por 20 acessos sintéticos e seis
cultivares testemunhas, com trés repeticdes. Cada genotipo foi semeado
em parcela de uma linha de 5 m com sessenta sementes aptas por metro
linear. O espacamento entre duas parcelas na linha de semeadura foi de 1
m. Lateralmente, o espacamento entre parcelas foi de 0,40 m. O
espacamento entre blocos foi de 0,80 m para possibilitar a colocagdo de
mangueiras sobre o solo visando o molhamento de espigas. A condugao
do ensaio seguiu as indicagdes técnicas para a cultura de trigo e triticale
(REUNIAO, 2014). O controle de enfermidades foi realizado até o estadio
10 (emborrachamento) da escala de Feeks & Large (1954). Determinou-
se a data em que cada acesso sintético e cultivar atingiu 50% do
espigamento e¢ a data da coleta das espigas secas. Ao inicio do
espigamento, graos de trigo com peritécios maduros de G. zeae,
produzidos conforme protocolo usado na Embrapa Trigo (LIMA 2007),
foram distribuidos em cada linha de irrigagdo. Apds, a drea experimental
foi submetida ao molhamento de espigas, com formag¢ao de neblina, em
dias sem precipitacao pluvial (LIMA & FERNANDES, 2002).

Para a avaliagdo de giberela foram coletadas cinquenta
espigas no estadio 11.4 (FEEKS & LARGE, 1954) denominado de
maturacdo de colheita, conforme metodologia descrita por Lima et al.
(1999) e que foram trilhadas em trilhadora elétrica estaciondria. A
entrada de ar foi reduzida visando a retencdo total de graos. Apds, as
amostras foram passadas pelo soprador, para eliminagdo do excesso de
palha e foram separados os graos aparentemente sadios, em relagdo a
giberela, denominados "graos normais", dos visualmente com sintomas

caracteristicos da doenca, denominados '"griaos giberelados” e
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determinou-se o percentual de graos afetados na amostra (LIMA,
2002). As informagdes meteoroldgicas de 2014 e 2015 foram obtidas
na Embrapa Trigo, sendo identificados os dias de cada més a partir do
espigamento (setembro, outubro, novembro de 2014 e 2015), com
precipitacdes > 0,5 mm.

Determinou-se o ciclo em dias da semeadura ao
espigamento (ciclo de espigamento) e da semeadura a colheita de espiga
seca (ciclo de maturagdo) dos gendtipos. Esses ciclos foram definidos
com base nas cultivares testemunhas: BR 18 Terena, BRS Guaramirim
e Frontana de ciclo precoce, BRS 194 ¢ BRS 179 de ciclo médio,
respectivamente. Os valores utilizados para definicdo dos ciclos do
espigamento foram: super precoce: < 70 dias, precoce: de 70 a < 80
dias, médio: de 80 a <90 dias, tardio: de 90 a < 100 dias e super tardio:
> 100 dias. Ja, para o ciclo de maturagdo, os valores utilizados foram:
super precoce: < 125 dias, precoce: 125 a < 130 dias, médio: 130 a <
140 dias, e tardio: 140 a < 150 dias.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste Scott e Knott a 5% de probalilidade,

pelo programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para o ano de 2014, o acesso CIGM92.1629, ndo espigou.
Por isso, 19 acessos sintéticos foram utilizados na analise estatistica.
No ciclo de espigamento, dois acessos sintéticos foram classificados

COMO Super precoces, CIinco acessos como precoces, um acesSso Como
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médio, 11 acessos como tardios € um acesso como super tardio (Tabela
2). As cultivares, BR 18 Terena e Frontana apresentaram ciclos
diferentes da classificacdo padrdo, provavelmente em funcdo do
ambiente climatico. Para o ciclo de maturacao, quatro acessos sintéticos
e a CV. BR 18 Terena foram classificados como super precoces, trés
acessos ¢ a cv. BRS Guamirim como precoces. As CVS. BRS 179, BRS
194, Frontana e Sumai 3, e mais 11 acessos, classificaram-se como ciclo
médio e os dois acessos restantes como tardios.

O uso de cultivares com ciclos reprodutivos diferentes ¢
uma pratica cultural que visa o escape a doencga, fazendo com que a fase
reprodutiva da cultura ndo venha coincidir com muitos periodos
favoraveis a doenga sendo recomendada, para minimizar os prejuizos
por giberela, em pelo menos, parte da lavoura (LIMA et al., 2002). No
entanto, de acordo com Osorio (1992), as condigdes de cultivo e as
variacoes dos fatores climaticos ou edafoldgicos de cada ambiente
podem influenciar a duracdo dos ciclos da cultura.

Os ciclos, em dias, da emergéncia ao espigamento e da
emergéncia a maturacao das plantas, representam um dos principais
caracteres de interesse em programas de melhoramento genético.
Plantas com ciclo precoce ficam menos tempo expostas aos estresses
bidticos e abidticos, permitindo a escolha da melhor época de
semeadura, de forma a aproveitar as condicdes ambientais mais

favoraveis ao seu desenvolvimento (CAMARGO, 1993).
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Tabela 2- Ciclo (dias) da semeadura ao espigamento ¢ da semeadura a
maturacdo de 20 acessos de trigos sintéticos e seis
cultivares de trigo nas safras 2014 e 2015. Embrapa Trigo,

Passo Fundo/ RS, 2016
Gendtipo l(z/ilaé;iia espi(s:g;(iloen to g/i[:;ﬁa Ciclo maturagao
CIGM93.225 64 Super precoce 120 Super precoce
BR 18-Terena 67 Super precoce 120 Super precoce
CIGM92.1698 69 Super precoce 124 Super precoce
CIGM92.1696 71 Precoce 121 Super precoce
CIGM92.1666 76 Precoce 121 Super precoce
CIGM93.403 78 Precoce 126 Precoce
CIGM92.1849 78 Precoce 129 Precoce
CASW94Y00054S 79 Precoce 127 Precoce
BRS Guamirim 79 Precoce 129 Precoce
Sumai 3 81 Meédio 131 Médio
Frontana 86 Meédio 135 Médio
BRS 194 86 Meédio 131 Médio
BRS 179 86 Médio 131 Médio
CIGM93.298 89 Meédio 134 Médio
CIGMS&8.1351-OB 90 Tardio 132 Médio
CIGM93.302 91 Tardio 134 Médio
CIGM93.200 92 Tardio 131 Médio
CIGM93.294 92 Tardio 131 Médio
CIGM92.1713 92 Tardio 134 Médio
CIGM90.909 94 Tardio 132 Médio
CIGM93.205 94 Tardio 137 Médio
CIGM92.1706 95 Tardio 135 Médio
CIGM93.268 97 Tardio 134 Médio
CIGM92.1680 98 Tardio 137 Médio
CIGM92.1629 99 Tardio 144 Tardio

CIGM90.896 104 Super tardio 148 Tardio
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Em 2014, o nimero de dias com precipitagdo maior que 0,5
mm foi de 14 dias em setembro, 11 dias em outubro ¢ 11 em novembro
(Figura 1). O volume de precipitagdo nestes meses ficou acima da
média em 32%, 15% e 9%, respectivamente (Tabela 3), indicando
condicdo favordvel ao patdgeno e, portanto, a ocorréncia de epidemia
de giberela em Passo Fundo/RS. Além das condi¢des naturais de
precipitagdo pluvial favoravel a ocorréncia da giberela, a partir do més
de setembro, inicio do espigamento dos genotipos, nos dias de
estiagem, a area experimental foi submetida a irrigagdo com formacgao
de neblina, (LIMA, 2002). Desta forma, a area experimental, teve
condi¢des de molhamento favoravel a giberela.

Além de molhamento, a temperatura também favoreceu a
enfermidade. No més de setembro a temperatura média ficou acima do
normal em 1,3 °C (Tabela 3). Em outubro e novembro, novamente, as
médias das temperaturas ficaram acima do normal em 2,20 °C e 1,6 °C,
respectivamente.

No ano de 2015, as precipitagdes ficaram acima da média,
sendo o nimero de dias com precipitagdo maior que 0,5 mm foi de 12
dias em setembro, 14 dias em outubro e 15 dias em novembro (Figura
2). Os volumes de precipitacao pluvial nestes meses ficaram acima da
média em 1,37%, 73% e 58% respectivamente, (Tabela 3), indicando
novamente condi¢des favoraveisl ao patdogeno e, portanto, a ocorréncia
de epidemia da giberela na area experimental.

No més de setembro, a temperatura média ficou acima do
normal em 0,7 °C e em outubro 0,6 °C. J4, em novembro, a temperatura

média ndo variou muito, comparada a temperatura normal.
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Além das precipitacdes pluviais favoraveis a giberela nos
meses de setembro, outubro e novembro de 2014 e 2015, as
temperaturas em geral acima da média também favoreceram a
ocorréncia da doenca. Como a giberela pode ocorrer a partir do
espigamento, e este, na regido sul do Brasil, ocorre na estacdo da
primavera, pode-se dizer que anos de primavera mais chuvosa, e com
temperatura mais elevadas que o normal sdo anos de epidemia da

doenca (LIMA, 2004).
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Figura 1- Precipitagdo pluvial (mm) nos meses de setembro, outubro e
novembro de 2014, Passo Fundo/RS, 2016
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Tabela 3- Precipitacdo pluvial total (mm), temperatura média (°C), nos
meses de setembro, outubro e novembro de 2014 e 2015,
Passo Fundo/RS, 2016

Ano Precipitagdo (mm) Temperatura (°C)
Set. Out. Nov. Set. Out. Nov.
2014 261,2 176,8 143,6 17,0 19,8 21,2
2015 200,4 264,0 208,7 16,4 18,2 19,4
Normal 197,7 152,9 131,7 15,7 17,6 19,6

Fonte: Embrapa Trigo- informagdes meteorologicas.
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Figura 2- Precipitacdo pluvial nos meses de setembro, outubro e
novembro de 2015. Passo Fundo/RS. 2016.

Tendo em vista que todos os gendtipos espigaram nos
meses de setembro, outubro ¢ novembro, ¢ diante das informacgdes
climaticas ¢ inegédvel afirmar, que houve condi¢cdes extremamente
favoraveis para a ocorréncia de epidemia da doenga,
independentemente da safra. A giberela infecta as espigas em condi¢des
de alta umidade favorecidas por periodos longos de molhamento, ou
seja, superior a 30 horas (DEL PONTE, 2007). Aliado a este fator,

temperaturas 6timas entre 20 e 30 °C, favorecem a infec¢do do fungo
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(DEL PONTE et al., 2004). Vale lembrar que, segundo Zoldan (2008),
o fungo, também pode se desenvolver em uma faixa mais ampla de
temperatura (10-30 °C), dependendo do periodo de molhamento da
espiga.

A analise da variancia para percentual de graos giberelados
e graos normais foi significativa nos dois anos de experimento. Em
2014, para a variavel graos giberelados (GB), ocorreu a formacao de
trés grupos, estatisticamente distintos (Tabela 4). No primeiro grupo
(a), com os maiores valores de GB foram inclusos, oito acessos
sintéticos e a cultivar suscetivel a doenca, BR 18 Terena. O valor
maximo de GB foi obtido no acesso CIGM92.1849 (69,37%) e o
minimo, no acesso CIGM92.1696 (43,30%). No segundo grupo (b), dez
acessos sintéticos e trés cultivares, sendo BRS 194 que ¢ suscetivel,
BRS Guamirim, moderadamente resistente e a Frontana que ¢
considerada fonte de resisténcia tipo I a doenga o valor maximo de GB
foi obtido na cultivar BRS 194 (37,63%) ¢ o minimo no acesso
CIGM90.909 (24,74%). O terceiro grupo (c) foi composto pelas
cultivares Sumai 3, fonte internacional de resisténcia tipo Il ¢ BRS 179,
moderadamente resistente e o acesso sintético CIGM93.298. O valor
minimo de GB foi obtido na cultivar BRS 179 (12,83%). Para a variavel
graos normais (GN), em 2014, ocorreu a formacdo de dois grupos
estatisticamente distintos, sendo que no primeiro (a), ficaram inclusos
13 acessos sintéticos e as cultivares BRS 179, Sumai 3, Frontana, BRS
Guamirim € BRS 179. O valor maximo de GN, foi obtido na cultivar
BRS 179 (87,17%) e 0 minimo no acesso CIGM88.1351-0OB (55,23%)).

O segundo grupo (b) foi composto por seis acessos sintéticos € a
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cultivar BR 18 Terena e o valor maximo de GN foi obtida na cultivar

BR 18 Terena (49,87%) e o minimo no acesso CIGM92.1849 (30,63%).

Tabela 4- Graos giberelados (GB) e graos normais (GN), obtidos em
25genotipos de trigo, na safra de 2014. Passo Fundo/RS.

2016

Genotipo GB (%) Grupo Gendtipo GN (%) Grupo
CIGM92.1849 69,37 a BRS 179 87,17 a
CIGM93.403 6397 a CIGM93.298 82,47 a
CIGM93.225 61,57 a Sumai 3 7883 a
CASW94Y00054S 5833  a CIGM90.909 7526  a
CIGM93.200 55,67 a Frontana 73,67 a
CIGM92.1698 5187  a CIGM93.205 73,50 a
BR 18 Terena 50,13 a BRS Guaramirim 73,47 a
CIGMS88.1351-OB 44,77  a CIGM92.268 73,47 a
CIGM92.1696 4330 a CIGM92.1713 71,03 a
BRS 194 37,63 b CIGM92.1680 70,27  a
CIGM93.294 36,93 b CIGM93.302 69,90 a
CIGM92.1666 36,40 b CIGM92.1706 67,90 a
CIGM90.896 3323 b CIGM90.896 66,77  a
CIGM92.1706 32,10 b CIGM92.1666 63,60 a
CIGM93.302 30,10 b CIGM93.294 63,07 a
CIGM92.1680 2973 b BRS 194 62,37 a
CIGM92.1713 2897 b CIGM92.1696 56,70 a
CIGM93.268 26,53 b CIGMS88.1351-OB 55,23  a
BRS Guaramirim 26,53 b BR 18 Terena 49,87 b
CIGM93.205 26,50 b CIGM92.1698 48,13 b
Frontana 26,33 b CIGM93.200 44,33 b
CIGM90.909 2474 b CASW94Y00054S 41,67 b
Sumai 3 21,17 ¢ CIGM93.225 3843 b
CIGM93.298 17,53 ¢ CIGM93.403 36,03 b
BRS 179 12,83 c CIGM92.1849 30,63 b
CV=12,20% CV=9,49%

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e
Knott a 5 %. Dados transformados V™ x.
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No ano de 2015, para a variavel GB, novamente ocorreu a
formacdo de trés grupos, estatisticamente distintos, sendo que o
primeiro grupo (a) foram inclusos 19 acessos sintéticos e as cultivares
BR 18 Terena e BRS 194 (Tabela 5). O valor maximo de GB foi obtido
no acesso CIGM93.225 (89,07%) e o minimo no acesso CIGM92.1696
(60,43%). O segundo grupo (b) foi incluso um acesso sintético
CIGM92.1666, com valor de GB de 45,07% e a cultivar Frontana com
valor de GB de 45,40%. No terceiro grupo (c) ficaram inclusas as
cultivares BRS Guamirim, Sumai 3 ¢ BRS 179, com menores valores
de % GB. O valor minimo de GB foi verificado na cultivar BRS 179
(18,60%). Para a variavel graos normais (GN), no ano de 2015, ocorreu
maior variabilidade com formagao de quatro grupos. O primeiro grupo
(a) foi constituido pelas cultivares BRS 179 (81,40%), Sumai 3
(78,43%) e BRS Guamirim (75,90%). O segundo grupo (b), apenas pela
cultivar Frontana (54,60%) e o acesso CIGM92.1666 (54,93%). O
terceiro grupo (c¢) foi composto por nove acessos sintéticos e a cultivar
BRS 194. O valor méximo de GN foi verificado no acesso
CIGM92.1696 (39,57%) e o minimo no acesso CIGM90.896 (23,63%).
Do quarto grupo fizeram parte dez acessos e a cultivar BR 18 Terena.
O valor maximo de GN foi verificado no acesso Trigo BR 18 Terena
(21,80%) e o minimo no acesso CIGM93.225 (10,93%)).

Nos dois anos de estudos, a cultivar de trigo BRS 179
apresentou valores minimos para GB. Em estudo para a identificagdo
de fontes de resisténcia a giberela, verificou-se que dentre algumas
cultivares a BRS 179 apresentou a menor porcentagem de graos

giberelados (RIVADENEIRA, 2001). Isto se deve ao fato de que a
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cultivar BRS 179 ¢ classificada como moderadamente resistente a

giberela para a resisténcia tipo III (LIMA, 2004).

Tabela 5- Graos giberelados (GB) e graos normais (GN), obtidos em
26 genotipos de trigo, no ano de 2015.Passo Fundo/RS,

2016.

Genotipo GB (%) Grupo Genotipo GN (%)  Grupo
CIGM93.225 89,07 a BRS 179 81,40 a
CIGM93.205 87,23 a Sumai 3 78,43 a
CIGM93.403 86,10 a BRS Guamirim 75,90 a
CIGM93.302 85,13 a CIGM92.1666 54,93 b
CIGM90.909 84,17 a Frontana 54,60 b
CIGM93.294 82,67 a CIGM92.1696 39,57 c
CIGM92.1849 82,63 a CIGMS88.1351-OB 37,13 c
CIGM93.200 82,10 a CIGM93.268 35,83 c
CIGM92.1629 79,43 a CIGM92.1713 33,60 c
CIGM92.1698 78,77 a CIGM92.1706 29,83 c
BR 18 Terena 78,20 a CASW94Y00054S 28,77 c
CIGM90.896 76,37 a CIGM92.1680 26,73 c
BRS 194 74,27 a CIGM93.298 26,00 c
CIGM93.298 74,00 a BRS194 25,73 c
CIGM92.1680 73,27 a CIGM90.896 23,63 c
CASW94Y00054S 71,23 a BR 18 Terena 21,80 d
CIMG92.1706 70,17 a CIGM92.1698 21,23 d
CIGM92.1713 66,40 a CIGM92.1629 20,57 d
CIGM93.268 64,17 a CIGM93.200 17,90 d
CIGMS88.1351-OB 62,87 a CIGM92.1849 17,37 d
CIGM92.1696 60,43 a CIGM93.294 17,33 d
Frontana 45,40 b CIGM90.909 15,83 d
CIGM92.1666 45,07 b CIGM93.302 14,87 d
BRS Guamirim 24,10 c CIGM93.403 13,90 d
Sumai 3 21,57 c CIGM93.205 12,77 d
BRS 179 18,60 Cc CIGM93.225 10,93 d
CV=9,37% CV=18,22

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e
Knott a 5% de probabiliadade. Dados transformados V™ x.
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A CV. Sumai 3, nos dois anos de estudo, permaneceu no
grupo de menor GB, sendo considerada a fonte com o maior grau de
resisténcia a giberela e tem sido amplamente utilizada por programas
de melhoramento genético em todo o mundo (BAI & SHANER, 2004;
STACK & MCMULLEN,1995). A CV. Frontana em ambos os anos
ficou no segundo melhor grupo de materiais com menores GB. Esta
cultivar ¢ citada na literatura como fonte de resisténcia I a giberela,
sendo frequentemente utilizada como um dos genitores em programas
de melhoramento de trigo (BAN, 2001; MESTERHAZY, 1995). A
cultivar BRS Guaramirim, no ano de 2015, também ficou inserida no
grupo de menores valores de GB. Em 2014, permaneceu no segundo
melhor grupo. Em trabalho realizado por Alves (2013), a avalia¢do de
graos giberelados mostrou que dentre algumas cultivares a BRS
Guaramirim, esteve no grupo com menores valores de graos
giberelados.

Tratando-se dos acessos sintéticos, no ano de 2014, o
acesso CIGM93.298, ficou inserido no grupo com menor valor para
GB, sendo estatisticamente igual a Sumai 3 e BRS 179. No ano de 2015,
apenas o acesso CIGM92.1666 ficou incluso no grupo de segundos
melhores valores em relagdo aos graos giberelados, sendo
estatisticamente igual a CV. Frontana.

Em trigos sintéticos, a resisténcia a giberela ndo esta
associada com Ae. tauschii, mas com o parental tetraploide
(PLAMENOV & SPETSOV, 2011). Ban & Watanabe (2001), ao
desenvolverem sintéticos hexaploides por hibridizacado, verificaram que
os sintéticos tinham mais suscetibilidade a giberela que os pais. Assim,

eles sugeriram que o genoma-D contido no Ae. tauschii foi o fator
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responsavel a suscetibilidade a doenca. Hartel et al. (2004) constataram
que a resisténcia a giberela transportada pelo cromossomo 3A do T.
turgidum ssp. dicoccoides foi expressa no sintético resultante.

Os acessos sintéticos utilizados neste trabalho foram
derivados do cruzamento entre T. durum e Ae. tauschii (Tabelal). O
acesso CIGM93.298 que ficou incluso no grupo de menores valores
para GB, em 2014, foi resultado do cruzamento entre RASCON/ Ae.
squarrosa. Em 2015, o acesso CIGM92.1666, pertencente ao segundo
grupo de genotipos com menores valores de GB, também foi resultado
do cruzamento entre RASCON/Ae. squarrosa. Ja, os acessos que
tiveram valores maximos de GB, CIGM92.1849 ¢ CIGM93.225, em
2014 e 2015 respectivamente sdo resultados dos cruzamentos entre

DECOY 1/Ae. squarrosa.

4 CONCLUSAO

Os acessos de trigos sintéticos CIGM93.298 e CIGM92.1666
apresentam menor incidéncia de giberela, servindo como potencial

fonte de genes de resisténcia a essa doenca.
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CAPITULO 11

ESTABILIDADE GENETICA EM ACESSOS DE TRIGOS
SINTETICOS: AVALIACAO CITOGENETICA COMO APOIO
EM PROGRAMAS DE MELHORAMENTO GENETICO.

RESUMO - Trigos sintéticos sdo resultados do cruzamento entre uma
espécie tetraploide (Triticum turgidum, AABB) e uma espécie diploide
(Aegilops tauschii, DD) originando um hibrido estéril, seguido por
duplicag¢do cromossdmica por meio de colchicina para restabelecer um
trigo hexaploide fértil. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
presenca de micronucleos e indice meiotico na fase de tétrades em
acessos de trigos sintéticos, e cultivares testemunhas (T. aestivum)
armazenados no Banco de Germoplasma da Embrapa Trigo. Espigas na
fase anterior a antese, de cinco plantas por gendtipo foram coletadas e
fixadas em solucao de Carnoy. As laminas citologicas foram preparadas
pelo método de maceragdo e a coloragdo das células feita com carmim
acético 1%. Foram observados, em microscopio oOtico, a presenca de
microndcleos em todos os genoétipos analisados, sendo encontrada,
variabilidade quanto a estabilidade genética nos dois anos de anélises,
em 2014, o percentual maximo de indice meiodtico dos acessos de trigos
sintéticos foi de 96,86% (CIGM93.403) e de no minimo de 44,54%
(CIGM92.1706). Em 2015, o percentual de indice meidtico méximo foi
de 96,60% (CIGM93.294) e o minimo de 47,96% (CIGM90.896).

Alguns genotipos foram meioticamente estaveis e poderam ser
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utilizados em programas de melhoramento genético de trigo, visando a

incorporagdo de resisténcia a doenca giberela.

Palavras-chaves: Gibberella zeae, Aegilops tauschii, microntcleo.

GENETIC STABILITY IN SYNTHETIC WHEAT ACCESS:
CYTOGENETIC EVALUATION AS A SUPPORT IN

BREEDING PROGRAM

ABSTRACT - Synthetic wheats are the result of cross between a
tetraploid species (T. turgidum, BBAA) and diploid species (Ae.
tauschii, DD) resulting in a sterile hybrid, followed by chromosome
duplication via colchicine to restore fertile hexaploid wheat. This study
aimed to evaluate the presence of micronuclei and meiotic index in
tetrads phase in access of synthetic wheats, and witnesses cultivars (T.
aestivum) stored in the germplasm bank of Embrapa Trigo. Spikes in
the previous stage before the five plants per genotype were collected
and fixed in Carnoy solution. The cytological slides were made by
soaking method and the coloration of cells was done with 1% acetic
carmine. Observations were under an optical microscope. We observed
the presence of micronuclei in all genotypes analyzed, in some larger
and in others less. It was found variability for genetic stability in the
two years of analysis, where in 2014 the biggest IM of synthetic wheats
access was 96.86% and the lowest of 46.32%. In 2015, the largest IM
was 96.60% and the lowest of 47.96%. Based on the results, some
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genotypes were considered meiotic stable and can be used in wheat

breeding programs.

Keywords: Fusarium head blight, Aegilops tauschii, micronuclei.
1 INTRODUCAO

O trigo (T. aestivum L.) ¢ uma das mais importantes
culturas alimentares e se tornara ainda mais significativa a medida que
a populacdo aumenta. Foi originado a milhdes de anos atras, da
hibridagdo natural entre a espécie diploide Triticum urartu (Gandylian)
e outra espécie Aegilops speltoides (A. Love), igualmente diploide.
Essas duas espécies, resultaram em um trigo tetraploide, Triticum
dicoccoides (Schrank) (MUJEEB-KAZI et al., 1996). Mais tarde, ha
cerca de dez mil anos, a domesticagao deste cereal levou a evolugao do
Triticum durum (Desf.), que, por sua vez, foi hibridizado com a espécie
selvagem Ae. tauschii (Coss) para produzir, assim, o trigo hexaploide,
T. aestivum (AABBDD) (MUJEEB-KAZI et al., 1996).

Trigos sintéticos hexaploides sdo obtidos a partir de
cruzamentos artificial entre o tetraploide T. turgidum (genoma AABB,
2n = 28) e o parente selvagem Ae. tauschii (genoma DD, 2n = 14),
seguido por duplicagdo dos cromossomos com colchicina, para
estabelecer um genoma hexaploide fértil (AABBDD) (TRETHOWAN
& VAN GINKEL, 2009). A diversidade genética presente no genoma
DD de Ae. tauschii, envolvido neste cruzamento é muito mais elevada
do que no trigo comum (NAGHAVI & MARDI 2010, REIF et al.,

2005). O genoma DD ¢ fonte de resisténcia a varios estresses bioticos
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e abioticos e poderia, portanto, contribuir para a melhoria das cultivares
de trigo (ASSEFA & FEHRMANN, 2000; COLMER et al., 2006).

Os estudos citogenéticos permitem comparagdes entre
populagdes silvestres e cultivadas com vista no comportamento dos
cromossomos durante a divisdo celular. Independentemente de uma
base adequada de germoplasma, o programa de melhoramento exige o
conhecimento do modo de reproducdo, nimero de cromossomos e
comportamento meiodtico dentro e entre espécies compativeis, a fim de
direcionar os cruzamentos (MENDES-

Plantas em estado silvestre, ou em fase de melhoramento,
possuem comportamento meidtico variavel entre os gendtipos. Assim,
podem apresentar irregularidades nas fases da meiose e pos-meiose,
resultando em fertilidade limitada quando se considera gametas
masculinos (DAMASCENO JUNIOR et al, 2010). Essas
irregularidades sdo comumente relatadas na familia Poaceae. Dentre as
mais comuns, verifica-se a migrag¢ao precoce dos cromossomos para os
polos e cromossomos retardatarios em metafases e micronticleos em
tétrades (MENDES-BONATO et al., 2006).

Microntcleos podem ser definidos como estruturas
resultantes de cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossomicos
que se perdem na divisdo celular e, por isso, ndo sdo incluidos nos
nucleos das células-filhas, permanecem no citoplasma das células
interfasicas (HEDDLE, 1973). A determinacao do indice meidtico ¢ um
procedimento simples para avaliar a regularidade do processo meiodtico
e, por ser uma técnica citologica rapida, demonstra prontamente o grau

de estabilidade meidtica (LOVE, 1951).
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Quando se pretende trabalhar com  hibridos
interespecificos, como no caso trigo sintético, ¢ fundamental saber o
comportamento meidtico das espécies, para poder utiliza-las em
cruzamentos. O grau de fertilidade das plantas ¢ demonstrado pelo
comportamento meidtico, e a formagdo de gametas funcionais €
controlada por genes que garantem um processo meidtico normal.
Entretanto, os genes podem sofrer mutagdes, ocasionando
irregularidades que comprometem a fertilidade dos individuos
(PAGLIARINI, 2000.)

Assim, este trabalho teve por objetivo estimar a
variabilidade, quanto a estabilidade genética, de alguns acessos de
trigos sintéticos, conservados na cole¢do de germoplasma da Embrapa
Trigo, por meio da analise de presenga de micronucleos e de indice
meiotico, para posterior uso nos programas de melhoramento genético

que visam incorporar resisténcia a giberela (Gibberella zeae).

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados vinte acessos de trigo sintético, oriundos
do Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT/
Meéxico) e mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Trigo (BAG-Trigo): CIGMS88.1351-OB, CIGM90.896, CIGM90.909,
CIGM92.1629, CIGM92.1666, CIGM92.1680, CIGM92.1696,
CIGM92.1698, CIGM92.1706, CIGM92.1713, CIGM92.1849,
CIGM93.200, CIGM93.205, CIGM93.225, CIGM93.268,
CIGM93.294, CIGM93.298, CIGM93.302, CIGM93.403 e
CASW94Y00054S. As testemunhas foram seis cultivares tradicionais
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de trigo (BR 18 Terena, BRS Gurarmirim, BRS 194, BRS 179, Frontana
e Sumai 3), também mantidas no BAG da Embrapa Trigo.

O ensaio foi conduzido no campo experimental da Embrapa
Trigo, Passo Fundo, RS, no “viveiro de giberela”. Essa denominagao ¢
designada a area experimental na Embrapa Trigo onde sao simuladas
condi¢des favoraveis a ocorréncia de epidemia de giberela, em campo,
visando avaliar a resisténcia de genotipos de cereais de inverno a
doenca. O delineamento experimental foi em blocos casulizados com
26 tratamentos e trés repeticdes. Cada genotipo foi semeado em parcela
constituida de uma linha de 5,00 m com 60 sementes aptas por metro
linear. A condugdo do ensaio seguiu as indicagdes técnicas para a cultura
de trigo e triticale (REUNIAQ, 2014).

As andlises citogenéticas foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Trigo. As laminas citologicas foram preparadas
usando trés anteras da mesma flor da regido mediana da espiga, de cinco
espigas por genotipo. A técnica utilizada foi da maceragdo e coloragio
com carmim acético 1%. Apds adicdo do corante, uma laminula de 22 x
22 mm foi colocada sobre a lamina, e aquecida rapidamente sobre bico
de Bunsen por aproximadamente 3x e vedada com uma mistura de cera
de abelha e breu (“LUTO”), aquecida no momento da montagem da
lamina/laminula. As varidveis analisadas foram: tétrades normais e
presenga de micronucleos. As primeiras duzentas tétrades foram contadas
e analisadas quanto a presenca ou auséncia de micronucleos. A
visualizacdo ocorreu pelo programa Pinnacle Studio Plus, em
microscopio optico Zeizz — Axiolab, com aumento de 400 X. O indice

meidtico (IM) foi calculado segundo Love (1949): IM = numero de
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tétrades normais/nimero total de tétrades analisadas x 100. As cultivares
com IM superior a 90% foram consideradas meioticamente estaveis.

Em 2014, o acesso CIGM92.1629 nao foi utilizado na
analise estatistica pois nao foi encontrada a fase de tétrades. Os dados
foram submetidos a andlise da varidncia e as médias, posteriormente,

foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 2014, para a varidvel graos com microntcleos (MCN),
ocorreu a formagao de trés grupos estatisticamente distintos (Tabela 1).
Dois acessos apresentaram MCN entre 50 e 55% (grupo a) e outros dois
acessos exibiram entre 30 e 40% (grupo b). Entretanto, 21 gendtipos de
trigo apresentaram percentual de tétrades com micronticleo (MCN)
abaixo de 20% (grupo c). Para o (IM), 21 genétipos incluindo
cultivares testemunhas e os acessos de trigos sintéticos, apresentaram
IM superior a 80% (grupo a). Em contraste, apenas dois acessos
apresentaram IM abaixo de 70% (grupo b) e dois abaixo de 50% (grupo
c).

No ano de 2015, a variabilidade quanto ao percentual de tétrades
com micronucleos e o indice meidtico foi maior. Para o MCN, ocorreu
a formag¢do de quatro grupos, sendo que acessos acima de 40%, ficaram
em um primeiro grupo (grupo a), genotipos com MCN de 25 a 31%,
ficaram em um segundo grupo (grupo b) e MCN de 10 a 25%, em um
terceiro grupo (grupo c) (Tabela 2). Abaixo destes valores (grupo d),
foram encontrados os genotipos com menores anormalidades.

Considerando o IM, 15 acessos apresentaram IM superior a 90%,
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incluindo as seis cultivares (grupo a), sete acessos apresentaram IM de
89 a 75% (grupo b), dois acessos IM entre 75 e 70% (grupo c) e dois
acessos (grupo d) IM abaixo de 60%

Tabela 1- Percentual de tétrades com micronucleos (MCN) e indice
meiotico (IM) no ano de 2014. Passo Fundo/RS, 2016

Genotipo MCN Grupo  Genoétipo M Grupo
CIGM92.1706 55,46 a BRS 179 98,98 a
CIGM93.268 53,68 a BRS Guamirim 97,96 a
CIGM93.205 38,10 b Sumai 3 97,58 a
CIGM92.1680 30,20 b CIGM93.403 96,86 a
CIGM90.896 19,20 c CIGM92.1666 96,68 a
Trigo BR 18
CIGM93.294 18,96 c Terena 96,56 a
CIGM93.302 13,44 c CIGM93.298 96,34 a
CIGM90.909 12,96 c CASW94Y00054S 96,12 a
CIGM93.200 11,56 c BRS 194 94,70 a
CIGM93.225 10,50 c CIGM92.1696 94,08 a
Frontana 10,28 c CIGMS88.1351-OB 92,82 a
CIGM92.1849 09,36 c CIGM92.1698 91,80 a
CIGM92.1713 09,28 c CIGM92.1713 90,72 a
CIGM92.1698 08,20 c CIGM92.1849 90,64 a
CIGMS88.1351-OB 07,18 c Frontana 89,72 a
CIGM92.1696 05,92 c CIGM93.225 89,50 a
BRS 194 05,30 c CIGM93.200 88,44 a
CASW94Y00054S 03,88 c CIGM90.909 87,04 a
CIGM93.298 03,66 c CIGM93.302 86,56 a
Trigo BR 18
Terena 03,44 C CIGM93.294 81,04 a
CIGM92.1666 03,32 c CIGM90.896 80,80 a
CIGM93.403 03,14 c CIGM92.1680 69,82 b
Sumai 3 02,42 c CIGM93.205 61,90 b
BRS Guamirim 02,04 c CIGM93.268 46,32 ¢
BRS 179 01,02 c CIGM92.1706 4454 ¢
CV=12,69% CV=10,63%

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e
knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2- Percentual de tétrades com micronucleos (MCN) e indice
meiotico (IM) no ano de 2015. Passo Fundo/RS, 2016

Genotipo MCN Gendtipo M
CIGM90.896 52,04 a BRS179 99,54 a
CIGM92.1629 43,62 a  Trigo BR 18 97,06 a
CIGM93.268 30,38 b  CIGM93.294 96,60 a
CIGM93.205 26,94 b  Frontana 96,20 a
CIGM92.1696 22,50 ¢ BRS Guamirim 96,08 a
CIGM92.1680 16,66 ¢ CIGM93.302 9584 a
CIGMS88.1351-OB 15,42 ¢ CIGM92.1713 9530 a
CIGM92.1698 14,58 ¢ CASW94Y00054S 92,50 a
CIGM90.909 14,08 ¢ CIGM92.1849 92,50 a
CIGM92.1706 12,74 ¢ BRS 194 92,04 a
CIGM93.298 11,58 ¢ CIGM92.1666 91,56 a
Sumai 3 09,36 d CIGM93.200 91,14 a
CIGM93.225 09,02 d CIGM93.403 91,12 a
CIGM93.403 08,88 d CIGM93.225 90,98 a
CIGM93.200 08,86 d  Sumai3 90,64 a
CIGM92.1666 08,44 d CIGM93.298 88,42 b
BRS 194 07,96 d CIGM92.1706 87,26 b
CIGM92.1849 07,50 d CIGM90.909 8592 b
CASW94Y00054S 07,50 d CIGM92.1698 8542 b
CIGM92.1713 4,70 d CIGMS88.1351-OB 84,58 b
CIGM93.302 4,16 d CIGM92.1680 83,34 b
BRS Guamirim 3,92 d CIGM92.1696 77,50 b
Frontana 3,80 d CIGM93.205 73,06 (¢
CIGM93.294 3,40 d CIGM93.268 69,62 ¢
BR 18 Terena 2,94 d CIGM92.1629 56,38 d
BRS 179 0,46 d CIGM90.896 4796 d
CV=30% CV=7,8%

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott e
knott a 5% de probabilidade.

Em 2014 e 2015, as seis cultivares utilizadas como
testemunhas permaneceram no grupo de melhor indice meidtico. No

entanto, os acessos de trigos sintéticos, com maximos IM diferiram
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entre os anos, sendo que em 2014, o acesso CIGM93.403 obteve
IM=96.86% e em 2015 o acesso CIGM93.294, apresentou IM=
96,60%.

No presente estudo observou-se, que ocorreu presenca de
MCN em todos os gendtipos estudados. Comparativamente, em
trabalho realizado com trigos sintéticos por Rezaei et al. (2010) foi
verificado que a incidéncia de micronucleos em diade e tétrades
representaram asirregularidades mais comuns.

Durante a telofase, o envoltorio nuclear ¢ formado ao redor
do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossomico perdido, que se
descondensa e, gradualmente, vai assumindo a morfologia de um
nucleo interfasico, com exce¢ao do tamanho, pois este ¢ bem menor que
o nucleo principal, razdo pela qual ¢ chamado de microntcleo
(FENECH, 2000). Estas irregularidades presentes em trigos sintéticos
hexaploides sdo altamente afetadas pela interacao gendtipo x ambiente
(REZAEI et al., 2010).

Ressalta-se que outras possiveis causas para a formacao de
micronucleos pode ser devido a citomixia, principalmente quando ela
esta associada com a profase (BOLDRINI et al., 2006). A citomixia
consiste na migracao de material genético, produtos génicos e organelas
entre meidcitos por meio de conexdes citoplasmaticas ou canais
citomiticos (FALISTOCCO et al., 1995).

No entanto, a provavel explicagdo para elevados indices de
micronucleos presentes nos trigos sintéticos ¢ que este germoplasma ¢
o resultado de hibridizagdes artificiais resultantes de cruzamentos
realizados artificialmente. Além disso, e devido ao genoma de trigo

sintético ter uma combinagdo de T. turgidum x Ae. tauschii. (REZAEI
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et al.,, 2010), faz com que a duragao do ciclo meidtico varie nos
diferentes genomas, o que pode ser a causa para a instabilidade meiotica
(OETTLER, 2005). Também os genomas de T. turgidum (AABB)
desempenham um papel mais importante do que o genoma de Ae.
tauschii (DD) na produgdo de gametas 2N. Assim, a presenca de
micronticleos pode também ser explicada pela distancia do genoma D
do Ae. tauschii (ZHANG et al., 2009).

Além das causas genéticas apresentadas, fatores abidticos,
também podem levar a fragmentagdo do material genético gerando
células com microntcleos (DIEGUES et al., 2015). Embora os
mecanismos de reparo celular sejam eficientes, a formagdo de
micronucleos se deve a alteragcdes cromossdmicas, muitas vezes ligadas
a fatores ambientais (MAJER et al., 2001).

Em 2014, por exemplo o acesso de trigo sintético que
apresentou percentual maximo de MCN, CIGM92.1706 (55,46%) foi
coletado para analises de tétrades na segunda quinzena de outubro, onde
as temperaturas minimas, maximas e umidade relativa estavam acima
do normal (Tabela 3). Em 2015, novamente os trigos sintéticos que
apresentaram percentual de micronucleos mais elevados (grupo a)
foram os que entraram na fase de tétrades no final de outubro, em que
as médias de temperatura maxima, minima e umidade foram novamente
acima do normal. A umidade relativa estava 9,6% acima do normal para
0 més.

Variagdes de umidade podem afetar a formacdao de
microntcleos na fase de tétrades (SPOSITO et al., 2015). Em trabalho
realizado com trigo, Omidi et al. (2014) notaram que as variedades

tiveram a menor quantidade de anomalia em condi¢des ambientais
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normais. Com aumento da temperatura, houve um aumento

significativo de alteragdes meidticas em diversas variedades.

Tabela 3- Informagdes meteorologicas dos anos de 2014 e 2015. Passo
Fundo/RS, 2016

Ano Fatores Agosto  Setembro Outubro  Novembro
climaticos

2014 Tem.Min.(°C) 9,9 13,2 14,8 16,0
Tem.Max.(°C) 21,5 22,4 26,4 27,7
UR % 71,7 78,5 70,5 65,0

2015 Tem.Min.(°C) 13,3 11,8 13,9 15,3
Tem.Max.(°C) 24,0 22,6 24,1 25,0
UR % 70,8 74,5 78,6 78,7

Normal
Tem.Min.(°C) 9.9 11,0 12,9 14,8
Tem.Max.(°C 19,9 21,2 23,8 26,0
UR % 73,0 72,0 69,0 67,0

Fonte: Embrapa Trigo.
http://www.cnpt.embrapa.br/pesquisa/agromet/app/principal/agromet.php?ano=2015

Os acessos que apresentaram alta incidéncia de
microndcleo ndo sdo os mais recomendados para serem utilizados em
cruzamentos no melhoramento genético, uma vez que o material
contido nesses micronucleos pode vir a influenciar a expressao génica
no DNA nuclear, mitocondrial e cloroplastidico. Esse fato pode ainda
gerar implicagdes evolutivas muito importantes, podendo alterar a
variabilidade dos meidsporos produzidos, influenciando na viabilidade
e no nivel de ploidia dos graos de polen (DIEGUES et al., 2015).

No presente estudo, o grupo que apresentou menor
percentual de MCN, em 2014, teve média de 7,86% (grupo c), e em
2015, a média foi de 6,06% (grupo d) (Tabela 1). Em trabalho realizado
no Ird, também com trigos sintéticos, foi observada uma média de

1,04% de tétrades com microntcleos (ARABBEIGI et al., 2010). Esses
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valores estdo bem abaixo dos evidenciados neste trabalho, em Passo
Fundo/RS, mostrando mais uma vez a interferéncia das condi¢oes
climaticas, e dos locais totalmente distintos. Quanto ao IM, no ano de
2014, dos 19 acessos de trigos sintéticos utilizados, 15 ficaram no
primeiro grupo (a), sendo este, o de melhor indice meiodtico. A média
dos acessos sintéticos analisados neste grupo foi 90,63%. Quatro
gendtipos permaneceram em segundo e terceiro grupo (b e c¢), sendo
que a média de IM destes foi inferior a 70%.

Em 2015, nove acessos sintéticos permaneceram no
primeiro grupo (a), com média de IM de 93,13% (Tabela 2). Os sete
acessos do segundo grupo (b) tiveram média de 84,63%. Os ultimos
quatro acessos sintéticos dos dois ultimos grupos tiveram médias
abaixo de 72,5% de IM. Gendtipos que apresentam indice meidtico
abaixo de 90%, podem resultar problemas reprodutivos quando
envolvidos em cruzamentos, pois sdao considerados instaveis
citogeneticamente, e isto pode vir a gerar dificuldades no pareamento
cromossomico (LOVE, 1951).

A CV. BRS 179, tanto no ano de 2014 quanto no ano de
2015, apresentou o maximo IM (98,98% e 99,54%, respectivamente) e
minimo percentual de MCN (1,02% e 0,46%, respectivamente). Isso
porque ¢ uma cultivar recomendada e adaptada para os estados do Rio
Grande do Sul, resultante de uma alta estabilidade genética. A média de
IM das cultivares variaram de 95,91% e 95,26% nos anos de 2014 e
2015 respectivamente, e todas ficaram no mesmo grupo (a).
Comparativamente, trabalhos com espécies da familia Caricaceae foi
constatado maior indice meidtico para a espécie cultivada em relagdo a

espécie silvestre (DAMASCENO JUNIOR et al., 2010).



58

Os indices meidticos dos 19 gendtipos de trigos sintéticos
aqui estudados, em 2014, variaram de 44,54% (CIGM92.1706) a
96,86% (CIGM93.403). Ja, em 2015, o valor maximo de IM para
material sintético foi de 96,60% (GIGM93.294) e o minimo de 47,96%
(CIGM90.896). Em ambos os anos, observou-se, variabilidade quanto
a estabilidade genética dentro dos materiais. Em trabalho realizado com
trigos sintético, no Ird, revificou-se, que o menor indice meidtico foi de
99% (ARABBEIGI et al., 2010).

A identificagdo de alteracdes genéticas entre as populagdes,
dentro de uma espécie em estudo, ¢ um aspecto basico nos programas
de melhoramento vegetal (NASCIMENTO JUNIOR et al., 1990). A
identificacdo de genotipos mais estdveis mediante andlise citologica
permite, portanto, o planejamento de programas de produgdo de
sementes das cultivares em vias de langamento, como, também, auxilia
na eventual utilizacdo deste, para a produg¢dao de novas populacdes

(POZZOBON et al., 2011).

4 CONCLUSOES
Existe variabilidade quanto a estabilidade genética em acessos
de trigos sintéticos. Essa variabilidade ocorre devido a fatores genéticos
e ambientais. No entanto, recomenda-se que somente os genodtipos
meioticamente  estaveis, CIGM93.298, CIGM92.1666 sejam
incorporados em trabalhos de melhoramento genético para resisténcia

a giberela.
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CAPITULO Il

DIVERSIDADE GENETICA DE TRIGOS SINTETICOS
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES
MICROSSATELITES

RESUMO - Vinte acessos de trigos sintéticos hexaploides (2n = 6x =
42, AABBDD) e seis cultivares tradicionais foram analisados
utilizando 42 marcadores microssatélites, a fim de investigar a
diversidade genética para uso em selecdo assistida em programas de
melhoramento de Triticum aestivum. Um total de 73 alelos foram
detectados mediante estes marcadores, com o maximo de quatro alelos
por locus. O conteudo de informagao polimérfica (PIC) mostrou que o
genoma B ¢ de maior diversidade genética entre os genomas A, B, e D
dos trigos hexaploides sintéticos. Os resultados indicaram que o trigo
sintético hexaploide ¢ uma eficiente forma de enriquecer fundos
genéticos de trigo, especialmente por utilizar as variagdes genéticas do
genoma D de Aegilops tauschii para melhoria de trigo. O dendograma
UPGMA, baseado em uma matriz de distancia genética de Dice,
permitiu distinguir seis grandes grupos. Os resultados demonstraram a
utilidade destes marcadores microssatélites na deteccdo do

polimorfismo de DNA e estimativa da diversidade genética da espécie.

Palavra-chave: Aegilops tauschii, SSR, variabilidade.
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GENETIC DIVERSITY OF SYNTHETIC WHEATS BY
FUSARIUM HEAD BLIGHT

ABSTRACT - Twenty wheat synthetic hexaploid accessions (6x = 2n
=42, AABBDD) and six traditional cultivars were analyzed using 42
microsatellite markers in order to investigate the genetic diversity for
use in assisted selection in T. aestivum breeding programs. The total of
73 alleles were detected by these markers, with the maximum of four
alleles per locus. The polymorphic information content (PIC), showed
that the genome B is greater genetic diversity between the genomes A,
B, and D of synthetic hexaploid wheats. The results also indicate that
the synthetic hexaploid wheat is an effective way to enrich genetic
backgrounds of wheat, especially by using the genetic variations of the
D genome of Ae. tauschii for improvement of wheat. The dendrogram
UPGMA, based on a matrix of genetic distance Dice allowed to
distinguish six major groups. The results demonstrate the usefulness of
these markers in the detection of microsatellite DNA polymorphisms

and estimating the genetic diversity of the species.

Keyword: Aegilops tauschii, SSR, variability.

1 INTRODUCAO

O trigo comum ¢ umas das mais importantes culturas
alimentares e se tornara ainda mais significativo a medida que a

populagdo aumenta. Foi originado, a partir da hibridizagdo espontinea
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de Triticum turgidum tetraploide (2n = 4x = 28, AABB) e o trigo
diploide Ae. tauschii (Coss) (2n = 2x = 14, DD) (YANG et al., 2009).
Contudo, acredita-se que a evolucdo do trigo comum envolveu poucos
membros das duas espécies progenitoras. Desta forma, a genética do
trigo hexaploide ¢ muito estreita se comparada aos seus progenitores.
Isto ja foi confirmado através de analises genéticas e moleculares do
trigo comum e seus descendentes (NAZEM & ARZANI, 2013).

Uma das maneiras mais importantes de aumentar a
diversidade genética em trigo comum ¢ o desenvolvimento de trigo
sintético hexaploide. Estes hibridos, sao produtos do cruzamento
artificial entre T. turgidum x Ae. tauschii, os progenitores evolutivos do
trigo comum (MUJEEB-KAZI et al., 1996). Ae. squarrosa (syn. Ae.
tauschii e T. tauschii 2n = 2x = 14, DD), o doador do genoma D do
trigo comum (T. aestivum), tem muitos genes agronomicamente
importantes e desejaveis para a melhoria de trigo (SHARMA et al.,
2014).

A estimativa de diversidade genética ¢ uma ferramenta
fundamental que fornece meios para o desenvolvimento e melhoria das
variedades vegetais. Alta diversidade genética significa que existem
mais chances de selecdo e melhores evolugdes de variedade. A
existéncia de variabilidade genética ¢ uma forma de manter a
capacidade natural das espécies de responder a mudangas climaticas e
a todos os tipos de estresses bioticos e abidticos e assegurar a base para
ganhos genéticos (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011). Pode ser
estimada utilizando-se diferentes métodos, dentre estes o uso de

marcadores moleculares (HABASH et al., 2009).
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Os marcadores moleculares proporcionam uma alternativa
satisfatoria, porque eles podem detectar niveis elevados de
polimorfismo entre cultivares e ajudam a melhorar a eficiéncia e
precisdo da estimativa da similaridade genética e ndo sdo influenciadas
pelo ambiente (DAVILA et al., 1998). O estudo de diversidade genética
entre populagdes, através do uso de microssatélites, tem sido aplicado
com éxito em varias espécies vegetais, tais como em trigo e arroz
(REDDY et al., 2002).

Marcadores microssatélites ou Simples Sequence Repeats
(SSR) possuem uma vasta utilidade na investigacdo do genoma do
trigo, pois oferecem desde a reprodutibilidade, natureza multialélica,
heranca co-dominantes, a especificidade do genoma, abundancia
relativa e uma boa cobertura do genoma (VARSHNEY et al., 2005;
GANAL & RODER, 2007).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites
sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma espécie,
ou até mesmo entre espécies relacionadas. A regido genomica que
corresponde as sequéncias repetitivas sdao amplificadas, via PCR
(KARAOGLU et al.,, 2005). A amplificagdo ¢ feita utilizando
iniciadores especificos de 20-30 bases, complementares as sequéncias
que flanqueiam uma determinada sequéncia repetitiva. Os segmentos
amplificados, a partir destes sitios de anelamento de iniciadores,
apresentam um elevado polimorfismo, produto da presenca de
diferencas no nuimero de elementos repetidos. Dessa forma, cada
sequéncia repetitiva, independentemente do elemento repetitivo,
constitui-se num locus génico altamente variavel, multialélico e de

grande conteudo informativo em relacao a uma espécie. Cada segmento
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amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do
mesmo locus dentro da populagdo (DUTECH et al., 2007).

Estes alelos, sdo codificados e analisados para ser realizado
entdo, uma analise agrupamento. A analise de agrupamento ¢ uma
técnica que tem por objetivo identificar grupos de individuos com
caracteristicas similares em relagdo as variaveis observadas. A técnica
¢ realizada apds a estimacdo de uma matriz de distancia ou
dissimilaridade, e com base nessa matriz identificam-se os grupos pela
similaridade dos individuos, de forma a obter homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre os grupos formados (CRUZ, 2008).

Entre os métodos de agrupamento mais empregados pelos
melhoristas de plantas destacam-se os hierarquicos, onde os individuos
sdo agrupados por um processo que se repete em varios niveis, até que
seja estabelecido um dendrograma, nao havendo preocupagdao com o
numero 6timo de grupos. Entre os mais utilizados estdo o método de
ligagdo média entre grupos (“Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean — UPGMA”) (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Diante disto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
diversidade genética entre vinte acessos sintéticos e seis cultivares

tradicionais com base em marcadores moleculares microsatélites.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Vinte acessos de trigos sintéticos hexaploides, derivados de
hibridacdo entre acessos de T. durum e Ae. tauschii foram utilizados

neste trabalho, oriundos do Centro Internacional de Mejoramiento de
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Maiz y Trigo (CIMMYT — México) e armazenados no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Trigo (BAG-Trigo): CIGMS88,1351-OB,
CIGM90.896,  CIGM90.909, CIGM92.1629, CIGM92.1666,
CIGM92.1680, CIGM92.1696, CIGM92.1698, CIGM92.1706,
CIGM92.1713, CIGM92.1849, CIGM93.200,  CIGM?93.205,
CIGM93.225, CIGM93.268, CIGM93.294, CIGM93.298,
CIGM93.302, CIGM93.403 ¢ CASW94Y00054S e seis cultivares
tradicionais de trigo, utilizadas como testemunhas, também
armazenadas no BAG da Embrapa Trigo (BR 18 Terena, BRS
Guaramirim, BRS 194, BRS 179, Frontana ¢ Sumai 3).

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de
Biotecnologia da Embrapa Trigo, Passo Fundo e as PCRS no
Laboratério de Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias na

Universidade Nacional de Rosario, Zavalla, Santa Fe, Argentina.

2.2 Extracdo de DNA e marcadores microssateélites

Extraiu-se o DNA, a partir de cerca de 2 g de folhas de trigo.
O DNA foi extraido das folhas oriundas de sementes germinadas em
papel Germitest, coletadas com aproximadamente 10 cm de
comprimento. O tecido foliar coletado foi pesado (300 mg) e macerado
com nitrogénio liquido. A extragdo foi realizada utilizando tampao
CTAB (700 pL) pré-aquecido a 65 °C. As amostras foram mantidas em
banho-maria por 60 min. A separagdo da fragdo contendo o DNA foi
realizada com 700 pL de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1), 2 vezes,
seguidas de centrifugacdo a 10.000 rpm. Para precipitar o DNA,

utilizou-se isopropanol (500 uL). Ap6s um periodo de incubagao de, no
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minimo, 30 min, o sobrenadante foi retirado e o pellet lavado com 600
uL de etanol 70% e, em seguida, com 600 pL de etanol 96%.
Posteriormente o DNA foi ressuspendido em 100 pL de Tris-HCI
10mM, contendo RNase (10mg/mL), incubado a 37 °C por uma hora.
(DOYLE & DOYLE,1987). A quantificacao foi feita em gel de agarose
a 1 %, com coloracdo de brometo de etidio. O DNA utilizado na
quantifica¢do tinha peso de 100 e 200 ng. Depois os DNAs foram
liofilizados até o momento do uso, onde foram entdo ressuspendidos.
Quarenta e dois iniciadores microssatélite (Tabela 1),
utilizados neste estudo, foram selecionados com base na cobertura

ampla dos trés genomas A, B e D do trigo.
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2.3 Reacdo em cadeia da polimerase

As amplificagdes da PCR foram realizadas em 15pul
(volume final) de solug¢do contendo 0,2 uM de cada primer (forward e
reverse), 0,2 mM de cada dANTP, 2,5 mM de MgCl,, 1 U de Taq
polimerase (Invitrogen), solucdo tampao Buffer PCR 10 X e 40 ng de
DNA de cada cultivar em estudo. As reagdes foram conduzidas em
termociclador TM Bio-Rad utilizando-se a seguinte programag¢do: um
ciclo a 94° C por 7 min; 6 ciclos de 94° C por 1 min, 60° C por 1 min
(decrescendo 1° C por ciclo até 55° C), 72° C por 1 min; 20 ciclos de
94° C por 1 min, 55° C por 1 min, 72° C por 1 min; e um ciclo de 72° C
por 10 min. Os produtos da amplificacdo foram separados mediante
eletroforese em gel de agarose 2% em TBE (Tris — Acido Borico —
EDTA) auma voltagem de 100V durante aproximadamente 1 hora e 40
minutos. A visualizacdo foi realizada por coloragdo com SYBR®Safe
(Invitrogen), utilizando-se o marcador Low Molecular Weight DNA
Ladder (New England BioLabs), a fim de identificar o tamanho dos
fragmentos amplificados. Ap0s a eletroforese, os géis foram analisados
em um transiluminador de luz ultravioleta e sua imagem digitalizada

utilizando sistema de camera fotografica de alta resolucao.

2.4 Analise estatistica

Fragmentos amplificados foram codificados (scoring) para
presenca ou auséncia como 1 e 0, respectivamente. Esses dados foram
utilizados para calcular a matriz de distancia de dados por marcadores
moleculares do tipo codominante, em conformidade com as disposi¢des

do programa Infogen (BALZARINI & DI RIENZO, 2004). A partir da
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matriz de distancia de Dice se realizou uma analise de conglomerados
através de método de average linkage UPGMA (unweighted pair group
method using arithmetic averages), desenvolvido por Sokal &
Michener (1958) e se célculou o indice de correlacdo cofenética. O
polymorfic information contente (PIC) foi determinado utilizando-se a
seguinte formula:

PIC=1-3%Pij2

onde Pij2 ¢ a frequéncia do alelo jth por locos ith,
abrangendo todos os alelos por locos (NEI, 1973) .Todas as analises dos
dados moleculares foram realizadas através do o programa Infogen

(BALZARINI & DI RIENZO, 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 42 SSR originalmente proposto, foram usados 37 por
apresentar a amplificagdo ¢ um padrao de bandas nitido que permitiu a
leitura do mesmo. Para os cinco microssatélites restantes, as
amplificacdes ndo foram satisfatorias. Os 37 microssatélites que
apresentaram amplificacdo permitiram determinar que das 26 amostras
de trigo nenhuma se encontrou duplicada. Foi gerado um total dee 73
bandas/alelos, que apresentaram 80,82% de polimorfismo e uma média
de dois alelos por locus.

O primer de microssatélite que mais alelos amplificou

foi 0 WMS 44 com um total de 4 bandas/alelos, tendo em vista as 26
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amostras (Figural).

Figura 1- Padrao molecular de 26 amostras de DNA, amplificadas
pelo primer WMS44, em gel de agarose 2% e marcador
DNA Ladder de 100pb.

Os microssatélites WMS 99, WMS 106, WMS 136, WMS
WMS 148, WMS 181, WMS 183, WMS 375 e WMS 428 amplificaram
3 bandas/alelos cada um deles, enquanto os restantes amplificaram um
ou dois alelos cada microssatélite (Tabela 2). Em estudo realizado,
também, com trigos sintéticos, a técnica SSR demostrou alto nivel de
polimorfismo e de variacdo genética entre os sintéticos. Foram
detectados um total de 326 alelos em 49 locus utilizando 45 marcadores
microssatélites com uma média de 6,65 alelos por loco (CHEN GUO-
YUE et al., 2007). Sharma et al. (2014), ao trabalharem com 24 linhas
sintéticas e 15 marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat),
detectaram 75 alelos (cinco bandas/primer), dos quais 36 foram
polimérficos e a percentagem de polimorfismo foi de 80%.

Em outros estudos, onde foram analisados trigos sintéticos,
foram utilizados 77 marcadores microssatélites, a fim de investigar a
diversidade genética, sendo que os mesmos amplificaram 452 alelos,

dos quais 431 (95,35%) foram polimoérficos. O niimero de alelos
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reveladas para cada marcador SSR variaram de 2 a 16, com uma média
de 5,95 alelos por locus (KAZI et al.,2012). Em contraste, estudos
realizados apenas com o T. aestivum ou trigo de panificagdo tém
observado menor diversidade alélica. Por exemplo, Chen et al. (2003)
rastrearam diversidade genética no trigo de inverno chinés e
encontraram uma média de 3,5 alelos por loco. Zhan et al. (2006),
utilizaram 79 pares de primers SSR para analisar 129 acessos de trigo
cultivados e detectaram o total de 335 alelos, com uma média de 4,24
alelos por loco. Ma e Zhang (2008) rastrearam 57 genotipos de trigo
chinés e detectaram uma média de 3,09 alelos por loco.

Tendo em vista esses resultados de alguns trabalhos, nota-
se que a predominancia dos dados publicados indica que a diversidade
de alelo depende do tamanho e da origem do grupo de amostra
(LEONOVA et al., 2014). Neste estudo, o numero médio de alelos
detectados por locus era inferior aos apresentados nos trabalhos
anteriormente com trigos sintéticos, destacando-se o entanto elevado
(80,82%) polimorfismo foi obtido.

O polymorfic information content ¢ uma estimativa
utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério do loco. A maior
informatividade de uma classe de marcadores define sua maior
eficiéncia em detectar polimorfismo entre dois individuos (RAFALSKI
et al., 1996).

O PIC representa a probabilidade de se encontrar o
marcador nos estados de presenga ou auséncia. O valor do indice de
conteido polimorfico foi descrito por Botstein et al (1980) ¢ um
indicador da capacidade informativa de um marcador em estudos

genéticos. Seu célculo depende do numero de alelos, das suas
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frequéncias e do tamanho da amostra. Segundo a classificagao de
Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0.5
sdo considerados muito informativos, com valores entre 0.25 e 0.50
mediamente informativo e com valores inferiores a 0.25 pouco
informativos.

Neste trabalho, a média do PIC foi de 0.50, variando de 0.13
a 0.67. Os maiores valores foram obtidos com os primers WMS
181(0.67), WMS 375 (0.66) e WMS 183 (0.64) (Tabela 2). Estes
marcadores sao muito informativos e, portanto, com grande utilidade
em estudos posteriores de caracterizagdo. Os resultados, mostraram que
mais oito primers apresentaram valores acima de 0.50, ou seja, muito
informativos. No entanto, 17 marcadores apresentaram valores de 0,25
a 0,50, sendo mediamente informativos. Um marcador apresentou valor
de 0,13, sendo considerado pouco informativo e assim, menor
capacidade para reconhecer a distingdo entre cultivares. Os outros 11
primers apresentaram PIC=0.

Trabalhos semelhantes com diversidade genética em trigos
sintéticos foram realizados, sendo verificado que o contetido de
informacao polimorfica variou entre 0,31 para o marcador Xgwm558 e
para 0,86 para WMC167 com uma média de 0,66 PIC (DAS et al.,
2015). Valores semelhantes a esses foram observados, em outro
trabalho com trigos sintéticos, no qual o valor do PIC para marcadores
ISSR foi calculada na faixa de 0,39-0,88 e com uma média de 0,65
(SHARMA et al., 2014).

No presente estudo, as bandas/alelos por genoma foram no

A, 26, no genoma B 24 e no D 23, sendo que o primer
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WMS44apresentou maior nimero de alelo estando localizado no locus
IBL (Tabela 2).

A diferenciagdo genética entre os trés genomas,
considerando os primers testados e os valores de PIC, também foram
apresentados (Tabela 2). Entre os genomas A, B, e D, os valores médios
de PIC foram 0.46, 0.54, 0.53, respectivamente. Os maiores valores de
0.67 e 0.66 foram obtidos pela amplificagdo de WMS 181 e WMS 375,
que estao localizados nos cromossomos 3BL e 4BL, respectivamente.

CHEN et al. (2007), analisando a diversidade genética em
trigos sintéticos, verificaram que entre os genomas A, B, e D, os valores
médios de PIC foram 0,66, 0,70, e 0,78, respectivamente. Os maiores
valores de 0,88 e 0,86 foram registrados nos cromossomas 2D e 5B.
Analisando a diversidade genética em 58 trigos sintéticos hexaploides,
Hanif et al. (2014) observaram que o valor maximo de PIC (0,69) foi
para o cromossomo 6D, seguido do 3D (0,64).

Em estudo semelhante com trigos sintéticos, nos quais os
trés genomas foram comparados, os valores maximos de PIC foram
observados para o genoma B, (0,61), seguido pelo genoma D (0,55) e o
genoma A (0,51) (KAZI et al., 2012). Lelley et al. (2000), relataram
uma média PIC de 0,68 para Ae. tauschii ¢ de 0,40 para T. aestivum.
Esses resultados, em sua maioria, sugerem uma maior diversidade
genética no genoma de D do Ae. tauschii do que na cultivada de trigo.
As variagdes dos valores de PIC podem ser, em primeiro lugar, devido
a diferenga do niimero de germoplasma e também, da origem dos
materiais que foram utilizados em diferentes estudos (QADIR et al.,

2015).
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Tabela 2— Contetido de informagdo polimorfica nos 37 marcadores

microssatélites
Genoma Primer Locus Numero de PIC
alelos total

Genoma A WMS136 1AS 3 0,52
Genoma A WMS95 2AS 1 0,00
Genoma A WMS369 3AS 2 0,13
Genoma A WMS397 4AS 2 0,38
Genoma A WMS293 5AS 2 0,50
Genoma A WMS334 6AS 2 0,48
Genoma A WMS350 7AS 1 0,00
Genoma A WMS99 1AL 3 0,61
Genoma A WMS328 2AL 1 0,00
Genoma A WMS30 3AL 2 0,50
Genoma A WMSI118 4AL 2 0,50
Genoma A WMS617 SAL 2 0,46
Genoma A WMS169 6AL 2 0,48
Genoma A WMS322 TAL 1 0,00
Genoma B WMS18 1BS 1 0,00
Genoma B WMS148 2BS 3 0,50
Genoma B WMS389 3BS 2 0,43
Genoma B WMS107 4BS 2 0,50
Genoma B WMS234 5BS 2 0,50
Genoma B WMS43 7BS 1 0,00
Genoma B WMS44 1BL 4 0,62
Genoma B WMS181 3BL 3 0,67
Genoma B WMS375 4BL 3 0,66
Genoma B BARC24 6BL 2 0,43
Genoma B WMS644 7BL 1 0,00
Genoma D WMS106 1DS 3 0,57
Genoma D WMS249 2DS 2 0,50
Genoma D WMS183 3DS 3 0,64
Genoma D WMSS55 6DS 1 0,00
Genoma D WMSI111 7DS 2 0,47
Genoma D WMS642 1DL 1 0,00
Genoma D WMS157 2DL 2 0,50
Genoma D WMS664 3DL 2 0,50
Genoma D WMS331 4DL 1 0,00
Genoma D WMS272 5DL 2 0,50
Genoma D BARC21 6DL 1 0,00
Genoma D WMS428 7DL 3 0,57

A média da distancia genética, obtida pelo indice de Dice,

variaram de 0,14 (CIGM92.1698 e

entre os 26 genotipos
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CIGM92.1706) e os mais distantes a 0,62 (CIGM92.1706 e
CIGM92.1713 com o Sumai 3), com uma média de 0,42, mostrando
variabilidade entre os gendtipos (Tabela 3).

Entretanto, geralmente quando se trabalha com hibridos
interespecificos espera-se maior variabilidade genética. Qadir et al.
(2015), invetigaram indices de similaridade com base nos produtos
amplificados de 10 acessos sintéticos e sete marcadores. A distancia
genética dos valores variaram de 0,44-0,80, com uma média de 0,62.
Mahmood et al. (2011) encontraram valores semelhantes de distancia
genética de 0,36-0,93, com média de 0,64 entre 15 cultivares de trigo
paquistaneses.

A andlise de agrupamento tem como objetivo dividir um
grupo original de observacdes em varios grupos homogéneos, segundo
algum critério de similaridade ou dissimilaridade (RAFALSKI, 1996).
Desta forma, o dendrograma gerado a partir da matriz de
dissimilaridade, apresentou a formagdo de seis grupos a uma distancia
aproximada de 0,44 (Figura 2). O primeiro grupo foi formado por
quatro acessos; o segundo por um; o terceiro por trés cultivares, o quarto
e quinto grupo por um e um acesso respectivamente. O sexto grupo foi
formado por 16 gendtipos. Considerando apenas as cultivares
testemunhas, estas ficaram nos grupos III e VI. Destaca-se que os
acessos que apresentam a maior distdncia genética foram entre 4 e 24
(CIGM92.1629 e BRS 179), (0,61), os mais similares foram 7 e 8
(CIGM92.1696 e CIGM92.1698), com uma distancia inferior a 0,14.
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O indice de correlacao de cofenética foi de 0,76, o que
indica que os dados da matriz de distancia representam 76% no
dendrograma. Este valor ¢ considerado adequado, ja que coeficientes
de correlagdo cofenética maiores que 0,56 sdo considerados ideais e
demonstram boa concordancia com os valores de distancia genética
(VAZ PATTO et al., 2004). O coeficiente de correlagdao cofenética ¢ a
correlagdo linear de Pearson entre os elementos da matriz de
dissimilaridade e os elementos da matriz (CARGNELUTTI FILHO et
al., 2010). Portanto, os resultados obtidos mediante a andlise do
agrupamento sugerem, que hd um elevado grau de diversidade entre os

26 acessos de trigos.
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4 CONCLUSAO

Existe variabilidade genética dentro dos acessos de trigo
sintéticos e cultivares testemunhas, quanto a diversidade genética,
sendo os marcadores microssatélites eficientes quanto a detec¢do do
polimorfismo e da diversidade genética.

Os trigos sintéticos hexaploides sdo uma forma eficiente de

aumentar a variabilidade genética do trigo comum.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos trés capitulos descritos, verificou-se que os
acessos sintéticos CIGM93.298 e CIGM92.1666, que apresentaram as
menores médias para percentual de GB nos anos de 2014 e 2015,
respectivamente, também apresentam indice meiodtico acima de 90 %
nos determinados anos. Desta forma, recomenda-se que estes acessos
sejam utilizados em cruzamentos em programas de melhoramento, pois
além de serem potenciais fontes de resisténcia a giberela, encontram-se
meioticamente estaveis. Estes dois acessos, sdo resultados do
cruzamento entre Rascon/Ae. squarrosa, o que pode indicar que
cruzamentos entre estas linhagens sejam mais eficientes na resisténcia
a doenga.

Os acessos que apresentaram percentual maximo de GB
CIGM92.1849 em 2014 e CIGM93.225 em 2015 sdo resultados do
cruzamento entre Decoy/Ae. squarrosa. Isso pode indicar que estes
cruzamentos nao sejam os melhores, quando se pretende a busca de
genes de resisténcia a giberela.No dendrograma gerado, os acessos
CIGM93.298 e CIGM92.1666, ficaram inseridos no mesmo grupo (VI),
evidenciando que possuem caracteristicas em comum.

Com base nos trés capitulos abordados verificau-se que os
trigos sintéticos apresentam expressiva variabilidade genética,
representando germoplasma potencial para exploragdo de outros

estresses bidticos como abioticos.
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